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RESUMO:

Foram coletadas 83 amostras de propolis de Apis mellifera africanizadas
provenientes de diversas regides do Brasil, sendo extraidas com etanol 80%. A
concentragho de flavondides fotais foi analisada através dos métodos quimico
{determinacfo de flavonsides totais) e espectrofotometria na regifio ultravioleta-
U.V. ("U. V. scanning”). Os resultados da concentragio de flavonoides totais dos
extratos de propolis obtide pelo método quimico correlacionaram com os dados
do “U.V. scanning”. Os espectros de absorgdo em U.V. mostraram o pico de
absorgfo méxima a 290nm. A analise qualitativa dos flavonéides nas amostras de
propolis foram detenminadas por Cromatografia em Camada Delgada de Alta
Performance (HPTLC) e Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia (HPLC).
Afraves da analise por HPTLC dos extratos etandlicos da propolis, foram
observadas fragdes de flavonéides quando irradiados com luz UV, 2 254 ¢ 166
nm, porém a apalise a 366 nm permitiu uma melhor avaliagdo qualitativa das
fragdes de flavondides. Assim, foram observadas diferengas significativas entre
as amostras dos Estados de Sdo Paulo (SP), Minas Gerais (MG), Goias (GO),
Mato Grosso do Sul (MS) com as do Parang (PR) e Ric Grande do Sul (RS). As
analises quantitativas das fragSes de flavondides foram determinados em HPLC,
Os picos dos cromatogramas do HPLC demostraram também wm perfil diferente
entre as amostras de SP, MG, GO, MS com as do PR ¢ RS, correlacionando com
os dados do HPTLC. A propolis da Regifio Sul (PR e RS), apresentaram maiores
concentragbes de quercetina, galangina e crisina em relagdo as amostras de SP,
MG, GO, MS, porém, apresentaram menor concentragio de acacetina, além da
auséncia de isoramnetina. Os resultados demonstraram que as concentragdes dos
flavonoides totais foram variaveis, dependendo da regidio de coleta e da sua

ecologia vegetal,



SUMMARY:

Eighty-three specimens of propolis which were collected by africanized
Apis mellifera i various regions of Brazil were extracted by 80% etanol and
examined for concentrations of total flavonoids i ethanol extract of propolis by
methods of both chemical analysis, and Ultraviolet-spectrophotometer {U.V
scanning). The results of concentrations of total flavonoids in propohs which
were determined by chemical analysis correlated with the results obtained by
U V. scannmng. The U. V. scanning showed a maximum absorption spectra of
flavonoids at 290 nm, The qualitative analysis of flavonowds in propolis was
determined by High Performance Thin Layer Chromatography (HPTLC) and
Reversed phase High Performance Liguid Chromatography (HPLC). The results
of HPTLC analysis of ethanol extracts of propolis demonstrated pattems of
fractions of flavonoids when irradiated by U.V. at 254 and 366 nm, respectively,
but at 366 nm showed more distincts patterns of flavonoids. These results
demonstrated different patterns among propolis from the States of Sdo Paulo
(SP), Minas Gerais (MG), Goias (GO), Mato Grosso do Sul (MS) as compared to
those from Parana (PR) and Rio Grande do Sul (RS). Quantifative concentration
of flavonoid fractions were determined by HPLC. The profiles of HPLC also
demonstrated different patterns among samples from SP, MG, GO, MS and PR,
RS. Furthermore, propolis from RS and PR contamned more quercetin, galangin,
chrysin as compared to those from SP, MG, GO, M5, but propolis from RS and
PR contained less acacetin and no isorhamnetin. These results demonstrated that
the concentrations of total flavonoids were variable depending on the geographic

location and plant ecology.
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1. INTRODUCAQ

Nas Ultimas décadas tem se observado um interesse cada vez maior pelas
medicinas alternativas e terapias naturais. Dentre elas, os produtos apicolas,
como mel, geléia real, pélen e prépohs, t€m encontrado grande aceitagio,
principalmente pelas snas propriedades terapéuticas, origmando assim um novo

ramo na medicina alternativa denominado Apiterapia.

Dentre os produtos apicolas, a propolis vem se destacando devido as suas
diversas  propriedades  terapfuticas, como atividade  antimicrobiana,
antunflamatonia, cicatrizante e anestésica (GHISALBERTI et aki, 1977) como
pelas suas possibilidades de aplicagdo nas indistrias de alimentos (como
alimentos complementares) e farmacéutica. Amalmente existem diversos
produtos comerciais & base de propolis no mundo mteiro, principalmente no
Japic, tais como: balas, chocolates, doces, xampus, cremes para pele, solugdes
antissépticas, pastas de dentes, spray bucal etc (ACKERMANN, 1991).

Propolis € o nome genérico dado para uma resma, de coloragdo ¢
consisténeia variada, coletada pelas abelhas da espécie Apis mellifera de diversas
partes da planta como broto, botbes florais e também dos exsudatos resinosos,
sendo transportados para dentro das colméias e modificados pelas abelhas,
através da adigio de secregbes proprias (GHISALBERTI, 19793,

Etimologicamente, a palavra prépolis deriva do grego em que pro significa
em frente de, em defesa de ¢ polis cidade, assim em defesa da cidade (no caso a
colméia). Ento a abelha wutiliza a propolis na entrada da colméia, fechando

frestas, para reducdo da entrada de vento, frio e principalmente dos inimigos



naturats, além de ser utilizada para embalsamar pequenos insetos mortos pelas
abelhas, que nfio puderam ser retirados, evitando assim a putrefagfo. A propolis
também ¢é utilizada como material de construcdo no interior da colméia, soldando
favos, quadros e envernizando o interior dos alvéclos (NICOLAS, 1947 citado
por GHISALBERTI, 1979).

A composigdo quimica da propolis é muito complexa e variada, estando
mtimamente relacionada com a ecologia vegetal de cada regido visitada pelas
abethas. De modo geral, contém 50-60% de resinas e balsamos, 30-40% de
ceras, 5-10% de Oleos essenciais, 5% de grios de polen, além de microelementos
como aluminio, calcio, estrdncio, ferro, cobre, manganés e quantidades tragos de
vitaminas By, By, Be, C e E (GHISALBERTI, 1979). Atualmente, cerca de 160
componentes 34 foram identificados, principalmente compostos fendlicos. A
matoria dos compostos fenodlicos isolados pertencem a 3 grupos principais:
1) flavonéides agliconas, 2) acidos fenodlicos e 3) ésteres fenolicos, cujas
concentragdes variam dependendo da ecoflora da regifo da coleta (BANKOVA
et alii, 1992).

A presenca destes diversos compostos fendlicos, principalmente os
flavondides, explicam em parte, a grande diversidade de propriedades
terapéuticas relatadas na literatura (BANKOVA et alii, 1983). Os flavondides sio
compostos por 15 carbonos dispostos numa configuragiio Ce-Ci-Cs, formando 2
anéis aromaticos unidos por uma unidade de 3 carbonos que pode ou ndo formar
um terceiro anel (Figura 1). Os flavondides sfio encontrados na natureza em duas
formas: glicosidicas, quando wm ou mais grupos hidroxila estio Hgados a um

acihicar, e agliconas.



Figura 1. Configuracio geral de um flavonéide

Na propolis sdo encontradas basicamente flavondides agliconas, devido a
agdo da B-glucosidase, secretada pelas abelhas, que hidrolisa a parte glicosidica
dog flavondides (BONVEHI et alii, 1994). Nas plantas e vegetais, como cebola,
brocolis e repolho, sdo encontrados basicamente flavonéides na forma glicosidica

(HERTOG et alii, 1992)

No Brasil, ainda nfio existe uma padronizacio quanto ao controle de
qualidade da propolis, e os métodos de andlise atualmente utilizados além de ndo

serem adequados, slo muitas vezes empiricos.

2. OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivo : 1) Analisar o teor de flavondides
totats, quantificar e identificar as fragdes de flavondides, presentes nas amostras
de propolis provenmientes de diversas Regides do Brasil, 2) Avaliar
qualitativamente os flavondides com relagiio a Regido de coleta das amostras de
propolis ¢ 3) Determinar métodos de analise adequados para avaliar a qualidade

da propolis em termos de teor de flavonsides,



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os artigos cientificos sobre a propolis sfo escassos, pois as pesquisas
foram intensificadas apenas nos ultimos 30 anos, principalmente com relagfo a
sua composi¢io quimica e propriedades terapéuticas. Além disso, muito dos
trabathos de pesquisa sio de dificil acesso, uma vez que foram publicados em
revistas dos paises do Leste Europeu, como Bulgaria, Polonia, Roménia e na

antiga Unido Soviética.

HAYDAK (1950) (citado por GHISALBERTI, 1979) relatou evidéncias

do uso da propolis desde 300 anos antes de Cristo.

VILLANUEVA et alii (1964) 1solaram da prépolis a galangina (3,5,7-
trihidroxiflavone), um composto quimico pertencente ao grupo dos flavondides.
Os autores relataram que a atividade bacteriostatica da prépolis poderia ser

atribuido, parcialmente, a este composto 1solado,

Num amplo estude realizado por LINDENFELSER (1967), demonstrou-se
a atividade antimicrobiana “in vitro” da propolis em 70 linhagens diferentes de
microrganismos, sendo 39 bactérias, 39 fungos e 2 leveduras. O autor
demonstrou que 25 das 39 linhagens de bactérias, dentre elas Staphylococcus
aureus ¢ Bacillus subtilis, ¢ 20 dos 39 fumgos apresentaram inibicio do
crescimento em concentragdo menor que 100 pg/ml de propolis. As atividades
demonstradas eram de modo geral bacteriostaticas ou fungistdticas, sendo que na
maioria dos casos, em concentragies ligeiramente maiores que 100 pg/ml,
apresentaram atividades bactericidas (ou fungicidas). Entre as bactérias testadas,

as mas sensivess foram dos grupos gram positivos ¢ 4cido-tolerante (“acid fast™).



Entretanto, a propolis ndo apresentou efeito antimicrobiano contra as leveduras

testadas, Candida albicans e Saccharomyces pastorianus.

SCHELLER et ahi (1969} (citado por GHISALBERTIL 1979) analisaram a
atividade antimicrobiana “in  vitro” da propolis e observaram que
Corynebacterium sp, Klebsiella ozaenae, Mycobacterium sp e Candida sp eram

sensiveis aos extratos etandlicos da propolis.

KIVALKINA & GORSHUNOVA (1969) ¢ CHERNYAK (1973) (citado
por GHISALBERTI, 1979) verificaram que extratos de prépolis potencializavam
o efeito de alguns antibidticos. A ago da biomicina, tetraciclina, neomicina,
polimixina, penicilima, estreptomicina ¢ furangina, contra Staphylococcus aureus
e Escherichia coli era potencializada com a adigio de propolis no meio nufritivo.

A combinacio de furangina e propolis fot a mais efetiva contra Escherichia coli.

Os estudos sobre a composigio quimica da propolis eram raros aié 1969,
provavelmente devido a auséncia de técnicas apropriadas para o fracionamento ¢
andlise dos constitumtes da propolis (GHISALBERTI, 1979), Porém,
PROPAVKO et alli (1969) otihzando técnmicas modernas de separagic e
wdentificacdo, como ressondncia magnética nuclear (NMR), na andlise da
composigio quimica da propolis, isolaram os seguintes compostos: acaceting (5,
T-diludroxi-4"-metoxiflavone);,  S-ludroxi-4’,7-dimetoxiflavone,  kaempferide
{3.5,7-trilndroxi-4 -metoxiflavone); ramnocitrina (3.4, 5trihudroxi-7-
metoxiflavone); 3, 7-ditudroxi-3 4 -dimetoxiflavone; 3, 5-dihidroxi-4"7-
dimetoxiflavone, pinostrobina { (-)-5-hidroxi-7-metoxiflavanone) ¢ (~}-5-hidroxi-
4’ 7-dimetoxiflavanone, além de evidéncias da presenga da quercetina

{3,5,7,3° 4 -pentahidroxiflavone). Estes compostos fendlicos pertencem ao grupo



dos flavonoides. Também foi isolado ¢ identificado um derivado aldeidico, a

isovanilna.

