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RESUMO

A propolis € uma resina de origem vegetal que sofre agregacdo de enzimas
mandibulares das abelhas coletoras, sendo considerado um produto complexo e que vem sido
amplamente estudado. E o produto derivado das abelhas que mais possui propriedades
bioldgicas. Dentre elas, se destacam as acOes antibacterianas, antifingica, antiviral,
cicatrizantes, anestésica e antitumoral. A composicdo da propolis € complexa e varia com a
sazonalidade, o tipo de abelha e a vegetacdo local. Muitos estudos tentam padronizar extratos
de prépolis, mas esta, no entanto, difere muito seus constituintes conforme a regido de coleta.
Os principais constituintes ja descritos como tendo acdo significativa, em estudos com
prépolis, sdo compostos fendlicos, como acidos fenolicos e flavondides. O objetivo do
presente trabalho foi realizar uma revisdo bibliogréafica e comparar duas amostras de propolis
obtidas de diferentes regides do Rio Grande do Sul, uma da regido da serra e outra da
campanha gaucha, analisando através de cromatografias em camada delgada e realizando
doseamento de compostos fendlicos por espectrofotometria, para verificar se realmente a flora
da regido influencia na composicdo das amostras coletadas. Os resultados encontrados estdo
de acordo com os da literatura, visto que as amostras de prépolis possuem diferenca em sua

composicdo, sendo a prépolis originaria da serra galcha a mais rica em compostos fendélicos.

Palavras-chave: propolis, atividades bioldgicas, componentes quimicos, compostos fenolicos.



SUMARIO

L INTRODUGAOD ..ottt sttt sttt 1
2. OBUIETIVO ...ttt ettt e et e et e et e e e e e e et e e e et e e e anae e e nnbeeennreeans 4
2.1, OBIETIVO GERAL ....ciutiiitiiitie ettt ettt ettt ettt ekt e st bt e et e e b e e et e e nbe e st e e abe e e nbeenaeeebeeaneas 4
2.2. OBJIETIVOS ESPECIFICOS .....teiieieiie ittt sttt ettt sttt sttt sttt be et eenbe e e 4

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 5
3L AS ABELHAS ...ttt ettt ettt e b et b Rt e R e e bt eeRe e b e e hb e e be e nae e e beenneas 5
3.2. APROPOLIS E SEUS TIPOS ...vtuviuteteatesieseasessesteseasessessasessessessssessessesessessessasessessessssessessessssenes 7
3.3. CONSTITUIGAO QUIMICA ....otiiieiiiieieteete et te st ste sttt be s st st ese b eeneaneneas 10
3.3.1. COmMPOSLOS FENOIICOS ......oueiveiiiieieie it 12
3.3.1.1. ACidOS feNOIICOS € SEUS ESLEIES. ........cvveeereceeieeriseeees s sese s st tes et enssess s 14
3.3.1.2. FIAVONOGIGES. ... .cviieciecieeeeee ettt be st e enaaneas 15

3.4, ATIVIDADES BIOLOGICAS......veuveuiitesiaseaseseestasessessesessessessesassessesessessessessssessessssessessessssesses 18
3.5. CLASSIFICAGAO SEGUNDO A LEGISLAGAO BRASILEIRA.......c.oiieiiiiiieiisiesieieiesiesiensie s 21

4. MATERIAL E METODOS ...ttt 23
4.1. COLETA DAS AMOSTRAS DE PROPOLIS ....cuiiiiiiiiiieitie sttt nee s 23
4.2. EXTRACAO COM GRADIENTE DE POLARIDADE.........ccciiiieitiieiiieesieeesieeesieeesnneessnneeesnneas 23
4.3. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA.......coiiiiiiiiieesiee ettt 24
4.3.1. Reagentes utilizados para Cromatografia em Camada Delgada:...............c..c......... 25

4.4. DOSEAMENTO DE COMPOSTOS FENOLICOS .....tviivieiiesiriesieesieee et sine e 25
4.5, ANALISE ESTATISTICA ..eiiitiieitie ettt ettt ettt ettt ettt et e e st e st e e st e e nnbe e e nnbeeenneas 27

5. RESULTADOS E DISCUSSAQ .....ooouiiriiiieiieineiesisissis s 28
5.1, ANALISES ORGANOLEPTICAS ... .citteitttateesireateeasetasseessseesseesiseesseessseesteeaneesseeanneessneanneens 28
5.2. ANALISES CROMATOGRAFICAS .....eeitiiiuiieiiesiieesieesieesteesnteesaessnseessessssesssesassessseesnsessneeanns 29
5.3. DOSEAMENTO DE COMPOSTOS FENOLICOS .....cciuviiiiieiiieiiiesiiesiee st eieesiee s 32

8. CONCLUSAOD. ..ottt 36
7. REFERENCIAS ......oooiiiiitsiteie ettt 37



1. INTRODUCAO

O interesse despertado em todo o mundo pelo uso de fontes naturais para a obtencéo
de alimentos e medicamentos tem estimulado o estudo dos produtos apicolas, por ser a
colméia um tesouro incomparavel para a nutricdo e satide dos homens e dos animais (Asis,
1991).

Propolis € uma resina escura obtida através das abelhas a partir de brotos de folhas,
galhos, feridas no tronco de &rvores. As abelhas costumam fixar a resina as suas patas
traseiras e leva-la a sua colméia (Shorkun et al., 2001). Ao coletarem a propolis, acabam
adicionando a resina original algumas substancias como ceras e saliva. O material resultante é
utilizado pelas abelhas para selar orificios, proteger contra invasores externos e mumificar

carcacas dentro da colméia (Pietta et al., 2002).

A prépolis tem sido utilizada na medicina popular desde os tempos antigos (Burdock
et al., 1998; Galvéo et al., 2007). Por muitos séculos € utilizada como um remédio popular em
diversas regides do mundo, principalmente devido as suas propriedades antimicrobianas
(Marcucci et al., 2000). Seu emprego ja era descrito pelos assirios, gregos, romanos, incas e
egipcios. No antigo Egito (1700 a. C.) era utilizada como material para embalsamar os mortos
(Guerra e Méndez, 1997; Pereira et al., 2002). Etimologicamente, a palavra prépolis, de
origem grega, significa em “defesa da cidade”, evidenciando a sua importancia para a colonia

com suas inumeras aplicacfes (Kosonoka, 1990).

A propolis brasileira é utilizada em alimentos e bebidas com o objetivo de manter e
melhorar a salude (Aga et al., 1994; Marcucci et al., 1996) e tambem como um
remédio popular, encontrando-a no mercado em estado puro ou combinado com outros
produtos naturais e também em cosméticos. Diversas pesquisas tém demonstrado interesse na
investigacdo de seus constituintes e propriedades bioldgicas nas ultimas décadas (Ghisalberti,
1979).

Os constituintes encontrados na propolis sdo dependentes de sua localizagdo

geogréfica e de sua origem botanica (Burdock et al., 1998). Sua composi¢do quimica é



complexa e qualitativamente e quantitativamente variavel dependendo da regido de coleta.
Parte dos seus constituintes tem origem animal, como a cera de abelhas, e outros obtidos das
plantas. Geralmente a atividade bioldgica da propolis é atribuida a estas substancias derivadas

de plantas (Greenaway e Whatley, 1990; Salatino et al., 2005).

A prépolis contém mais de 300 constituintes diferentes e mesmo que as atividades
fisioldgicas observadas sejam frequentemente atribuidas a substancias especificas, € mais
comum a utilizacdo da mistura complexa da propolis (Mishima et al., 2005). Os polifenois
principais sdo os flavonoides, também A&cidos, ésteres e aldeidos fenolicos (Castaldo e
Capasso, 2002). A presenca de terpendides, esterdides, aminoacidos e compostos inorganicos

também tém sido alvo de diversos estudos (Kartal et al., 2003).

A composicdo quimicada propolis é dependente de sua regido geogréfica, como
resultado, sua atividade biologica esta intimamente relacionada com a vegetacdo nativa do
local de coleta (Park et al., 2002).

A sazonalidade possui grande influéncia na atividade de coleta de prépolis pelas
abelhas. Os padr@es sazonais observados tém sido explicados, principalmente, pelas variacdes
da temperatura, insolacdo, intensidade luminosa, umidade relativa e precipitacdo (Kerr et al.,
1970). O género e/ou a espécie da abelha também influencia na qualidade da prépolis, bem
como a ecoflora da regido de coleta (Park et al., 1998).

