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RESUMO

O trabalho realizado teve como objetivo principal o desenvolvimento de métodos analiticos
qualitativos e quantitativos para a investigacdo quimica da propolis do Parana, através técnicas
cromatograficas (CLAE-DAD e CG-EM). Os niveis de compostos bioativos em 44 amostras
de propolis do Estado do Parana foram comparados com os encontrados na prépolis verde (Séo
Paulo e Minas Gerais), marrom (Santa Catarina) e vermelha (Bahia). Figuras de mérito do
método CLAE-DAD foram verificadas: linearidade R?> 99% e sem evidéncia de falta de ajuste
(p> 0,01); recuperagdes 84,30-119,52% (exce¢do acido 3,4-di-O-cafeoilquinico, 138,77%);
precisdo até 11,76% (repetitividade) e 14,56% (precisdo intermediaria); limites de deteccéo e
quantificacdo nos intervalos de 0,74-3,02 pg/mL e 2,48-10,07 pg/mL, respectivamente. Foi
verificado que os acidos p-cumarico e 4-hidroxi-3,5-diprenilcinamico e a kaempferida estdo
amplamente distribuidos na propolis brasileira. Também foram encontrados altos niveis dos
acidos 3,5-di-cafeoilquinico e 3,4-di-O-cafeoilquinico na maioria das propolis do Parana e na
prépolis verde. O &cido 4-O-cafeoilquinico foi abundante na maioria das prépolis do Parana,
mas ndo na propolis de Minas Gerais, Santa Catarina e Bahia. Ainda, foi possivel calcular o
teor total de classes de compostos bioativos em prépolis, como os acidos cafeoilquinicos e
benzoicos, fenilpropandides derivados do acido p-cumarico e flavondis e diidroflavonois. A
investigagdo do potencial antimicrobiano dos extratos de prépolis indicou que a maioria das
amostras de prépolis apresentou alta atividade antimicrobiana. Os valores de CIM para as
bactérias Gram-positivas Enterococcus faecalis correlacionaram fracamente com a quantidade
total de derivados de &cido p-cumarico (r = -0,3175, p = 0,0448) e de flavondis (r = - 0,3291,
p = 0,0312) nos extratos, enquanto que, os valores de CIM para a cepa Gram-negativa
Pseudomonas aeruginosa correlacionaram também fracamente com os niveis de flavonois (r
=-0,4815, p=0,0011) e diidroflavondis (r = - 0,3548, p = 0,0195). A Analise das Componentes
Principais foi empregada para classificar os tipos de propolis do Parana de acordo com sua
concentragdo de compostos bioativos e atividades biologicas. Na sequéncia, fungdes lineares
discriminantes que permitiram discriminar as amostras de prépolis de acordo com sua regido
de origem foram obtidas. A Anélise Linear Discriminante indicou que a concentracao total de
compostos bioativos na prépolis marrom, juntamente com atividade bioldgica, poderia permitir
a discriminacéo entre as propolis produzidas em diferentes pontos geograficos do estado do
Parand. Essa relagdo poderia ser mais explorada para confirmacdo de origem de extratos de

prépolis comercializados. Por ultimo, através de CG-EM foi possivel confirmar a presenga de



acido benzoico, 3-hidroxi-4 metoxibenzaldeido, &cido cindmico, &cido p- cumarico, acido
hexadecanoico, acido oleico, acido isopimarico, acido dehidroabietico, &cido abietico,

octacosano e f- amirina nas amostras de propolis estudadas.

Palavras-chave: Propolis. Fenilpropandides. Flavonoides. Validagdo analitica. Quimiometria.



ABSTRACT

The main objective of this work was the development of qualitative and quantitative analytical
methodologies for the chemical investigation of propolis from the State of Parand by
chromatographic techniques (HPLC-DAD and GC-MS). Overall, 44 samples of propolis from
Parana were analyzed and their levels of bioactive compounds were compared with green
propolis from S&o Paulo and Minas Gerais, brown propolis from Santa Catarina and red
propolis from Bahia. Figures of merit of the HPLC-DAD methodology were investigated:
linearity R?> 99% and no evidence of lack-of-fit (p > 0.01); recoveries between 84.30-119.52%
(only 3,4-di-O-Caffeoylquinic acid recovery rate was higher, 138.77%); precision up to
11.76% (repeatability) and 14.56% (intermediate precision); detection and quantification limits
(LODs and LOQs) of 0.74-3.02 pg/mL and 2.48-10.07 pg/mL. It was found that p-coumaric
and 4-hydroxy-3,5-diprenylcinnamic acids and kaempferide were widely spread in Brazilian
propolis. Also, high levels of 3,5-di-caffeoylquinic and 3,4-di-O-caffeoylquinic acids were
found in most propolis from Parand and in green propolis. 4-O-caffeoylquinic acid was
abundant in most propolis from Parana but not in propolis from Minas Gerais, Santa Catarina
and Bahia. It was also possible to calculate the total content of classes of bioactive compounds,
such as caffeoylquinic and benzoic acids, phenylpropanoids such as p-coumaric acid
derivatives, flavonols and dihydroflavonols. The antimicrobial activity prospection of the
extracts indicated that most propolis presented high antimicrobial activity. MIC values for the
Gram-positive bacteria E. faecalis were poorly correlated with the total amount of p-coumaric
acid derivatives (r = -0,3175, p = 0,0448) and flavonols (r = - 0,3291, p = 0,0312) in extracts,
while the MIC values for the Gram-negative strain P. aeruginosa were also poorly correlated
to the levels of flavonols (r = - 0,4815, p = 0,0011) and dihydroflavonols (r = - 0,3548, p =
0,0195). Principal Component Analysis was performed in order to classify the propolis samples
from Parand according to their levels of bioactive compounds and biological activity.
Afterward, linear discriminant functions that allowed to discriminate propolis samples due to
their geographical origin were calculated. In this way, the levels of bioactive compounds and
biological activities of propolis extracts can be related to the brown propolis produce in specific
regions of Parana. This relationship may be useful to confirm the geographical origin of
commercial samples of propolis. Finally, GC-MS analysis allowed the confirmation of benzoic

acid, 3-hydroxy-4-methoxybenzaldehyde, cinnamic acid, p-coumaric acid, hexadecanoic acid,



oleic acid, isopimaric acid, dehydroabietic acid, abietic acid, octacosane and f-amyrin in

extracts of propolis.

Keywords: Propolis. Phenylpropanoids. Flavonoids. Analytical Validation. Chemometric.
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1. INTRODUCAO

O conhecimento popular sobre o uso medicinal da propolis passou de tempos antigos para
os tempos atuais (KUROPATNICKI, SZLISZK e KROL, 2013; PRANSKUNIENE et al.,
2016). No Brasil, a propolis € usada popularmente sozinha ou combinada com outros produtos
naturais, como mel ou plantas medicinais, para tratar doencas respiratorias, dor de garganta ou
aumentar a resisténcia do organismo contra doencas. Atualmente, muitos usos
etnofarmacoldgicos da propolis, incluindo antioxidantes, anti-inflamatorios, antitumorais,
antimicrobianos, antidiabéticos, antiprotozoarios, ganharam apoio cientifico (FRANCHIN et
al., 2017; ZABAIOU et al., 2017; PASUPULETI, SAMMUGAM, RAMESH e GAN 2017,
CUESTA-RUBIO et al.,, 2017; SHAPLA et al., 2017). Por outro lado, novas atividades
farmacoldgicas estdo sendo relatadas para préopolis, como efeitos ansioliticos e antidepressivos
sobre o sistema nervoso central (REIS et al., 2014) e a possivel protecdo contra danos
neurodegenerativos durante o envelhecimento ou na doenga de Alzheimer (DA SILVEIRA et
al., 2016; ZABAIOU et al., 2017).

