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RESUMO

O objetivo deste estudo foi analisar os aspectos fisico-quimicos € as
propriedades biologicas das propolis produzidas pelas abelhas Apis mellifera
na Regido Nordeste do Brasil. Para tanto, foram coletadas propolis
diretamente em apiarios nos Estados da Bahia, Pernambuco, Ceara e Piaui, em
um total de 60 amostras. As propolis possuiam coloragio amarronzada e
consisténcia mole a temperatura ambiente, sendo extraidas a quente com

etanol 80%.

Através da Cromatografia de Camada Delgada de Alta Eficiéncia em
Fase Reversa ¢ da Espectrofotometria na Regido UV-visivel foi possivel
agrupar as amostras coletadas em 6 tipos de propolis distintas, mais
freqlientemente encontradas na Regido Nordeste. Estes grupos foram
representados pelas amostras CE3, PE3, PES, BA8, BA11 e PI1. Na analise de
Flavonéides Totais, os grupos apresentaram diferengas significativas pelo
teste de Tukey. O extrato etandlico do grupo PES5 apresentou maior teor de
flavonoides (46,87 mg/g), enquanto o extrato etanolico do grupo PE3 mostrou
menor teor: < 1 mg/g. A diferenca na composi¢do quimica dos grupos foi
detectada pela Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), na qual os
grupos apresentaram uma distribuigao dos picos no cromatograma bastante
distinta entre si. Além disso, pode-se observar que a maioria dos compostos

presentes na propolis do grupo BA11 apresentaram caracteristica apolar.

Com relagdo as analises biologicas, foi observado que nem todas as
propolis apresentaram atividade antibacteriana contra os microrganismos
Sthapylococcus aureus e Streptococcus mutans. O extrato etandlico de

propolis do grupo BAIl1 revelou um alto potencial antibiotico. Os extratos
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etandlicos de propolis dos grupos BA8, BA11 e PE5 apresentaram atividade
antiinflamatoria, com inibi¢io da enzima hialuronidase em torno de 50%,
sendo que os demais extratos etanolicos dos grupos variaram entre 20 e 30%.
A atividade antioxidante foi detectada em todos os extratos etanolicos de
propolis dos grupos, exceto no grupo PE3. Os resultados demonstraram
diversidade das propolis da Regido Nordeste, ndo somente em relagdo a sua

composi¢do quimica, mas principalmente, a sua atividade biologica.



ABSTRACT

The aim of this study was to analyse the physico-chemical aspects and
biological properties of the propolis produced by Apis mellifera in the
Northeastern Region of Brazil. In order to achieve this, the samples were
collected directly from the apiaries in Bahia, Pernambuco, Ceara and Piaui
States, resulting in 60 specimens. The samples of propolis presented a brown
coloration and soft consistancy at room temperature and were extracted with
hot 80% ethanol.

Using High Performance Thin Layer Chromatography (HPTLC) and
Ultraviolet-spectrophotometry (U.V. scanning) it was possible to group the
specimens into six different types of propolis, more frequently found in the
Northeastern Region of Brazil. These groups are represented by specimens
CE3, PE3, PE5, BA8, BAl1l and PIl. In the test for total flavonoids, the
groups presented significant differences in the Tukey test. The group PE5 had
the greatest flavonoid content (46.87 mg/g) whilst the group PE3 had the
smallest (<1 mg/g). The differences in the chemical composition of the groups
were detected by High Performance Liquid Chromatography (HPLC), m
which the groups showed very different chromatographic peak distributions.
Besides this, it was also possible to observe that most of the compounds
presented by the propolis of the BA11 group, showed apolar characteristics.
Concerning the biological analyse, it was observed that not all the propolis
samples presented antibacterial activity against Staphylococcus aureus and
Streptococcus mutans. The BA11 group showed a high antibiotic potential.
Groups BA8, BA11 and PES presented antiinflammatory activity, showing
hyaluronidase enzyme inhibition of about 50%. For the other groups, these

values were around 20 and 30%. Antioxidant activity was detected in all

vi



groups, except for PE3. The results demonstrated a great diversity in the
propolis from the Northeastern Region, not only in their chemical

composition, but especially in their biological activity.
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1. INTRODUCAO

Ha evidéncias do uso da propolis desde 300 anos A.C. No Egito antigo
era usada como medicamento, antiséptico e para embalsamar os mortos
(Thomson, 1990). Outros textos referem-se a propolis como “O balsamo de
Gileade” que era utilizado para curar feridas. A propolis também recebeu
consideravel atengdo como base para vernizes usados em violinos, conferindo

uma tonalidade superior a estes instrumentos (Jolly, 1978).

Apesar de se conhecer algumas atividades terapéuticas da propolis
desde a Antigiiidade, as primeiras pesquisas datam da segunda metade do
século XX, quando notou-se um crescente interesse no estudo da composi¢ao

quimica e farmacoldgica da propolis.

No Japido, o uso da prépolis tomou um grande impulso a partir de 1985,
apos a realizagdo do XXX Congresso Internacional da APIMONDIA na
cidade de Nagdia, sendo extensivelmente usada em alimentos e bebidas com
intuito de melhorar a saude. Hoje, o Japdo é o principal comprador da propolis
brasileira, a qual é definida internacionalmente como orgénica, devido a

auséncia de residuos quimicos e nucleares (Breyer, 1995).

Atualmente com o advento da Apiterapia, um ramo da medicina
Alternativa, estd havendo um interesse cada vez maior pelos produtos obtidos
das abelhas da espécie Apis mellifera, como o mel, a geléia real, a apitoxina, o
pblen e a propolis. Dentre os produtos apicolas, a prépolis vem se destacando
devido as suas diversas propriedades terapéuticas como antimicrobiana,

antiinflamatoria, cicatrizante, anestésica, dentre outras.



Propolis € o termo genérico dado a resina natural coletada pelas abelhas
de diversas partes da planta como broto, botdes florais e também de exsudatos
resinosos, sendo transportados para dentro das colméias e modificados pelas

abelhas, através de suas proprias secregdes (Ghisalberti, 1979).

As abelhas utilizam a propolis com a finalidade de fechar as frestas ou
reparar eventuais danos sofridos pela colméia, evitando assim, a entrada de
vento e principalmente de insetos. Além disso, a propolis também ¢ utilizada no
preparo de locais assépticos para a postura da abelha rainha e na mumificagio
de insetos invasores. Devido a essa fungdo de prote¢do da colméia, a resina
produzida pelas abelhas foi denominada propolis, uma palavra derivada do
grego, onde pro significa em frente de, em defesa de e polis cidade, designando

em defesa da cidade, no caso, a colméia.

A composi¢do quimica da propolis € muito complexa e variada,
dependendo da ecologia botinica da regido visitada pelas abelhas, podendo
ainda, sofrer influéncia com tipo de abelha e a variedade genética das rainhas
(Koo et al., 1997; Soares, 1999). Em geral, a propolis ¢ composta por 50-60%
de resinas e balsamos, 30-40% de ceras, 5-10% de dleos essenciais, 5% de
graos de polen, além de microelementos como aluminio, calcio, estroncio,
ferro, cobre, manganés e quantidades tragos de vitaminas B;, B,, B¢, C ¢ E
(Ghisalberti, 1979). Os balsamos e resinas contém uma quantidade enorme de
compostos quimicos, cerca de 200 compostos foram identificados nas propolis,
dentre os quais, flavonoides, acidos aromaticos, terpenoides, aldeidos, alcoois,

acidos alifaticos, ésteres, aminoacidos, esterdides e agucares.



Em paises de clima temperado da Europa e América do Norte, onde ndo
ha maior diversidade da vegetagdo, o choupo, Populus L., da familia
Salicaceae, é a principal fonte vegetal. Esta espécie vegetal pode ser
encontrada na Asia e no Norte da Africa (Bankova ef al.,1989; Wollenweber et
al., 1987; Christov et al., 1998).

Porém, constatou-se que as propolis provenientes de paises de clima
tropical apresentavam variagdo na composi¢do quimica, dependendo do local
de coleta. Partindo deste pressuposto, houve uma intensificagdo nos estudos
sobre a origem, a composigdo quimica, e a atividade biologica das propolis da
América do Sul ( Tomas-Barberan et al., 1993; Aga ef al., 1994; Matsuno ef
al., 1994). No caso especifico do Brasil, onde a diversidade vegetativa ¢ mais
evidente, foram indicadas, at¢ o momento, trés espécies potencialmente
produtoras de resinas para as abelhas, pertencentes as Asteraceae e Myrtaceae
(Bastos, 1999), além da Baccharis spp. (Bankova, 1995). Koo (1996) em
estudo recente verificou a variagdo na composi¢do quimica e atividade
antibacteriana das propolis provenientes das regides Sul, Sudeste e Centro-

Oeste do Brasil.

Neste trabalho foram considerados os aspectos fisicos, a composigao
quimica e as propriedades biologicas para o estudo das propolis oriundas da

Regido Nordeste do Brasil.



2. OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo especifico avaliar as propolis
coletadas na Regido Nordeste do Brasil com relagdo as suas caracteristicas
fisicas, alguns aspectos fisico-quimicos e as atividades biologicas

antibacteriana, antioxidante e antiinflamatona.



3. REVISAQO BIBLIOGRAFICA

3.1. Origem Vegetal da Propolis

Papay et al. (1986) identificaram os compostos: acido cafeico, acido
dimetil cafeico, acido ferilico e 4cido isoferulico nas arvores da espécie Populi

gemma ¢ nas propolis coletadas na regido da Hungria.

Wollenweber ef al. (1987) isolaram e identificaram um novo derivado do
acido cafeico, v,y-dimetil éster do acido cafeico de exsudatos das arvores da
especie Populus nigra, o qual estava presente somente nas amostras de
propolis da regido Central da Europa. Esses autores estudaram entdo propolis
coletadas numa regido onde nao ha Populus, o Deserto Sonoran, no Arizona.
Foram identificadas nessas propolis um flavondide aglicona denominado
xantomicrol (5,4’-dihidroxi-6,7 8-trimetoxiflavona), o qual foi encontrado em
resina de folhas dos arbustos das espécies Baccharis € Ambrosia deltoidea.
Além deste composto alguns flavonodides tipicos dos “poplars” como crisina,
tectocrisina, galangina e seus 3-5-, ¢ 7-metil ésteres também foram
encontrados. Em 1997, Wollenweber et al/., continuando os estudos,
descobriram uma outra planta como fonte de propolis especifica desta regido,
denominada Encelia farinosa. Esta espécie ocorre em rochas ou ladeiras com
pedregulhos. Os compostos encontrados sdo apolares, produzidos pelos ductos
de resina sendo posteriormente excretados e depositados sobre folhas e

froncos.



Bankova et al. (1989) isolaram dos botdes florais das arvores Populus
nigra, os mesmos ¢ésteres isolados na propolis (dois ésteres do acido cafeico e
dois ésteres do acido fertlico com alcool pentenil isomérico), enquanto que na
arvore Populus italica somente um €ster foi encontrado € nenhum éster estava
presente na arvore da espécie Populus tremula, confirmando a hipotese dos
autores sobre a origem vegetal da propolis da regido da Bulgaria com relagao
aos botdes florais da familia das salinaceas, principalmente Populus nigra.
Apesar das diferentes espécies de “poplars” existentes em diversas regides da
Bulgaria, ndo se sabe porque as abelhas preferem as secregdes das arvores da
espécie Populus nigra. Talvez seja pela sua ampla distribuigdo no pais

(Velchev citado por Bankova ef al., 1992).

Os constituintes das amostras de propolis da Austria, Alemanha, Israel,
Reino Unido e Estados Unidos foram caracteristicos, qualitativamente, aos
exsudatos resinosos dos botdes de “poplars”, principalmente do género
Populus, como Populus nigra, deltadoides e euroamericana. A propolis do
Equador continha uma composi¢do quimica bastante diferente, devido

provavelmente a auséncia de “poplars” nesta regido (Greenaway ef al., 1991).

Bankova ef al. (1992) relataram que os compostos fenolicos presentes na
propolis da Mongolia sdo similares as secregdes dos botdes da arvore Populus
suaveolens, contendo principalmente cafeatos e acidos caféicos, que sdo

importantes constituintes antibacterianos da propolis (Ghisalberti, 1979).

Analises feitas por Tomas-Barberan ef al. (1993) com as propolis de
Apis mellifera e abelhas nativas na Venezuela (regido tropical) confirmaram a

diferenga em suas composi¢des quando comparadas com as propolis das
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regides temperadas, onde a fonte de compostos fendlicos sdo arvores da
espécie Populus. Os autores verificaram que os exsudatos das flores de Clusia
minor ¢ C.major (Guttiferae) continham benzofenonas poliprenilados
encontrados na maioria das amostras de propolis desta regido, sugerindo que
estas plantas fossem as principais fontes para a propolis da regido tropical da

Venezuela.

Bonvehi & Coll (1994) identificaram 24 compostos fenolicos nas
propolis oriundas da China, Brasil ¢ do Uruguai. Dentre estes compostos os
mais abundantes foram o acido benzodico, derivados do benzaldeido e os
flavonoides: acacetina e apigenina. Isoramnetina, pinocembrina, quercetina,
rutina e vanilina estavam presentes em menores quantidades. A preponderancia
de apigenmina ¢ apigenina-4’-metil éter indica a diferenca entre as propolis da

Europa Central com as propolis da China e América do Sul.

Num estudo feito sobre compostos antimicrobianos na propolis
brasileira, Aga et al. (1994) isolaram trés compostos distintos: 3,5-diprenil-4-
acido hidroxicinamico, 3-prenil-4-dihidrocinamoloxicinamico e 2,2-dimetil-6-
carboxietenil-2H-1-benzopirano. A origem destes compostos ainda ndo esta
bem esclarecida; acredita-se que sejam provenientes de arvores das espécies
Baccharis e Flourensia, as quais produzem os mesmos compostos prenilatados

derivados de benzofenonas e acidos cindmicos (Bankova ef al., 1995).

Em geral, compostos aromaticos prenilatados sdo comuns em plantas
tropicais. Na propolis da Venezuela sdo encontrados os prenilatados

benzofenonas (Tomas-Barberan er al., 1993), enquanto que na propolis



brasileira os principais constituintes sdo os C- e O- acidos cinamicos

prenilatados.

Bankova ef al. (1995) identificaram na propolis brasileira os compostos:
prenil acetofenona, diprenil acetofenona, 2Z 6E-farnesol, um alcool
sesquiterpeno, acido dihidrocinamico e acido p-cumarico. Foram detectados
tragos de flavonas e flavanonas. Os autores confirmaram, com os resultados
obtidos, a sugestdo de que a composi¢gdo quimica da propolis brasileira é
substancialmente diferente das propolis das regides temperadas devido a

mudan¢a na vegetagao.

Uma caracteristica distinta da prépolis da Nova Zelandia foi a alta
proporg¢ao (aproximadamente 70%) de dihidroflavonéides, como pinocembrina,
pinobanksina ¢ pinobanksina 3-acetato (Markham et al., 1995). Estudos
quantitativos dos compostos fenélicos das prépolis do Brasil, Uruguai e China
mostraram que os dihidroflavonoéides representam 50% dos flavonodides totais
da propolis brasileira ¢ menos do que 10% nas propolis do Uruguai e da China,
nos quais predominam flavona e flavondis (Bonvehi er al, 1994).
Qualitativamente a fonte dos flavonoides na propolis da Nova Zelandia parece
ser a mesma das propolis de outras regides temperadas como Europa € América

do Norte (Tomas-Barberan et al., 1993).

Martos et al. (1997) analisaram a propolis da Tunisia que apresentou
caracteristica muita parecida a propolis da Europa contendo crisina, galangina,
tectocrisina, pinocembrina, pinobanksina, cafeatos, diferindo apenas pela
presenga de miricetina 3,7,4°,5’- tetrametil éter em grande quantidade e
quercetina 3,7,3’-trimetil éter em menor quantidade. Nesta regido onde ndo
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existem “poplars” os autores identificaram os mesmos compostos

caracterisitcos em exsudatos de folhas de Cistus spp.

Boudourova-Krasteva ef al. (1997) isolaram e identificaram os principais
compostos fendlicos das propolis oriundas de Sdo Paulo (Brasil) como trés
flavondides: um 4cido cumarico prenilatado e dois novos benzopiranos, E e Z
2,2,-dimetil-6-carboxietenil-8-prenil-2H-benzopiranos. Nas regides tropicais, os
exsudatos de folhas da arvore da espécie Baccharis parece ser uma das fontes

para a propolis (Marcucci et al., 1998).

No Egito, onde existem “poplars”, mas de clima subtropical e tropical
conectado com uma flora especifica, as amostras de propolis apresentaram uma
composi¢do quimica complexa, sendo observada uma quantidade maior de
¢steres e carboidratos quando comparadas com as amostras de propolis da
Europa e uma quantidade menor de flavanonas. Tem sido encontrados
compostos analogos as amostras de propolis do Brasil que nunca foram

encontrados nas amostras de propolis da Europa (Christov et al., 1998).

3.2. Composi¢cao Quimica da Propolis

Estudos sobre a composi¢do quimica da prépolis eram raros até 1969,
provavelmente devido a auséncia de técnicas apropriadas para o fracionamento

e analise dos constituintes da propolis (Ghisalberti, 1979).