O clima tropical brasileiro € muito propicio a uma diversidade bioldgica de flora e
aliando a isto a presenca da abelha africanizada, permite uma grande atividade apicola
(Bontempo, 2008). A producdo da prépolis brasileira representa 10-15% da producéo
mundial, indicando que o Brasil é o terceiro maior fornecedor, atras apenas da Russia e da
China (Pereira et al., 2002).

As pesquisas cientificas com propolis vém crescendo a cada ano. Em buscas recentes
nas bases de dados Science Direct foram encontrados 2451 artigos e 1142 artigos no PubMed
até o outubro de 2011.



As caracteristicas da prépolis brasileira tornaram esta a principal fonte de sustentacéo
do mercado japonés, representando 80% da demanda deste pais. O consumo mundial é
estimado em torno de 700-800 toneladas por ano. Além das propriedades farmacoldgicas,
existem duas razdes pelas quais os japoneses tém preferéncia pela propolis brasileira: a
primeira é devido as suas caracteristicas organolépticas e a segunda € por seu menor teor de

metais pesados e demais poluentes ambientais (Nothenberg, 1997; Pereira et al., 2002).

No Brasil, a propolis segue um padrdo nao-especifico para cada localizacdo e néao
considera a vegetacdo e suas caracteristicas. A legislagdo determina que no doseamento de
compostos fenolicos haja no minimo 5% (m/m) e de flavondides no minimo 0,5% (m/m)
(Ministério da Agricultura, 2001).



2. OBJETIVO

2.1. OBJETIVO GERAL

Tendo em vista a variedade de propolis existente e sabendo-se que a regido, o clima, o
solo, o tipo de abelha e a origem vegetal tém influéncia na composicao da préopolis, o objetivo
deste trabalho foi realizar uma revisdo da literatura sobre as caracteristicas desse produto e
fazer uma analise preliminar da variabilidade da composicdo de duas amostras de prépolis

coletadas em diferentes localidades no estado do Rio Grande do Sul.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar e comparar 0s compostos caracteristicos da propolis nas duas amostras através de
Cromatografia em Camada Delgada;

Realizar doseamento de compostos fendlicos por espectrofotometria;

Discutir os dados encontrados nos experimentos com estudos da literatura.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. AS ABELHAS

Pesquisas arqueoldgicas apontam que as abelhas existem ha pelo menos 42 milhdes de
anos (Bontempo, 2008). Algum tempo depois, de 20 a 30 milhGes de anos atras, as abelhas
sociais produziam e armazenavam mel, muito antes do surgimento do homem que parece ter

ocorrido ha 10 milhdes de anos (Crane, 1985).

O interesse do homem pelas colméias € plurimilenar. Ha testemunhos de pinturas em
rochas onde as colméias eram exploradas para a retirada de mel em periodos remotos, ha 9000
anos (Asis, 1991).

As abelhas sdo insetos sociais que vivem em grandes col6nias. Cada colméia abriga
uma coldnia constituida por uma uUnica rainha, algumas centenas de machos (zangbes) e
dezenas de milhares de operérias (cerca de 100.000 e as vezes mais). A rainha é quase duas
vezes maior e 2,8 vezes mais pesada do que uma operaria e sua funcdo bioldgica reside
exclusivamente na reproducdo, visto que esta pde nos alvéolos mil a dois mil ovos
fecundados. Além disso, quando a rainha p&e ovos nao-fecundados, nascem apenas machos
(loirich, 1986).

A principal abelha produtora de mel, Apis mellifera, tem aptiddes individuais, mas
também vivem em colméias onde se cria uma unidade social integrada (Crane, 1985). A
maioria das abelhas é operarias, fémeas e ndo-reprodutoras. Os principais fatores que
determinam as suas acgdes individuais sdo a necessidade da colonia e sua prépria idade
fisioldgica. Em diferentes etapas de seu desenvolvimento secretam geléia real para nutrir ovos
e a abelha rainha, produzem cera, toxina, coletam néctar, prépolis e outras substancias e

produzem mel (Crane, 1985).



Em certas condigdes, como em caso de morte da rainha ou auséncia de larvas, as
préprias operarias pdem ovos, que ddo origem a zangdes. Quando uma coldnia fica privada de
sua rainha, as abelhas escolhem entdo um de seus varios ovos postos e iniciam a criacdo de
uma nova rainha e quando esta larva surge, ela é alimentada com geléia real. Uma coldnia

sem rainha ndo € viavel ja que s6 machos nascerdo em nimero cada vez maior (loirich, 1986).

As abelhas chamadas operarias coletoras sdo responsaveis pela coleta e preparacao da
propolis. Estas abelhas sdo incomuns, porque somente elas nesta fase, também trabalham na
colméia, onde usam a propolis para torna-la impermeavel e, algumas vezes, para reduzir o

tamanho do orificio de entrada da mesma (Crane, 1985).

Segundo Asis (1996) as abelhas encontram propolis e o desprende utilizando suas
mandibulas com auxilio de seu primeiro par de patas. Este trabalho é dificil, porém a secrecédo
de suas glandulas mandibulares permite o amolecimento da resina. Logo ap0s sua retirada do
vegetal, a resina é triturada pelas mandibulas da abelha e é transferido para suas patas
traseiras para locomog&o até a colméia. As abelhas operarias possuem corbiculas, estruturas
especiais das patas traseiras, proprias para a coleta de materiais fora da colméia, como a
prépolis (Crane, 1985).

A quantidade de propolis produzida por colméia por ano oscila entre 150 e 300 gramas
(Guerra e Méndez, 1997). Para colher cerca de um quilo de néctar, uma abelha, sozinha, voa
uma distancia equivalente a uma volta ao redor da Terra. Em cada viagem, percorre uma
distancia de quinhentos metros de distancia da colméia, podendo visitar quase duzentas flores

por viagem (Bontempo, 2008).

As plantas e as abelhas possuem uma relacéo estreita. A polinizacdo, que nada mais é
do que a transferéncia do polen da antera para o estigma, e pode ser feita através do vento, por
autopolinizacdo, porém a maioria das plantas necessita de auxilio de um agente animal.
Passaros séo agentes polinizadores, entretanto as plantas normalmente sofrem polinizag&o por
insetos e dentre estes a abelha é o mais eficiente. Essa atividade das abelhas de pousar em
varias flores e coletar o néctar permite a polinizacdo, uma fecundagdo cruzada que aprimora
as espécies vegetais. Portanto as plantas e as abelhas tém uma relacdo simbiotica, talvez a

mais significativa de toda a natureza (Bontempo, 2008).



Os materiais disponiveis para as abelhas coletarem a propolis sdo produzidos por uma
enorme variedade de processos botanicos em diferentes partes de plantas. Podem ser
substancias ativamente secretadas e substancias encontradas no exsudato de cortes das
plantas, materiais lipofilicos das folhas e dos brotos foliares, mucilagens, gomas, resinas e
latex (Bankova et al., 2000). Além disso, podem ser encontrados na propolis materiais que
sdo introduzidos durante a elaboracdo da mesma na colméia (Marcucci, 1995). Asis (1991)
descreveu que a propolis contém em sua composicdo secrecdes das glandulas mandibulares
das abelhas operarias, compostas principalmente por acido 10-hidroxi-2-decendico e acido 9-

0x0-2-decendico.

3.2. APROPOLIS E SEUS TIPOS

A composi¢cdo da prépolis varia conforme seu tipo (Burdock, 1998). Uma menor
variacdo da composi¢cdo quimica da propolis € observada nas regides temperadas do planeta,
como por exemplo, na Europa e América do Norte, onde seus principais compostos bioativos
sdo os flavondides (Greenaway et al., 1990; Bankova et al., 1995; Bankova et al., 2000;
Pereira et al., 2002) . Nestas regides o tipo mais comum de propolis é o “Poplar”, também
conhecido como alamo ou choupo, originado de Populus spp, principalmente da espécie
Populus nigra L (Bankova et al., 2000) onde estdo presentes, além dos flavondides, os acidos
cindmicos e seus ésteres. Na Russia, existe outro tipo de propolis chamada “Birch”, originaria
da espécie Betula verrucosa e a resina € constituida por flavonas diferentes da propolis

encontrada no resto da Europa (Sforcin e Bankova, 2011).

Dentre os tipos mais difundidos também esta a propolis do mediterraneo, onde
Cupressaceae € a fonte vegetal da resina e seus constituintes principais ja identificados sao
diterpenos (Sforcin e Bankova, 2011). Outro tipo de resina em que foram identificados
compostos fenilprenilados diferentes dos ja isolados é encontrado no Japao e conhecida como
prépolis do Pacifico. Kumazawa et al. (2008) estudaram sobre a origem da vegetal da
propolis do Pacifico, avaliando comportamento das abelhas e a composi¢do da planta de
origem hipoteética e da resina foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia



(HPLC). Com estas analises confirmou-se que Macaranga tanarius é a principal fonte vegetal

utilizada.