As propolis encontradas no Brasil mostraram ampla variabilidade quimica e treze tipos
foram identificados até agora (PARK, ALENCAR e AGUIAR, 2002; SILVA et al., 2007). A
prépolis verde encontrada no sudeste do Brasil deriva principalmente de brotacdes vegetativas
de Baccharis dracunculifolia (Asteraceae), popularmente conhecidas como ‘“alecrim-do-
campo”. A propolis verde brasileira € composta essencialmente de fenilpropanoides prenilados
(principalmente derivados do acido cindmico contendo grupos prenil) (SALATINO,
TEIXEIRA, NEGRI e MESSAGE, 2005; TEIXEIRA et al., 2005) além de A&cidos
cafeoilquinicos (FERNANDES-SILVA et al., 2013) e terpenos (sesqui, di e triterpendides
pentaciclicos) (NEGRI, SALATINO e SALATINO, 2003). Artepillin C (4cido 3,5-diprenil-4-
hidroxicinamico) e éster alilico do acido 3-prenilcinamico sdo sugeridos como marcadores
guimicos desta propolis verde (NASCIMENTO et al., 2008; SALATINO, FERNANDES-
SILVA, RIGHI e SALATINO, 2011). Nos Estados do Nordeste (nas regides de manguezais) é
encontrado uma propolis vermelha Gnica, rica em isoflavonoides (biochanina, formononetina,
vestitol, neovestitol e daidzeina), chalconas (liquiritigenina, isoliquiritigenina) (ALENCAR et
al., 2007; OLDONI et al. 2011; RIGHI et al., 2011; DA SILVA FROZZA et al., 2013),
triterpenos (lupeol e p-amirina), pterocarpans (medicarpin, homopterocarpin) e benzofenonas
preniladas (Guttiferone E) (RUFATTO et al., 2017). Dalbergia ecastophyllum (Leguminosae,

Faboideae) (popularmente conhecido como "rabo-de-bugio™) tem sido apontado como a
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principal fonte botanica de prdpolis vermelha no Brasil (DAUGSCH, MORAES, FORT e
PARK, 2008).

Por outro lado, uma amostra de propolis amarela do ecossistema pantaneiro do Mato Grosso
do Sul possui em sua composicdo alto teor de triterpendides, principalmente lanosterol, -
amirina, lupeol, cicloartenol e betulina (MACHADO, MOKOCHINSKI et al., 2016). O teor de
flavonoides totais e de fendlicos e a capacidade anti-radical desta propolis foram baixos;
entretanto, efeitos ansioliticos, antidepressivos e antioxidantes in vivo foram observados para o
extrato etandlico (SILVEIRA et al., 2016). Na regido sul do Brasil (Estados do Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul), encontramos a propolis marrom que geralmente contém alguns
dos constituintes tipicos da prépolis verde (fenilpropandides prenilados e &cidos
cafeoilquinicos) (SAWAYA, CUNHA e MARCUCCI, 2011; RIGHI, NEGRI e SALATINO,
2013; MACHADO et al., 2016). Por isso, sugere-se que as espécies de Baccharis contribuem
parcialmente para a propolis do Sul do Brasil, mas outras fontes botanicas, como Araucaria
heterophylla (SAWAYA etal., 2007; MARCUCCI et al., 2008), e “Choupo” - Hyptis divaricate
(PARK et al., 2002), e também as espécies Araucaria angustifolia e Eucalyptus citriodora
(BANKOVA et al., 1996; LOPES, BANKOVA e SFORCIN, 2003; SALATINO et al., 2005),
sdo consideradas fontes de coletas para a producédo da prépolis marrom.

Em um dos poucos estudos quantitativos realizados com a propolis brasileira, utilizando a
determinacdo analitica de constituintes da prépolis pelo método CLAE-DAD, Fernandes-Silva
et al. (2013) analisaram quatro amostras de propolis verde brasileira de Minas Gerais (Sudeste)
e duas do Parana (Sul). Esses pesquisadores mostraram que 0s principais constituintes das
amostras de propolis verde de Minas Gerais eram: os &cidos dicafeoilquinicos, como o &cido
3,5-di-O-cafeoilquinico e o0 &cido 4,5-di-O-cafeoilquinico, o &cido p-cumarico e os flavonoides,
como kaempferida, isorhamnetin e metoxipirobanksin. A amostra de propolis do Parana
também mostrou os &cidos dicafeoilquinico mencionados acima (em niveis variaveis),
flavonoides e acido p-cumarico, mas em niveis mais baixos do que na prépolis do Estado de
Minas Gerais. Inesperadamente, foram encontrados teores relativamente baixos de

fenilpropandides prenilados em todas as propolis de Minas Gerais e do Parana.

Devido a existéncia de quimiotipos de prépolis muito diferentes foi levantada a importancia
da realizacdo de testes bioldgicos em extratos padronizados (BANKOVA, 2005; SFORCIN e
BANKOVA, 2011). Uma abordagem interessante para a padronizagéo da prépolis de alamo foi

feita por Bankova (2005), que argumenta a favor da determinacdo dos niveis totais de
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compostos ativos reunidos em grupos quimicos em vez da quantificacdo de compostos
individuais (ZHANG, ZHENG, LIU e HU, 2011).

Em face de nossas descobertas e relatos anteriores de outros pesquisadores (BANKOVA,
2005; FERNANDES-SILVA et al., 2013), acreditamos que atribuir um marcador quimico a
prépolis marrom ou mesmo um perfil qualitativo pode ser uma simplificagdo excessiva e ndo
suficiente para abordar o problema da padronizacdo da propolis. Assim, neste trabalho
investimos esforcos em determinar os teores totais por andlises quantitativas extensas e
confiaveis, e descobrir as concentracdes de vérias classes de compostos bioativos na prépolis

de diferentes regides geograficas.

Em relacdo a propolis encontrada nos estados do Sul do Brasil, a padronizacéo parece ser
um desafio real, pois esta propolis parece derivar de maltiplas fontes vegetais, resultando em
uma ampla variacdo de seus compostos bioativos individuais. Como a maioria dos estudos em
relacdo a propolis marrom brasileira apenas aborda sua composicdo qualitativa, existe uma

lacuna sobre seus aspectos quantitativos.



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral:

Contribuir com o estudo da propolis oriunda do Parand, regido Sul do Brasil, visando

identificar e quantificar principios ativos e/ou substancias marcadoras dessa propolis.
2.2. Objetivos especificos:

- Validar um método analitico quantitativo por CLAE-DAD para determinacdo de compostos
bioativos em amostras de propolis, utilizando os parametros de validacdo: seletividade,
linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), precisdo (repetitividade e

precisdo intermediaria) e exatidao;

- Aplicar o método desenvolvido e validado para determinagdo de compostos bioativos em

amostras de prépolis do estado do Parana;

- Analisar qualitativamente a fracdo apolar da propolis e determinar sua composicao quimica

semiquantitativa por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM);

- Comparar a composicao quimica da prépolis do Parana com propolis produzidas em outras

regides do Brasil;
- Utilizar ferramentas quimiométricas para simplificar a analise dos resultados.

De maneira geral, a analise de propolis do Parana almeja vincular seu padrdo de
qualidade com sua regido de origem, de forma a diferencia-la de produtos apicolas oriundos de

outros locais de producéo.