VILLANUEVA et alii (1970) isolaram outros flavondides identificados
como: pinocembrina (5,7-dihidroxiflavanone), crisina (5,7-dildroxiflavone),
tectocrising  (S-hidroxi-7-metoxiflavone) ¢  isalpinina  (3,5-dihidroxi-7-
metoxiflavone). Os autores também relataram que a pinocembrina apresentava

atividade bacteriostatica similar 4 galanging.

CIZMARIK & MATEL (1970) isolaram e identificaram o acido caféico
(3,4 - 4cido dihidroxicindmico) e, posteriormente, 08 mesmos autores, em 1973,
isolaram o acido ferdlico (4cido 4-hidroxi-3-metoxicinfimico) das amostras de
propolis provenientes do Leste Furopeu. Os autores identificaram os compostos
através de espectrofotometrnia na regiio U.V., mfravermelho e ressondncia

magnética nuclear.

MABRY & MARKHAM (1970) descreveram a absorgdo em U.V. de uma
grande variedade dos compostos pertencentes ao grupo dos flavonoides. Os
autores determinaram que, de modo geral, os flavondides possuem um espectro
de absor¢do em UV, variando de 200 a 400 nm, consistindo de 2 regides de
absorgdo maxima, a banda 11 de 240-285nm e a banda [ de 300-550nm. Sendo
que de modo geral o pico de absorgdo esta situado na faixa entre 250 e 350 nm,

prmcipalmente as flavonas, os flavonols e as flavanonas.

JANES & BUMBA (1974) analisaram a presenga de compostos volateis
nas amostras de propolis. Os autores identificaram os seguintes compostos:
alcool benzilico, vanilina e eugenol. Além disso, foram identificados fenil vinil

éter, anisil vindl éter, ciclohexilbenzoato, dcido benzdico e acido sérbico.



SCHNEIDWEIND et alli (1975) 1solaram e identificaram da propolis 14
flavondides, sendo 9 previamente descritos: crisma, tectocrisina,
S-mdroxi-4’,7-dimetoxiflavone, rammocitrina, galangina, isalpinina, pinostrobina,
5-hidroxi-4", 7-dimetoxiflavanone, pinocembrina, e 5 novos: pectolinarigenina
(5,7-dihidroxi-4’ 6-dmmetoxifiavone),  quercetina-3,3 -dimetil  éter (47,57~
trihidroxi-3,3" -dimetoxiflavone), sakuraneting (4’,5-dihidroxi-7-
metoxiflavanone), pinobanksma (3,5,7-tridroxiflavanone), pinobanksina-3-

acetato (3, 7-dihidroxi-3-acetilflavanone).

METZNER et alh (1973) observaram que pinobanksina-3-acetato,
pinocembrina, benzil éster do 4cido p-coumdrico e o éster do acido caféico

apresentaram aftvidade antimicotica contra Candida albicans.

WULF & NAGEL (1976) analisaram &cidos fendlicos e flavonoides
através de cromatograhia liquida de alta eficiéncia (HPLC). For utihzado a coluna
uBondapak/C,y ¢ detector para U.V. operando a 254 ¢ 280 nm ¢ sistema solvente
H:O4cido acéticometanol (65:5:30, v/v), para o estudo de flavondides. Os
autores estudaram a mfluéneia do grupo carbonil na posigio 4, sobre a
polaridade dos flavondides, e observaram que os grupos hidroxilas na posigéio 3 e
5 mferagiam com o ceto grupo da posigdo 4, diminuindo assim a sua polaridade.
Também foi relatado as vantagens do HPLC, em relagio a cromatografia gasosa
nas analises de propolis, pois a técnica de cromatografia gasosa apresenta
problemas de degradagfio térmica ¢ necessita de uma etapa adicional de

denvatizacdo.

GHISALBERTI et alli (1977) analisaram, através da espectromema de
massa e ressonancia magnética nuclear, os constituintes da prépolis provenicnte

da Regifo Sudeste da parte ocidental da Australia ¢ identificaram os seguintes



flavondides: pinostrobina, sakuranetina, isosakuranetina (5.7-dihidroxi-4 -
metoxiflavanone), S-hidroxi-4’,7-dimetoxiflavanone e quantidades tragos de
crisina. Também foram identificados outros compostos como o derivado de
naftaleno, denominado xantorrhoeol e tragos de 3,5-dimetoxibenzil dlcool, além

do composto pterostilbene (4 hidroxi-5,7-dimetoxistilbene).

SCHELLER et alit (1977) relataram a atividade antiprotozoaria in vitro da
propolis sobre 3 linhagens de Trichomonas vaginalis. Os autores observaram que
os extratos etandlicos da propolis na concentragio de 150mg/ml apresentaram

atividade Ietal contra o protozoario.

GHISALBERTI et alu (1978) isolaram e estudaram os principais
constituintes da propolis coletado da parte ocidental da Austrdlia. Foram
identificados 08 compostos pterostilbene, xantorrhoeol, sakuranectina e
pinostrobina. Segundo os autores, o xantorrhoeol e sakuranetina, também foram
isolados nas plantas Xanthorrhoea, que sfo endémicas na parte ocidental da

Austrabia.

Na revisdo realizada por GHISALBERTI (1979 os principais
componentes encontrados na propolis pertenciam ao grupo dos flavonoides, que
sdo omipresentes no reino das plantas. O autor descreven gue os flavondides
isolados da propolis correlacionavam razoavelmente com o8 presentes nas
plantas das quais as abelhas coletavam a propolis. Também foi descrito que o
xantorrhoeol e sakuranetina presentes na prépolis da parte ocidental da Australia
eram encontrados nas plantas da espécie  Xanthorrhoea pressii e a
isosakuranetina nas espécies Xanthorrhoea australis, demonstrando a origem

vegetal da propolis.



HLADON et alit {1980) (citado por MARCUCCI, 1995} estudaram a
atividade citostatica dos extratos de propolis sobre as células de carcimoma
hepatico KB ¢ Hela de humanos. Segundo os autores, a fragdo etandlica da

propolis exibia uma atividade citostatica acentuada.

VANHAELEN & VANHAELEN-FASTRE (1980) descreveram a
separacio de compostos fendlicos, dentre eles os flavondides, por 3 métodos
cromatograficos: cromatografia em camada delgada de alta performance,
cromatografia Hiquida de alta eficiéncia e cromatografia gas-liguido (GLC). Os
autores destacaram a utilizagio de placas prontas RP-8, utilizando um sistema
solvente simples composto de HO ¢ etanol (na proporgdo 45:35, v/v), que
apresenton melhor resolugho dentre os outros sistemas solventes testados.
Salientaram também a boa separacio dos compostos fendlicos pelo GLC, apesar
das limitagBes como a necessidade de derivatizagio e da degradagio térmica,
além de problemas de eluigio dos flavondides acacetina e apigenina e da

separagdo dos flavondides heterociclicos.

CASTEELE et alii (1982) analisaram a separagfio de flavonoides atraves
de cromatografia liquida de alta performance, utilizando a coluna LiChrosorb RP-
18, com detector U.V. a 280 nm. Verificou-se o tempo de retencfio de 141
flavondides. Segundo os autores, a sequéncia de eluigdo dos compostos pode ser
interpretada do seguinte modo: os compostos inicialmente adsorveriam na fase
estacionaria hidrofdbica e seriam subsequentemente eluidos com a fase mobvel,
dependendo do grau de formagdo das pontes de hidrogénio. Os autores
explicaram que nas flavonas (e flavonols) e isoflavonas ¢ grupo carbomil na
posigio C,, devido a ressonéncia, apresentariam carga parcial negativa, sendo
assim o principal responsavel pela formagfo de pontes de hidrogénio com o

solvente. A presenga do grupo OH na posigdo 5, permite a formagéo de uma forte



ponte de hidrogénio intramolecular, diminuindo assim a capacidade de interagdo
com o solvente e aumentando o seu tempo de retengdo. O mesmo ocorre com a
presenga do grupo OH na posigdo 3, sendo a interacio mais fraca, mterferindo
menos no seu tempo de retengBo. Assim os autores observaram que oS
tflavonoides, de modo geral, que apresentarem diferenga no mamero de grupos

OH, em posigdes diferentes de 3, podem ser facilmente separados.

BANKOVA et alu (1982) descreveram wmm método de andhise dos
flavondides da propelis utihizando cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). Os autores determinaram que a melhor fase eluente for
agua:metanol:dcido acético (65:75:5, v/v) e as colunas de fase reversa utilizadas
neste estudo foram ODS-HC-SIL-X-1 e Partisil PXS/10/25 ODS. A fase eluente,
agna:metanol:acido acético, na proporgdo 65:30:5 (v/v) apresentaram problemas
na eluicdo de flavonas e flavonols. Também fo1 observado uma boa separagiio
dos flavontides das amostras de propolis (em ambas as colunas), permitindo
assin a possibilidade da determinag@io dos flavondides atraveés do HPLC com
auxilio de padrGes mternos. Através deste método foram identificados os
flavondides: pinocembrina, galangina, crisina, quercetina e tectocrisina das

amostras de propolis.

BANKOVA et alii (1983} analisaram amostras de propolis da Bulgéna
através de HPLC/espectrometria de massa e detectaram a presenga de
pinocembrina, galangina, crisina, tectocrisina, querceting, isoramnetina (3,57 47~
tetrahidroxi-3’-metoxiflavone), pequena quantidade de kaempferol (3,5,7.4°-
tetrahidroxiflavone). Os autores também relataram a detecgio de rés novos
flavondides, sendo dois deles identificados como 3,7-dihidroxi-5-metoxiflavanone

e 2,5-dihidroxi-7-metoxiflavanone.
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KATO et alu (1983) anahisaram o efeito da quercetina nos hpidios séricos
em ratos. Os autores observaram que ao acrescentarem a quercetina na dieta dos
ratos, resultou numa diminuigdo significativa dos niveis séricos dos trighceridios
em ratos, sem alterar o seu crescimento (ganho de peso) e o nivel do colesterol

sérico.

DEBUYSER (1983) (citado por MARCUCCI, 1995} relaton que a
atividade antibacteriana da propolis era devido a presenca de flavondides, ésteres

¢ acidos aromaticos, como dcido caféico e ferulico.

Os flavondides foram estudados na possivel atuaciio da prevengdo a carie
dental por IO et alu (1984). Os autores analisaram ¢ efeito da quercetina e
naringenina (5,7 4 -trihidroxiflavanone) na atividade de glicosiliransferase,
responsavel tanto pela formacio de glucanos soltiveis (GF-S) como de msoliveis
{GF-1), além do efeitc de alguns flavondides, como quercetina, naringenina,
cnisma ¢ hesperetina (5,7,3 -trihidroxa-4’-metoxiflavanone) na formagdo de
glucanos pelo Streptococcus mutans ¢ placa dental. Tanto a quercetina como a
naringening inibiram a GF-1 em maior grau que a GF-S, sendo que a quercetina
apresentou-se como um inibidor mais potente, devido a supressio da atividade de
GF-1 mesmo em baixas concentragbes {15 pg/ml da reaciio de mistura) A
quercetina fmibiu fortemente a formagldo de glucano, tanto por Streptococcus
mutans como pela placa dental, ¢ em menor grau a naringening, hesperetina ¢

crismna.

MERESTA & MERESTA (1985) (citado por MARCUCCI, 1995},
anabisaram a sensibilidade de 75 cepas bacterianas ac exfrato etandlico da

propolis. Os autores observaram que todas as cepas apresentaram sensibilidade
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ao extrato de propolis. Entre 75 cepas bacterianas testadas, 69  foram

identificadas como Staphylococcus sp e Streptococcus sp.