As fontes vegetais da prdpolis na América do Sul, especialmente no Brasil, sdo
completamente diferentes das fontes de outras partes do mundo e é constatado que sua
composicado quimica também é diferente (Marcucci, 2001). Segundo Belmiro et al. (2011) s
no Brasil existem mais de dez subtipos, incluindo propolis verde, prépolis vermelha, propolis
marrom, prépolis preta, propolis amarela e o geopropolis. Esses sdo diferenciados pela cor,
pelo odor e pela consisténcia. As caracteristicas da propolis estdo associadas a planta de

origem e a espécie de abelha produtora.

Na América do Sul o clima tropical favorece a existéncia de espécies de abelhas sem
ferrdo (Meliponinae) que coletam material resinoso das plantas e misturam-no com cera de
abelhas e materiais do solo para formar a chamada geoprépolis (Kerr, 1987). A geopropolis
possui benzofenonas preniladas como substancias caracteristicas (Tomas-Barberan, 1993).
Outra propolis que possui benzofenonas preniladas em sua composicdo é a prépolis
caracteristica da regido de Cuba e Venezuela, chamada de propolis “Clusia”, assim
denominada por sua fonte botanica ser Clusia spp (Tusheva et al., 2004). O género Clusia
compreende mais de 150 espécies (Bennet e Lee, 1989) e suas benzofenonas preniladas
isoladas ja apresentaram inibi¢&o do virus da imunodeficiéncia adquirida in vitro (Piccinelli et
al., 2005) e também atividade antitumoral (Ito et al., 2003).

A prépolis verde brasileira tem como fonte vegetal espécies de Baccharis,
especialmente B. dracunculifolia (Bankova et al., 2000) e seus constituintes majoritarios sao
os acidos diterpénicos e acidos p-cumaricos prenilados (Salatino et al., 2005). A atividade
antibacteriana destas classes de compostos pode ser aumentada pelo nimero crescente de
residuos prenilados anexados a estrutura (Aga, et al,. 1994). Um dos &cidos p-cumaricos
prenilados, conhecido como Artepelina C, apresentou atividade importante contra
fibrossarcoma tumoral humano (Banksota et al., 1998) e impediu a peroxidacgéo lipidica e o
desenvolvimento de cancer de pulmé&o em ratos (Kimoto, et al., 2001). Analises do extrato de
propolis verde por HPLC permitiram a identificacdo dos principais compostos fendlicos:

acido caféico, acido p-cumarico, acido 3-prenil-4-hidroxicinamico (Drupanina) e acido 3,5-



diprenil-4-hidroxicindmico (Artepelina C) e alguns flavon6ides em menor proporcao (Barros,
2007).

A propolis vermelha é caracteristica do nordeste brasileiro. A principal origem sdo 0s
exsudatos de Dalbergia ecastophyllum e os principais compostos sdo os isoflavondides
(Trusheva et al., 2006). Sua coloracdo vermelha é caracteristica, ja que possui compostos
rutusapurpurina A e rutusapurpurina B, que também estdo presentes na planta de origem
(Piccinelli et al., 2011). Segundo Alencar et al. (2007) a prépolis vermelha possui
constituintes jamais encontrados em outros tipos de prépolis e extratos desta mostraram

atividades antitumorais e antioxidantes in vitro.

A riqueza de compostos da propolis brasileira, principalmente as mais conhecidas e
estudadas como as do sudeste e nordeste, fazem com que as exportacdes crescam cada vez
mais. Em 2008, o SEBRAE juntamente com a APEX (Associacdo Brasileira de Promocdo de

Exportacdo e Investimentos) elaborou uma pesquisa sobre este crescimento (SEBRAE, 2008):

Tabela 1. Maiores destinos das importagdes brasileiras em 2007.

Pais Importac6es Crescimento Exportacdes Crescimento Market share
das brasileiras no das exportac6es
importagdes mercado alvo
Alemanha 192.073.797 23,0% 29.435 -99,3% 0,02%
EUA 162.805.709 -5,8% 19.058.335 10,0% 11,71%
Reino Unido 84.832.829 19,2% 215 -100,0% 0,00%
Japéo 67.274.736 8,5% 62.481 671,6% 0,09%
Paises Baixos 27.299.068 31,2% - - -
Franca 63.793.505 22,9% - -
Italia 24.882.439 -12,0% - - -
Espanha 22.624.864 -21,9% 18 -100,0% 0,00%
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Suica 21.836.292 17,8% - - -
Bélgica 20.250.045 -2,1% - - -
Mundo 848.667.524 12,0% 21.194.121 -9,3% 2,50%

Fonte: GTIS, Elaboracdo: UIC — APEX Brasil

3.3. CONSTITUICAO QUIMICA

Na propolis existem numerosos compostos fenolicos especialmente &cidos fendlicos e
flavondides. Segundo Marcucci et al. (1998) na prépolis Européia os flavondides
predominam entre as substancias fenolicas. Por outro lado, as pesquisas recentes sugerem que
na prépolis brasileira os &cidos fendlicos sdo bem mais abundantes que os flavondides. Talvez
essa particularidade seja um dos fatores responsaveis pela enorme preferéncia do mercado
internacional em relacdo a prépolis produzida no Brasil. Embora a concentracdo de
flavonoides na propolis brasileira seja relativamente pequena, é possivel quantifica-los e

utilizar os valores obtidos como parametro para o controle de qualidade quimico.

Nas zonas temperadas do hemisfério norte as abelhas coletam a propolis apenas no
verdo (incluindo final da primavera e comeco do outono - cerca de quatro meses) e por isso as
variacGes sazonais na composicdo da propolis sdo insignificantes. No Brasil, entretanto, a
coleta de prépolis se da durante todo o ano, deste modo existe uma variacdo sazonal na sua
composicao (Bankova, 1998).

Vaérias literaturas demonstram a similaridade ou relacionam algumas substancias
naturais das plantas aos componentes encontrados na propolis. Somente no caso do Brasil séo
descritas propriedades bioldgicas e variagdes na composi¢cdo quimica para amostras coletadas
em diferentes partes do pais. Essa variacdo é facilmente explicada pela grande biodiversidade
brasileira, assim como, a habilidade bioquimica das abelhas em alterar a composi¢do nativa

ou adicionar componentes proprios a propolis (Pereira et al., 2002).
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Alguns estudos sugerem que ndo sO a vegetacdo local influencia na composicéo da

prépolis. Koo e Park, (1997) encontraram diferencas na quimica doa flavondides de duas

prépolis coletadas por dois tipos diferentes de abelhas Apis mellifera na mesma regido.

Segundo 0os mesmos autores as abelhas africanizadas possuem um comportamento diferente

da abelha européia no que diz respeito a escolha de espécies visitadas.

Os compostos gerais encontrados na propolis estdo descritos na tabela abaixo:

Tabela 2. Compostos encontrados na prépolis.

Classe

Tipos

Acidos alifaticos e seus ésteres

Butirico, isobutirico, fumarico, angélico, estearico, citrico,
glutarico, linoléico, malico, miristico, salicilico, sérbico,
succinico, acetato de isobutila, acetato de isopentila e de

isopentenila,

Acidos aromaticos e seus ésteres

Acidos: Benzoico, caféico, cumarico, fertlico, cinamico,

hidroxicinamico, acido 3,4-dimetoxicinamico, vanilico.

Esteres: acetato de benzila, benzoato de benzila, cafeato de
benzila, cumarato de benzila, cafeato de fenil etila, ferulato
de prenila, salicilato de benzila, cafeato de butenila, cafeato
de butila, cafeato de cinamila, cafeato de butila, benzoato de

etila, benzoato de metila, salicilato de metila.

Alcoois Cinamilico, fenetilico, prenilico, eugenol, isobutenol,
benzilico.

Flavonoides Flavononas: pinobanksina, naringenina, pinocembrina,
pinostrobina
Flavonas e flavondis: apigenina, galangina, kampferol,
quercetina.

Chalconas Chalcona de alpinetina, naringenina, pinobanksina e

pinocembrina.

Terpendides

Cimeno, 1,8-cineol, sesquiterpenoides, estireno,

hexanolactona, limoneno, naftaleno,
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Cetonas Acetofenonas e seus derivados.

Aldeidos Aldeido caproico, anetol, benzaldeido, haxanal, p-

hidroxibenzaldeido, vanilina.

Esteroides acetatos de estigmasterol e calinasterol.