3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Abelhas

As abelhas sdo insetos semelhantes a um grupo de vespas, se diferenciando das vespas pela
sua dependéncia de coletar pélen de flores como fonte de proteina para alimentar suas larvas, e
também para o desenvolvimento ovariano por fémeas que colocam ovos. Desde tempos antigos,
as pessoas foram atraidas para o estudo das abelhas. Estima-se que ha cerca de 40 mil espécies,
sendo que apenas 20 mil sdo conhecidas (MICHENER, 2007).

As abelhas mais conhecidas s&o as do género Apis, sendo essas as maiores produtoras de
mel (PEREIRA et al., 2002). As populacGes de abelhas do género Apis, no Brasil, eram
principalmente de origem europeia antes de meados dos anos 1950. Em 1956, abelhas africanas
(Apis melliferas cutellata) foram introduzidas no sudeste do Brasil, mas por causa de um
acidente ocorrido, varias abelhas africanas escaparam e um processo de africanizagdo ocorreu
com as abelhas europeias presentes no Brasil (PARK et al., 2002) gerando outra espécie de
abelhas, ou seja, uma mistura genética de abelhas europeias e africanas. Essa espécie conhecida
como abelha Apis mellifera (Figura 1) se adapta facilmente as varia¢fes climaticas e s&o menos
agressivas que as abelhas africanas.

Figura 1 - Representacao da espécie de abelhas Apis mellifera.

Fonte: Foto registrada pela autora.



Provavelmente a atividade mais importante das abelhas, em termos de beneficios para
0s seres humanos, € a polinizacdo da vegetacdo natural, algo que raramente é observado e
apreciado por ndo especialistas. Além de polinizadoras, certos tipos de abelhas produzem
produtos Uteis, especialmente mel, propolis, cera, e em pequenas quantidades geleia real. Claro
que estes produtos s&o importantes, mas sdo de valor trivial em comparagdo com o papel
profundamente importante das abelhas como polinizadores. A maioria das espécies de arvores
das florestas tropicais sdo polinizadas por insetos, e que geralmente significa polinizacdo por
abelhas. Em climas temperados, a maioria das arvores florestais (Pinheiros, Carvalhos, etc.) séo
polinizadas pelo vento, mas muitos tipos de arbustos, pequenas arvores e plantas herbaceas,
incluindo flores, sdo polinizadas por abelhas. Areas desérticas sdo extremamente ricas em
plantas polinizadas por abelhas cuja preservacdo e reproducdo podem ser essenciais para a
provisdo de alimentos e para a vida selvagem. A conservacdo de muitos habitats depende assim
da preservacédo das populacGes de abelhas, pois se as abelhas desaparecem, a reproducéo dos
principais elementos pode ser severamente limitada (MICHENER, 2007).

Muitas abelhas sdo especialistas em pdlen em tipos particulares de flores, e mesmo entre 0s
generalistas, diferentes tipos de abelhas tém preferéncias diferentes (MICHENER, 2007). O
voo de uma abelha Apis mellifera abrange um raio de aproximadamente 3 km em torno da
colmeia, de onde as abelhas coletam polen e néctar para alimentacdo, bem como a resina para
a producdo da propolis. N&o sdo conhecidos os fatores que direcionam a preferéncia das abelhas
coletoras de resina por uma determinada fonte vegetal, mas se sabe que elas sdo seletivas nesta
coleta. Dependendo da disponibilidade de representantes no campo, as plantas de uma
determinada espécie prevalecem em uma maior ou menor extensdo, como fontes de resina
(BANKOVA et al., 2000; SALATINO et al., 2005).

A prépolis brasileira tem sido objeto de estudo de numerosas pesquisas nos ultimos anos,
principalmente em ambito do nosso grupo de pesquisa. Como o objetivo principal do presente
projeto € a caracterizacdo quimica de amostras de propolis produzida no estado do Parana, no
sul do Brasil, a revisdo bibliografica realizada foi direcionada aos estudos sobre a composi¢ao
guimica da prépolis brasileira de Apis mellifera, sua variabilidade, origem vegetal e as

atividades farmacoldgicas relatadas para a mesma.



3.2 Prépolis

A palavra propolis é derivada do grego pro-, em defesa, e polis-, cidade ou comunidade,
isto é, em defesa da comunidade. A palavra reflete a sua importancia para as abelhas, uma vez
que a utilizam para suavizar paredes internas, selar orificios impedindo a entrada de vento e
agua e para manter a temperatura dentro da colmeia. A propolis € um material resinoso coletado
pelas abelhas a partir de diferentes partes das plantas, exsudatos resinosos, brotos e partes do
tecido vegetal. Na colmeia a resina coletada é misturada com enzimas presentes na saliva e cera
de abelha (BURDOCK, 1998). A propolis € utilizada para cobrir carcacas de insetos que
morreram dentro da colmeia evitando sua decomposi¢do, protegendo assim a colbnia de
doencas. Devido as propriedades antibacterianas da prépolis, a colmeia fornece condicGes
estéreis necessarias para a sobrevivéncia de milhares de familias de abelhas (PARK et al., 2000;
BANKOVA et al., 2000; SALATINO et al., 2005; SIMONE-FINSTROM e SPIVAK, 2010).

A propolis pode apresentar vérias cores e odores caracteristicos. Algumas amostras
apresentam textura dura e quebradica quando frio, enquanto outras amostras podem ser elésticas
e terem propriedades adesivas quando quente. Seu ponto de fusdo € variavel entre 60 -70 °C,
sendo que pode atingir em alguns casos até 100 °C. Das propriedades adesivas derivou a
designacdo em lingua inglesa de bee glue (cola-de-abelha). Possui também odor caracteristico
que pode variar de uma amostra para outra (MARCUCCI, 1995; MARCUCCI, 1996;
BURDOCK, 1998).

A propolis tem sido utilizada pelo homem desde os tempos remotos com diversas
finalidades. Os egipcios conheciam muito bem as propriedades conservantes da prépolis e a
utilizavam no embalsamamento de mUmias no antigo Egito, impedindo a decomposicdo do
cadaver (PEREIRA et al., 2002; SFORCIN e BANKOVA, 2010). Durante a Segunda Guerra
Mundial, na ex-Unido Soviética, a propolis foi empregada na cicatrizacdo de feridas. Desde
1980, a sua utilizagdo na medicina alternativa tem aumentado, e a propolis tem sido empregada
na prevencdo de varias doengas, tais como diabetes, cancer e disfung¢des cardiovasculares, bem

como no tratamento de inflamagdes (FUNARI et al., 2007).

O mercado brasileiro de produtos apicolas tem crescido nos ultimos anos,
principalmente pela procura por produtos naturais que atendam anseios especificos do
consumidor em relacdo a sua acao terapéutica. A producao de prépolis tem se tornado fonte de

renda para muitas familias brasileiras. 1sso se reflete no aumento da demanda pelo consumo de
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produtos contendo propolis, como extratos, comprimidos, capsulas, cosméticos, suplementos
alimentares, e no seu estado puro (MENEZES, 2005). Devido ao fato de ser um produto de
origem animal, ao qual as abelhas agregam ceras, pdlen, enzimas, etc, existe uma grande
variabilidade da prépolis de acordo com a fonte vegetal utilizada pelas abelhas para sua
elaboracdo (SIMONE-FINSTROM e SPIVAK, 2010).

3.3 Fontes botanicas de prépolis

A composicdo quimica da propolis estd intimamente relacionada a flora da regido
visitada pelas abelhas, pois € um produto de origem animal, com grande contribuicéo vegetal.
Por esse motivo, as amostras de propolis da Europa, América do Sul e Asia tém composicoes
quimicas distintas (SIMONE-FINSTROM e SPIVAK, 2010).