NAGY et ahi (1985) demonstraram, através de cromatografia
gasosa/especirofotometria de massa, que 35 compostos guimicos, na maioria
fendlicos, isolados de amostras de propolis da Hungria estavam presentes
também em arvores da espécie Populi gemma. Os autores relataram que a
composicdo da propolis era dependente da ecologia vegetal e que a Populi

gemma ¢ uma importante fonte para a propolis da Hungria.

PAPAY et alii (1985) isolaram e identificaram 4 flavonas, 9 flavonols, 5
flavononas, 4 acidos carboxilicos aromaticos e um éster de dcido carboxilico da
propolis da Hongnia, sendo que destes, 6 flavonols (galangina, galangina-3-metil
éter  (5,7-dihidroxi-3-metoxiflavone), isalpinina, kaempferol, ramnetina
(3,5,3’ 4’-tetrahidroxi-7-metoxiflavone), isoramnetina), 4 flavonas (crisina,
tectocrisina, acacetina, apigenina (5,74 -trihidroxiflavone)), 5 flavononas
(pinocembrina, pinostrobina, pinobanksina, pinobanksina-3-acetato, 2.5-
dihidroxi-7-metoxiflavanone), 4 acidos carboxilicos ¢ o éster fenil etl do écido
caféico também estavam presentes nas arvores da espécie Populi gemma. Os
autores concluiram que as drvores da espécie Populus nigra, mullc comuns na
Europa, ndo sdo apenas as Gnicas fontes de prépolis, mas também as espéoies

Populi gemma.

KONIG (1985) relatou as fontes vegetais da propolis de diversas regifes,
Segundo o autor, na Furopa a principal fonte vegetal para propolis so as drvores
da familia das Saliciceas, particularmente do género Populus (conhecidas
popularmente como “poplars™) e nos Estados Unidos, além dos “poplars”, os

pinheiros de modo geral sdo importantes fontes para propolis. Na Australia, 08
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eucaliptos sdo fontes vegetais importantes, sendo que na regidio Ocidental, as
plantas da espécie Xanthorrhoea pressii ¢ X. australis s3o as fontes vegetais
predominantes da prépolis. O autor também descreveu que praticamente ndo
existe na literatura, relatos sobre as possiveis fontes vegetais da propolis na
regido da América do Sul e devido a auséncia de “poplars™ nesta regido (pois sdo
vegetagiio de zona temperada), outras fontes vegetais devem ser utilizadas pelas

abelhas na coleta de prépolis.

HEIMLER (1986) descrevenu uwm método para analisar flavondides
agliconas através da cromatografia em camada delgada de alta performance
(HPTLC) em placas prontas RP-18 (Merck) e SilCys-50 (Macherey and Nagel).
Foram utilizados como eluente: dcido acético 1 M em 60% de metanol, acido
acético 1 M em 50% de metanol, acido acético:metanol:agua (3:3:4, v/v), amdnia
0.1 M em 55% de metanol ou hexano:acetato de etila:acido acético (72:27:1).
Apos a eluigdo os flavonoides foram visualizados sob luz U.V. a 254 e 366 nm.
Foi observado a relagdo do comportamento cromatografico dos flavondides
agliconas, com o nitmero e a posigio dos seus grupos hidroxilas. Os flavondides
com maior nimero de hidroxilas apresentaram maiores Rfs, com excegiio da
galangina ¢ quercetina que apresentavam pequena diferenga nas Rfs, quando
comparado com outros flavondides de mesmo nimero de grupos hidroxilas,
Segundo a autora, a presenga de um grupo hidroxila na posi¢do 3, como na
palangina e querceting, ndo resulta em aumento da polaridade da molécula,

devido a interacfio deste grupo hidroxila com o grupo carbonil na posigdo Cy.

NISHINO et alii (1987) observaram que (-)epigalocatequina, isolado da
planta medicinal Elaeagnus glabra, possuia atividade antibacteriana sobre
Staphylococcus epidermidis (responsavel pela acne vulgans), Profeus vulgaris e

Staphylococcus aureus e também citotoxicidade sobre as células tumorais Hela.
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Também foi1 estudada a atividade de outros flavondides selecionados sobre
Staphylococcus  epidermidis. A concentragiio minima inibitéria (MIC) de
{~)epigalocatequina contra P. vulgaris ¢ S. aureus foi de 100 ug/mi e 50 pg/ml
para 5. epidermidis. A atividade citotoxica sobre células Hela foi observada na
concentragdo 18.6 pg/ml (ICsy). Dentre os outros flavondides testados contra
Staphylococcus  epidermidis a galangina se destacou pela forte atividade
antibacteniana 6.3 ug/ml (MIC). Também foi observado atividade antibacteriana
significativa a  50-100pg/m! (MIC) em algumas flavonas, como 6,7
diidroxiflavona, e flavonols, como kaempferol, entretanto nenhum dos

flavononas e flavononols apresentaram atividade contra S. epidermidis,

SU et alu (1987) analisaram o efeito antioxidante de flavondides isolados
da planta medicinal Osbeckia chinensis L. Foram isolados kaempferol,
quercetina,  quercetina-3-gentibiose,  quercetina-3-0-B-D-glucopiranosideo,
kaempferol-3-O-B-D-glucopiranosideo. Segundo os autores, a quercetina-3-
gentibiose apresentou maior atividade antioxidante, sendo que os demais

apresentaram baixa atividade.

GRUNBERGER et alii (1988) demonstraram que o composto fenil etil
éster do acido caféico (CAPE) 1solado da propolis possuia atividade citotoxica
em células tumorais do melanoma ¢ do carcinoma do seio. Os autores estudaram
o efeito do CAPE em células tumorais, pela andlise da incorporagiio de [°H]
timidina no DNA das hinhagens de células de carcinoma do seio e melanoma, ¢
observaram que a 10 pg de CAPE/mi inibia completamente a incorporagio de

[’H] timidina pelo DNA das células tumorais.

SOKOLOV & TORGOV (1989) 1solaram e identificaram nas amostras de

propolis 3 novos compostos: ferulato, p-conmarato e p-hidroxibenzoato do slcool
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trans-contferil, através da ressonfncia magnética nuclear ¢ espectrometria de
massa. Estes compostos também foram isolados nos exsudatos de botdes de

Populus tremula,

BOGDANOV (1989) analisou a composi¢do de flavondides de 4 amostras
de mel ¢ 2 amostras de propolis da Suica. O principal flavondide identificado
tanto no mel como nas amostras de propolis foi a pinocembrina, além de
pequenas quantidades de crisina e galangma, O autor também relaton que o perfil
dos flavondides tanto na cromatografia em camada delgada como no HPLC

foram semethantes enire as amostras do mel e propolis.

BANKOVA et alis (1989) 1solaram dos botdes florais das arvores Populus
nigra, Populus italica e da propolis, dois ésteres do dcido caféico ¢ dois ésteres
do acido fenilico com alcool pentenil isomérico. Os autores também confirmaram
a hipétese da ongem vegetal da propolis da regido da Bulgaria ¢ sua relagdo com

os botdes da familia das salicaceas, principalmente Populus nigra.

GREENAWAY et alii (1990) relataram um estudo sobre a composigio
quimica da propolis ¢ a sua onigem vegetal. Os autores utihzaram cromatografia
gasosa e espectrometria de massa para analisar os conshituintes da propolis ¢ dos
exsudatos resinosos das plantas, principalmente “poplars” (da familia das
Salicaceas), muito comuns na BEuropa. Os autores analisaram amostras de
propolis da Austria, Equador, Alemanha, Israel, Reino Unido ¢ Estados Unidos e
demonstraram que, com excegdo das amostras do Equador, os constituintes da
propolis eram caraz:teriéticos de exsudatos resinosos dos botdes de “poplars”,
principalmente do género Populus, como Populus nigra, deliadeides e
exrogmericana. A propolis do Equador continha uma composigdo quimica

bastante diferente, devido provavelmente 4 auséncia de “poplars™ nesta regio.
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Também foi relatado que, apesar da composicdo quimica da prépolis ser
quahtativamente semelhante aos exsudatos dos “poplars”, quantitativamente

apresentaram diferencas significativas.

GRANGE & DAVEY (1990) analisaram as propriedades antibacterianas
da propolis em cepas de Staphyviococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Enterococcus spp., Bramhamella catarrhalis, Corynebacterium sp, Bacillus
cereus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium tuberculosis
e Klebsiella pneumoniae. Os autores verificaram que a prépolis, na concentragio
de 3 mg/ml, inibre completamente o crescimento de Staphviecoccus aureus,
Staphylococcus  epidermidis, Enterococcus spp., Branhamella catarrhalis,
Corynebacterium sp, Bacillus cereus, e mibwu parcialmente o crescimento de
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, porém ndo apresentou efeito contra
Klebsielln pnewmoniae. Os autores concluiram que a prépolis apresentou
atividade antibacteriana, principalmente em gram positivos, porém foi limitada

nos gram negativos.

SOKOLOV & TORGOV (1990) determinaram as agliconas de
flavonoides por espectrometria de massa em propolis coletadas nas regides com
“poplars” Popuius tremulus ¢ observaram que os flavonoides isolados
pertenciam a 2 grapos | flavonas, como apigenma .e acacetina ¢ flavonols, como

kaempfende.

KEDZIA et ahi (1990) (citado por MARCUCCI, 1995) relataram que o
mecanismo da atividade antimicrobiana da propolis podenia ser atribuido a agéio

sinérgica de flavonoides, hidroxiacidos e sesquiterpenos.
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TORRES et aln (1990} observaram gue o extrato etandlico da propolis na
concentragdo de 11.6mg/m! imibiu em cerca de 98% o crescimento “in vitro” do

parasita protozoanio Giardia lamblio,

FUENTES & HERNANDEZ (1990) (citado por MARCUCCI, 199%)
demonstraram que o extrato etandlico da prépolis apresentava alta atividade
antibacteriana sobre as bactérias gram positivas, como Staphviococcus aureus,

Staphyvlococcus epidermidis e Streptococcus sp.

ACKERMANN (1991} descreveu um método analitico rapido através da
cromatografia de camada delgada (TLC) para estudar os diversos componentes
da  propohs. Foram  utilizados 2 sistemas  de solventes,
tolueno:cloroférmio:acetona (40:25:35, v/v) e hexanoacetato de etilaacido
acstico (60:40:3), cujas placas foram observadas sob luz UV, a 254 nm. Os
autores concluiram que através deste método poderiam ter uma avaliagfio rapida
dos diversos componentes mobilizados na placa de TLC. Também foi observado
diferencas na distnbuicio dos componentes das propolis provenientes de regides

geograficas diferentes.

IKENO et alii (1991) analisaram o efeito “in vifro” dos extratos etanodlicos
da propolis no crescimento ¢ atividade da glicosiltransferase de Streprococcus
sohrinus 6715, Streptococcus mutans PS14, Streptococcus cricetus OMZ 61 ¢
sobre canes dentais em ratos infectados com S. sobrinus 6715 A propolis
demonstrou ter atividade antimicrobiana (formagdo do halo intbitorio) contra as 3
linhagens testadas ¢ imbiu tanto a sintese de glucanos insoliveis em égua como a
atividade de glicosiltransferase. Em ratos inoculados com 8. sobrinus, cerca da
metade das fissuras dentais estariam cariadas, sendo que os ratos tratados com

propolis apresentaram significativamente menor incidéncia de céries dentais. Os
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autores sugeriram que devido ao sinergismo dos efeitos antimicrobianos, inibigio
da sintese de glucanos e da atividade da glicosiltransferase, a propolis pode

controlar a carie dental em ratos.