Aminoécidos alanina, p-alanina, 4cido a-aminobutirico, acido—o-
aminobutirico, arginina, asparagina, acido aspartico, cistina,
cisteina, &cido glutdmico, glicina, histidina, hidroxiprolina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, ornitina, fenilalanina,
prolina, acido piroglutdmico, sarcosina, triptofano, valina,

serina, treonina e tirosina.

AcUcares d-ribofuranose, d-frutose, d-glucitol, d-glucose, talose,
sacarose e xilitol, xilose, galactose, manose, &cido

galacturénico, lactose, maltose, melibiose, eritritol e inositol.

Lignanas sesamina, aschantina, sesartenina, dihidrobenzofurano.
Vitaminas A, B1, B2, B6, C, E, 4cido nicotinico e &cido pantoténico.
Minerais Aluminio, bario, bismuto, célcio, cobalto, cobre, cromo,

estroncio, ferro, magnésio, manganés, niquel, prata, silicio,

vanadio e zinco.

(Bankova et al., 2000; Guerra e Méndez, 1997; Marcucci, 1995; Asis, 1991; Greenaway, 1990)

3.3.1. Compostos fendlicos

Em relacdo a acdo farmacologica a principal classe de constituintes da propolis séo os
compostos fendlicos (Marcucci, 1998). Os compostos fenolicos pertencem a uma classe de
compostos que inclui uma grande diversidade de estruturas, simples e complexas, que
possuem pelo menos um anel aromatico no qual, ao menos, um hidrogénio é substituido por
um grupamento hidroxila (Carvalho, Gosmann e Schrenkel, 2001). Sdo compostos facilmente

oxidaveis, tanto por influéncia de enzimas vegetais especificas quanto pela presenca de
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metais, luz, calor, meio alcalino, ocasionando o escurecimento de solugdes ou compostos
isolados (Simdes et al., 2001). Os compostos fendlicos possuem diversas classes de acordo

com sua estrutura quimica, como mostra a tabela.

Tabela 3. Classificacdo dos compostos fendlicos

Esqueleto basico Classe de compostos fendlicos

Cé Fendis simples, benzoguinonas

C6-C1 Acidos fendlicos

Co-C2 Acetofenonas e dcidos fenilacéticos

C6 - C3 Fenilpropandides: dcidos cindmicos e compostas andlogos,
fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas e cromonas

Ce—-C4 Maftoguinonas

Ce—-C1-Cb Xantonas

Ce—-C2-Co Etilbenzenos, antraquinonas

C6—-C3-Cob Flavondides e isoflavondides

(C6—C3): Ligninas

(C6—C3-C6); Diflavondides

(Ca)n Melaninas vegetais

(C6—-C3)n Ligninas

(C6—-C1)n Taninos hidrolisaveis

(C6—-C3-Ce)n Taninos condensados

Fonte: CARVALHO, GOSMANN e SCHENKEL (2001)

Existe outra classificacdo para os compostos fenolicos relacionando sua ocorréncia no
reino vegetal, sendo compostos amplamente distribuidos ou de distribuicdo restrita. Na
familia dos compostos largamente distribuidos na natureza encontram-se os flavondides,
acidos fenolicos, cumarinas e derivados de polimerizacdo, como os taninos e as ligninas
(Carvalho, Gosmann e Schenkel, 2001).

Os compostos fenolicos sdo encontrados tanto em plantas comestiveis quanto nas nao
comestiveis e a eles tém sido atribuido diversas atividades bioldgicas (Roginski e Lissi,
2005). Estas substancias na propolis séo representadas pelas agliconas de flavonoides, acidos
fenodlicos e seus ésteres, os quais sdo responsaveis pela bioatividade contra varios

microorganismos patogénicos (Banskota et al., 1998; Burdock, 1998).

Dentre as propriedades bioldgicas apresentadas por estes compostos pode se destacar
as atividades antialergénicas, antiinflamatdria, antimicrobiana, antitrombética, cardioprotetora
e vasodilatadora, entretanto sua principal atividade tem sido relacionada com o potencial
antioxidante (Andreo e Jorge, 2006).
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3.3.1.1. Acidos fenélicos e seus ésteres

Os principais acidos fenolicos séo os derivados de acido benzoico (C6-C1) e derivados

de &cido cinamico (C6-C3), constituidos por nucleo basico hidroxifenilpropendico:

A T~

Phenolic acids R, R, R,

Caffeic acid (1) OH OH OH

p-Coumaric acid (3) H OH OH

Ferulic acid (4) OH OCH, OH

Isofemlic acid (5) OCH, OH OH

3 4-Dimethyl-caffeic acid (6) OCH, OCH, OH

p-Coumaric acid methyl ester (%) H OH OCH,

p-Coumaric acid isoprenyl ester (23) H OH mac\,aL
Cafffeic acid soprenyl aster (13) OH OH c:-laﬂ\jL

04
Caffeic acic benzyl ester (16) OH oH \O

Caffeic acid phenylethyl ester, CAPE (21) OH OH mg,/U
OH.
Caffeic acid cinnamyl aster (24) OH OH "\/O

Figura 1. Nucleo basico hidroxifenilpropendico e seus radicais.

Dentre os polifendis da prdpolis, uma série de ésteres de cafeato dotados de espectros de
bioatividade foram identificados; o fenetil cafeato (CAPE) e prenil cafeato representam os 0s

ésteres com acgdo anti-inflamatoria/anticancer e estes sdo considerados o0s principais
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constituintes alergénicos na propolis da zona temperada (Grunberger et al., 1988; Walgrave et
al., 2005). Os ésteres de acidos fenolicos, especialmente cafeatos e ferulatos foram
identificados por possuirem acdo antibacteriana, antifungica e antiviral (Serkedjieva et al.,
1992; Kujumgiev et al., 1993).

Diversos tipos de propolis contém derivados do nucleo hidroxifenilpropendico.
Analises do extrato de propolis verde por HPLC permitiram a identificacdo de compostos
fendlicos como &cido caféico, &cido p-cumérico, é&cido 3-prenil-4-hidroxicindmico

(Drupanina) e &acido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico (Artepelina C) e alguns flavonoides em

menor proporc¢do (Barros et al., 2007).

K

HO OH

Figura 2. Estrutura quimica do &cido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (Artepelina C).

Aga et al. (1994), avaliaram a atividade de compostos isolados da prépolis e
verificaram que é provavel que o acido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico seja um dos compostos

da propolis brasileira com maior atividade antibacteriana.

3.3.1.2. Flavonodides

Os flavonoides, biossintetizados a partir da via dos fenilpropandides, constituem uma

importante classe dos polifendis, presentes em relativa abundancia entre os metabolitos
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secundarios vegetais (Zuanazzi, 2001). Constituem uma classe muito extensa de compostos
naturais distribuidos no reino vegetal. Sdo substancias aromaticas que contém 15 atomos de
carbono em seu esqueleto basico, possuindo estrutura C6-C3-C6, onde os dois aneis C6 sdo
necessariamente aromaticos, conectados por uma ponte de trés carbonos, que geralmente

contém um atomo de oxigénio (Manach, 2004).

Flavondides estdo presentes em todas as partes das plantas, desde as raizes até folhas e
frutos, sendo encontrados nos vacuolos das células, podendo ser encontrados na formas livre
(agliconas) ou ligados a acucares (glicosideos) (Markham, 1982). Absorvem radiacdo
eletromagnética na faixa do ultravioleta (UV) e do visivel, e dessa maneira apresentam papel
de defesa nas plantas contra raios UV solares. Apresentam normalmente duas bandas de
absorcdo no UV, sendo uma compreendida entre 220-395 nm e outra entre 300-390 nm

(Robards et al., 1999). A estrutura geral dos flavondides esta representada na Figura 3:

Figura 3: Ndcleo basico dos flavonoides

Diversas fun¢des sdo atribuidas aos flavonoides nas plantas. Dentre elas pode-se citar
a protecdo dos vegetais contra a incidéncia de raios ultravioleta e visivel, além de protecao
contra insetos, fungos, virus e bactérias, tambem possuem funcdo de atrair insetos para
polinizacdo, funcionam como antioxidantes, controlam acdo de horménios, sdo agentes

alelopaticos e inibem algumas enzimas (Zuanazzi, 2001).

A explicacdo para a existéncia de uma grande diversidade estrutural dos flavonoides
se d& pelas modificacbes que tais compostos podem sofrer, tais como: hidroxilag&o,

metilacdo, acilacdo, glicosilagéo, entre outras (Lopes et al., 2000).
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Flavondides (Figura 4) sdo reconhecidos por suas atividades antibacterianas,
antiflngicas e antivirais e com isso, caracterizados por serem responsaveis por grande parte
dos efeitos benéficos da propolis (Ghisalberti, 1979; Marcucci, 1995). Individuos que ingerem
maiores quantidades de flavonoides, os quais sdo encontrados em alimentos de origem vegetal
(verduras, frutas, cha, mel etc.) apresentam uma diminuicdo consideravel do risco de morte

por acidentes cardiovasculares (Kinsella et al., 1993).