Por exemplo, Andelkovic et al. (2017) utilizando uma abordagem metaboldmica,
propuseram através de métodos espectroscopicos (Ressonancia Magnética Nuclear, Infla-
Vermelho e Ultra-Violeta) a determina¢do da composicao quimica de prépolis oriunda do Norte
da Serbia (Europa) derivada de vérias espécies de Populus e coletadas em diferentes altitudes.
Nas regides da Europa e América do Norte espécies de Populus (alamo) sdo fonte dominante
visitada pelas abelhas Apis mellifera para a extracdo da matéria-prima (VALENCIA et al.,
2012). De acordo com as analises metabolémicas, os principais compostos em amostras de
prépolis coletados do clima temperado com altitude acima de 500 metros, foram gliceridos
fendlicos originarios da espécie P. tremula. Os flavonoides predominaram em amostras de
prépolis coletadas abaixo de 400 metros, derivados das espécies vegetais P. nigra e P. x
euramericana. As amostras coletadas entre 400-500 metros foram de origem mista, com
quantidades de todos os metabolitos detectados. E ainda, além das trés espécies citadas acima
(P. tremula, P. nigra e P. x euramericana) é proposto que no Deserto de Sonora a fonte de
propolis € uma espécie de Populus fremonti, que é uma arvore de ampla distribuicdo nesta
regido (VALENCIA et al., 2012).

Para zonas tropicais onde as espécies de Populus estdo praticamente ausentes, as abelhas
procuram diferentes fontes botanicas para a elaboracdo da propolis. Assim, em amostras de
prépolis da Venezuela a origem da resina ¢ a partir das fontes Clusia scrobiculata, Clusia menor
e Clusia major. Para a propolis de Cuba os exsudatos das folhas e dos frutos da Clusia rosea
parecem ser os preferidos pelas abelhas (VALENCIA et al., 2012; CUESTA-RUBIO et al.,

2007). Ja na Tunisia na Africa do Norte foi encontrado o exsudato das folhas de algumas
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espécies de Cistus como a fonte vegetal da propolis. No oeste da Australia, Xanthorrhoea
Juncaceae foi indicada como uma possivel fonte da propolis (BANKOVA et al., 2000; LOPEZ
etal., 2014).

Graikou e pesquisadores (2016) estudaram a composi¢do quimica através da técnica CG-
EM, de trinta e dois extratos de propolis de origem mediterranea da Grécia (ilhas Gregas,
Chipre, Croacia e Argélia). Este trabalho concluiu que as amostras de prépolis gregas
compartilharam caracteristicas que as diferenciam da prépolis tipica européia, como a presenca
de diterpenos em quantidades significativas e a quantidade relativamente baixa de ésteres de
acido fendlico. A prépolis mediterranea pode ser confirmada como um novo tipo de prépolis,
constituido principalmente por diterpenos e produzido a partir de arvores coniferas entre

Cupressaceae e Pinaceae, que sdo amplamente distribuidas na regido do Mediterraneo.
3.4 Tipos de prépolis encontradas no Brasil

Devido a ampla variedade da prépolis brasileira e a necessidade de sua padronizagdo, varios
pesquisadores a investigaram buscando sua classificacdo. Um dos primeiros estudos da prépolis
brasileira e sua fonte vegetal foi elaborado por Bankova et al. (1999a), onde utilizou 0 CG-EM
para a comparacdo da composi¢do quimica de amostras de prépolis do estado de Sdo Paulo com
algumas plantas que seriam possiveis origens vegetais da prépolis desta regido, e encontraram
evidéncias quimicas que Baccharis dracunculifolia (familia Asteraceae) seria a principal fonte
vegetal para propolis neste estado. A Araucaria angustifolia foi considerada uma importante
fonte vegetal para propolis do estado do Parand (MARCUCCI e BANKOVA, 1999).

Park e colaboradores (2002) coletaram amostras de propolis de diferentes regides do Brasil
e classificaram as amostras a partir de suas caracteristicas fisico-quimicas e propriedades
bioldgicas. Esse trabalho permitiu dividir a prépolis brasileira em 12 grupos, sendo 5 da regido
sul, 6 da regido nordeste e 1 da regido sudeste, o que reflete a diversidade da flora das regides
sul e nordeste. Posteriormente, Alencar et al. (2007) propuseram um novo tipo de prépolis
brasileira a propolis vermelha do Nordeste, essa propolis foi classificada separada dos 12 tipos
encontrados por Park et al. (2002).

E ainda, pesquisadores coletaram nos estados de S&o Paulo e Minas Gerais amostras de
prépolis de abelhas africanizadas da espécie Apis mellifera resultando num total de 58 amostras,
juntamente com a resina vegetal de Baccharis dracunculifolia. Através da cromatografia

liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR), cromatografia em camada delgada de
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alta eficiéncia em fase reversa (CCD-FR) e cromatografia gasosa acoplada a espectometria de
massa (CG-EM), foi verificado um perfil quimico similar entre os extratos etandlicos de
prépolis (EEP) e o extrato metandlico do vegetal (EMV), sendo confirmadas 18 substancias
quimicas comuns. O composto artepillin C foi identificado nas amostras de propolis e também
no extrato metanolico Baccharis dracunculifolia (ALENCAR et al., 2005), por esse motivo, 0
artepillin C é considerado um marcador quimico da propolis verde produzida em Séo Paulo e
Minas Gerais. Baccharis dracunculifolia € um arbusto da familia Asteraceae, que cresce
naturalmente no sul e sudeste do Brasil, Uruguai, Paraguai, Argentina e Bolivia (MARCUCCI,
1995; FUKUDA et al., 2006).

Alencar et al. (2007) investigaram a origem vegetal da propolis vermelha do Estado de
Alagoas, regido Nordeste do Brasil, conhecida como a prépolis do Mangue. Dentre 20 plantas
coletadas ao redor das caixas de coleta de propolis, apenas a espécie Dalbergia ecastophyllum

(Leguminosae) mostrou um perfil de resina semelhante ao da prépolis vermelha.

Lopez et al. (2014) estudaram 14 amostras do extrato etandlico de propolis brasileira de cor
vermelha, e também uma amostra de Cuba e uma amostra da espécie vegetal Dalbergia
ecastophyllum sugerida por Alencar et al. (2007). As amostras dos Estados de Alagoas e Paraiba
apresentaram caracteristicas da espécie de Guttiferae. Ja as amostras de prdpolis do Sergipe e
Cuba agruparam-se entre si e com a fonte vegetal Dalbergia ecastophyllum. As amostras foram
analisadas por espectrometria de massa com ionizacgao por inser¢do direta no modo negativo
obtendo os fingerprinting. Combinando os dados de fingerprints ao uso da técnica da anéalise
das componentes principais (PCA), as prépolis foram claramente classificadas em trés grupos
principais, de acordo com seus ions marcadores, sendo identificado um ion caracteristico de
cada um dos trés grupos. As amostras do estado de Roraima apresentaram um Unico ion
marcador e muito abundante de m/z 501, o qual caracterizou as amostras como um novo tipo
de propolis vermelha brasileira. As outras amostras vermelhas foram divididas em dois grupos
de acordo com a predominancia de ions especificos marcadores. As amostras do Grupo A foram
oriundas dos estados de Alagoas e Paraiba e apresentaram o ion marcador de m/z 601, indicado
pelos pesquisadores como provavel benzofenona presente na resina de Guttiferae. No grupo B
agruparam-se as amostras de prépolis vermelha de Sergipe e Cuba e a fonte vegetal Dalbergia
ecastophyllum. Os autores concluiram que pelo menos duas espécies de plantas sdo as principais
fontes de resinas de propolis vermelha brasileira e a contribuicéo relativa de cada espécie com
a composicdo da propolis varia regionalmente e possivelmente sazonalmente, resultando em

dois tipos diferentes de prépolis vermelha brasileira.
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Outro tipo de propolis brasileira é a propolis marrom, que normalmente é encontrada nas
regides do Sul do Brasil. Para essa propolis tem sido sugerido que as abelhas visitam as
plantacdes de Araucaria heterophylla, como citado anteriormente (MARCUCCI e
BANKOVA, 1999). Porém a araucaria conhecida como o pinheiro do sul é a Araucaria
angustifolia e, embora sugerida como fonte da propolis do sul, ainda ndo existem estudos
definitivos que confirmem esse fato. Ha& ainda uma propolis mista no sul do Brasil que tem
como caracteristica a presenca de compostos de ambas as vegetacoes citadas anteriormente, B.
dracunculifolia e A. heterophylla (SAWAYA et al., 2004; FERNANDES-SILVA etal., 2013).