Popravko (citado por Ghisalberti, 1979), aplicando técnicas modemas de
separagao e 1dentificagio dos componentes da propolis, isolaram seis
flavonoides: 5,7-dihidroxi-4’-metoxiflavona (acacetina); 5-hidroxi-

4’ 7Tdimetoxiflavona; 3,5,7-trihidroxi-4’-metoxiflavona (kamferide); 3.,4°,5-
9



trihidroxi-7-metoxiflavona (ramnocitrina); 5,7-dihidroxi-3,4’-dimetoxiflavona e
3,5-dihidroxi-4’,7-dimetoxiflavona. ~ Duas  flavanonas:  (-)-5-hidroxi-7-
metoxiflavanona (- (-)- pinostrobina) e (-)-5-hidroxi-4’,7-dimetoxiflavanona,
além de um simples composto aromatico 3-hidroxi-4-metoxibenzaldeido
(1sovanilina). Obtiveram também evidéncias da presenga de quercetina

(3,5,7,3° 4’ -pentahidroxiflavona), um outro derivado de flavona.

Durante a década de 70, outros compostos quimicos pertencentes ao
grupo dos flavonoides foram isolados e identificados, como a galangina (3,5,7-
trihidroxiflavona); pinocembrina  (5,7-dihidroxiflavanona), crisina (5,7-
dihidroxiflavona), tectocrisina (5-hidroxi-7-metoxiflavona) e isalpina (3,5-
dihidroxi-7-metoxiflavona) Villanueva (citado por Koo, 1996).

Greenaway et al. (1991), através da cromatografia gasosa e
espectrometria de massa, identificaram 150 compostos na préopolis do
Hemisfério Norte. Dentre eles os compostos volateis 2-metilbutil acetato,

isobutil 1sobutirato, 3-metil-3-buten-1-ol e prenil acetato.

Bankova ef al. (1987) identificaram na propolis do sul da Bulgaria os
seguintes flavonoides: pinocembrina, galangina, crisina, quercetina e
tectocrisina, sendo que a pinocembrina juntamente com a galangina,
correspondem a mais do que 50% do total dos flavondides presentes na
propolis. O principal acido aromatico na propolis € o acido caféico e seu [3-
preniletil éster ¢ um dos principais representantes do grupo dos ésteres dos

acidos aromaticos (Bankova, 1992).



Chi et al. (1994) verificaram, através de eletroforese capilar, quantidades
de 2,34, 3,84, 3,33 € 0,25 mg/g de acido cafeico, 4cido 3,4-dimetoxicinamico,
acido 1soferulico e quercetina respectivamente em amostras de propolis
comerciais. Quantidades similares destes compostos tém sido encontrados em

propolis da China e da América do Sul (Bonvehi ez al., 1994).

Existem varios relatos na literatura cientifica sobre o comportamento
cromatografico dos flavondides. Casteele er al. (1982) relataram que os
compostos micialmente adsorveriam na fase estacionaria hidrofébica e seriam
subseqiientemente eluidos com a fase movel, dependendo do grau de formagdo
das pontes de hidrogénio. Seu trabalho teve como base os estudos feitos por
Wulf & Nagel (1976), os quais descobriram que um dos fatores que faz com
que as flavonas sejam menos polares do que as flavanonas ¢ uma grande
densidade de elétrons sobre o atomo de oxigénio do grupo carbonil na posi¢ao
4 das flavonas, resultando numa estrutura de resssonancia e apresentando uma
carga parcial negativa. Esta grande densidade de elétrons entre o grupo 5-
hidroxil e o grupo ceto da posi¢@o 4 permite a formag¢do de uma forte ponte de
hidrogénio intramolecular. Assim os grupos funcionais se apresentam menos
polares para o solvente diminuindo a capacidade de interagdo. Os flavonois,
por apresentarem uma interagao mais fraca do grupo hidroxila da posi¢do 3
com o hidrogénio do grupo ceto da posigao 4, diminui menos sua polaridade.
Portanto, o grupo de pesquisa de Casteele concluiu que os flavonodides, de um
modo geral, que apresentarem diferengas no numero de grupos OH, em

posigdes diferentes de 3, podem ser facilmente separados.

Com relagdo a cromatografia de camada delgada de alta eficiéncia

(HPTLC), Heimler (1986) relacionou o comportamento cromatografico dos
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flavonoides aglicona com o numero e a posigdo dos grupos hidroxilas
substituintes. Utilizando placas RP-18 e Sil C,3-50, e tendo como eluente 1M
acido acético em 60% de metanol, observou-se que as flavanonas ficaram
pouco retidas na placa comparando-se com as flavonas, devido a sua maior
polaridade. De um modo geral, o aumento no numero de hidroxilas diminuiu o
tempo de retengdo dos compostos, com exce¢do da galangina e quercetina, que
apresentavam um grupo hidroxila na posi¢ao 3, ndo resultando em aumento da
polaridade. Observou-se também que a introdugdo de um grupo metoxil

aumenta a reten¢do dos compostos.

Num estudo sobre métodos cromatograficos, Vanhaelen & Vanhaelen-
Fastré (1980) observaram que a cromatoplaca RP-8 de fase ligada apresentou
melhor resolu¢ao para HPTLC com um sistema solvente simples composto por

etanol e agua (45:55).

Os autores observaram que na identificagdo dos acidos aromaticos e dos
fenois por HPLC a presenga dos flavonoides no extrato bruto nfo interferiu,
entretanto alguns fendis interferiram na separagdo dos flavondides. A
cromatografia liquido-gas (GLC) apresentou algumas limitagGes na etapa de
derivatizacdo dos flavonoides acacetina e apigenina, além de necessitar altas
temperaturas para a eluigdo dos flavonoides heterociclicos. Apesar dessas
restrigdes, os autores consideraram GLC o melhor método de separagao dos

compostos analisados nos extratos brutos de plantas.

Bankova ef al. (1982) descreveram uma técnica de analise qualitativa por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) para determinar os principais

flavonoides presentes na propolis, com o auxilio de padrdes internos. Obteve-se
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boa separagdo dos flavonodides utilizando a coluna de fase reversa Partisil
PXS/10/25 ODS e ODS-HC-SIL-X-1 com sistema solvente agua-metanol-
acido acético (60:75:5), podendo ser utilizada para outras misturas naturais de
flavondides agliconas. A fase eluente agua-metanol-acido acético (65:30:5)
apresentou problema na eluigdo de flavonas e flavonéis, porém revelou a

presenga de dihidroflavonol, 2-hidroxiflavanona e isoflavona.

Bankova er al. (1987) identificaram compostos fenolicos na propolis
através da cromatografia capilar gasosa GC/MS. Dois novos compostos
cetonicos, dihidroxiacetofenona com grupo  hidroxil adjacente e
hidroximetoxiacetofenona foram identificados na propolis do Sul da Bulgaria.
Os ésteres dos acidos fenodlicos apresentavam em maior quantidade nas

propolis do Norte da Bulgaria.

Ackermann (1991) descreveu um método analitico rapido para
cromatografia de camada delgada (TLC) com o intuito de se fazer um controle
rapido e eficiente da qualidade da propolis. Foram utilizadas placas de silica e
dois sistemas solventes, tolueno:cloroférmio:acetona (40:25:35) e hexano:etil
acetato:acido acético (60:40:3), sendo posteriormente observadas sob luz U.V.

a 254 nm.

3.3 Propriedades Biologicas da Propolis

3.3.1. Atividade Antimicrobiana da Propolis

A atividade antimicrobiana da propolis in vitro foi verificada contra

varias linhagens de bactérias Gram positivas (Bacillus brevis, B.cereus,
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B.cereus var. mycoides, B.megatherium, B.polymyxa, B.pumilus,
B.sphaericus, B.subtilis, Cellulomonas fimi, Nocardia globerula, Leuconostoc
mesenteroides, Micrococcus lysodeikticus, Sarcina lutea, Staphylococcus
aureus e Streptococcus faecalis) e Gram negativas (derobacter aerogenes,
Alcaligenes sp., Bordetella bronchiseptica, Escherichia coli, Proteus vulgaris,

Pseudomonas aeruginosa e Serratia marcescens) (Marcucci, 1996).

Num estudo mais detalhado sobre a atividade antimicrobiana da propolis,
Lindenfelser et al. (1967) testaram 15 amostras coletadas de diferentes partes
dos Estados Unidos. Os extratos de propolis apresentaram uma alta atividade
mibitéria , in vitro , contra 25 das 39 espécies de bactérias testadas. Bacillus
larvae mostrou maior sensibilidade ao extrato etandlico de propolis. Nas outras
24 bactérias sensivels estdo incluidas cocos gram-positivas. Das bacténas
gram-negativas, 7 foram resistentes. Das 39 espécies de fungos, 20 foram

inibidas. Resisténcia foi apresentada por 2 leveduras.

Estudos feito por Grange et al. (1990) verificaram um efeito inibitorio
preferencial da propolis sobre bactérias da forma de cocos e gram-positivas do
que bactérias gram-negativas. O extrato etanolico de propolis (diluigao 1:20)
inibiu completamente o crescimento de S.aureus, S.epidermidis, Enterococcus
spp., Corynebacterium, Branhella catarrhalis e Bacillus cereus. Inibiu
parcialmente o crescimento de Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli e

nao teve nenhum efeito sobre Klebsiella pneumoniae.