OH

i o | KI
HUW“ : ~F

| Lneslina
1]

ol Galangina

| HO 0, ,[ ]
|
=5
%\ | OH i|r!
on O Pinocembrina

i Pinabanksina
OH
JOH
/x\h;.r-ﬁﬂ r’k/
e I HO =" Oj\/\y
| |
\(/:J;" OH
OH OH |
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pets OH
: Ry
(*w(m Y
f HO 0. -~
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Figura 4. Compostos flavondides comumente encontrados na propolis.
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H& diversas atividades bioldgicas associadas ao consumo de flavonoides. Sabe-se que
a flavanona naringenina e sua forma glicosilada naringina, quando associada a corantes
alimenticios como a antocianina ou carmin, produzem uma acentuada reducdo da

hiperlipidemia induzida (Lopes et al., 2000).

Os efeitos imunoregulatérios da quercetina mostram contribuir, tanto em testes in vitro
como in vivo, com o efeito antiaterosclerotico dos flavondides (Nickel et al., 2010). Em
estudos mais recentes a quercetina exibiu propriedade células tumorais da prostata,
modulando a expressdo de fatores de crescimento relacionados & insulina e com isso
sinalizando moléculas a inducdo de apoptose de células cancerosas (Senthilkumar et al.,
2010).

A quercetina possui importante papel na inibicdo de grupo Il da fosfolipase A2,
impedindo formacdo de mediadores da inflamacdo (Lindhal e Tageson, 1993). Juntamente
com a quercetina, a galangina desempenha importante papel antiinflamatorio ja que inibe a
atividade da ciclooxigenase (COX) e da lipooxigenase, diminuindo a liberacdo de
prostaglandinas e expressdo e liberacdo da isoforma indutivel da COX (Borelli et al., 2002).

A propolis possui varias atividades que sdo devidas a existéncia de flavondides em sua
composicdo. A acdo antimicrobiana é descrita por Lindenfelser (1967) especialmente contra
bactérias Gram positivas. Esta atividade é relatada devido a flavonoides e &cidos aromaticos e
seus ésteres presentes na resina (Burdock, 1998).

3.4. ATIVIDADES BIOLOGICAS

Nos ultimos anos a literatura cientifica vem relatando as propriedades farmacoldgicas
da propolis de interesse medico-farmacéutico tais como atividades bacteriostatica e
bactericida, fungistatica e fungicida, virustatica e virucida, antioxidante, anti-tumoral,
cicatrizante, reparadora tissular, anestésica, contra parasitas intestinais e sanguineos,

antimutagénica e contra doencas cardiovasculares e respiratorias (Fontana et al., 2004).
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Independentemente da sua origem, a propolis sempre apresenta atividade
antimicrobiana, uma vez que seu efeito bactericida e fungicida é indispensavel para preservar
a vida na colméia. Acredita-se que a atividade antimicrobiana da propolis se deve a efeitos
sinérgicos complexos entre flavonodides, &cidos aromaticos fenolicos e seus derivados que
estdo presentes majoritariamente na propolis (Kedzia, 1990; Krol et al., 1993; Marcucci,
1995; Bankova et al., 1998; Burdock, 1998).

Em estudos de Tyler (1987), diversos flavondides foram isolados da propolis e houve
relagdo destes com a atividade antibacteriana e antifingica da mesma. Os flavonoides
pinocembrina e galangina, além de éster do acido benzil p-cumarico e éster do acido fenetil
caféico demonstraram atividade antibacteriana. Também foi relatada a acdo antifungica e
anestésica da flavonona pinocembrina. O interesse nos flavondides da propolis é devido a sua
contribuicdo relevante para a atividade desta resina. Bactérias Gram-positivas séo inibidas
com baixas concentracdes de propolis (0,4%) e Gram-negativas sao menos sucetiveis (de 4,5
a 8,0 %) (Sforcin et al.,2000).

A avaliagdo antifngica do extrato de propolis “Poplar” em etanol 70% mostrou
importante atividade contra isolados de peles e unhas. Foi determinada a concentracdo
minima inibitéria por microdiluicdo de acordo com o Comité Nacional para Padrbes de
Laboratdrios Clinicos (NCCLS) e comparou-se a amostra de propolis com os farmacos
antifungicos fluconazol, cetoconazol, itraconazol e terbinafina. A CIM da propolis foi de 0,1
pg/mL, sendo considerada uma boa inibi¢do e um potente agente para tratamento de
dermatofitoses (Koc, 2005). Em outro estudo a atividade antibacteriana e antifungica de
propolis do tipo “Poplar” € justificada pela presenga de compostos fendlicos, principalmente

flavonoides, &cidos fendlicos e seus ésteres (Ghisalberti, 1979).

Extratos etandlicos a 70% obtidos com prépolis de diversos paises foram avaliados em
relagdo a sua atividade antibacteriana. Todos os extratos realizaram significante inibic&o
bacteriana contra Staphylococcus aureus e nenhum foi ativo contra Escherichia coli, como ja
relatado por Marcucci (1995). A maioria das amostras também demonstrou atividade

antifangica e antiviral (Kujumgiev et al., 1999).
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Em outras anélises foi verificado que alteracGes nas atividades antimicrobianas néao
ocorreram com a coleta da propolis em diferentes estacGes (Santos et al., 2003; Sforcin et al,
2000). Relatos de Bankova et al. (1998) refletem o efeito da sazonalidade nas caracteristicas
da propolis. Porém ndo necessariamente a alteracdo quimica de constituintes levaria a uma

alteracédo de atividade bioldgica.

O tipo de abelha influencia na qualidade da propolis. Silici et al. (2005) comprovou
este fato analisando prépolis coletadas por diferentes tipos de abelhas localizadas no mesmo
apiario, ou seja o risco de a vegetacdo influenciar foi minimo. Os tipos avaliados foram Apis
mellifera caucasica, Apis mellifera anatolica e Apis mellifera carnica. A atividade

antifangica de todas foi avaliada e a Apis melifera caucasica foi a que possui maior efeito.

Além das atividades antimicrobianas e antifingicas, ja foram relatadas diversas
aplicacdes para prépolis, como efeito imunomodulador (Park et al. 2004; Orsatti et al., 2010)
e aumentando a resisténcia a infeccdes (Tyler, 1987), antiinflamatorio (Borrelli et al., 2002;
Hu et al., 2005), antioxidante (Korkina, 2007), antiviral (Burdock, 1998), antibacteriano
(Boukraa e Sulaiman, 2009) e inibicéo de divisao celular (Ishihara et al., 2009).

A atividade antiinflamatéria da propolis foi comprovada em testes onde extratos
aquosos de préopolis a 13% foram testados em doses orais de um, cinco e dez miligramas por
quilo em modelo de edema de pata de rato e em ratos com artrite induzida. Houve resposta
positiva e dose dependente na inflamacdo comparando o extrato com diclofenaco (Khayyal,
1993).

Ac0es contra Leishmaniose estdo entre as propriedades da propolis. A morfologia e a
viabilidade de promastigotas de Leishmania infantum e Leishmania tropica apos incubagéo
com propolis em diferentes concentraces foram avaliadas e o crescimento foi
significativamente suprimido por concentragdes de 500, 750 e 1000 pg/mL de propolis de

origem turca (Duran, 2011).

Dentre todos os produtos derivados da abelha, a prépolis é a que possui maior efeito
antioxidante. Ensaios in vitro com extratos de propolis mostraram que 0s mais efetivos

antioxidantes presentes sdo os derivados de acido cafeolinicos no extrato aquoso e 0S
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derivados do &cido cindmico (artepelina C, bacarina, &cido p-cumarico e drupanina) no
extrato etandlico. O acido cafeoiquinico possui atividade semelhante ao antioxidante trolox e
acido ascorbico. A geléia real e o produto glandular acido 10-hidroxi-2-decendico néo

possuiram efeitos antioxidantes (Nakajima et al., 2009).

Em estudos mais recentes Butnariu e Giuchici (2011) apontam a propolis como um
ativo na formulacdo de nanoemulsées com protecdo contra raios UVA. Sua associagdo com
licopeno faz desta formulacdo um potente produto que tem como caracteristicas modular o
estresse oxidativo, principalmente pela reducdo dos processos pro-oxidantese pelo
aumento dos antioxidantes. Estas  substancias participam da sintese de prostaglandinas
e fosfolipideos que compdem a membrana celular, reforcando assim os mecanismos de

protecdo da pele.