A propolis amarela brasileira classificada por Park et al. (2002) é pouco estudada e relatada
na literatura. Mas recentemente, Machado, Mokochinski et al. (2016) compararam a propolis
amarela oriunda do Mato Grosso do Sul, com 4 tipos de prépolis brasileiras, a propolis verde
de Minas Gerais, verde de S&o Paulo, marrom do Parana e vermelha da Bahia e ainda uma
amostra de prépolis amarela de Cuba. N&o foi possivel relatar a fonte boténica visitada pelas
abelhas Apis mellifera para a producgdo desta propolis amarela, pois ndo foi feito estudos de
comparacdo de amostras de propolis com possiveis fonte vegetais, mas a composi¢do quimica
desta amostra de propolis amarela mostrou uma mistura de compostos lipofilicos. Pode-se notar
pelo que foi relatado que diferencas na biodiversidade de diferentes locais geograficos levam a
prépolis de composicdo quimica diferente.

3.5 Composi¢do quimica da prépolis de Apis mellifera

Os materiais disponiveis para a coleta da resina sdo produzidos por uma enorme variedade
de processos botanicos em diferentes partes de plantas. Podem ser substancias ativamente
secretadas pelas plantas e substancias encontradas no exsudato de cortes das plantas, materiais
lipofilicos das folhas e dos botfes das folhas, mucilagens, gomas, resinas e latex (BANKOVA
etal., 2000). Dessa maneira, a composicao quimica da propolis é qualitativa e quantitativamente
variavel, dependendo da vegetacao do local onde foi coletada e o periodo de coleta. Além disso,
podem ser encontrados na prépolis materiais que s&o introduzidos durante a elaboracdo da
mesma na colmeia (SAWAYA et al., 2004).

Graikou et al. (2016) recentemente, estudaram grupos de prépolis do Mediterraneo (25
amostras da Grécia, 5 amostras de Chipre, 1 amostra da Argélia, 2 amostras da Crodcia e 1
amostra da Bulgaria) por analises semi-quantitativas por CG-EM. De acordo com os resultados

da analise CG-EM, os extratos de prépolis do Mediterraneo contém cerca de 150 compostos.
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Constituido principalmente por amostras ricas em diterpenos (o &cido isocupréssico (1), o acido
pimérico (2), o acido imbricatoldico (3), o agatadiol (4), o totarol (5), o 13-epi-torulosal (6), 0
acido comunico (7), o acido 13-epi-cuprico (8) e o acido abiético (9)), mostrando assim um
perfil quimico completamente diferente em comparacdo com o da propolis europeia de alamo
(BANKOVA et al., 2002). Os flavonoides das amostras estudadas foram idénticos aos da
propolis europeia do tipo de 4lamo (BANKOVA et al., 2002) onde a pinocembrina (10),
pinobanksina (11), pinobanksina-3-O-acetato (12), crisina (13) e galangina (14) foram os

compostos mais abundantes.
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Com a utilizacdo de uma abordagem metabolémica, os pesquisadores propuseram através
de métodos espectroscopicos (RMN, IV e UV) a determinacdo da composi¢do quimica de
prépolis oriunda do Norte da Serbia (Europa) derivada de varias espécies de Populus e
diferentes altitudes coletadas. Foram identificados um total de 23 compostos, incluindo
flavonoides, &cidos fendlicos, ésteres fendlicos e glicéridos. Sendo os flavonoides os principais
constituintes (crisina (13), galangina (14), pinocembrina (10) e pinobanksina-3-O-acetato (12)),
bem como glicéridos fendlicos e derivados fenilpropanoides. Os flavonoides foram dominantes
em amostras de préopolis coletadas em baixas altitudes (abaixo de 400 m) (ANDELKOVIC et
al., 2017).

Amostras de propolis da Ilha de Kangaroo, Australia do Sul, foram investigadas juntamente
com espécie vegetal Lepidosperma sp. Montebello (Cyperaceae) visitada pelas abelhas Apis
mellifera (in situ). Utilizando a técnica espectroscopica de ressonancia magnética nuclear para
identificacdo e elucidacdo dos compostos isolados, e o sistema CLAE-DAD para a

quantificacdo, verificou-se que as plantas, comumente conhecidas como sword sedge (espada-
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junco), possuem resina que corresponde as mesmas encontradas em amostras de propolis, esse
tipo de prépolis é a mais abundante na ilha, contendo elevadas proporcéo de hidroxiestilbenos
prenilados. No total foram quatorze compostos identificados nas amostras de propolis. Entre
esses, cinco novos compostos da classe dos estilbenos prenilados foram encontrados, sdo estes:
(E)-4-(3-metil-2-buten-1-il)-3,4°,5-trihidroxi-3’-metoxiestilbeno (15), (E)-2,4-bis(3-metil-2-
buten-1-il)-3,3’,4°,5-tetrahidroxiestilbeno  (16), (E)-2-(3-metil-2-buten-1-il)-3-(3-metil-2-
buteniloxi)-3’,4”,5-trihidroxiestilbeno @an, (E)-2,6-bis(3-metil-2-buten-1-il)-3,3’,5,5’-
tetrahidroxiestilbeno (18) e (E)-2,6-bis(3-metil-2-buten-1-il)-3,4’ 5-trihidroxi-3’-

metoxiestilbeno (19). Os compostos (16) e (19) foram determinados nas amostras de propolis

e na espécie vegetal, na proporcéo de 4,8% e 5,3%, 0,6% e 0,7% (m/v), respectivamente (DUKE
etal., 2017).

(E)-4-(3-metil-2-buten-1-il)-3,4’ 5-trihidroxi-3’- (E)-2,4-bis(3-metil-2-buten-1-il)-3,3°,4°,5-
metoxiestilbeno (15) tetrahidroxiestilbeno (16)

(E)-2-(3-metil-2-buten-1-il)-3-(3-metil-2-buteniloxi)-
3°,4’ 5-trihidroxiestilbeno (17)

(E)-2,6-bis(3-metil-2-buten-1-il)-3,3,5,5’-
tetrahidroxiestilbeno (18)
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(E)-2,6-bis(3-metil-2-buten-1-il)-3,4°,5-trihidroxi-3’-metoxiestilbeno (19)

Outros pesquisadores isolaram e investigaram (UV, *H RMN, *C RMN) compostos na
propolis de Jijel, localizada na parte Nordeste da Argélia (pais da Africa do Norte), a analise
permitiu a identificacdo de cinco compostos da classe das flavonas: pectolinarigenina (20),
pilosina (21), ladaneina (22), crisina (13) e apigenina (23). As estruturas foram elucidadas por
andlise espectroscopica, incluindo espectrometria de massa, RMN 1D e 2D (SEGUENI et al.,
2016).