Schneidewind ef al. (1979) detectaram na propolis uma mistura de 4
ésteres do acido cafeico, dentre eles benzil cafeato e cinamil cafeato. Os

autores concluiram que estes compostos eram os responsaveis pela atividade
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antimicrobiana. Além desses compostos, METZNER et al. (1979), também
atribuiu a atividade antimicrobiana aos compostos: galangina, pinocembrina,
pinobanksina, pinobanksina-3-acetato. A galangina (3,5, 7-trihidroxiflavona) foi

o principal composto envolvido na inibigdo do crescimento de B.subtilis.

No intuito de identificar um composto responsavel pela atividade
bacteriostatica da propolis, Bonvehi ez al. (1993) separaram varias fragdes do
extrato etanolico de propolis. Apenas a galangina isoladamente, pareceu
mostrar atividade bacteriostatica. O potencial biologico da propolis se deve a
um Sinergismo que ocorre entre os muitos constituintes, dentre eles os

flavonodides e os compostos fenolicos.

Porém, Aga et al. (1994) isolaram da propolis brasileira um composto
antimicrobiano identificado como 3,5-diprenil-4-acido hidroxicinAmico
(Artepillin C), que mostrou uma atividade antimicrobiana relativamente alta
contras os fungos Microsporum gypseum e Arthroderma benhamiae, além das
bactérias Bacillus subtilis, Corynebacterium equi, Micrococcus lysodeikticus,
Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium phlei,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Thermoactinomyces
intermedius. Os autores compararam a atividade antimicrobiana dos compostos
1isolados da propolis do Brasil e parece que esta atividade € igual ou maior a

atividade da propolis da Alemanha.

Bankova ef al. (1995) também relataram que a atividade apresentada
pela propolis brasileira pareceu quase idéntica a das amostras de propolis da
Bulgaria. A atividade antibacteriana foi encontrada numa mistura de compostos

volateis como fendis, ésteres, terpenoides, dentre outros. Outros estudos
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determinaram que os 4cidos diterpénicos eram responsaveis pela atividade

bacteriana (Bankova ef al., 1996).

Park et al. (1998a, 1998b) estudaram a atividade antimicrobiana das
propolis de varias regides do Brasil contra Streptococcus mutans, Actinomyces
naeslundii e Staphylococcus aureus e observaram que todas as amostras
mibiram tanto o crescimento dos microrganismos quanto a enzima
ghicosiltransferase produzida pelo microrganismo S.mutans. Uma propolis do
Rio Grande do Sul (RS2) demonstrou maior inibi¢do da atividade enzimatica e

crescimento da bacténa.

Os extratos etanolicos de propolis potencializam o efeito de certos
antibidticos. A agdo da biomicina, tetraciclina, neomicina, polimixina,
penicilina e estreptomicina contra S. aureus e E. coli foi aumentada pela adi¢ao
da propolis a0 meio nutriente. Em alguns casos o efeito bacteriostatico foi

aumentado de 10 a 100 vezes (Ghisalberti, 1979).

A atividade antifingica da propolis foi observada contra os fungos
Aspergillus  flavus, Aspergillus ochraceous, Penicillium viridicatum e
Penicillium notatum, os quais foram inibidos pelo extrato etanolico de propolis

na concentragao de 15-30g / L (Pepeljnjak citado por Ghaly et al., 1998).

A propolis também apresentou um importante potencial antifingico
contra 7richophyton e Microsporum na presenga de propilenoglicol, o qual
interagiu sinergicamente com a propolis Millet-Clerc (citado por Marcucci,

1995).
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Estudos mostraram que a propolis além de inibir o crescimento micelial
do fungo 4. flavus em 11-80% também inibiu a produgdo de aflatoxina B1 em
34-100%, na concentragdo de 1-4g / L do extrato etandlico de propolis (Ghaly
etal., 1998).

Amoros ef al. (1992a, 1992b) investigaram o efeito in vitro da propolis
sobre alguns virus, incluindo herpes simplex tipo 1, mutante resistente a
aciclovir, herpes simplex tipo 2, adenovirus tipo 2, virus da estomatite vesicular
e poliovirus tipo 2. A inibigdo do crescimento do poliovirus foi claramente
observada. Na concentragdo de 30 pg/mL, a propolis reduziu o titulo viral da
herpes simplex em 1000 vezes. Entretanto o virus da estomatite vesicular e o
adenovirus foram menos susceptiveis. Em adi¢do a esses efeitos, a propolis
exerceu uma agdo viricidal sobre os virus envelopados herpes simplex (HSV) e

virus da estomatite vesicular (VSV).

Foram feitos estudos para relacionar a atividade antiviral da propolis com
seus constituintes. Um éster de acido cinamico substituido, isopentenil ferulato,
inibiu a atividade infecciosa do virus influenza A (linhagem Hong Kong) em 50
nug/mL (Serkedjieva et al., 1992). Resultados similares foram encontrados por
Amoros ef al. (1994) em testes in vitro contra o virus herpes simplex tipo 1

(HSV-1) pelo composto 3-metilbut-2-enil cafeato, identificado na propolis.

Scheller et al. (1977) relataram a atividade antiprotozoaria da propolis irn
vitro sobre 3 linhagens de 7Trichomonas vaginalis. As solugdes dos extratos
etanolicos de propolis apresentaram uma atividade letal sobre as linhagens em

uma concentra¢do de 150 mg/mL.
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3.3.2. Atividade Antioxidante da Propolis

Krol et al. (1990) estudaram a atividade antioxidante da propolis e da
quercetina, um flavonol presente na propolis. A propolis apresentou uma
atividade antioxidante de 86%. Os autores observaram que o efeito antioxidante
do extrato etanolico de propolis ¢ de aproximadamente um ter¢o do efeito

antioxidante da quercetina.

Vinson et al. (1995) em estudos in vitro com sistemas modelos de
oxidag¢@o de lipoproteina, analisaram os efeitos antioxidantes em lipoproteina
de baixa densidade, responsaveis pela arterosclerose. Os flavonoides,
principalmente os flavondis, demonstraram ser potentes antioxidantes. Segundo
os autores, os resultados desse estudo demonstraram uma possivel agido
benéfica dos flavonoides na dieta sobre os problemas cardiacos, como a

arterosclerose.

Park er al. (1998c, 1998d) detectaram que os extratos etanolicos de
propolis preparados com 70 € 80% de etanol apresentaram a maior atividade
antioxidante, sendo que, nestas condi¢cdes houve extragao da maioria dos

flavonoides.

Apesar dos flavondides serem considerados os antioxidantes mais
abundantes e efetivos da prépolis, outros constituintes fenodlicos contribuem
para essa atividade como o composto benzil cafeato isolado da prépolis

(Yamauchi et al., 1992).



Basnet et al. (1997) isolaram do extrato aquoso da propolis brasileira um
novo composto, propol (3-[4-hidroxi-3-(3-oxo-but-1-enil)-fenil]-acido acrilico),
o qual apresentou uma alta atividade antioxidante quando comparado a outros

antioxidantes.

3.3.3. Atividade Anticdancer da Prépolis

Hladon ef al. (1980) demonstraram que o extrato etandlico de propolis
tinha propriedades citotoxicas contra carcinoma da epiderme oral humana (KB)
e linhas de células HeLa. Baseado em ensaios de inibigdo das células Ltk
Grunberger et al. (1988), isolaram e caracterizaram um composto
biologicamente ativo, parcialmente responsavel pela atividade citostatica da
propolis, conhecido como CAPE (phenetil éster do acido cafeico). Os autores
observaram diferentes citotoxicidades do CAPE com relagio as células normais
e células transformadas de melanomas de humanos e ratos. As células
transformadas foram mais susceptiveis ao CAPE, apresentando 80% de

inibigdo numa concentragdo de 20 pg/mL.

Rao et al. (1995) mostraram que dieta com pheniletil-3-metilcafeato
(PEMC) inibiu a incidéncia e multiplicidade de adenocarcinomas invasivo, nao-
mvasivo e total do colon, intestino, € tumores dos canais do ouvido. Além disso
foi observada uma diminui¢gdo do volume do tumor do coélon em 43% quando

comparado com o controle.

Matsuno (1995) isolou da propolis brasileira um novo clerodeno
diterpénico. Este composto inibiu hepatomas em concentragées em torno de 10
ug/mL, ocorrendo danos nestes hepatomas em concentragdes acima de 20
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ug/mL. O composto também apresentou citotoxicidade sobre as células de

carcinoma pulmonar humano HLC-2, HeLa, KB e células de ratos W3Y.

Recentemente outras substancias citotoxicas foram isoladas da propolis
brasileira, sendo caracterizadas como isémeros diterpénicos (13Z e 13E-acido
sinfioreticulico) , 3,5-diprenil-4-acido hidroxicindmico (artepilin C) (Matsuno e?
al., 1997a; Matsuno ef al., 1997b) e um novo derivado de benzopirano
(Matsuno ef al., 1998). Estes compostos apresentaram citotoxicidade sobre
carcinomas pulmonares humano HLC-2, HeLa, KB ¢ HuH 13 (carcinoma

hepatocelular humano), com valores de IDso de 20-50 pg/mlL.