Em ensaio in vitro de Umthong et al. (2011), extratos de propolis da Tailandia obtidos
por gradiente de polaridade foram utilizados para avaliacdo de atividade antiproliferativa em
células tumorais e normais. A fracdo de propolis extraida com hexano foi a que apresentou
maior acdo antiproliferativa nas células cancerosas, sem afetar as sauddveis. Com estes
resultados a propolis tailandesa estd no alvo de estudos para desenvolvimento de
medicamentos. Em vista disso sabe-se que a prdpolis apresenta propriedades antitumorais e
anticancerigenas potenciais, porém os mecanismos envolvidos na quimioprevencdo ainda sao
obscuros (Sforcin, 2007).

Ainda ha necessidade de maiores analises sobre algumas propriedades da propolis.
Ensaios in vitro e in vivo nem sempre incluem extratos quimicamente caracterizados,

devendo-se esperar uma variabilidade farmacol6gica nas preparacdes (Henrich, 2008).

3.5. CLASSIFICACAO SEGUNDO A LEGISLACAO BRASILEIRA

A prépolis é um produto natural, de caracteristicas fisicas resinosas e composicao
variavel, coletada de varias espécies vegetais e que sofre adi¢do de secre¢des da abelha, sendo
classificada de acordo com a ANVISA como um medicamento especifico dentro da classe de
opoterapicos. Opoterapico € conceituado como uma preparacdo obtida a partir de glandulas

outros 0rgaos, tecidos e secrecGes de animais.
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Medicamentos especificos sdo solucdes de grande e de pequeno volume, parenterais
ou nao, tais como agua para inje¢do, solucdes de glicose, cloreto de sodio, demais compostos
eletroliticos ou acUlcares; os medicamentos obtidos a partir de glandulas, outros 6rgaos,
tecidos e secrecfes animais, como a propolis (ANVISA).

Segundo a ANVISA para produtos de uso tdpico com as seguintes indicacdes de uso:
para usos como antiinflamatorio, anti-séptico e cicatrizante ndo serdo exigidos estudos de
comprovacao de eficdcia. Para outras indicacbes ndo derivadas de uso tradicional e para
associacOes que envolvam prépolis e extratos vegetais (ativos), devera ser apresentado um dos

itens seguintes:

1) Comprovacéo clinica (Fase I11) do efeito terapéutico e da seguranca de uso para a propolis
especifica que € utilizada no produto ou na associacao.

2) A comprovacdo da eficacia e da seguranca de uso também podera ser apresentada por meio
de literatura cientifica indexada em bases de dados com estudos realizados com a propolis
especifica objeto do produto a ser registrado. Serdo necessarios, no minimo, oito estudos,

englobando ensaios clinicos e de seguranca de uso do produto.

A propolis pode ser classificada em teor de flavondides, como baixo teor (até 1,0%
m/m), médio teor (> 1,0% - 2,0% m/m) ou alto teor (> 2,0% m/m) (Brasil, 2001).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. COLETA DAS AMOSTRAS DE PROPOLIS

As amostras de propolis foram obtidas através de dois apiarios localizados em
diferentes regibes do Rio Grande do Sul. As amostras tinham procedéncia de areas de
vegetacdo heterogénea, uma delas da regido da serra gaucha, mais precisamente em Cambara
do Sul (Amostra 1) e a outra da campanha gaucha, regido entre Cacapava do Sul e Lavras do
Sul (Amostra 2). Apos a realizagdo da coleta as amostras foram armazenadas em recipiente de

vidro enquanto aguardavam as analises.

4.2. EXTRACAO COM GRADIENTE DE POLARIDADE

Apos trituragdo das amostras foram realizadas extragdes com solventes de polaridade
crescente, visando esgotar o material e obter a maior quantidade possivel de compostos para
analise. Utilizou-se primeiramente hexano a fim de extrair nesta fracdo compostos mais
apolares, sendo diclorometano, acetato de etila e metanol a sequéncia das extracdes. Foram
pesados 0,6 g de amostra de propolis em vidro de reldgio e transferidos para tubo de ensaio
com tampa onde foram adicionados 5 mL dos solventes, para obter a maior proximidade com

0 esgotamento do material.

Ap0s a adicdo dos 5 mL do solvente, realizou-se maceracao estatica por dois dias. Ao
fim dos dois dias, o solvente foi evaporado em temperatura ambiente e ao sélido restante
adicionou-se nova quantidade do mesmo solvente, permanecendo em contato com o material
por mais dois dias. Passado este periodo, o solvente foi transferido e evaporado a temperatura
ambiente em capela. Ao material residual adicionou-se proximo solvente da sequéncia. Este
procedimento de duas extracOes e evaporacgdes foi realizado com todos os solventes, obtendo-

se assim quatro extratos de cada amostra.
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4.3. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

Realizaram-se cromatografias em camada delgada dos quatro extratos das duas
amostras para verificar, diante de sua complexidade de substancias, se estas qualitativamente

apresentavam componentes distintos.

O extrato hexano das duas amostras foram ressuspensos em 0,5 mL de diclorometano
e aplicados em placa de silica-gel. O mesmo procedimento foi feito com o extrato
diclorometano das amostras 1 e 2 utilizando-se 0,5 mL de uma mistura
diclorometano/metanol e aplicou-se também a mesma placa de silica. O solvente utilizado
para eluicdo foi o diclorometano, visto que possui uma polaridade média e com isso foi

escolhido para realizar a analise preliminar (Cromatografia A).

Os extratos preparados foram aplicados a cromatofolhas de aluminio de gel de silica
GF 254 (Merck). Apds a eluicdo os cromatogramas foram observados a luz visivel, em
seguida sobre luz ultravioleta (254 e 365 nm) e apos revelagdo com o reagente cromogénico

anisaldeido sulfurico seguido por aquecimento a 100°C.

Nas cromatografias B e C foram aplicadas as amostras acetato de etila e metanol
ressuspensos em 0,5 mL de metanol. O eluente utilizado na cromatografia B foi acetato de
etila puro e na cromtatografia C foram acetato de etila: metanol: agua (100:13,5:10). O
revelador utilizado foi difenilborato de aminoetanol e observou-se a migracdo dos compostos

através de luz UV.
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4.3.1. Reagentes utilizados para Cromatografia em Camada Delgada:

Revelador Anisaldeido
e 0,3mL de anisaldeido
e 5 mL de &cido sulfurico concentrado
e 10 mL de &cido acético glacial

e 65 mL de metanol

Reagente Natural (Difenilborato de aminoetanol)

e 1 gdedifenilborato de aminoetanol em 100 mL de metanol

4.4, DOSEAMENTO DE COMPOSTOS FENOLICOS

O doseamento de compostos fendlicos foi realizado por espectrofotometria com uma
curva de padrdo de quercetina de acordo com o método proposto por Singleton e Rossi
(1965). A curva padrdo foi feita com seis pontos em concentracBes crescentes de quercetina.
A partir de uma solucdo estogue, os pontos da curva foram preparados por diluicdo em balGes

volumétricos de 100 mL.
Preparou-se uma solucdo estoque diluindo-se 125 mg de quercetina em baldo

volumétrico de 50ml (2,5 mg/mL) e a partir desta solucéo foi pipetado os seguintes volumes

em baldo volumétrico de 100 mL:

Tabela 4. Concentragdes da curva de quercetina.

V sol. estoque (2,5 mg/mL) Concentracdo final
Ponto 1 0mL 0,00 mg/ mL
Ponto 2 2mL 0,050 mg/ mL
Ponto 3 4 mL 0,100 mg/ mL

Ponto 4 6 mL 0,150 mg/ mL




26

Ponto 5 10 mL 0,250 mg/ mL
Ponto 6 20 mL 0,500 mg/ mL

Os reagentes utilizados para a técnica foram:

Folin-Ciocalteau 0,2N

Preparado a partir da diluicdo de reagente Folin-Ciocalteau 2N com agua destilada.
Para o experimento, foram utilizados 5 mL da soluc¢éo diluida. O volume final do reagente foi
calculado de acordo com o nimero de amostras (n° x 5 mL), prevendo-se uma pequena
quantidade a mais para ambientacao da vidraria de medicao e eventuais perdas. A diluicdo foi
feita em baldo volumétrico momentos antes do experimento em recipiente protegido de luz

(embrulhado em papel aluminio).