OCH, OCHj;
OH
HO O HO (0}
H;CO H;CO
OH (6] OH (0}
Pectolinarigenina (20) Pilosina (21)
OCH, OH
H;CO 0 HO o)
HO
OH (6] OH (6]

Ladaneina (22)

Apigenina (23)

Chasset et al. 2016 estudaram uma estratégia para controle de qualidade de 30 amostras de
propolis francesas, onde os fingerprints de cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia
(CCDAE) foram avaliadas em combinacdo com sinais de massa obtidos por espectrometria de
massa (EM). Os extratos de amostra de propolis francesas foram separados por uma

metodologia recentemente desenvolvida; baseada na analise dos extratos por cromatografia em
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camada delgada de alta eficiéncia em fase reversa (CCDAE-FR). Os fingerprints foram obtidos
por dois modos de deteccdo diferentes: (1) derivatizagéo e deteccdo de fluorescéncia a A 366
nm e (2) analise direta com scan em tempo real, onde os dados foram analisados por métodos
multivariados (PCA). Assim, os fingerprints dessas analises qualitativas foram explorados e a
melhor classificag&o foi obtida utilizando ambos os métodos em combinacéo com técnicas de
reconhecimento de padrdes, tal como andlise de componentes principais. Essa andlise
possibilitou a divisdo entre dois grupos de amostras. Os compostos fendlicos tais como: acido
cafeico (24), o acido p-cumarico (25), a crisina (13), a pinobanksina (11), pinobanksina-3-
acetato (13), galangina (14), kaempferol (26), tectocrisina (27) e pinocembrina (10) foram
identificados como compostos marcadores caracteristicos nas amostras. Esse estudo ampliou a
pesquisa sobre o tipo de propolis europeia provinda do alamo e confirmou a presenca de dois
tipos de propolis botanicamente diferentes, conhecidos como os tipos azul e laranja, mostrando

assim a presenca de duas diferentes fontes botanicas visitadas pelas abelhas.

HO O

H OH
Acido cafeico (24) Acido p-cumarico (25)
OH
HO 0 H,CO 0]
OH
OH (6]
OH 0
kaempferol (26) tectocrisina (27)

No total onze polifendis foram isolados e purificados a partir de propolis Chinesa,
incluindo é&cido cafeico (24), acido ferdlico (28), acido isoferulico (29), é&cido 3,4-
dimetoxilcindmico (30), pinobanksina (12), éster benzilico do &cido cafeico (31), éster
fenetilico do acido cafeico (32), apigenina (23), pinocembrina (10), crisina (13) e galangina
(14). O fracionamento das fracbes sollveis em &gua foi feito através do desenvolvimento de
um novo método de separacdo preparativa usando uma resina absorvente macroporosa acoplada
com cromatografia liquida de alta eficiéncia preparativa. A pureza dos compostos foi
determinada por analises qualitativas CLAE-DAD e as estruturas quimicas foram confirmadas

por analise UV e RMN (LI et al., 2016).
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Taddeo et al. (2016) comparou metodologias diferentes de extracdo de compostos
prenilados e fenilpropanoides de propolis de origem lItaliana. Através da técnica CLAE-DAD
foi possivel quantificar seis compostos presentes nesta propolis (acido feralico (28), acido 4 -
geraniloxiferulico (34), umbelliferona (35), 7-isopenteniloxicumarina (36) e auraptena (37)). O
contetdo dos compostos presentes nos extratos de propolis, extraidos por diferentes métodos,
variou bastante, um exemplo é o acido 4 -geraniloxiferulico, que obteve 50,39 pg/g quando
extraido com etanol e maceragdo, e 107,12 pg/g quando extraido com etanol e em banho
ultrassonico. Os resultados descritos no presente estudo proporcionam novos conhecimentos
sobre a composi¢do quimica da propolis Italiana e indicam que acido 4 -geraniloxiferulico,
acido boropinico, auraptene e 7-isopenteniloxicumarina sdo considerados como primeiros
fitoquimicos relatados na literatura na caracterizacdo desta propolis. Os resultados aqui
descritos mostram que a propolis € uma fonte valiosa de metabolitos secundarios oxi-

prenilados.
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Como observamos com o relato da literatura exposto anteriormente, as classes mais
importantes de compostos biologicamente ativos das prépolis de zonas temperadas sdo
caracterizadas pelos polifenois, incluindo flavonoides, acidos fenolicos e seus ésteres, sendo
que esta possui maior teor de flavonoides do que a propolis de zonas tropicais (SAWAYA et
al., 2004). A propolis de regides tropicais tem mostrado conter maiores quantidades de outros
compostos. Os componentes principais na propolis de origem brasileira sdo diterpenos,
lignanas, derivados prenilados do é&cido p-cumarico, sesquiterpenos e acetofenonas
(SALATINO et al., 2005). A propolis verde do Sudeste é uma das propolis mais estudada do
Brasil e contém predominantemente derivados prenilados do acido p-cumarico (SAWAYA et
al., 2004; FERNANDES-SILVA et al., 2013; MACHADO et al.,, 2016; MACHADO,
MOKOCHINSKI, et al., 2016).

Koru e colaboradores (2007) coletaram amostras em diferentes regides da Turquia e do
Brasil, e com a ajuda da técnica de CG-EM mostraram que o percentual de flavonoides nas
amostras do Brasil é muito menor que o das amostras coletadas em diferentes areas da Turquia.
Esses autores relataram que os flavonoides quercetina (38) e a flavanona 2-propen-1-ona (39)

foram os que apresentaram maior concentracdo na propolis brasileira.
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Quercetina (38) Flavanona 2- propen-1-ona (39)