Foram feitos outros estudos que relatam a atividade biologica dos
dernivados do acido cafeoil quinico isolados do extrato aquoso da propolis
brasileira. Tatefuji ef al. (1996) relacionaram os derivados do acido cafeoil
quinico com o aumento da mobilidade e difusdo dos macrofagos. Os autores
sugeriram que o aumento da mobilidade e da difusdo depende da adigdo de

grupos cafeoil na molécula do acido cafeoil quinico.

Banskota et al. (1998) isolaram e identificaram alguns compostos da
propolis brasileira. Dentre estes compostos o conferil aldeido, betuletol,
kamfenide e ermanim, apresentaram potente atividade citotoxica com valores de

[Dso menores ou iguais a 10 pg/ml..
Estes resultados indicam que a atividade anticancer da propolis brasileira
advém prncipalmente dos compostos fenolicos, os quais sdo também

responsaveis por outras atividades biologicas (Marcucci, 1995).
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3.3.4. Outras Atividades Bioldgicas da Prépolis

Pamtz et al. (1979) observaram o efeito anestésico local da prépolis
sobre a comea de coelho e de rato. Anestesia total foi obtida tanto com o
extrato etanolico de propolis quanto com os compostos 5,7-dihidroxiflavona
(pinocembrina), 5-hidroxi-7-metoxiflavona (pinostrobin) € com uma mistura
dos ésteres do acido cafeico. Os autores também relataram que a pinocembrina
e a mustura dos ésteres do acido cafeico, quando aplicada subcutineamente,

produziram efeito anestésico proximo ao produzido pela lidocaina.

Rodriguez et al. (1997) relataram um efeito antiunflamatério e
hepatoprotetor da propolis de Cuba sobre alteragdes nos hepatocitos de ratos
induzidas por galactosamina. Os autores sugerem que esse efeito protetor esteja
relacionado as propriedades antioxidantes do extrato de propolis, por ocorrer
peroxidagdo lipidica durante os danos no figado causados pela indugdo por
galactosamina. Gonzalez ef al. (1995) estudaram o efeito hepatoprotetor da
propolis em ratos com hepatotoxicidade induzida por CCly, onde também o
modelo de peroxidag¢ado lipidica € o principal mecanismo na indugdo de danos

no figado.

Pouco depois Basnet ef al. (1996 a) demonstraram em experimentos in
vitro e in vivo que o extrato aquoso de propolis do Brasil também possui
atividade antihepatoxico. Foram isolados da propolis quatro derivados do
acido di-o-cafeoil quinico com potente atividade hepatoprotetora (Basnet ef al.,
1996 b). Estes compostos, na concentragdo de 10 pg/ml, apresentaram

atividade maior do que a glicirrizina. Os autores sugerem que o grupo cafeoil
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desempenha um importante papel na atividade hepatoprotetora e que a presenga

do acido quinico aumenta essa atividade.

Khayyal ef al. (1993) demonstraram através de varios modelos in vitro,
que a propolis possui propriedades antiinflamatérias, inibindo a agregagdo

plaquetaria e inibindo a sintese de eicosanoides.

A atividade antiinflamatoria da propolis também foi verificada por
Mirzoeva et al. (1996). Os autores observaram que o extrato etanolico de
propolis diminuiu a formagéo de prostaglandina e leucotrieno por macréfagos
murine peritoneal in vitro e durante a inflamagdo in vivo. A dieta com propolis
também diminui a via metabolica da lipoxigenase ¢ o metabolismo do acido

araquidonico durante a inflamacio in vivo.

J. Cizmarik ef al. (1998), num estudo sobre o efeito protetor da propolis
contra os agentes mutagénicos nitrovin e nitrosoguanidina, observaram uma
reducdo da mutagenicidade desses compostos sobre as linhagens de Salmonelia

thyphimurium TA 97 e TA100, em torno de 50 e 60%, respectivamente.

3.4. Toxicidade da Propolis

Casos de hipersensibilidade tém sido reportados na literatura
(Ghisalberti, 1979). A propolis contém substancias com propriedades
potencialmente alérgicas conhecidas, como acido cinamico e vanilina. Outros

ingredientes sdo ceras, oleos, polen e balsamo (Petersen, 1977).

Desde a primeira descrigio, em 1915, de dermatite de contato em

apicultor, numerosos casos tém sido observados. Ha incidéncia
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aproximadamente de 200 casos de dermatite de contato relacionados a propolis

(Hausen er al., 1987).

Muitos casos de alergia a propolis foram descritos em paises do Leste da
Europa e na Itlia. Por causa do uso corrente de “produtos naturais”, como
cosméticos de propolis, aumentaram os casos de dermatite de contato em

paises do Oeste da Europa, como a Espanha (Raton, 1990).

A propolis possui uma baixa toxicidade oral aguda, apresentando LDs
variando de 2000 a 7300 mg/Kg para ratos. Administrada oralmente em ratos
em 4000mg/Kg/dia por 2 semanas ndo teve efeito. A administragdo por 90 dias
para ratos em 1400 mg/Kg/dia na agua foi declarado um NOEL (no-effect
level), e com 60 dias demonstrou um efeito ndo relacionado a propolis em 2470
mg/kg/dia (Burdock, 1998).

Existe um grande numero de diferentes compostos alergénicos na
propolis € em exsudatos dos botdes de “poplars”, dentre os quais os cafeatos
desempenham importante papel. Hausen ef al. (1992) identificaram o composto
3-metil-2-butenil cafeato como o composto de maior potencial alergénico na
propolis. Outros constituintes como isoferulatos, flavonoides agliconas, acidos
aromaticos livres contribuem para o desenvolvimento da sensibilidade, porém
em menor extensao. O potencial alergénico da propolis depende da presenga ou

auséncia dos compostos alergénicos, além da quantidade, os quais variam nas

amostras de propolis (Rudzki ef al., 1998).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta das Amostras de Propolis

As amostras de propolis bruta, foram coletadas em apiarios da Regido
Nordeste do Brasil, nos Estados da Bahia (BA), Pernambuco (PE), Ceara (CE)
e Piaui (PI) no periodo de novembro a dezembro de 1998.

As propolis foram coletadas raspando-se as fendas formadas entre a
parte inferior da tampa e a melgueira superior da colméia. Apds a raspagem, as
amostras foram acondicionadas em frascos plasticos, limpos e secos,

devidamente etiquetados.

4.2. Acondicionamento das Amostras

No Laboratorio de Bioquimica do Departamento de Ciéncia de
Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos da Unicamp, as amostras
foram vistoriadas para a retirada de eventuais impurezas como pedagos de
madeira, insetos, abelhas mortas e cera, a fim de obter a propolis da forma mais
limpa possivel. Numa etapa posterior, as propolis foram acondicionadas em

frascos de plasticos, limpos e secos, sendo guardado sob o abrigo da luz, a 5°C.
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4.3. Preparo dos Extratos Etanélicos de Propolis

O extrato etandlico de propolis foi preparado de acordo com Koo (1996).
Para a extragdo foram pesados 2 gramas da propolis bruta e limpa em tubos de
centrifuga e adicionados 15 ml de dlcool etilico 80% (Merck). A extragdo foi
feita a 70°C sob agitagdo por 30 minutos. Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 10000 x g por 5 minutos a 5°C, em centrifuga Beckman J2-21.
O sobrenadante foi colocado em tubos de ensaio (15 x 150 mm) com tampa de
rosca. Ao residuo foram adicionados 10 ml de alcool etilico 80%, procedendo-
se uma segunda extragdo nas mesmas condi¢gdes por mais 30 minutos. Juntou-
se 0 sobrenadante obtido ao primeiro totalizando um volume de 25 ml de

Extrato Etandlico de Propolis (EEP) por amostra.

4.4. Analises Fisico-quimicas dos Extratos Etanélicos de Propolis

4.4.1. Espectrofotometria na Regido Ultravioleta-Visivel

A determinagdo do espectro de absor¢ao dos extratos etandlicos de
propolis foi realizada segundo Koo (1996). Aliquotas de 25 ul de cada EEP
obtido de acordo com o item 4.3, foram diluidas cada uma em 30 ml de alcool
etilico 95% (Merck). As amostras foram submetidas a leitura em
espectrofotdometro Beckman DU-70 com comprimento de onda variando entre

200 e 600 nm (“UV scanning”).
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4.4.2. Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia em Fase Reversa

As analises foram feitas de acordo com Koo (1996), onde aliquotas de 3
uL dos EEP foram aplicadas em cromatoplacas do tipo RP-18 F»s4-S de 10x10
cm (Merck Co.). A cromatografia foi realizada com sistema solvente alcool
etiico 95% : agua destilada (55:45, v/v) durante aproximadamente 100
minutos. As placas cromatograficas desenvolvidas foram secas e observadas
sob luz ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm, utilizando

tluminador U.V. Cole Parmer, modelo UVP-UVGL-58.