AMOROS et ali (1992) analisaram “in vitro” a atividade antiviral contra
herpes simplex virus tipo 1 (HSV-1), dos principais flavondides isolados da
propolis. Os autores demonstraram que os acidos caféico e ferulico e as
flavanonas pinocembrina ¢ isosakuranetina apresentaram pouca ou nenhuma
atividade contra HSV-1. Por outro lado, os flavonols apresentaram atividade
significativas contra HSV-1 sendo a galangina com maior atividade seguida de
kaempferol e quercetina, Dentre as flavonas estudadas apenas a luteolina
{5,7.3° 4 -tetralidroxiflavone) demonstrou atividade anti HSV-1. Estudou-se
também o possivel sinergismo pela combinacgio de 2 ou mais flavondides, contra
o virus HSV-1. Fo1 observado que todas as combinacSes entre flavonol e
flavonas demonstraram sinergismo confra o HSV-l, sendo as melhores
combmmagdes: kaempferol+luteolina, quercetinatensinag, galanginatapigenina,
kaempferol+apigenina e quercetinatapigenina. Segundo o0s autores, este
sinergismo pode explicar a melhor atividade anti HSV-1 dos extratos etandlicos

da propolis, que os seus constituintes flavonodides individuais.

SERDIEVA & MANOLOVA (1992) estudaram a atividade anti-influenza
“in vitro” de seis compostos sintéticos (ésteres do acido cindmico substituido),
idénticos ou andlogos aos encontrados nos extratos etandlicos da prépolis. Os
antores verificaram que um dos compostos, isopentil ferulato, inibiu
sigmficativamente a atividade infecciosa do virus influenza A/Hong Kong
(H3N2Z). Observou-se também que a atividade anti-influenza do composto
isopentil ferulato e do extrato etandlico da prépolis foram semelhantes para esta

cepa do virus.
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BANKOVA et ali (1992) determunaram os compostos fenodlicos da
propolis através da cromatografia capilar gasosa. Os autores detectaram os
flavonoides agliconas pinocembrina ¢ galangina, o acido caféico ¢ seu P-feut-etil

éster das amostras de prépolis da Bulgaria.

GARCIA-VIGUEIRA et alii (1992) analisaram amostras de propolis
provenientes de duas regides diferentes da Espanha, através de cromatografia
gasosa/Espectrometria de massa. Foram identificados como compostos
principais, o cido caféico e 4cido isoferilico e seus ésteres, além de flavonoides
como pinocembring, pinobanksina, crisina e galangina e eram similares aos dos
exsudatos das arvores da espécie Populus nigra. Os autores observaram que a
composicio das amostras de diferentes regides eram qualitativamente
semelhantes, porém apresentavam variago quantitativa significativa dentre as
amosiras analisadas. Segundo os autores, a fonte vegetal de ambas as amostras de
propolis foram os “poplars”, porém diferentes espéeies de “poplars”™ apresentam
diferengas quantitativas na sua composiglo, apesar de serem qualitativamente
semelhantes. Isto poderia explicar a variagio quantitativa das amostras das duas

regides da Espanha.

SABATIER et alii (1992) analisaram os flavondides de mel de girassol por
diferentes métodos; cromatografia em camada delgada de alta performance em
fase reversa através de placas RP18 FusS (Merck), cromatografia liquida de alta
eficibneia em fase reversa em coluna RP18 Lichrosorb (Cys) e cromatografia
gasosa/especirometria de massa. Os autores identificaram  pinocembrina,
pinobanksina, crisina, galangina ¢ quercetina, além de quantidades menores de

tectocrisina e kaempferol, e observaram que estes flavondides também foram
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isolados da propolis. Segundo os autores o mel pode ser considerado uma

importante fonte de flavondides na dieta humana.

BANKOVA et ali (1992), analisaram a composi¢lo dos constituintes
fendlicos das amostras de prépolis provenientes da Bulgaria ¢ Mongolia ¢ as
possiveis fontes vegetats (exsudatos resinosos de diferentes botdes de drvores),
através de cromatografia capilar gasosa/espectrometria de massa. Verificou-se
que a proporgdc dos constituintes da prépolis variava dependendo da regifc e
época da coleta, estando relacionado com a origem vegetal da propolis. Os
autores demonstraram que em ambos os paises a composigiic da propolis era
bastante similar a dos exsudatos dos botdes das arvores da familia das Salicdceas
{*“poplars™), sendo que na Bulgéria a principél espécie foi o Populus nigra e em

menor extensio a Populus italica e na Mongohia, a Populus suaveolens,

DIMOV et aln (1992) relataram que galangina, pinocembrina ¢
pinostrobina eram os flavonoides reconhecidos como mais eficazes com relagio

a atividade antibacteriana.

YAMAUCHI et aln (1992) demonstraram que o composto benzil cafeato
1solado da prépolis apresentou atividade antioxidante (imbigo da auto-oxidagdo
do metil linoleato). Os autores concluiram que apesar dos flavondides serem
considerados os antioxidantes mats abundantes ¢ efetivos da propolis, outros

constituintes fendlicos como o benzil cafeato demonstraram contribuir na

atividade antioxidante da prépolis.

MATSUNO (1992) verificou a atividade citotoxica i vitro” dos extratos

de propolis brasileira sobre as células do carcinoma hepatocelular, KB ¢ Hela de
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humanos. Segundo o autor a atividade citotdxica era causada por quercetina,

acido caféico e os constituintes fem! éster da prépolis.

TOMAS-BARBERAN et alii (1993) realizaram um estudo sobre a
composigdo de compostos fendlicos em amostras de propolis de Apis mellifera e
de abelhas nativas ¢ as evidénctas fitoquimicas para analisar a origem vegetal da
propolis da regifio tropical de Venezuela. Os autores concluiram que os
exsudatos das flores de Clusia minor ¢ Clusia major (Guttiferae) continham os
benzofenonas poliprenilados enconfrados na maioria das amostras de prépolis
estudados, sugermdo que estas plantas eram as principais fontes da prépolis da
regific tropical da Venezuela, Os autores também verificaram que somente
poucas amostras de propolis apresentavam flavonoides, principalmente do grupo

das flavonas 6-oxigenados metilados.

BONHEVI et alit (1994) analisaram a composigdo quimica ¢ a atividade
bacteriostatica das amostras de propolis provenientes de diferentes regides
geograficas e botdnicas, principalmente Urnguai e China. Os  autores
demonstraram que o0s compostos fendlicos, prncipalmente flavondides,
apresentavam variabilidade dependendo da regifio, porém, de modo geral, a
apigenina e acacetina apresentavam-se em maiores concentragdes, ¢ quantidades
consideraveis de pinocembrina e quercetina, além dos derivados de acido
benzdico, cindmico, benzaldeidos e da vanilina, A atividade bacteriostatica dos
extratos etandlicos das amostras de propolis foram malores contra
Staphylococcus aureus do que contra Bacillus subtilis, porém foram muito
menores sobre a Escherichia coli. De modo geral, a concentragio mimma
mibitoria (MIC) das amostras de prépolis foi 53 vezes mator que o relatado para

tetraciclina sobre o B.subtilis e S. aureus e 400 vezes maior scbre o £, coli.
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AMOROS et alit (1994) verificaram, “in vitro™, a atividade anti-herpes
simplex virus tipo 1, do composto 3-metil-but-2-enil cafeato isolado de exsudatos
resinosos da Populus nigra L. e encontrados em pequenas quantidades na
propohis. Os autores relataram que a atividade antiviral da propolis era devido
nd0 apenas acs seus componentes principais, como o8 flavondides, mas também
pela contribuicdo significativa de seus compostos minoritarios, como o 3 metil-

but-2-eml cafeato.

AGA et alu (1994} isolaram e identificaram #és compostos
antimicrobtanos das amostras de propolis provenientes do Brasil. Estes
compostos foram identificados como: 4cido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (1),
dcido 3-prenil-4-dihidrocindmoloxicinamico (2) e 2,2-dumetl-6-carboxietenil-2H-
l-benzopwano (3). Os autores descreveram que a atividade antimicrobiana,
- expressa em concentragdo minima intbitdna-MIC (ug/ml), foide 156, 313 ¢ 125
sobre Bacillus cerens e de 313, 62.5 ¢ 125 sobre Enterobacter aerogenes,
respectivamente para os compostos 1, 2 e 3. Os autores concluiram que o 4cido
3,5-cdiprenil-4-hidroxicmamico fo1 o prncipal componente antimicrobiano nas

amostras de prépolis brasileira.

BANKOVA et alit (1995) analisaram 4 amostras de propolis provenientes
do Brasil, através de cromatografia gasosa e espectrofotometria de massa. Os
autores observaram que a composiglo da fragdo polar da propolis apresentava
caracteristicas diferentes quando comparada com a prépolis provenientes da zona
temperada (como Europa), com baixas concentrages de flavonodides e altas
concentragbes de hidroguinona, acidos hidroxibenzéico ¢ principalmente acido
dihidrocindmico. A composicdo dos constituintes voldteis também apresentou
diferengas significativas com as das regiGes temperadas. As amostras de propolis

brasileira nfio apresentavam B-eudesmol ¢ benzil benzoato, caracteristicos da
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zona temperada, porém apresentavam altas concentragBes de  4cido
dikidrocindmico. Observou-se também a presenga de altas concentragdes de
acetofenona prenilados e pequenas quantidades de alguns terpendides como
sesquiterpendides, o-terpinol. Estes compostos foram apenas encontrados nas
amostras de propolis brasileira. Os autores concluiram que a composigio quimica
da propolis brasileira foi significativamente diferente da propolis da regifio

temperada, devido 3 diferenga da fonte vegetal.

Os flavonoides, principalmente flavonols, demonstraram ser potentes
antioxidantes, em estudo “in vitro” em sistemas modelos de oxidagdo de
lipoproteina (VINSON et alii, 1995). Neste estudo analison os efeitos
antioxidantes em lipoproteinas de baixa densidade, responsdveis pela
arterosclerose. Os flavonols e os polifendis da epicatequina apresentaram-se
como melhores antioxidantes, principalmente o galato de epigaloepicatequina.
Segundo os autores, os resultados deste estudo demonstraram wma possivel agio
benéfica dos flavonodides na dieta sobre os problemas cardiacos, como a

arterosclerose.

NAKAGAMI et alii (1995) analisaram a atividade anti-complemento “in
vitro” de 19 compostos fendlicos. Dois flavondides, galato de epigalotequina e
miriceting, apresentaram marcante atividade anti-complemento a 4.2 ¢ 5.2 ug/ml
{ICs0), respectivamente. Segundo os autores, o sistema complemento consiste em
uma sénie de componentes que atnam em cascata causando danos aos
microrganismos, reagdes mflamatorias, porém em sistemas complemento
hipereativos podem levar a doengas auto imunes, como artrite reumatdide. Com a
atividade anti-complemento, os flavonoides poderiam atuar como moduladores

da resposta bioldgica, assim como no sistema auntoimune (imunomoduladores).
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MARCUCCI (1995) realizon uma revisdo bibliografica sobre a propolis e
relatou diversas propriedades biolégicas da propolis descritas por varios autores,
entre elas: regeneragdo do tecido cartilaginoso (SCHELLER et alii, 1977) e do
tecido Osseo (STOJKO, 1978), acdo imunomodulatoria (BANKOVA et alii,
1989), atividade antioxidante (YANISHLIEVA & MARINOVA, 1986),
atividade antitripanossoma (HIGASHI et alii, 1991), atividade anti-inflamatdria
(MIHAIL et alii, 1984) ¢ acdo anestésica local (PAINTZ & METZNER, 1979).

PARK et aln (1995) estudaram amostras de propolis provenientes de
diferentes regibes do Brasil através da espectrofotometria em UV,
cromatografia em camada delgada de alta performance e cromatografia liquida de
alta eficiéncia. Os antores verificaram que as concentragfes de flavondides totais
¢ de flavondides agliconas como a galangina, crisina € quercetina variavam

dependendc da regido da coleta.