Salgueiro e Castro (2016) utilizaram o método de CLAE-DAD para a quantificacdo do
acido clorogénico (40), acido cafeico (24), acido ferulico (28), acido p-cumarico (25), acido
rosmarinico (41), vanilina (42), hesperidina (43), naringenina (44), pinobanksina (11),
kaempferol (26), &cido 4-hidroxi-3,5-diprenilcinamico/artepillin C (45), kaempferida (46) e
pinostrobina (47), em doze amostras de propolis verdes adquiridas de apicultores e outras doze
amostras comerciais de diferentes regides do Sudeste do Brasil. Apesar da composi¢do de
ambos 0s extratos de prépolis comerciais e in natura serem semelhantes a analise multivariada
permitiu a discriminacdo entre eles. As amostras diferiram entre si em relacdo aos contetdos
de fendlicos e flavonoides totais, bem como na quantificacdo das susbtancias analisadas por
CLAE-DAD. Um exemplo sdo as amostras C4 (extrato comercial-SP) e E12 (propolis bruta-
MG) onde foi possivel observar a presenca dos acidos clorogénico (0,21 e 3,32 mg/100 mg),
feralico (0,93 e 3,26 mg/100 mg) e rosmarinico (2,53 e 8,33 mg/100 mg), artepillin C (7,45 e
1,16 mg/100 mg), além dos flavonoides kaempferida (2,14 e 3,99 mg/100 mg) e canferol (0,22
e 0,55 mg/100 mg), respectivamente.
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Seis amostras de prépolis brasileira de Minas Gerais e Parana foram analisadas (CG-EM e
CLAE-EM) para identificar os constituintes e determinar o seu contetido através de anélises
qualitativas e quantitativas (CLAE e padronizacédo externa). Pela técnica de CG-EM foi possivel
a identificacdo de dez compostos entre eles éster metilico do acido palmitico (48) e éster
metilico do acido estearico (49), entre outros. Através do sistema CLAE-EM e utilizando
padrGes auténticos, foram identificados dezoito compostos pertencentes as classes de
flavonoides, acidos cafeoilquinicos e fenil propandides prenilados. Todas as amostras
continham componentes caracteristicos da prépolis verde, mas as amostras de Minas Gerais
tiveram maiores teores de fenil propanoides prenilados e acidos cafeoilquinicos. Apesar dos
compostos detectados nas amostras de Minas Gerais e Parana serem marcadores de prépolis
verde brasileira, as analises qualitativas e quantitativas indicaram que as amostras das duas
localidades sdo quimicamente muito distintas e que 0s aspectos quantitativos devem ser levados
em consideragdo para resolver o problema complexo de padronizacédo da propolis. Kaempferida
(47) e outros dois flavonoides estdo entre os principais constituintes das amostras de Minas
Gerais. Luteolina éter 5-O-metil (50) foi detectada apenas em amostras do Parana. Baccharis
dracunculifolia foi apontada como uma fonte de resinas para todas as amostras analisadas, mas
para a amostra do Parana foi sugerido uma origem vegetal mais complexa. Plantas como o
alecrim-do-campo ndo sdo abundantes no Parand, e, portanto, outras fontes (como o alamo e
uma fonte desconhecida), provavelmente sejam complementares no fornecimento de resina
para a producdo de propolis no Estado (FERNANDES-SILVA et al., 2013).
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Outros pesquisadores avaliaram quantitativamente através do método CLAE-DAD extratos
de propolis obtidos por extracdo supercritica (SCO>) e extracdo etandlica (EtOH), em oito
amostras de diferentes tipos de prépolis (vermelha, verde e marrom) coletadas de diferentes
regides do Brasil (Nordeste, Sudeste e Sul). Determinou-se o conteiido dos compostos artepillin
C (46) e acido p-cumarico (25) nos extratos. As concentracdes mais elevadas de artepillin C
(46) e acido p-cumarico foram identificadas nos extratos de SCO2, indicando uma maior
seletividade para a extracdo desses dois marcadores importantes para a propolis verde brasileira.
O artepillin C (46) também foi identificado em duas amostras de propolis marrom originarias
das regides de Santa Catarina (SC) e Parana (PR), porém a propolis verde, originaria da espécie
vegetal, Baccharis dracunculifolia, apresenta uma maior quantidade deste composto
(MACHADO et al., 2016).

Lopez et al. (2014) através da PCA mostraram os ions comuns aos extratos de prdpolis e a
fonte vegetal, sendo esses os ions m/z 267 identificado como a formononetina (51), m/z 283
como biochanina A (52) e m/z 255 como pinocembrina (10). A amostra de propolis vermelha
cubana classificou-se no grupo B principalmente devido ao marcador abundante do ion em m/z
401. Esse agrupamento indica que a propolis vermelha cubana deve conter além de resinas de

D. ecastophyllum, outras resinas vegetais em sua composic¢éo.
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Amostras de propolis do Sul do Brasil (Santa Catarina) foram coletadas nas quatro estacdes
no ano de 2010 de colmeias de abelhas Apis mellifera. Um total de 59 amostras foram coletadas,
divididas por estacdes de coleta: 16 amostras no verdo, 15 amostras no outono, 15 amostras na
primavera e 13 amostras no inverno. Essas amostras foram analisadas por espectroscopia de
RMN 1D e 2D. A partir do conjunto de dados de espectros completos (0,20-13,00 ppm) das 59
amostras, uma lista de picos foi extraida, contendo um total de 25.403 picos com uma média de
430,6 picos por amostra e as analises estatisticas e quimiometria foram utilizados para analisar
a discrepancias dos dados. Os dados revelam que alguns compostos tém efeito significativo na
discriminacdo de amostras de propolis ao longo das estacGes, principalmente na regido dos
espectros de RMN de 1H (4,50-5,50 ppm). Os espectros foram comparados com compostos
padrBes disponiveis na base de dados espectroscopicos de RMN, e permitiram identificar
metabdlitos relevantes em amostras de prépolis e, adicionalmente, alguns compostos fenélicos
normalmente encontrados nessa matéria-prima (&cido acético (53), L- Alanina (54), &cido
cafeico (24), acido citrico (55), &cido cinamico (56), acido fumarico (58), acido galico (58),
glicerol (59), quercetina (38), entre outros). Mas foi a primeira vez que o acido y-aminobutirico
(60), o acido citrico (55) e aminoacidos, foram identificados em prépolis por essa técnica.
Andlise dos perfis espectroscdpicos por inspecdo visual dos espectros revelaram que as
amostras de propolis colhidas no inverno ndo apresentaram ressonancias tipicas associadas a
monossacarideo (B-D-glicose, p-D-frutose), indicando que essas amostras diferem na sua
composigdo em relagdo aquelas produzidas no verdo e na primavera. De forma semelhante,
concentragdes reduzidas de &cido piravico (61), &cido acético (53), acido citrico (55), acido
fumarico (57), acido feralico (28) e acido cafeico (24) também foram observados na préopolis
coletada no inverno. Os teores de L-alanina (55) mostraram uma discrepancia mais acentuada
entre as amostras de propolis de inverno e verdo. A quantificagdo de &cido ferdlico (28)
demonstrou quantidades 2 vezes maiores em amostras de prépolis produzidas em diferentes
altitudes. As diferencas sdo ainda maiores nos teores de acido cafeico (24). As quantidades de

pinostrobina (47) se diferenciaram pelos locais de producdo. Analise quantitativa dos
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metabolitos permitiram a diferenciacdo das varias amostras de prépolis quanto ao seu contetdo
de compostos bioativos. Os métodos de classificacdo aplicados ao conjunto de dados de RMN
da propolis permitem a selecdo de um conjunto especifico de amostras de prépolis de uma
determinada regido geogréafica/estacdo. De acordo com a pertinéncia dos seus perfis quimicos
ou/e compostos alvo (por exemplo, &cido ferulico (28), pinostrobina (47)) (MARASCHIN et
al., 2016).

0 (0]
CH,
OH
OH
NH,
Acido acético (53) L- Alanina (54)
0 OH 0
OH (6]
AN
OH
0 OH
OH
Acido citrico (55) Acido cinamico (56)

(0]

0
HO
HO \ OH
OH
HO
O
OH

Acido fumérico (57) )
Acido gélico (58)

T T T I
H—C—C—C H NHZ\/\)J\
| ] o
0 OH

H OH

y-Aminobutirico (60)
Glicerol (59)

OH
CH;

(0]
Acido piravico (61)

Um grupo de pesquisa de Porto Alegre (Rio Grande do Sul), também analisou uma amostra
de propolis marrom. Através da técnica CLAE-EM-DAD e utilizando padronizagéo externa