4.4.3. Determinacdo de Flavonoides Totais com Base em Quercetina

A determinagdo de flavonoides totais com base em quercetina foi
realizada de acordo com a metodologia descrita no Boletim Informativo da
Associagao Japonesa de Saude e Nutrigdo (1994) e por Park ef al. (1995). Em
tubos de ensaio contendo aliquotas de 0,5 mL do EEP, preparado de acordo
com o item 4.3, previamente diluidas na proporgao de 1:10, foram adicionados
4,3 ml de alcool etilico 80 %, 0,1 mL de uma solug¢do de mitrato de aluminio
10% e 0,1 mL de acetato de potassio na concentragdao de 1M. No tubo controle
foi adicionado 0,1 mL de agua destilada ao invés de nitrato de prata. Ao final
de 40 minutos de reagdo a temperatura ambiente, a absorbancia das amostras
foi medida em espectrofotometro a 415 nm. A leitura final da absorbancia foi
obtida pela diferenga entre as absorbancias do tubo de reagdo ¢ do tubo
controle. Essa diferenga expressa o teor de flavondides totais com base na

curva padrdo de quercetina.
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4.4.4. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) em Fase Reversa

A analise dos flavonoides por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi
realizada utilizando cromatdgrafo liquido Shimadzu modelo LC-10 equipado
com coluna de fase reversa YMC PACK ODS-A e acoplado a um detector de
arranjo de diodo com leitura em UV-visivel a 254 nm. No cromatografo foram
injetados, 20 pL de cada EEP, obtidos de acordo com o item 4.3. A fase movel
utilizada foi agua:acido acético (19:1) (solvente A) e metanol (solvente B) com
um fluxo de 1 ml/min, temperatura de 35°C e o seguinte sistema gradiente: de
30% B para 40% B em 15 minutos, para 50% B em 30 minutos, para 60% B
em 55 minutos, para 75% B em 75 minutos e para 90% B em 95 minutos,
retornando a proporgo inicial (30% B) em 105 minutos.

Para a identificacdo dos compostos foram utilizados os seguintes
padréos: acido cumarico € scido ferrilico: os flavondis kanferol, kanferide,
quercetina, galangina, ramnetina, isoramnetina e miricetina; o flavonol
glicosilado rutina; as flavonas acacetina, apigenina, crisina € tectocrisina; as
flavanonas pinocembrina, hisperidina, hisperetina e sakuranetina, € 0S
dihidroflavonéis pinobanksina € pinobanksina-3-acetato. Todos os padroes
foram obtidos da Extrasynthese A.A. Co. As amostras € 05 padrdes foram

previamente filtrados em membrana de teflon com porosidade 0,22 um.

27



4.5.2. Analise da Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada pela oxidagao acoplada do B-
caroteno ¢ do acido linoleico como descrito por Hammerschmidt & Pratt
(1978). Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 60 mg de acido
linoleico (Sigma), 200mg de Tween 40 e 5 mg de B-caroteno (Sigma), os quais
foram dissolvidos em cerca de 50 mL de cloroformio. Posteriormente, a fragdo
de cloroférmio foi evaporada em evaporador rotatério a 50°C. O residuo obtido
da evaporagdo foi dissolvido em 50 mL de agua deionizada e oxigenada sob
agitagao vigorosa. Aliquotas de 1 mL desta emulsdo foram distribuidas em
tubos de ensaio, contendo 2 mL de agua deionizada aerada e 0,5 mL dos EEP
previamente diluidos na proporg¢ao de 1:10. Os demais tubos foram incubados a
40°C para proceder a reagdo de oxidagdo e a absorbancia foi lida em intervalos
de 60 minutos. A primeira leitura em espectrofotometro a 470 nm foi feita

imediatamente apos a adi¢do de todos os reagentes aos tubos de ensaio.

4.5.3. Analise da Atividade Antiinflamatoria

A atividade antiinflamatoria foi determinada através da atividade da
enzima hialuronidase de acordo com Aronson et al. (1967) e Reissing et al.
(1955). Foram adicionados 50 puL dos EEP, obtidos de acordo com o item 4.3,
nos tubos de reagdo. Em seguida adicionou-se 0,5 mL de acido hialurénico (1,2
mg por mL de tampao acetato 0,1M em pH 3,6 contendo 0,15 M de NaCl) nos
tubos de reacdo e controle. Os tubos foram incubados a 37°C por 5 minutos e
logo em seguida foram adicionados 50uL da enzima hialuronidase (Tipo IV-S:

obtida de testiculo bovino, Sigma Co.) dissolvida no mesmo tampio do
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substrato, na concentragdo de 6,5 mg/mL. Os tubos ficaram incubados a 37°C
por 40 minutos. A reagdo foi interrompida com a adigdo de 10 pl. de NaOH
4N. A adigao dos EEP nos tubos brancos foi feita apés decorrido o tempo de
reagdo. Numa segunda etapa da reagdo, 0,1 mL de tetraborato de potassio 0,8
M foi adicionado na mistura ¢ colocado em ebuligdo por 3 minutos. Em
seguida, adicionou-se 3 mlL de p-dimetilaminobenzaldeido e a mistura foi
incubada a 37°C por 20 minutos. Finalmente, a absorbancia da mistura foi
medida em espectrofotometro a 585 nm, utilizando agua como controle. O
resultado desta analise foi obtido através da diferenga entre a inibigdo da

enzima hialuronidase dos tubos de reagdo e dos tubos branco.

4.6. Analise Estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Os
dados foram analisados pelo programa Mstat-C (Mstat-C, 1988) para a
determinagdo da analise de variancia. A separagdo entre as médias dos
tratamentos foi conduzida usando-se o teste de Tukey com um nivel de

confian¢a de 95%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Coleta das Amostras

Foram coletadas 60 amostras de propolis, num total de 24 apiarios

visitados na Regido Nordeste do Brasil referentes aos Estados da Bahia,

Pernambuco, Ceara e Piaui (Tabela 1). A coleta foi feita diretamente nos

apianos, onde foram coletadas propolis de diferentes caixas. Este tipo de coleta

¢ de fundamental importdncia para o trabalho, pois proporciona uma

identificagdo das propolis com atividades bioldgicas de interesse com o local

exato de sua produgdo. Além disso, serve como base para estudos posteriores,

mais aprofundados, sobre a interagdo do meio ambiente com a qualidade da

propolis.

Tabela 1- Local de Coleta das Amostras de Prépolis

Municipio Estado Vegetacao Nuamero de
Amostras
Crato Ceara Caatinga arborea 3
Salgueiro Pemambuco Caatinga 3
Belo Jardim Pernambuco Caatinga 3
Juazeiro Bahia Caatinga 6
Senhor do Bonfim Bahia Caatinga 3
Remanso Bahia Caatinga 1
Salvador Bahia Mata Atlantica 3
Entre Rios Bahia Mata Atlantica 25
Barra da Choga Bahia Caatinga
Vitéria da Conquista Bahia Caatinga arborea 4
Anagé Bahia Caatinga
Picos Piaui Caatinga 2
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5.2. Prépolis Bruta

A analise da propolis bruta foi feita com base na sua coloragido e
consisténcia. A coloragdo da propolis ¢ dependente de sua procedéncia,
variando do marrom escuro, passando a uma tonalidade esverdeada até o
marrom avermelhado; quanto a consisténcia, pode apresentar-se desde
extremamente mole até rigida (Marcucci, 1996).

As caracteristicas fisicas das amostras de propolis da Regido Nordeste
variaram pouco, apresentando, de um modo geral, coloragdo amarronzada e
consisténcia mole, semelhantes as propolis coletadas da Regido Centro Oeste
do Brasil (Koo, 1996). Porém duas amostras de propolis, uma coletada no
Estado de Pernambuco (PE1) e outra coletada na Bahia (BA24) apresentaram
coloragao amarelada e consisténcia mais rigida (Figura 1).

Ainda assim essas caracteristicas diferem completamente das propolis
encontradas nas regides Sul e Sudeste do Brasil, sendo que, na Regido Sudeste,
as propolis apresentavam-se esverdeadas ou ligeiramente esverdeadas e de
consisténcia rigida, ¢ na Regido Sul apresentavam-se com a mesma
consisténcia, porém com coloragdes variando do verde-escuro até o marrom

(Koo, 1996).
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5.3. Extratos Etanolicos de Propolis

Os EEP, obtidos de acordo com o item 4.3, estdo ilustrados nas Figuras 2
e 3. A maioria dos extratos possuiam coloragdo castanho com diferentes
intensidades. Outros apresentaram coloragdo amarelada, e apenas 3 extratos
obtidos das propolis de Pernambuco (PE4, PE5 e PE6) adquiriram coloragdo
escura, praticamente preta (Figura 2).

Um fato curioso foi observado nos extratos da regido metropolitana de
Salvador como, por exemplo, BA1l que possuia coloragdo marrom apos a
extragdo, e ao longo do tempo tornou-se escuro, semelhante aos extratos de
Pernambuco.