Tabela 1 - . Principais Flavonéides Encontrados na Prépolis de Apis mellifera

Flavonas
Nome comum Nome cientifico Estrutura quimica | Referéncia*
Acacetina 5,7-dihidroxi-4 - a,h il o
metoxiflavone
Apigenina 5,7,4 -trihidroxiflavone h1, k1o
Crisina 3,7-dihidroxiflavone b,c,d,f g,
. h.i,i,k no
Pectohmarigenina 5,7-dimdroxi-4”,6- ¢, h
dimetoxiflavone 57 O
Quercetina 3,3~ | 47,5 7-trihidroxi-3,3 - C,1
dimetil éter dimetoxiflavone
Tectocrisina | 5-hidroxi-7-metoxiflavone b,c, f gh, i,
k, o
- 5-hidroxi-4°,7- a,b
dimetoxiflavone
Flavonol
Galangina 3,5, 7-trihidroxiflavone b, f g h ik,
m, n, o
Galangina-3- 5,7-dihidroxi-3- I, n
metil éter metoxiflavone
Isalpinina 3,5-dihidroxi-7- b,¢, h i
metoxiflavone
Isorampetma | 3,5,7.4 -tetrahidroxi -3'- g hi
metoxiflavone
Kaempferide 3,5, 7-tribidroxi-4 - a, g1l
metoxiflavone
Kaempferol 3,574 gtk o
tetrahidroxiflavone
Quercetina 3573 4- afgiko
pentahidroxifiavone
Ramnetina 3,5,3" 4 -tetrahidroxi-7- hLk ¢
metoxiflavone
Ramnocitrina 3,54 «trihidroxi-7- ‘ a, b, h,i
metoxiflavone




Flavanonas

Nome conmum Nome cientifico Estrutura quimica Referéncia
Isosakuranetina 5,7-diludroxi-4 - d
metoxiflavanone
Narningenmma | 5,7,4 -trihidroxiflavanone hk
Pinocembrina 5, 7-diludroxiflavanone be,fg b1,
2 2 4o L, k.mn o
Pmostrobina 5-hidroxi-7- HEO.7 8.0 ,3‘,@,5, a ¢ d, e ik,
metoxiflavanone Wi & n, o
Sakuranetina 4’ 5-dihidroxi-7- 5OH'° I ¢.d, e hk
metoxiflavanone
- 2, 5-dihudroxi-7- g 1,m
metoxiflavanone
- S-mdroxi~4 ", 7~ a, ¢, d
dimetoxiflavanone
Dihidroflavonel
Pinobanksina | 3,5,7-trihidroxiflavanone Y conl O L, k,m n,
I e
Pinobanksing-3- 5,7-dihidroxi-3- HOZ G0 % s s ¢, himn
acetato acetilflavanone 6l o Som O
- 3,7-dihidroxi-5- o4 ¢ H g, 1, m
metoxiflavanone

Propavko et al (1969) Villanueva et al (1970) Schneidweind et al (19’75)
Ghisalberti et al (197?)“’1 Ghisalberti et al (1978)°, Bankova et al (1982)"
Bankova et al (1983)%, Nagy et al (1985)" Papay et al (1985) Bogdanov
{1989)' Greenaway et al (1990) Sokolov & Torgov (1990) Bankova et al
(1992)", Garcia-Viguera et al (1992) , Bonhevi ef al (1 994) .
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - COLETA DAS AMOSTRAS DE PROPOLIS DE Apis mellifera
AFRICANIZADAS

As amostras foram obtidas de colméias domésticas de abelhas

Apis mellifera atricamzadas. A propolis de meliponideos néo foi coletada,

4.1.1 - Método de coleta das amostras de pripolis bruta

Aproximadamente 80 amostras de propolis bruta foram obtidas dos
segnintes Estados do Brasil; Mato Grosso (MT), Goias (GG), Mato Grosso do
Sul (MS), Minas Gerais (MG), S&o Paulo (5P), Santa Catarina (5C), Parana (PR)
e Rio Grande do Sul (RS), conforme Tabela 2. As amostras de propolis foram
coletadas por raspagem, com auxilio de uma espdtula, das partes internas e
bordas da melgueira, ninho e tampa das colméias de abelhas da espécie Apis
mellifera. O material coletado foi previamente separado das raspas de madeira ¢
excesso de cera, e acondicionade em pequenos sacos plasticos limpos, mertes e

secos, sendo guardados sob abrigo da luz, a 5°C.
4.1.2 - Tratamento das ameostras de prépolis bruta

As amostras de propolis brutas foram limpas retirando-se poeira, pedagos
de madeira, abelhas mortas, tracas e qualquer tipo de material estranho.
Posteriormente, foram pesados cerca de 20 gramas de propolis bruta, em balanga
semi-analitica (Acatec BEC1000). As amostras de propolis que se apresentavam

rigidas ¢ secas foram trituradas, peneiradas, homogeneizadas ¢ armazenadas na
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Tabela 2 - Coleciio das Amostras de Prépolis

Amostra de propolis Regido Localizacio Geografica
Mato Grosso Cuiabd, Chapada dos Guimardes, | Localizado
(MT) Caceres (Pantanal), Sto. Anténio | geograficamente entre 14° ¢
do Leverger 16° latitude sul
Goids Senador Canedo, Piracanjuba, |Localizado
(GO) Bonfindpolis, Neropolis, Goidnia, | geograficamente entre 16°¢
Bonsucesso 18° latitude sul
Mato Grosso do Sul Campo Grande, Jaraguari, Localizado
(MS5) Dourados geograficamente entre 20° ¢
23° latitude sul
Minas Gerass Extrema, Santa Luzia, Belo Localizado
(MG) Horizonte, tamarandiba geopraficamente entre 18% ¢
23° latitude sul
840 Paulo Santo Antbmio da Posse, Localizado
(SP) Braganca Paulista e Mogi das | geograficamente entre 22° ¢
Cruzes 24° latitude sul
Santa Catarina | Joinville, Campo Alegre, Orleans, | Localizado
{(SC) Florianépolis geograficamente entre 26° ¢
28° latitude sul
Parana Santa Gema, Almirante Localizado
(PR} Tamandaré, Betaras, Curitiba | geograficamente entre 25° ¢
26° latitude sul
Rio Grande do Sul | Porto Alegre, Nova Petropolis | Localizado
(RS) geograficamente entre 29° ¢
31° latitude sul

As amostras de propolis bruta foram coletadas no periodo entre janeiro de 1995 a

agosto de 1995,
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forma de pd. As amostras de propolis bruta em pé foram guardadas em
recipientes plasticos Hmpos, inertes e sob abrigo da luz a 5°C. As amostras com
excesso de wmidade foram secadas em dessecador com silica 4 temperatura

ambiente, antes de serem trituradas e homogeneizadas.

4,1.3 - Obtencio do extrato etandlico da propolis (EEP)

Amostras de 2 gramas de propolis bruta em p6, foram pesadas em balanga
analitica (Mettler H10) e transferidas para tubos de ensaio {25 x 180 mm). Em
segnida, foram pipetados 25 ml de etanol 80% (Merck), recém preparados, ¢
feita 3 extragio em banho-maria (Fanem Unitemp) a 70°C durante 30 nunutos,
sob agitaciio. Posteriormente, as amostras de prépolis foram centrifugadas a
8800x g em centrifuga Beckman J2-21, por 10 minutos a 5°C. O sobrenadante
obtido, denominado extrato etandlico da propolis (EEP) foi armazenadoe em tubos
de vidro (15 x 150 mm) com tampa de rosca e vedados com “parafilm”. O EEP

obtido foi utitizado nas analises descritas a seguir.

42 . ANALISE OQUANTITATIVA E QUALITATIVA DOS
FLAVONOIDES DO EEP.

A anglise quantitativa ¢ qualitativa dos flavondides do EEP foram
realizadas por. Determinagdo de Flavondides Totais, Espectrofotometria na
Regifio Ultravioleta (“U.V.scanning”), Cromatografia em Camada Delgada de
Alta Performance e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
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4.2.1 - Determinacio de Flavondides Totais

4.2.1.1 - Preparo do EEP para determinagfo dos flavonoides totais

O extrato etandlico da propolis, obtido de acordo com item 4.1.3, foi

diluido em etanol 80% na proporgio de 1:10(v/v).

4.7 1.2 - Analise dos flavonoides totais do EEP.

As analises dos flavondides fotais dos extratos etanclicos de propolis
foram feitas de acordo com o método descrito por PARK et alii (1995) e pelo
Boletim Informativo da Associagio Japonesa de Satde e Nutrigdo (1994). O
principio desta reagfio se baseia na formagio de quelatos entre o metal Aluminio
¢ os flavondides, principalmente os flavonols (3-hidroxiflavones) como
querceting, em solugbes alcodlicas, levando a um efeito batocrdmico do espectro
de absorgdo dos flavondides, com alteragfio da coloragdo (JURD & GEISSMAN,
1956; URBACH & TIMMICK , 1968 ¢ JURD, 1969). Foi realizado uma reagio
colorimétrica pela mistura de 0.5 ml do extrato etandlico da propolss, preparados
de acordo com o ftem 4.1.3: 4.3 ml de etanol 80%, 0.1 ml de nitrato de aluminio
10% e 0.1 ml de acetato de potassio 1 M, Como controle para cada amosira,
foi utilizado 0.1 ml de 4gua em substituigdo ao nitrato de aluminio. Apds 40
minutos, mediu-se a absorbancia das amostras em espectrofotometro (Coleman-
T a 415 nm. A leitura final de absorbincia, foi obtida pela diferenca entre a
absorbancia da reagdo ¢ o controle. A absorbancia obtida significa o teor de

flavonoides totais, com base no padrio quercetina.
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4.2.2 - Espectrofotometria na Regifio Ultravioleta do EEP.

Uma aliguota de 25 ul do extrato etandlico da propolis, obtido de acordo
com o item 4.1.3, foi diluida em 30 ml de etanol p.a.(Merck) ¢ o espectro de
absor¢do na regido U.V. da amostra foi determinado na faixa de comprimento de
onda entre 200 e 400 nm (“U. V. scanning”™) através do espectrofotdmetro
Beckman DU-70. Também foi medido no espectro de absorcdo obtido, a
absorbancia a 290 nm das amostras dos extratos etandlicos da propolis
analisadas (PARK et alu, 1995).

4,2.3 - Cromatografia em Camada Delgada de Alta Performance em Fase
Reversa do EEP (HPTLC).

A cromatografia em camada delgada de alta performance do EEP foi
realizada de acordo com a modificagiio do método descrito por SABATIER et
alii (1992) e VANHALEN & VANHALEN-FASTRE (1980). Aliquotas de 10 ul
dos EEP, obtidos de acordo com o item 4.1.3, foram aplicados em placas
100x100mm RP-18 Fas4-S (Merck-Art. 13724). O tempo de desenvolvimento do
cromatograma foi de 1 hora ¢ 50 minutos, utilizando-s¢ como sistema solvente
etanol:apua destilada (55:45, v/v). Foram utilizados como padrfes o8
flavonoides: crisina, acacetina, galangina, apigenina, kaempferol e quercetina.
Todos os padrdes foram obtidos da Extrasynthese A A. Co, Franga. As placas
desenvolvidas foram observadas sob luz ultravioleta nos comprimentos de onda
de 254 ¢ 366 nm, utilizando-se iluminador U.V. Cole Parmer, modelo UVP
UVGL-58.

Apés andlise dos resultados obtidos quanto aos flavonoides totais, os

espectros de absorgfio na regifio ultravioleta e cromatografia em camada delgada,
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de acordo com os métodos descritos nos itens 421, 422 e 423,
respectivamente, foram selecionadas as amostras de propolis com altos teores de
flavondides para serem analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
{HPLC).

4.2.4 - Determinacio Quantitativa des Flavonéides dos EEP por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) em Fase

Reversa.