Carbonato de Sédio 7,5%

Preparado a partir da pesagem e dilui¢cdo de Na,CO; anidro. No experimento, foram
utilizados aproximadamente 5 mL da solugdo por amostra. O volume final do reagente foi
calculado de acordo com o nimero de amostras, prevendo-se uma pequena quantidade a mais.

A diluicao foi feita em proveta.

A ressuspensdo dos extratos secos foi feita em metanol momentos antes do
doseamento, pesando uma massa de extrato e adicionando o metanol até uma concentracao de

10 mg/mL. Apos realizou-se a pipetagem em série, adicionando:

Pipetagem da curva

e 130 pL do ponto
e 5mL de folin 0,2N

e 4,870 mL de carbonato de sddio 7,5% (5 minutos depois da adi¢éo do folin)
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Pipetagem das amostras

e 30 pL da amostra (60 pL para os extratos de hexano)

e 5mL de folin 0,2N

e 4,970 mL de carbonato de sddio 7,5% 5 minutos depois da adi¢do do folin
(4,940 mL nas amostras extraidas com hexano)

A reacdo foi realizada em triplicata em frascos &mbar e apds uma hora de reagéo total
ao abrigo de luz, foi efetuada a leitura das amostras em comprimento de onda de 765 nm, que

deveriam apresentar absorbancias entre 0,2 e 0,8.

4.5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados relacionados aos compostos fenolicos (expressos em equivalente de
quercetina por grama de resina) foram expressos como média + desvio padrdao (DP). A
comparacao entre as médias foi feita por ANOVA de uma via, seguida do Teste de Tukey.
Um valor de p menor que 0,05 foi considerado significativo. Todas as analises foram
realizadas através do programa SPSS (“Statistical Package for the Social Sciences”) em um

computador PC compativel.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ANALISES ORGANOLEPTICAS

A propolis quando coletada nas colmeéias ou caixas de abelhas encontra-se na forma de
resina, visto que acima de 15° C sempre se encontram solidificados (Asis, 1996). As amostras
1 e 2 apresentaram solidificacdo, porém com caracteristicas fisicas diferentes, o que pode ser

um indicativo de suas composi¢des quimicas distintas.
Apbs a coleta e armazenamento do material resinoso, realizaram-se analises das

caracteristicas organolépticas deste, como aparéncia, cor, odor e consisténcia. Houve grande

diferenca nestes aspectos entre as duas amostras, como verificado na tabela abaixo:

Tabela 5. Caracteristicas organolépticas das amostras de propolis.

Amostra 1 Amostra 2
Cor Marrom — amarelo esverdeado Marrom escuro
Odor Fraco e caracteristico Forte e marcante
Sabor Caracteristico Caracteristico com adormecimento
Consisténcia  Quebradico Pegajoso

A coloracdo da amostra 1 foi identificada como sendo de marrom a amarelo
esverdeada e o odor percebido foi caracteristico e suave. Na analise de consisténcia a amostra
apresentou caracteristicas quebradicas e houve facilidade na trituracdo para a elaboracdo dos
extratos. A amostra 2 apresentou coloracdo marrom escura, seu odor foi perceptivelmente
distinto da amostra 1 visto que era forte e marcante. A amostra 2 possuia consisténcia bem

diferenciada da amostra 1.

Algumas prépolis possuem caracteristicas chamadas de vitrificadas (Park et al., 1998)
gue ocorre quando estas tém aparéncia brilhosa e sdo rigidas, e apesar da amostra 2 ser
pegajosa, ela possuia pontos aparentemente cristalizados por toda sua extensdo, o que

caracteriza esse tipo de prépolis. Outra caracteristica da amostra 2 que foi descrita pelo
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apicultor que coletou esta amostra e comprovada apds andlise sensorial, foi a de

“adormecimento” da boca quando realizada a verificagdo de seu sabor.

Apos as andlises organolépticas foram realizadas extracBes divididas em etapas de
acordo com Simdes et al. (1999), explorando uma troca de solventes em cada extracdo de
acordo com a polaridade de cada solvente. A seqliéncia de solventes proposta se baseia em
uma polaridade crescente dos mesmos. A realizacdo da primeira extracdo com um solvente
apolar, como hexano, para retirada de 6leos, gorduras, esterdis, pigmentos e outros compostos
lipofilicos facilita a extragdo posterior de flavondides. A proxima extracdo sendo realizada
com um solvente mais polar (diclorometano) consegue-se extrair compostos pouco polares
como flavonas, flavonois, flavanonas e outras agliconas com alto grau de metilacdo. Na
terceira extragdo sugere-se utilizar um solvente mais polar como acetato de etila ou acetona
para extracdo de flavonas e flavondis mais polares, ou seja agliconas polihidroxiladas. Por
ultimo é feita extracdo com metanol para obtencdo dos compostos mais polares como

poliglicosideos.

Ao término de todas as extracdes a aparéncia dos extratos foi avaliada. Os extratos da
amostra 1 apresentaram coloragcbes em tons de marrom escuro e turvos, enquanto que a
amostra 2 originou extratos limpidos e amarelos claros, indicando possibilidade de qualidades

diferentes de substancias presentes.

5.2. ANALISES CROMATOGRAFICAS

Ao finalizar as quatro extracdes foram elaboradas cromatografias em camada delgada
com o objetivo de analisar as visualmente as composi¢fes dos dois tipos de prépolis, da
regido da serra e da regido da campanha rio grandense, a fim de apontar evidéncias de sua
distingéo. A diferencga de polaridade dos extratos foi idealizada para conseguir extrair 0s mais
diversos componentes da prépolis. A cromatografia em camada delgada € considerada um

método de analise de compostos versatil, veloz e sensivel (Harborne, 1998).

Na primeira analise, cromatografia A, o objetivo foi observar o perfil dos compostos

extraidos com hexano e com diclorometano, utilizando-se o diclorometano como eluente.
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Obteve-se uma boa migracdo dos compostos extraidos com hexano, porém houve uma grande
concentracdo de compostos na regido préxima ao ponto de aplicagéo, indicando a presenca de
compostos mais polares nos extratos de diclorometano nas amostras 1 e 2. Notou-se diferenca
de composicdo entre as amostras, tanto na aplicacdo do extrato de hexano quanto de
diclorometano, principalmente em relacdo a uma provavel existéncia de terpenoides na
amostra 1, pois foram obtidas bandas de cor rosa nestas e na amostra 2 isso nao ocorreu. As
principais fontes de terpendides sdo os 6leos essenciais, que sao amplamente distribuidos na
natureza, principalmente no reino vegetal (lkan, 1991), e que j& foram encontrados na
propolis (Kartal et al., 2003; Bankova et al., 1998).

Outra diferenca importante verificou-se apos a revelacdo com anisaldeido seguida de
aquecimento, onde foi visualizada a presenga de uma banda vermelha na amostra 1 que nao

esta presente na amostra 2 conforme pode ser observado na Figura 5.

Figura 5. Cromatografia em camada delgada: extracdo das fracGes hexano 1, diclorometanol,

hexano 2 e diclorometano 2, respectivamente.

Nas fracGes de propolis extraidas com acetato de etila e metanol, encontram-se
compostos mais polares. Nas cromatografias B e C o objetivo foi verificar a presenca de
agliconas livres e flavondides glicosidicos, respectivamente. As substancias flavondides nos
vegetais normalmente encontram-se na forma glicosilada e na prépolis isto ndo ocorre,sendo
mais rara a presenca de glicosideos. A explicacdo para tal afirmativa esta na participacao ativa
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da abelha na formacdo da propolis, visto que as substancias que secreta causam a conversao

dos glicosideos a agliconas (Guerra e Méndez, 1997).

Na cromatografia B (Figura 6) adicionou-se acetato de etila & cuba cromatografica,
houve boa resolucdo no perfil de analise, percebendo-se a presencga de agliconas livres. Foi
verificada a aparicdo de bandas verdes intensas observadas na luz UV, apos a aplicacdo do
reagente natural, indicando a possivel presenca de derivados de apigenina em ambas as
amostras. Visualmente a intensidade de coloragdo foi muito superior na amostra 1. A
identificacdo de bandas laranjas intensas na luz UV foram observadas em ambas amostras e

sdo caracteristicas de derivados de quercetina (Brasseur e Angenot, 1986).

Figura 6. Cromatografia em camada delgada observada na luz UV (365 nm). A eluicéo fi
realizada com acetato de etila. As amostras representadas, da esquerda para direita, sdo

acetato de etila 1, metanol 1, acetato de etila 2, metanol 2.