A coloragdo do extrato foi estudada por Tomas -Barberan ef al. (1993),
que observou uma nitida correlagdo entre o conteudo de compostos fenolicos
nos extratos metanolicos de propolis e sua coloragdo. Os extratos com
coloragdo avermelhada e escura continham grandes quantidades de fenolicos,
enquanto os extratos amarelados continham estes compostos em menor
quantidade.

Resultados similares foram encontrados nos extratos etanolicos
analisados. Comparando-se a coloragdo dos extratos etanolicos com o Teste de
Flavonoides Totais, pode-se observar que o extrato de coloragdo mais escura,
PES, obteve a maior quantidade de Flavonoides Totais (46,87 mg/g), sendo que
o extrato PE3, de coloragio amarelada, apresentou uma quantidade infima,

menos de 1 mg de Flavonoides por grama de propolis.



SRR

FIGURA 2- Extratos Etanélicos de Propolis da Regido Nordeste do Brasil
(amostras CE1 a PI1)
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FIGURA 3- Extratos Etandlicos de Propolis da Regiio Nordeste do Brasil
(amostras BA27 a PI2)
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5.4. Analises Fisico-quimicas

5.4.1. Cromatografia de Camada Delgada de Alta Eficiéncia em Fase

Reversa

Os EEP foram analisados por Cromatografia de Camada Delgada de Alta
Eficiéncia (CCDAE) em fase reversa, de acordo com o método descrito no item
4.4.2. A cromatografia em camada delgada permite uma visualizagao rapida da
intensidade e numero de fragdes dos compostos fenolicos existentes em cada
amostra de propolis (Koo, 1996).

Os cromatogramas contendo todas as amostras de propolis coletadas
foram visualizados com luz ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e
366 nm, os quais estdo ilustrados nas Figuras 4 e 5. Pode-se observar diferentes
perfis cromatograficos apresentados pelos EEP, demonstrando uma diversidade
na composi¢ao quimica das propolis analisadas.

Através dos perfis cromatograficos obtidos das analises de
Cromatografia em Camada Delgada ¢ Espectrofotometria na regido do UV-
Visivel, foi possivel agrupar as amostras coletadas em 6 grupos de propolis
distintos mais freqiientemente encontrados na Regido Nordeste do Brasil. Os
grupos foram representados pelas amostras CE3, PE3, PES, BA8, BAll e PII.

Na CCDAE constatou-se que os grupos PE5 e BA8 apresentaram maior
numero e intensidade das bandas no cromatograma quando visualizado a 366
nm, enquanto os grupos PE3, PI1 e CE3 apresentaram menores niimeros de
bandas, sendo qualitativamente diferentes entre si (Figura 6). Os compostos
presentes no extrato etandlico do grupo BA11 ndo eluiram com a fase movel

agua : etanol 95% (45:55), ficando adsorvido na fase estacionaria.
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FIGURA 4- Cromatogramas obtidos em Camada Delgada de Alta Eficiéncia dos
Extratos Etandlicos de Propolis (amostras CE1 a PI1). Condigoes

descritas no texto.
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5.4.2. Espectrofotometria na Regisio Ultravioleta-Visivel

Os espectros de absor¢do, na regido UV-visivel, dos extratos etandlicos
representativos dos grupos, estéo ilustrados na Figura 7. Cada grupo apresentou
um valor maximo de absorbancia nos comprimentos de onda variando de 272 a
290 nm. O grupo PE5 apresentou absorbincia maxima a 290 nm, tipico das
propolis encontradas na regido Sul do Brasil (Park et o/, 1998d). Uma
caracteristica marcante do grupo BA8 foi a presenga de um “ombro” a 336 nm,
porém a absorbancia maxima foi obtida no comprimento de onda de 274 nm.
Da mesma maneira, Miyataka et al. (1997), estudando as propolis brasileiras,
encontrou dois espectros tipicos, um espectro com absorbancia maxima a 283
nm, apresentando um “ombro” a 309 nm e outro com absorg¢do maxima a 300
nm.

De um modo geral, o pico de absor¢do dos flavondides esta situado na
faixa entre 250 e 350 nm, devido principalmente as flavonas, os flavondis e as
flavanonas (Markham, 1970). A presenca de “ombro” no espectro de absorgo
¢ caracteristico de flavonoides do tipo isoflavonas, os quais absorvem na regifo
entre 245-270 nm, aparecendo um “ombro” entre os comprimentos de onda de
300-340 nm (Mabry et al., 1970).

Porém, a andlise por espectrofotometria nos formece apenas a
caracteristica da propolis, sendo confirmado o tipo de propolis juntamente com
a analise feita pela CCDAE. Observou-se uma correlagdo entre estas duas
analises, quanto maior o numero de bandas nos cromatogramas, maior a
absorbancia apresentada no espectro, exceto o grupo BA11 que ndo apresentou
nenhuma banda no cromatograma devido provavelmente a sua caracteristica
apolar (Figura 6).
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3.4.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa

Os EEP representativos dos grupos foram analisados por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em Fase Reversa, de acordo com o método
descrito no item 4.4 4.

Através dos cromatogramas, ilustrados na Figura 8, observou-se uma
distribui¢do dos picos bastante distinta entre os EEP representativos dos grupos
oriundos da Caatinga, sendo que o maior nimero de picos foi detectado nos
EEP dos grupos PE5 e BAS, enquanto poucos picos foram detectados nos EEP
dos grupos CE3, PE3 e PI1.

Foi observado ainda, no EEP do grupo BAll — o tnico pertencente a
vegetagdo da Mata Atlantica, um perfil cromatografico nido encontrado em
nenhuma propolis brasileira estudada até o momento. Este grupo de propolis
possui compostos com caracteristicas mais apolares do que as demais propolis,
os quais foram eluidos na fase movel contendo 80% a 90% de metanol.

Os resultados obtidos pela CLAE confirmaram a diversidade na
composi¢do quimica das propolis coletadas na regido Nordeste apresentada
anteriormente pela CCDAE. De um modo geral, as propolis da regido Nordeste
apresentaram poucos picos no cromatograma quando comparadas as propolis
de outras regides brasileiras (Koo, 1996).

Com os padrdes auténticos utilizados ndo foi possivel identificar os
compostos presentes nas propolis. No caso especifico do grupo BA11, todos os
padrdes possuiam tempos de retengdo inferiores aos dos compostos presentes
neste grupo. Por isso, para a identificagdo dos compostos presentes nas
propolis faz-se necessario o emprego de outras técnicas, tais como
espectrometria de massa, espectroscopia infravermelho ou ressonancia

magnética nuclear.
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5.4.4. Determinacao dos Flavonéides Totais

A determinagdo dos Flavonoides Totais dos extratos etandlicos de
propolis dos diferentes grupos foi realizada por método colorimétrico através
da quelagdo do nitrato de aluminio com os flavondides, e quantificados pela
curva padrdo de quercetina.

Este método ¢ utilizado na avaliagdo comercial da propolis, segundo o
qual, as propolis mais valorizadas s3o as que contém um maior teor de
flavonoides.

Nesta analise, as amostras apresentaram diferengas significativas com
relagdo ao teor de flavonoides (Tabela 2). O grupo da propolis PE3
praticamente ndo continha flavonoides (<1 mg/g) em sua composigdo, enquanto
os grupos BA8 e PES foram os que mostraram maiores teores de flavonoides,
46,87 e 26,44 mg/g, respectivamente. Os grupos das propolis CE3 e BA11 ndo
apresentaram diferenca significativa pelo Teste de Tukey, assim como as
propolis dos grupos BAll e PI1 também nd3o apresentaram diferenca
significativa. Os teores de flavonoides destas propolis variaram entre 3,66 e

4,83 mg/g.

Tabela 2- Teor de Flavonéides Totais, com base no Flavonéide Quercetina, dos Extratos

Etanélicos das Prépolis Representativas dos Grupos da Regiio Nordeste do Brasil

Amostra Local de coleta Flavondides Totais
(mg/g propolis)
CE3 Crato — CE 4.83°
PE3 Salgueiro — PE <1
PES5 Belo Jardim — PE 46,87°
BA8 Senhor do Bonfim — BA 26,44°
BA11 Entre Rios — BA 4,36
PI1 Picos — Pl 3,66°

45



O aluminio em solugdo de etanol forma complexos com as flavonas ou
flavonois que contém um grupo hidroxil livre nas posi¢des 3 ou 5, ou ainda
com os grupos 3°,4” dihidroxil (JURD, 1969). Como resultado da formagdo do
complexo ha um efeito batocrémico causado pelo aluminio, levando a uma
alteragdo colorimétrica, ou seja, um aumento no comprimento de onda de
absor¢do desses compostos. Os complexos formados absorvem proximos ao
comprimento de onda de 415 nm, o qual corresponde a banda de absor¢ao do
complexo quercetina-aluminio

As flavanonas, isoflavonas e os dihidroflavonois apresentam o espectro
UV distinto devido a falta da conjugagdo entre os anéis A e B. Como
conseqiiéncia estes flavonoides exibem absor¢do maxima entre 270-295 nm,
regido inferior aos espectros das flavonas e dos flavonois. Além disso
apresentam efeito batocromico menor, aumentando esse valor em 20 a 40 nm,
ndo sendo, portanto, detectados por esta metodologia (Markham, 1970).