Vinte ul do EEP obtido de acordo com o item 4.1.3 foram injetados em um
cromatografo Yquido (CG-480C) acoplade com um detector UV, (CG-435)
operando a 254 nm e equipado com coluna YMC-PACK ODS-A (250x4.6 mim,
S-5 um, 120A) nas seguintes condigbes: fluxo a lml/min, temperatura a 35°C ¢
sistema cluente dguametanoldcido acético na proporgdo 60755 (v/v)
(BANKQVA et alli, 1982). Os flavontides das amostras foram identificados
através do tempo de retengiio (por comparagfo com padries conhecidos) ¢ uso
de padrbes internos. Os padrdes de flavondides utilizados foram: querceting,
kaempferol, apigenina, isoramnetina, rammnetina, sakuranetina, isosakuraneting,
crisina, acacetina, galangina e¢ kaempferide, em ordem de eluiglo. Todos os
padrdes foram obtidos da Extrasynthese AA. Co. As amostras do EEP ¢ os

padrdes foram previamente filtrados em membrana de éster de celulose com

porosidade .45 pm.
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43 - TESTE DE ANTIBIOGRAMA DOS EEPs EM BACTERIAS
PATOGENICAS.

Foram selecionados os EEPs com maiores teores de flavondides de cada
regifio de coleta, para andlise da atividade antibacteriana através do teste de
antibiograma (BLAIR et alli, 1958).

4.3.1 - Preparo dos discos de EEP.

Os discos de papel de filtro Whatman n°3 (com 5x] mm de didmetro)
foram inicialmente submersos nos extratos etandlicos de propolis obtidos de
acordo com o ftem 4.1.3, durante 1 hora. Os discos foram entdo transferidos para
placas de petri estéreis ¢ secas no dessecador com silica & temperatura ambiente
por 24 horas. Posteriormente, foram mantidos na estufa a 60°C por 4 horas para

eliminacio de qualquer residuo etandlico.
4,3.2 - Analise da atividade antibacteriana dos EEPs.

A andlise da atividade antibacteriana dos EEPs em bactérias Gram positiva
Staphylococcus aureus coagulase positiva ¢ Gram negativa Escherichia coli
foram realizadas de acordo com o método descrito por BLAIR et alii (1938).
Culturas ativas do 8. aureus e E. coli foram inoculadas por espalhamento com
“swabs™ estéreis em placas de agar nutriente. Os discos de EEP, preparados de
acordo com o ftem 4.3.1, foram colocados sobre as placas inoculadas e
incubadas a 37°C por 24 horas. A atividade antibacteriana foi determinada pela

formagdo do halo inibitorio ao redor dos discos de EEP.
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4.4. - ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos da determinacio dos flavonédides totais e da absorbéncia
a 790 nm, realizadas conforme os ftens 42.1 e 4.2.2, respectivamente, foram
analisados  estatisticamente através da Anslise de Varifincia-ANOVA
(COCKRAN & COX, 1957). A significAncia estatistica (p<0.05) das diferencas
entre as médias foi determinada através do teste de Tukey (BOX & HUNTER,
1978 ¢ VIEIRA & HOFFMAN, 1988). Também foi realizada a andlise de
Correlagio Linear entre as varidveis: determinagiio de flavondides totais e

absorbancia a 290 nm., através do método de Pearson. (NETER et ali1, 1989).
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5 . RESULTADOS E DISCUSSAQ

5.1 - COLETA DAS AMOSTRAS DE PROPOLIS BRUTA

Foram coletadas 83 amostras de propolis bruta de diversas Regides do
Brasil, cuja ecologia vegetal de algumas espécies de arvores e plantas de cada
regidio de coleta da prépolis estéio apresentadas na Tabela 3. Os nomes populares
das arvores e plantas de cada regifio, fornecida pelos apicultores, serviram de
base para identificagdo dos nomes cientificos de acordo com LORENZI (1982 ¢
1992}

5.1.1 - Caracteristicas fisicas da prépolis bruta.

As caracteristicas fisicas das amostras de propohs foram bastante
variaveis, dependendo da regifio de coleta, apresentando consisténeias desde
extremamente amolecidas até rigidas e com coloragbes variando de preto a
verde-claro, como descritas na Tabela 4. Na Regifio Centro Oeste a propolis se
apresentava, de modo geral, com coloragdo amarronzada e de consisténcia
ligeiramente mole, porém prépolis esverdeadas com caracteristicas mais rigidas
foram encontradas em Goids ¢ Mato Grosso do Sul. A propolis da Regido do
Pantanal (Caceres - MT), apresentava-se com coloracéio preta e extremamente
moles. Na Regido Sudeste , nos estados de S8o Paulo ¢ Minas Gerats, a propolis
apresentava-se esverdeada ou ligeiramente esverdeada e de consisténcia mais
rigida, porém na regido de Itamarandiba - MG, zona de reflorestamento com
Eucaliptos, a propolis era de coloragdo marrom e amolecida. As propohs da

Regido Sul apresentavam-se com coloracdes que variavam do verde escuro com
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Tabela 3 - Ecologia Vegetal das Regibes de Coleta das Amostras de Propolis

Regido

Ecologia Vegetal

Minas Gerais

Areas de vegetagdo virgem e densa com arvores da espécie
Anadenanthera macrocarpa (angico), Luehea divaricata (agoita cavalo), dcacia
polyphylla (monjoleiro), Inga sp, Tabebuia sp (ip€), Holocalyx sp {alecrimy),
Jacaranda cuspidifolia {mulher pobre), Chorisia speciosa (pameira), Fucaliptus
sp. Carimiona  sp (jequitibd), Machaerium sp, Tibouching  gramosa
(quaresmeira), Psidium gugjava (goiabeira), Pipiadenia gonoacantha (jacaré),
Campomanesia xanthocarpa (guabiroba), Securinega graraiuva (goiabeira do
mato), Campomanesia guazumaefolia (sete casaca} € matas com Vernomia sp
(assa-peixe), Baccharis intermixta {vassourinha), Solasmm lycocarpum (jurubeba
do campo), Taraxacum sp, Mimosa sp, Peschiera fuchsiaefolia (leiteira), Hyptis
suaveolens {mata pasto), Baccharis gemistelloides (carquejn), Eupatorium sp,
Mikania cordifolia, Commelina virginica, Vitex sp, Euphorbia prostrata {quebra
pedra)

Sa0 Paulo

Areas de vegetagdo virgem e densa com arvores da espécie
Anadenanthera macrocarpa, Luehea divaricata, Acacia polyphylla, Inga sp,
Tabebuia sp, Holocalyx sp, Jacaranda cuspidifolia, Alchornea sp, Chorisia
speciosa, Fucaliptus sp, Cariniana sp, Machaerium sp, T ibouchina gromulosa,
Coffea arabica, Ficus sp € matas com Vernonia sp, Boccharis
intermixta, Solavum  hcocarpum, Taraxacum  sp, Mimosa  sp, Peschiera
fuchsiaefolia, Hyptis suaveolens, Baccharis genistelloides, Commeling virginica,

Goias

Areas de vegetagdo tipico de cerrado, ¢ algumas regifes de vegetaglo
densa e virgem com arvores da espécie dnadenanthera falcata (angico do
cerrado), Ayracrodruon wryndeuva {aroeira), Curatella americara (hixeira),
Dipteryx alata (baru), Caryocar brasiliense (pequi}, Dimaorphandra  mollis,
Muyrcia tomeniosa, Dalbergia miscolobium (jacarandd), Hymenaea stigonocarpa
(Fatobd), Pterodon pubescens (sucupira), Byrsonima basiloba (muricl), Serjania
sp (cipéd uva), Sclerolobium pamiculatum (carvoeiro do cerrado), Lucalipfus sp,
Anadenanthera macrocarpa, Luehea divaricata, Acacia polyphyla, Inga sp,
Tabebuia sp, Holocalyx sp, Jacaranda cuspidifolia, Chorisia speciosa, € mata
capoeira com Vernonia sp, Baccharis intermixia, Solanum lycocarpum, Hyptis
suaveolens, Commeling virginica, Fupatorium sp, Mikania cordifolia, Cuparia
vernalis (camboard), Matayba guianensis, Clibadium armarii, Echinochloa sp

Mato Grosso
do Sul

Areas de vegetagdo tipico de cerrado, ¢ algumas regifes de vegetaglo
densa e virgem com arvores da espécie dnadenanthera falcata, Curatella
americana, Dipteryx alata, Caryocar brasiliense, Dimorphandra  mollis,
Myracrodruon wrundewva, Dalbergia miscolobium, Hymenaea stigonocarin,
Pterodon pubescens, Eugenia jambus (jambo), Cassia ferruginec (canafistula),
Gachnatia polymorpha {cambard), Byrsonima basiloba, Serjania sp, Sclerolobium
paniculatum, Erythrina falcata (bico de papaguaio), Austroplenckio populnea
{marmeleiro), Crofon wrucarana {capixingui), Eucaliptus sp, Anadenanthera
macrocarpa, Luchea divaricata, Acacia polyphylla, Inga sp. Tabebuia sp,
Holocalyx sp, Jacaranda cuspidifolia, Chorisia speciosa, € mata capoeira com

Vernonia sp, Baccharis intermixta, Baccharis punciula, Bidens pilosa, Solanum
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fveocarpum, Byptis suaveolens, Commeling virginica, Eupatorium sp, Mikaria
gordifolia, Cupania  vernalis, Matayba guionensis, Clibadinm  armanii,
laraxacum sp, Vitex sp, Echinocloa sp

Mato Grosso

Areas de vegetagiio tipico de cerrado, e algumas regides de vegetagdo
densa ¢ virgem com arvores da espécie Anadenanthera falcaia, Plerodon
pubescens, Pterodon emoarginatus, Myrcia tomentosa, Sclerolobium paniculatum,
Dimorphandra molilis, Caryocar brasiliense, Xylopia aromatica (pimenta de
macaca), Sapindus saponaria (fruta sablio), Tabebuia sp., Orbignva speciosa
{babag(l), Scheelea phalerata (bacwri), Hymenaea stigonocarpa, Dalbergia
miscolobium, Jocaranda cuspidifolia, Dipterix alata, Serjamia sp, € mata
capoeira com Vernonia sp, Baccharis intermixta, Cupania vernalis, Hyptis
suaveolens, Matayba guianensis, Mikania cordifolia, Eupatorinm sp

Parana

Vegetagdo densa e mata virgem com arvores da espécie Eucaliptus sp,
Mimosa scabrella (bracatinga), Vitex montevidensis (tarumg), Lithraea molleoides
{aroeira), Schinus molle (aroeira salsa), Fugenia sp, Acacia polyphylla, Chorisia
speciosa, € mata capoeira com Baccharis intermixta, Baccharis genistelioides,
Erynginm panmiculatum {caragnata), Raphanus raphanistrum {(nabiga), Richardia
brasiliensis (poaia branca), Wedelia paludosa (margaridio}

Rio Grande
do Sul

Vegetagdo densa ¢ mata virgem com érvores da espéeie Ewcalipius sp,
Mimosa scabrella, Vitex montevidensis, Lithraea molleoides, Schirnus molle,
Eugenia sp, Acacia pelyphylla, Chorista speciosa, Alchornea sp, Ligustrum
vilgare (ligustro), Dombeya wallichu (astrapéia), Ateleia glazioveana, Butia
eriospatha {butiazeiro), Apeiba tibourbou {pente de macace), Anadenanthera sp €
mata c©oOm Baccharis intermixta, Baccharis genistelloides, Fryngium
parniculatum, Roaphanus raphanistrum, Richardia  brasifiensts, Desmodiun
adscendens, Achyrocline satureoides, Wedelia paludosa, Mikania cordifolia

Santa
Catarina

Vegetaclo densa ¢ virgem com arvores Parapiptadenia rigida (angico
branco), Futia sp, Peliophorum dubium, Nectemdra sp, Campomanesia
xanthocarpa, Vitex megapotamica, Ligustrum vulgare, Ocotea catharinensis
(canela preta), Cassio fistulo {cassia imperial), Mimosa scabrella, Schinus mole,
Gochnatia polymorpha, Talouma ovata (baguagu), Treme micrantha {guanditva),
Fucaliptus sp, Inga marginata, Eugenia sp, Schinus terebinthifolius {(aroens
vermetha), Liex brevicuspis, Llex paraguariensis {erva mate) ¢ mata capoeira
com Vernonia sp, Bacchariz intermixta, Baccharis genisleloide, Eryngium

panniculatum, Raphanus raphanistrum, Richardia brasiliensis

tragos marrons a pretos e de consisténcia endurecida, ¢ enquanto que as amostras

de propolis de Santa Catarina apresentavam-se geralmente de coloragiio marrom

e textura mole {Tabela 4).
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5.1.2 - O Extratoe Etandlico da Propelis (EEP)

Os extratos etanolicos da prépolis, obtidos de acordo com o item 4.1.3,
também apresentavam-se com coloragio variada como observado na Figura 2. A
tonalidade ligeiramente esverdeada dos EEPs s8o caracteristicos da Regifio de SP
e MG.