Na cromatografia C (Figura 7), investigou-se a presenca de flavonoides glicosilados, e
por isso utilizou-se o eluente contendo acetato de etila: metanol: dgua para analise, que é um
dos recomendados para identificacdo de compostos glicosilados. Foi observado na luz UV,
apos a revelagdo com reagente natural, que os flavonoides glicosilados estavam presentes em
pequenas concentracbes e possivelmente sdo derivados de apigenina, uma vez que
desenvolveram coloracgdo verde caracteristica deste composto. (Brasseur e Angenot, 1986).
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Figura 7. Cromatografia em camada delgada observada na luz UV (365 nm). A eluicdo
foi realizada com acetato de etila: metanol: gua. As amostras representadas, da esquerda para
direita, sdo acetato de etila 1, metanol 1, acetato de etila 2, metanol 2.

5.3. DOSEAMENTO DE COMPOSTOS FENOLICOS

As amostras 1 e 2 apresentaram diferentes quantidades visuais de compostos nas
cromatografias em camada delgada e para verificar se realmente hd maior concentracdo de
compostos fendlicos na amostra 1, realizou-se analise espectrofotométrica destes compostos.
A tabela 6 indica as absorbancias encontradas em cada fracdo extraida e a quantidade de

compostos fenolicos foi calculada expressa em quercetina.

Tabela 6. Concentragdes de compostos fenolicos nas amostras 1 e 2 de propolis.

Amostra Absorbancia (A) Quantidade compostos
fendlicos expressos em

guercetina

Hexano 1 0,302 5,87

Diclorometano 1 0,459 19,63




33

Acetato de etila 1 0,581 23,53

Metanol 1 0,712 29,78

TOTAL 78,81 Eq. quercetina/g resina
Hexano 2 0,150 1,83

Diclorometano 2 0,429 13,35

Acetato de etila 2 0,589 23,59

Metanol 2 0,725 30,01

TOTAL: 68,78 Eq. quercetina/g resina

No doseamento encontrou-se maior quantidade de compostos fenélicos na amostra 1.
Ja havia sido observada esta hipétese quando foram analisadas as cores dos extratos e as
intensidades de coloragGes das bandas nas cromatografias em camada delgada e isso se
confirmou na dosagem de compostos fendlicos, visto que ha uma maior riqueza de compostos

fendlicos na amostra 1 em relacéo & amostra 2.

Realizou-se anélise estatistica para verificar se houveram diferencas nas quantidades
de compostos fendlicos entre os extratos da mesma amostra. Todos 0s extratos tiveram

significativas diferencas nas quantidades de compostos.

Compostos fendlicos propolis
35 -
30 A
25 - W Hexano
= .
% 20 - O Diclorometano
g 15 A W Acetato de etila
10 - O Metanol
5 -
0 T 1
1 2

Figura 8. Quantidade de compostos fendlicos nas extracdes de hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol das amostras 1 e 2,
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respectivamente. A medida foi calculada em equivalentes de quercetina por
grama de resina. Os resultados sdo expressos em média + desvio padrdo. *p
< 0,05 foi considerado significativo (ANOVA de uma via seguido de
Tukey).

A menor quantidade de compostos fenolicos da amostra 2 ndo quer dizer que esta
tenha menor atividade, ja que neste caso ha outros compostos que contribuem para a atividade
bioldgica. Todas as amostras brasileiras ndo contém ou contém muito pouco éster de acido
fendlico e contém apenas pequenos tracos de flavondides ndo-heterosideos. Entretanto as suas
atividades bioldgicas sdo semelhantes a propolis européia. As altas quantidades encontradas
de acidos aromaéticos (acidos cumaricos prenilados) e diterpénicos devem contribuir para a

atividade antibacteriana destas amostras (Kujumgiev, 1999).

As fragbes que apresentaram maiores teores de compostos fenolicos foram as
metanolicas. O que se imaginava seria um maior conteldo de compostos fenolicos na fracéo
acetato de etila, ja que é neste extrato que sdo extraidos grande parte dos flavonoides e acidos
polares. Porém o que realmente ocorreu foi que as amostras metandlicas obtiveram mais
rigueza em compostos fendlicos do que todas as outras, indicando uma possivel presenca
majoritaria de acidos polares, como por exemplo, acidos p-cumaricos. Medana et al. (2008)
descreveram que 0s principais compostos bioativos encontrados na resina da propolis sdo
soltveis em solugdes alcodlicas (Medana et al., 2008). A obtencdo de extratos de prépolis
com etanol puro ja foi descrita por ter o melhor perfil quimico fundamentado nos teores de
polifendis e flavonoides totais, e segundo Cunha et al. (2009) deve ser utilizado como
parametro para padronizacdo na obtencdo de extratos do material em estudo, contribuindo no
padrdo de qualidade. Adelmann (2007), em estudos de padronizacdo de metodologia de
extracdo de propolis de Apis mellifera, demonstrou que o melhor método de extracdo para a
obtengdo dos compostos biologicamente ativos é a maceragdo com etanol puro como solvente
extrator, a 45 °C por 24 horas e reextragdo por mais 24 horas, na mesma temperatura. Estes
estudos mostram o que realmente aconteceu no doseamento realizado, onde ocorreu maior

quantidade de compostos nas fragdes mais polares.

A descoberta da origem boténica facilita a analise da constituicdo quimica da prépolis.

Se existem estudos com a fonte vegetal, pode-se considerar que grande parte dos constituintes
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desta encontram-se na prépolis. As propriedades da prépolis dependem de sua origem
botanica, implicando maior ou menor valorizagdo comercial. No entanto a origem botanica
ndo é tdo facil de ser identificada. Uma das maneiras de descobrir a flora de onde o material é
originario de acordo com Maciejewicz et al. (2000) é realizar a anélise microscopica do pdlen
isolado da propolis. Seu aparecimento neste composto tem diversas origens, podendo ser
trazido pelo vento, aderindo a resina das exsudacdes vegetais ou também entrar na confecgédo
da propolis como contaminante colhido em separado pelas abelhas para armazenamento
dentro da colméia. Outra origem seria aderéncia ao corpo das abelhas durante 0s seus
trabalhos de campo e nas colméias (Barth, 1999).

A constituicdo das prépolis analisadas neste estudo € complexa. Isto ocorre em todos
os tipos de propolis tendo em vista que a abelha voa, em média, 500 metros de distancia da
colméia, podendo visitar quase que 200 flores por viagem, segundo Bontempo (2008). Os
enxames de abelhas chegam a recolher néctar e resinas em um raio de até dez quilémetros.
Isso mostra o quanto pode variar a composi¢do das resinas e que deve existir predominio de
certas vegetacdes em algumas regides, porém é dificil definir uma planta que origine aquele
certo tipo de prépolis. Também existe outro fator que sdo casos em que a fonte vegetal
principal de certo tipo de prépolis sofrer escassez, entdo as abelhas coletam material resinoso

de outras plantas, ocorrendo assim maior variabilidade ainda (Daugsch et al, 2007).

Vaérios estudos vém sido conduzidos de forma a se identificar a fonte de prépolis,
podendo realizar observacGes da coleta no campo ou também analisar e identificar
componentes comuns a planta e a resina. No caso do presente estudo a vegetacdo local é
muito variada ndo havendo uma predominancia de fonte vegetal, o que diminui as chances
deste ser um fator de andlise da constituicdo quimica da prdpolis. Uma analise de campo
poderia ser realizada, observando os enxames para, talvez, identificar uma ou mais possiveis

origens vegetais da propolis em questdo.
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6. CONCLUSAO

O objetivo deste estudo nao foi identificar a composicdo das amostras de prépolis,
nem analisar com exatiddo 0s compostos comuns as amostras, mas sim verificar a hipotese de
que amostras originadas de plantas de localizagbes ndo muito distantes podem ter perfil
cromatografico distinto. As amostras analisadas possuem diferencas em sua constituicdo que

podem levar a atividades bioldgicas especificas e distintas.

Podemos concluir que ha evidéncias de que a vegetacdo, solo, clima, entre outros
fatores devem influenciar na composicdo de amostras de prdpolis, que por serem obtidas de
fontes vegetais, sofrem com variagcbes ambientais. As cromatografias em camada delgada
indicam que as amostras possuem alguns constituintes distintos e que possuem teores de

compostos fenolicos diferentes, sendo a amostra originaria da serra gatcha mais rica.

Para ter maior precisdo de quais constituintes as amostras diferem, serdo necessarios
mais estudos, analisando melhor a regido da coleta das amostras e trabalhando com analises
mais sensiveis. Em amostras de paises tropicais € comum os resultados serem nao-
conclusivos e necessitarem de mais estudos ja que ha uma diversidade na flora presente,

podendo as abelhas ser atraidas por mais de uma fonte vegetal em uma mesma localidade.
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