Por 1sso, apesar do método colorimétrico ser rapido, pratico e preciso,
apresentando coeficiente de variagdo de 3,51%, este método ndo € exato,
porque a quantidade de flavonoides totais presentes na amostra pode estar

sendo subestimada.

5.5. Atividades Biologicas

5.5.1. Atividade Antibacteriana dos Extratos Etanélicos de Propolis

A atividade antibacteriana dos extratos etandlicos de propolis dos grupos
foi determinada sobre os microrganismos patogénicos Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e Streptococcus mutans, de acordo com o método descrito no

item 5.5, e os resultados estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3- Atividade Antimicrobiana dos Extratos Etanélicos das Prépolis Representativas dos
Grupos da Regiao Nordeste do Brasil

Zona de inibi¢ao (mm)
Amostra de Local desoleta Staphylococcus aureus Streptococcus
Prépalis ATCC 25923 mutans

CE3 Crato - CE - -

PE3 Salgueiro - PE - -

PES Belo Jardim - PE 1,0 1,0

BAS8 Senhor do Bonfim - BA trago trago
BA11 Entre Rios - BA 9,0 20

PI1 Picos - PI - E

Como pode-se observar nem todos os grupos de propolis demonstraram
atividade antibacteriana para os microrganismos estudados, como foi o caso
dos grupos PE3, CE3 e PIl. O grupo da propolis BA8 apresentou pouca
atividade antibacteriana tanto para o microrganismo S. aureus quanto para S.
mutans. Apenas os EEP dos grupos PE5 e BAll demonstraram atividade
antibacteriana através da formagdo do halo inibitorio de crescimento ao redor
dos discos.

Estes resultados estdo de acordo com Koo (1996), o qual verificou que
algumas propolis selecionadas dos Estados de Santa Catarina e Mato Grosso
também ndo possuiam atividade antibacteriana.

Além disso pode-se notar, através da atividade antibacteriana, que o
Teste do Teor de Flavonoides Totais, muito utilizado para avaliar a qualidade
da propolis, ndo revelou o potencial antibidtico das propolis estudadas. O maior
halo fo1 obtido com o EEP do grupo BA11, que apresentou teor de flavonoides
baixo (4 mg/g), quando comparado ao grupo BA8 (26 mg/g), que ndo possui
boa atividade antibiotica. Provavelmente isto esta ocorrendo porque as
propolis, principalmente brasileiras, possuem outros compostos quimicos em

sua composi¢do que apresentam atividade antibacteriana, nio somente os
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flavonoides. Alguns compostos com atividade antibacteriana foram
identificados nas propolis brasileiras como, por exemplo, o composto 3,5-
diprenil-4-acido hidroxicinamico, proveniente da propolis do Estado de Sio
Paulo (Aga ef al., 1994) e acidos diterpénicos presentes na propolis do Parana

(Bankova, 1996).

5.5.2. Atividade Antioxidante dos Extratos Etanolicos de Prépolis

A atividade antioxidante dos extratos etandlicos dos grupos da Regido
Nordeste do Brasil foi determinada de acordo com o método de oxidagdo
acoplada do P-caroteno e do acido linoléico. Este método € um ensaio
espectrofotométrico baseado na oxidagdo do p-caroteno induzida pelos
produtos de degradacdo oxidativa do acido linolé€ico.

A maioria das propolis da Regido Nordeste demonstraram um alto poder
antioxidante, variando de 75 a 91% num periodo de 3 horas de incubagdo a
40°C, exceto o grupo PE3 que nido demonstrou atividade antioxidante (Figuras
9¢e 10).

Comparando-se a atividade antioxidante dos EEP dos grupos com o teor
de Flavonoides Totais, pode-se observar que mesmo os grupos que obtiveram
baixos teores de flavondides como os grupos BAll e PIl, ndo diferiram
significativamente dos valores antioxidantes obtidos pelos EEP dos grupos PES
e BAS, que continham altos teores de flavonoides.

Por isso, a atividade antioxidante, assim como a atividade antibacteriana
das propolis, pode estar relacionada ndo s6 aos flavonoides presentes nas
amostras, mas aos compostos fenolicos de um modo geral. Pratt & Birac
(1979) determinaram em produtos de soja outros compostos com poder
antioxidante além dos flavonoides, como os acidos caféico, ferrilico e p-
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cumarico. Recentemente foi identificado um composto presente no extrato
aquoso da propolis brasileira com potente atividade antioxidante denominado

propol (Basnet ef al., 1997).
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FIGURA 9- Atividade Antioxidante dos Extratos KEtanélicos das Propolis

Representativas dos Grupos da Regidio Nordeste do Brasil

49



100 +
|
|

i |
| a |
90 | ab .
ab
80 b
g 70
4
S 60
h=]
3
2 50
c
<
g 4
2 c
Z 2 £
<
20 - ;
.?
10 -
0 - - - - : -
Controle CE3 PE3 PES BAB BA11 P11

Teste de Tukey p< 0,05

FIGURA 10- Atividade Amntioxidante dos Extratos Etandlicos das Propolis
Representativas dos Grupos da Regido Nordeste do Brasil apés 3

horas de incubacio




5.5.3. Atividade Antiinflamatéria dos Extratos Etanélicos de Propolis

O efeito dos extratos etanolicos das propolis representativas dos grupos
sobre a mibigdo da atividade da enzima hialuronidase foi verificado conforme
descrito no item 4.5.3. A enzima hialuronidase atua despolimerizando o acido
hialurénico, um mucopolissacarideo encontrado no tecido conjuntivo, com
conseqiiente diminui¢do na sua viscosidade, provocando o atrito das juntas e
acarretando em problemas como artrite reumatoide e artrose, ou até mesmo a
formagdo de edemas e sensagdo de dor. Portanto a inibigdo desta enzima
caracteriza uma atividade antiinflamatoria dos extratos etanolicos in vitro.

Como pode-se observar na Figura 11, os EEP dos grupos BAS, BAIl1 e
PES5 apresentaram o maior poder de inibi¢do enzimatica, em torno de 50%, nao
diferindo significativamente entre si a nivel de 5% de significancia pelo teste de
Tukey. Os EEP dos grupos PE3, CE3 e PIl1 variaram a inibi¢do da enzima
hialuronidase entre 20 e 30%, ndo diferindo significativamente entre si.

De acordo com os resultados obtidos por Miyataka ef al. (1997) todos os
extratos etanolicos de propolis brasileiras apresentaram atividade
antiinflamatoria, inibindo a atividade da enzima hialuronidase.

Um estudo feito por Kuppusamy & Das (1991) determinou que os
flavonoides com uma dupla ligagdo no carbono C,3, grupos hidroxilas nas
posigdes 5,7,4° e um grupo cetona na posi¢do 4 possuem um potente efeito
sobre a hialuronidase. Os flavonoides apigenina, luteolina e kamferol inibiram a
atividade enzimatica da hialuronidase. Em contrapartida, a presenga de
substituintes glicosideos destroem completamente a habilidade dos flavonodides

em 1nibir a atividade enzimatica.
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FIGURA 11- Atividade Antiinflamatéria dos Extratos Etandlicos das Prépolis
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6. CONCLUSAO

As analises de Cromatografia de Camada Delgada de Alta Eficiéncia e
Espectrofotometria, demonstraram diversidade das propolis da regidio Nordeste
do Brasil, ndo somente em relagdo a composi¢do quimica, mas principalmente,
em relagdo a atividade biologica. Foi identificado a existéncia de, no minimo, 6

tipos distintos de propolis.

Dentre as amostras analisadas, apenas os EEP dos grupos BA11l e PES
apresentaram atividade antibacteriana significativa contra os microrganismos

Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans.

Todos os EEP representativos dos grupos apresentaram atividade
antiinflamatoria in vitro, sendo que as maiores atividades foram obtidas pelos
grupos BA8, BA11 e PE5. Além disso, todas as propolis analisadas, exceto o

grupo PE3, apresentaram atividade antioxidante.

O EEP do grupo BA11, oriundo da Mata Atlantica, destacou-se pela alta
atividade biologica e um perfil cromatografico ndo encontrado em nenhuma
propolis brasileira estudada até o momento. Este extrato etanolico de propolis

contém em sua composi¢cao uma grande quantidade de compostos apolares.

Um aspecto importante observado foi o baixo teor de flavonoides obtido
pelo EEP do grupo BA11l em relagdo aos demais grupos. De acordo com a
analise de Flavonoides Totais, a qual € utilizada comercialmente como um
indicativo da qualidade da propolis, este resultado indicaria uma propolis de

baixa qualidade, ndo revelando o seu alto potencial biolégico. A analise de
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Flavondides Totais ndo deve ser considerada como um parametro comercial de

qualidade da propolis
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