5,2 - DETERMINACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS DOS EXTRATOS
ETANOLICOS DA PROPOLIS.

A determinacdo de flavonodides totais das amostras de EEPs foram
realizados de acordo com o item 4.2.1. Os resultados demonstraram que o teor
de flavonéides totais (obtidos pela formagio de quelatos com nitrato de aluminio)
foram muito variados, com valores de absorbancia (415 nm) com base em
quercetina na faixa de 0.01 a 0.61. O teor de flavondides fotais das amostras
coletadas da Regifio de MT e SC foram baixas, ac contrario das amostras de SP,
MG, RS e algumas amostras de PR, MS e GO, que apresentaram altos teores de
flavondides totais. Foram selecionadas as amostras de propolis que apresentaram
os EEPs com maiores teores de flavonoides de cada regifio ¢ os resultados estdo
apresentados na Tabela 5. A andlise estatistica dos resultados dos teores de
flavondides totais, das amostras de propolis selecionadas, indicaram que os
valores obtidos apresentaram diferenca altamente significativa enfre s
(p<0.0001) através da Analise de Varincia (ANOVA). O teste de Tukey a nivel
de significAncia de 5% (p<0.05) dos dados obtidos estdo ilustrados na Tabela 5.
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Tabela 4 - Caracteristicas Fisicas das Amostras de Propolis

Amostras de Propolis

Caracteristicas Fisicas

Mato Grosso (MT)

Coloracdo marrom castanhe a marrom escuro, com
consisténeia vanando de mole ¢ eldstica a dura.
Amostras da regiic do Pantanal (Caceres)
apresentaram-s¢ de coloragfo preta e extremamente
moles.

Goias (GO)

Coloraglo marrom castanho a marrom escuro, com
consisténeia  variando de mole ¢ elastica a
ligewramente endurecidas. Amostras da remfo de
Nerépolis  apresentaram-s¢ com coloragfo verde
escura com consisténcia dura e guebradiga.

Mato Grosse do Sul (MS)

Coloragdo marrom castanho a marrom escuro com
consisténcia mole ¢ elastica. Algumas amostras
apresentaram-se com ligeiro tom esverdeado com
consisténcia dura, porém uma amostra de Campo
Grande tinha coloragfo verde claro com consisténcia
mole.

Minas Gerais (MG)

Coloragdo verde claro a wverde escuro, com
consisténcia variando de dura ¢ quebradica a
ligeiramente mole. Amostras provemente da regifio de
Itamarandiba (4rea de reflorestamento de eucaliptos)
apresentavam-s¢ com coloracic marrom escura a
marrom claro e consisténcia mole.

Sdo Paulo (SP)

Coloracdo verde a ligeiramente esverdeados, com
consisténeia dura e quebradiga. Algumas amostras
apresentaram-se  de  coloragio marrom com
consisténcia mole e elastica,

Santa Catarina (5C)

Coloragio marrom escuro a preto, de consisténcia
mole e elastica. Uma amostra de Campo Alegre
apresentou-se com coloragéo ligewramente esverdeada
com consisténcia dura e quebradica.

Parans (PR)

Coloragio verde a verde escuro com fragos marrons
escuros ¢ preto com consisténeia dura ¢ quebradiga.

Rio Grande do Sul (RS)

Coloracdo verde escura com {ragos marrons escuros
com consisténeia variando de dura e quebradiga a
ligeiramente mole. Algumas amostras de Nova
Petropolis apresentavam-se escuras.
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FIGURA 2 - Extratos Etanolicos das Amostras de Prépolis (EEP)
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Vale salientar que, apesar do método colorimétrico, através do nitrato de
aluminio, para determinagio de flavondides totais ser répido e faciimente
realizado, nio é preciso, pois o efeito batocrdmico da absorgfio em U.V. causado
pelo aluminio ndo ¢ uniforme para todos os flavondides. Isto porque a formagdo
de quelatos entre aluminic e os flavondides ocorre de forma diferente,
dependendo do flavondide, levando a uma alteragdo colorimétrica que pode ser
mais ou menos quantificada a 415 nm. Esta formagdo de quelatos sdo mais
favoraveis para flavonols (3-hidroxiflavones), como a quercetina. Por esta razio
ha necessidade de realizar a analise por espectrofotometria em UV, entre 200 ¢

400 num, para confirmar os dados obtidos da determinagio de flavonodides totais.

53 . ESPECTROFOTOMETRIA NA REGIAO U.V. DOS EXTRATOS
ETANOLICOS DA PROPOLIS

Os FEPs das amostras brutas foram analisados através da
espectrofotometria na regido U.V., na faixa de comprimento de onda entre 200 ¢
400 nm, como descrito no item 4.2.2. Os espectros de absorgfio demonstraram
que os teores de flavondides foram bastante varidveis dentre as amosfras
analisadas, correlacionando de modo geral com os dados obtidos da
determinagdo de flavondides totais. Na Figura 3 estdo ilustrados os espectros de
absorgdo das amostras de altos teores de flavondides de cada regidio. O espectio
de absorgdo apresentou 2 picos de absorgo, sendo um a 220nm e outro a 290
nm. Os flavondides, de modo geral, apresentam o pico de absorgio da luz
altravioleta na faixa de 250 e 350 nm (MABRY & MARKHAM, 1970,
MARKHAM, 1982; BANKOVA et alii, 1982; PARK et alii, 1995), assim as

41



10

Absorbancia
B 8 B

5

8

2 B g B

Absorbincia

g

4, eog

38

2.4

1. e

Absorbincia

B G

LAY %)

350

48

| A8

|, 2008

Absorbincia

1 £ooB

& o

- MG sb 1
[
N ™
i I : 1 I :\\I b T 3 I L : L i i FTH“—
B M0 B8 AR XAs wnm gy B8 48 3We  XE Hnm
L GO MS
i ) P s Y ; i 1 i ! PRI e
puti] 40 HR0  3We B @am 0.8 288 Me xR 4 nm
PR L)
I /\
Y
: \\__jf"‘x
i j i : I L. ! PR A Yot L 1 i L 3 1 5 i L
Ft 248 MRd A8 BGe eonm M 400 39 AR 384 4mnm
MT s5C
BT TR W B @enm 0 46 %00 %G8 ¥R0 40nm

FIGURA 3 - Espectrofotometria na regido U.V. dos Extratos Etanélicos das
Amostras de Prépolis Selecionadas.

£y



amostras de propolis apresentaram o pico maximo de absorgfo dos flavonoides a
290 nm e os valores de absorbancia estdio na Tabela 5. As amostras de MT e SC
demonstraram um espectro de absorgdio na regifio UV, com caracteristicas
ligeiramente distintas das demais amostras, porém os valores de absorbéncia a
200 nm foram baixos indicando menor teor de flavonoides. A andlise estatistica
dos resultados dos valores de absorbincia a 290 nm, das amostras selecionadas,
através da ANOVA demonstraram que os dados obtidos apresentaram diferenga
altamente significativa entre si (p<0.0001). O teste de Tukey a nivel de
significancia de 5% (p<0.05) dos valores de absorbéncia obtidos estdo ilustrados
na Tabela 5.

A analise de Correlagdo Linear pelo método de Pearson entre os dados
obtidos da determinagiio de flavonoides totais e absorbdncia a 290 nm,
demonstraram 3 existéncia de comrelagdio linear significativa (r—0.9768,
p<0.0001), ou seja, as amostras que demonstraram altos valores pela
determinagio de flavondides totais apresentaram maiores absorbéancias a 290 nm,
bem como as amostras de MT e SC com baixos valores de flavonéides totais,
também apresentaram baixas absorbincias a 290 nm. Assim, a determinacéo
quantitativa dos flavonoides totais pode ser realizada com estes 2 métodos de
andlise, porém, devemos salientar que variagGes das fragbes de flavondides
podem existir de uma amostra para outra, sendo necessario se avaliar

qualitativamente os flavonoides através do HPTLC ¢ HPLC.

O teor de flavonodides é um fator muito importante na analise da propolis,
pois sdo os principais compostos fenolicos responsaveis pelas suas diversas
atividades biolégicas, como as propriedades antimicrobianas, antiinflamatérias,
cicatrizantes, antitumorais, etc. (GHISALBERTI et alii, 1977, BANKOVA et
alii, 1983; GRANGE & DAVEY, 1990; BONHEVI et ali, 1994).
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Tabela § - Teor de Flavonoéides Totais ¢ Absor¢io em Ultravioleta a 290 nm.

Amostra de Propolis Teor de Flavonoides Totais* | Absorbancia em U.V.*
~ (Absorbancia a 415 nm) a 290 nm
Rio Grande do Sul (RS) 0.61£002 ° 1.209+0.03 °
Sdo Paualo (5P) 0.58+ 003 *® 1.207+0.01 ©
Minas Gerais (MG) 0.49+0.01 ° 1,156+ 0.04 *
Mato Grosso do Sul {MS) 0.44+0.02 © 1.100£002 °
Goiss (GO) 0.40+002 ° 0.760+0.03 ©
Parand (PR) 0.32£001 ¢ 0603002 °
Santa Catarina (SC) 0.08£0.01 ° 0.190+£0.01 °
Mato Grosse (MT) 0.06+0.01 © 0.160+ 0.01 °

*Valor médio de 3 repetighes (médiat desvio padrlo)

Médias com a mesma letra ndo apresentam diferenga estatisticamente significante

{p<0.05) pelo teste de Tukey.
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5.4 - ANALISE POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DE
ALTA PERFORMANCE

Os EEPs foram analisados por Cromatografia em Camada Delgada de Alta
Performance em fase reversa, de acordo com o método descrito no item 423 A
Figura 4 ilustra o cromatograma observado a 254 nm, os flavondides aparecem
como mancha escuras contra um fundo azul fluorescente. A cromatografia em
camada delgada permite uma vizualizagio rapida da intensidade ¢ nimero de
fracbes de flavonodides existentes em cada amostra de propolis. Como podemos
observar, as amostras que apresentaram altos teores de flavondides através das
andglises de flavonodides totais e absorgio na regifio U.V., demonstraram ter maior
nimero e principalmente maior intensidade das manchas no cromatograma,
quando comparadas com amostras de baixo teor de flavondides. Nas amostras de
MT e SC foram observadas poucas fragdes e baixa intensidade das manchas nos
cromatogramas observados a 254 nm, demonstrando baixo teor de flavondides,
por outro lado as amostras de SP, MG, GO, M5, PR ¢ RS apresentaram mator
numero ¢ intensidade das manchas no cromatograma, quando comparado com
MT e SC, demonstrando ter maior teor de flavondides. A amosira de RS
apresenton nitidamente maior intensidade nas manchas, ou seja mator teor de
flavonoides. Os dados obtidos por visualizagdo da intensidade das fragGes de
flavonoides dos cromatogramas a 254 nm correlacionou com os dados obtidos da
absorbancia em U.V. a 290 nm e determinagio de flavonoides totais (Tabela 5).
Assim, podemos determinar a qualidade da propolis em termos de teor de
flavondides, através destes trés métodos de andlise: Determinagdio de Flavondides
Totais, Absorbancia a 290 nm por Espectrofotometnia em U.V. ¢ Cromatografia
em Camada Delgada com detecgio a 254 nm, porém para uma determinagio

quantitativa das fragbes de flavondides ¢ necessario utilizar o HPLC,
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FIGURA 4 - Cromatografia em Camada Delgada de Alta Performance dos
EEPs com detec¢do a 254 nm
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Por outro lado, na Figura 5 o cromatograma foi observado a 366 nm ¢
demonstrou uma grande variedade quanto 3 cor e a distibwigdo das fracdes de
flavondides das amostras analisadas. Assim, mesmo as amostras de altos teores
de flavondides apresentaram diferengas qualitativas das fragbes de flavondides.
Os dados obtidos demonstraram que as amostras de propolis de altos teores de
flavondides dos estados de SP, MG, GO ¢ MS apresentaram fragdes de
flavonéides com caracteristicas semelhantes, porém significativamente diferente
das amostras da Regifio Sul do pals, como os Estados de RS ¢ PR. Mesmo as
amostras de baixo teor de flavonéides come o MT e SC apresentaram fragdes de
flavonoides com caracteristicas diferentes. A visualizagfio dos cromatogramas a
366 nm demonstraram que as amostras apresentaram grande variabilidade em
termos qualitativos das fragdes de flavonoides, mas, de modo geral, observou-se
uma nitida diferenga entre as amostras da Regifio Sudeste, principalmente SP ¢
MG & algumas amostras dos Estados da Regifio Centro Oeste, como MS e GO,
quando comparado com as amostras da Regifio Sul, no caso os Estados de PR ¢

RS.

A Figura 6 ilustra o desenvolvimento de 6 padrdes: crisina(5,7-
ditidroxiflavone), acacetina(5,7-dibidroxi-4 -metoxiflavone), galangina(3,5,7-
trihidroxiflavone), apigenina(4’,5,7- trihidroxiflavone), kaempferol(3,4°,5,7-
tetrahidroxifiavone) e guercetina(3,3°,4',5,7-pentahidroxiflavene), com as Rfs:
022, 021, 022, 043, 044 e 0.60, respectivamente. Como se percebe, o
aumento do namero dos grupos hidroxilas resultou numa menor retencio e,
consequentemente, maior Rf devido a interagdo dos grupos hidroxilas com o
sistema solvente, com excecdo da galangina, principalmente se compararmos
com a crisina (dihidroxilada) e apigenina {trihidroxilada). A galangina apresenta

um grupo hidroxila na posi¢do 3, que devido a ressonéncia do grupo carbonila na
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FIGURA 5 - Cromatografia em Camada Delgada de Alta Performance dos
EEPs com deteccio a 366 nm
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Chr: Crisina

Aca: Acacetina
Gal: Galangina
Api: Apigenina
Kaem: Kaempferol

Que: Quercetina

Figura 6 - Cromatografia em Camada Delgada de Alta Performance dos

Padrdes de Flavondides com detec¢ao a 366 nm
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posi¢do C4, tesulta em uma carga parcial negativa, forma wma ponte de
hidrogénio interno entre o grupo hidroxila na posi¢éo 3 ¢ o grupo carbonila,
diminuindo a capacidade de interago deste grupo hidroxila com o solvente
(HEIMLER, 1986), aumentando o tempo de retengfio. A acacetina, devido a
presenga dos grupos metoxila, apresentou um Rf menor, pelo aumento da
retengiio com a fase estacionaria. Nio foi possivel a identificagio exata das
fragdes de flavonoides das amostras analisadas com os seus respectivos padrGes,
porém, pode-se observar a presenga de varias fragbes de flavondides com

polaridades diferentes.

Os estudos de GREENAWAY et alit (1990) ¢ BANKOVA et ali (1992)
tém demonstrado a relagdo dos compostos fenolicos, principalmente flavondides,
da propolis com a ecologia vegetal de uma determinada regido de coleta das
gbelhas. Estes estudos descreveram que os flavondides encontrados na propolis
sdo também encontrados nas diversas fontes vegetais, como os exsudatos
resinosos dos botdes de “poplars” (Populus sp), comumente encontrada no
continente europeu. Segundo KONIG (1985), devido a auséncia de “poplars™ na«i
regifo da América do Sul, outras fontes vegetais devem ser utitizadas pelas
abelhas na coleta da prépolis. Portanto, esta variabilidade qualitativa das fragdes
de flavondides encontrados nas amostras de prépolis analisadas, possivelmente
estariam relacionadas com as diferentes fontes vegetais existentes nas diversas

regifies de coleta da prépolis do Brasil.
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55 . ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA

Foram selecionadas amosfras de SP, MG, GO, MS, PR ¢ RS, que
apresentaram  altos teores de flavondides para serem analisadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa, de acordo com o
método descrito no item 4.2.4. Segundo dados da literatura (STRACK &
KRAUSE, 1978, CASTEELE et alii, 1982), para substincias polares, como
flavondides presentes nas propolis, a separaciio de substincias afravés de
cromatografia liquida em fase reversa € superior a fase normal, uma vez que ¢
risco de algum composto altamente polar se ligar srreversivelmente a fase
estaciondria é menor. Os cromatogramas ilustrados na Figura 7, demonstraram
que os EEPs das amostras de PR ¢ RS apresentaram perfil dos picos similares,
sendo identificados 7 flavonoides agliconas: quercetina, kaempferol, apigenina,
rammetina, sakuraneting, crisina e galangina, em ordem de eluigfo. Na amostra do
PR também foi identificado pequena quantidade de acacetina. Por outro lado, os
cromatogramas de SP, MG, GO e MS apresentaram o perfil dos picos totalmente
diferente, das amostras dos Estados da Regifo Sul, PR e R5. Entretanto, apesar
do perfil dos picos das amostras dos Estados de SP, MG, GO e M5 serem
semethantes , apresentaram pequenas diferencas com relagfo aos flavondides
agliconas identificados. As amostras de prépolis dos Estados de 8P ¢ MG
apresentaram 9 flavonéides agliconas: quercetina, kaempferol, apigenina,
isoramneting, ramnetina, sakuranetina, crisina, acacetina ¢ galangina. A amostra
de propolis do estado de GO apresentou os flavondides citados, com exceglo de
ramneting e galangina, enquanto que 2 amostra do estado de MS ndo apresentou

os flavondides crisina e acacetina, De modo geral, as amostras de PR
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e RS apresentaram, respectivamente, maiores teores de quercetina (3.51 mg/g ¢

3.92 mg/g), e principalmente galangina {7.39 mg/g ¢ 21.15 mg/g) e crisina (8.68
mg/g e 23.44 mg/g), sendo que nas amostras de SP, MG, GO e MS fu
identificada a isoramnetina (0.43 myg/g. 0.60 mg/g, 0.37 mg/g e 0.63 myg,

respectivamente), que ndo esta presente nas amostras dos Estados da Regifio Sul.

Além disso, apresentaram maiores teores de acacetina (2.75 mg/g-SP, 3.92 mp/g-

MG e 2.28 mg/g-GO), com excegdo das amostras de propohs do MS. O teor do

kaempferol foi de modo geral uniforme nas EEPs das amostras de todos os

estados, variando de 1.84 mg/g-PR até 2.98 mg/g-RS (Tabela 6).

Tabela - 6. Andlise de Flavonodides das Amostras de Prépolis por HPLC em

Fase Reversa dos Estados de GO, MS, MG, SP, PR e RS,

Teor de Flavondide em mg/g de Propolis

Amostra de Goias | Mato Grosso | Minas Gerais| Sfo Paulo | Parand | Rio Grande
Propolis {GO) | do Sul (M5} (MG) (&P {PR} {do Sul (RS
Quercetina. 1.0 1.54 2,08 1.98 3.51 382
Kaempferol 2.04 2.89 2,08 271 1.84 298

Apigenina 1.68 3.10 301 2.80 339 5.80
{soramneting 0.37 0,63 0.60 (.45 - -
Ramnetina - 1.63 0.26 0.67 .93 1.67
Sakuranetina 210 6.90 1.83 373 339 0.67
Isosakuranetina - - - - . -
Crisina 1.60 - 2.37 $6.63 8.08 23.44
Acacetina 228 - 392 275 117 -
CGalangina - 116 0.89 1.88 7139 21.15
Kaempferide - - - - - -
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Os resultados demonstraram que apesar das 6 amostras selecionadas
apresentarem altos teores de flavondides, diferengas qualitativas entre as
amostras dos Estados de PR e RS e das amostras dos Estados de SP, MG, GO e
MS foram observadas, correlacionando com os dados obtidos da cromatografia
em camada delgada de alté performance a 366 nm. Os resultados obtidos da
analise dos flavondides dos EEPs das amostras selecionadas demonstraram que
existe uma nitida diferenga entre as amostras dos Estados da Regifio Sul, PR e RS
com as amostras da Regido de SP, MG, MS ¢ GO, devido provavelmente a
diferenca na ecologia vegetal e climatica de cada regido. Esta relacdo dos
flavondides da propolis com a ecologia vegetal deve ser estudada com mais

detalhes, para analisar a influéncia das plantas na composi¢do da propolis.

5.6 . ANALISE DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS EXTRATOS
ETANOLICOS DA PROPOLIS

Os resultados da analise da atividade antibacteriana dos extratos etanolicos
das amostras de propolis (EEP) selecionadas dos Estados de SP, MG, MS, GO,
MT, PR, SC e RS estio ilustrados na Figura 8. As amostras de propolis
selecionadas demonstraram ter atividade antibacteriana sobre o Staphylococeus
aurens coagulase positiva (bactéria gram positiva), pela formagiio do halo
inibitério de crescimento ao redor dos discos dos EEPs, com excegBo das
amostras de SC e MT. Porém, nenhum dos EEPs apresentaram atividade
antibacteriana sobre a Escherichia coli (bactéria gram negativa). Segundo dados
da literatura (LINDENFELSER, 1967, MERESTA & MERESTA, 1985,
GRANGE & DAVEY, 1990; FUENTES & HERNANDEZ, 1990; BONHEV] et

alii, 1994), a propolis apresenta atividade antibacteriana mais significativa em
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bactérias Gram positivas, principalmente S aurens, do que em bacténas Gram

negativas, como E coli.

coaguiase positiva

Figura 8 - Teste de Antibiograma dos EEPs em Bactéria Patogénica
Staphylococcus aureus coagulase positiva.



6 - CONCLUSAQ

A prépelis coletada das diversas Regibes do Brasil apresentou grande
variabilidade tanto quantitativa como qualitativa dos flavonoides. As amostras de
prépolis do RS, SP e MG apresentaram 08 maiores teores de flavondides ¢ as
amostras de MT e SC, de modo geral, demonstraram baixos feores de

flavondides.

Uma nitida diferenca foi observada, em termos qualitativos das fracOes de
flavondides, nas amostras de propolis dos estados da Regifio Sudeste , SP e MG,
e Centro Oeste, em algumas regiGes de MS e GO, com relaglo as amostras da
Regido Sul, PR e RS, através do HPTLC com deteccio a 366 nm ¢ HPLC. Esta
diferenca estd provavelmente associado a diferenca da ecologia vegetal das

regides de coleta.

A determinagiio de flavonoides totais, espectrofotometria na regidio U.V. na
faixa de 200 a 400 nm e HPTLC com detecgdo a 254 nm, foram métodos de
analise adequados para determinar a qualidade da propolis em termos de teor de
flavondides. Porém, para uma andlise quantitativa mais precisa das fraglies dos

favondides é necessario a utiizagdo do HPLC.

As amosiras de PR ¢ RS apresentaram maiores eores de quercetina,
galangina e crisina e as amosiras de SP. MG, GO e MS apresentaram maiores
teores de acacetina (com exce¢do do MS), além da presenca de isoramnetina
(ausente nas amostras da Regido Sul). A concentragio de kaempferol foi, de

modo geral, uniforme nas amostras de propolis selecionadas.
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AS aimstras selecionadas de SP, MG, GO, MS, RS, PR apresentaram

atividades antibacterianas sobre Staphyviococcus aureus coagulase positiva, sende

que nenhuma das amostras de propolis apresentaram atividade sobre Escherichia

eoli,
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