(curva com &cido galico com faixa de concentracao de 0-10 pg/mL) foi possivel a quantificacdo
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e a identificacdo dos seguintes compostos: &cido 4-hidroxibenzdico (62), acido siringico (63),
acido vanilico (64), &cido cafeico (25) (0,17 mg/qg), acido clorogénico (40) (0,36 mg/g), acido
p-cumarico (25) (3,39 mg/g), acido ferulico (28) (0,20 mg/g), acido elagico (65), catequina
(66), hesperetina (68), pinocembrina (10), apigenina (24), crisina (13), luteolina (67), galangina
(14), kaempferol (26), quercetina (38) e rutina (68) (0,81 mg/g) (WALLER et al., 2017).
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Os extratos oleoso e etandlico de propolis marrom proveniente da cidade de Prudentopolis
(Parand/Brasil), foram foco de estudo do nosso grupo de pesquisa. Dando mais énfase ao extrato

oleoso foram identificados, através de CL/EM e CL-EM/EM, 7 compostos presentes em fracdes
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ainda impuras do extrato oleoso da prdpolis. Dos compostos identificados, 4 sdo acidos
fendlicos prenilados e 3 sdo flavonoides. S&o eles: artepillin C (46), acido 3-prenil-4-
hidroxicinamico (69), diidrokaempferida (70), isosakuranetina (71), kaempferida (47), acido
3,4-dihidroxi-5-prenil-cindmico (72) e acido (E)-3{(4-hidroxi-3-[(E)-4-(2,3-dihidrocinamoil
oxi)-3-metil-2-butenil]-5-prenilcindmico} 2-propendico (73) (CARVALHO et al., 2011).
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Acido (E)-3{(4-hidroxi-3-[(E)-4-(2,3-dihidrocinamoil oxi)-3-metil-2-butenil]-5-prenilcindmico} 2-
propendico (73)

Em relagdo a propolis vermelha brasileira, classificada como o 13° tipo de propolis
brasileira, essa tem demonstrado uma composic¢do quimica diferente quando comparada com
outras amostras do Brasil. Essa amostra do tipo 13 (Municipio de Macei0, Estado de Alagoas,
Nordeste do Brasil) foi comparada com uma amostra do tipo 3 (sul do Brasil). Os extratos
etanolicos (80%, v/v), foram fracionados em uma extrac¢do liquido-liquido com os solventes
hexano, diclorometano e acetato de etila. Os constituintes quimicos presentes nos tipos 3 e 13

de prépolis (EEP e fracéo bioativa) foram identificadas utilizando CG-EM. Com base nos dados
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do CG-EM, 11 compostos fenolicos foram identificados no EEP-3 e na fra¢do diclorometano:
acido p-cumérico (25), &cido ferulico (28), &cido cafeico (24), acido fenil éster caféico (CAPE)
(33), kaempferol (26), quercetina (38) e alguns derivados flavonoides. Um total de 14
compostos fendlicos foram identificados no extrato EEP-13 e na sua fracdo hexanica.
Isoflavonoides como medicarpina (74), vestitol (75) e formononetina (51), além da chalcone
isoliquiritigenina (76), foram identificados na EEP-13. A Medicarpina (74) e composto
desconhecido, foram encontrados no EEP e na fracdo de hexano. Triterpenos (acetato lup-
20(29)-en-3-il (77) e p- amirina (78)) também foram encontrados na propolis vermelha
(FREIRES et al., 2016). Esse estudo descrito anteriormente é concordante com os autores Lopez
et al. (2014), Alencar et al. (2007), Trusheva et al. (2006), os quais sugerem gque 0os marcadores

quimicos para propolis do tipo 13 sdo isoflavonas como formononetina (51) e medicarpina (74).

HO O

HO (0}

Vestitol (75)

HsC  CHy

Acetato lup-20(29)-en-3-il (77)
OH

[- amirina (78)

Fasolo e colaboradores (2016) avaliaram qualitativamente e quantitativamente a
composigdo quimica do extrato hexanico da propolis vermelha por CLAE-EM-DAD. As
andlises qualitativas resultaram na identificacdo de benzofenonas polipreniladas (PPBS) no

extrato, designado por oblongifolina A (79), guttiferona E (80) e/ou xantoquimol (81). Pela
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dificuldade de separacdo destes compostos, que apresentaram picos largos e de baixas
intensidades, comprometendo a resolucdo, a pesquisa validou um método CLAE-DAD para
determinar o conteudo total de PPBs. O teor total de PPBs foi expresso como garcinol (82), um
PPBs comercialmente disponivel. A guttiferona E (80) é um enantidmero do garcinol (82) e
isbmero do xantoquimol apenas em uma ligacdo dupla. O uso de padrdes com estrutura
semelhante ao analito na validacdo de métodos analiticos é uma alternativa viavel quando ndo

ha disponibilidade de padréo. O teor total de PPBs no extrato de propolis vermelha foi de 0,68

mg/mg.

OH

OH

Oblongifolina A (79) Guttiferona E (80)

Xantoquimol (81) Garcinol (82)

Curvas de calibragdo de padrbes auténticos foram utilizados para a quantificagdo por
CLAE-DAD das concentraces dos compostos formononetina (51) (54,29 mg/g), daidzeina
(83) (19,90 mg/qg) e liquiritigenina (84) (62,80 mg/g) e biochanina A (52) (30,97 mg/g) em
prépolis vermelha provinda do Estado de Alagoas (BEZERRA et al., 2017). Duas amostras de
propolis do Estado de Pernambuco, extraidas de diferentes maneiras, foram analisadas por

CLAE-DAD e o seu perfil permitiu identificar e quantificar um acido fenolico e sete
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flavonoides no extrato etandlico. As amostras 1 e 2 de diferentes apiarios continham acido
feralico (28) (0,96 e 0,12 pg/g), biochanina A (52) (0,56 e 0,17 pg/g), daidzeina (83) (0,02 e
0,01 pg/g), formononetina (51) (2,86 e 1,71 png/g), luteolina (67) (1,04 ¢ 1,08 ng/g),
pinocembrina (10) (2,07 € 2,31 pg/g), rutina (0,21 ¢ 0,02 ng/g) e quercetina (0,37 ¢ 0,39 pg/g).
A formononetina (51) e a pinocembrina (10) foram 0s principais constituintes entre os
compostos identificados. A formononetina (51) também quantificada anteriormente na propolis
vermelha de Alagoas, foi detectada em todos os extratos e fracdes testadas, esse composto foi
isolado e sua estrutura elucidada através de técnicas espectroscopicas de *H e 3C RMN
(NEVES et al., 2016).

HO (0} OH
HO (0]
O ®
OH
(6]
Daidzeina (83) Liquiritigenina (84)

A propolis amarela do Estado do Mato Grosso do Sul foi estudada por Machado,
Mokochinski et al. (2016) e se monstrou rica em triterpenos. Através da técnica CG-EM foi
possivel identificar a presenca de 15 compostos (8- Amirina (78), Ursa-9(11),12-dien-3-ol (85),
Lup-20(29)-en-3-ona (86), Olean-12-en-3 ona (87), lanosterol (88), 9,19 Ciclolanost-7-en-3-ol
(89), Lupeol (90), 4,14-Dimetilergosta-5,24-dien-3-ol (91), Olean-18-en-3-ol (92), 24-
Metilenecicloartan-3-ona (93), 24- Metilenecicloartanol (94), Betulina (95), Acetato olean-12-
en-3-il (96), Acetato 13,27-cicloursan-3-ol (34, 13p, 14p) (97), Acetato lup-20(29)-en-34-ol
(98)). Essa amostra apresenta um perfil qualitativo diferente dos outros tipos de propolis
brasileiras comparadas no estudo (verde, marrom e vermelha). Com analises semi-quantitativas
por CG-EM observou-se que o Lupeol (92) é o composto mais abundante desta propolis. 1sso
foi confirmado por RMN em estudos das fracGes provindas do extrato etanolico desta amostra
de propolis (DA SILVEIRA et al., 2016).
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HeC  CHs

Acetato 13,27-cicloursan-3-ol (38, 13B,14p) (97) Acetato lup-20(29)-en-3p-ol (98)

Podemos observar que as fontes botanicas da propolis brasileira, bem como sua composicao
quimica, variam enormemente de uma regido para outra. Dessa maneira, deve-se levar em
consideracao essas diferencas na comercializacdo da propolis brasileira, tendo em conta que as
atividades biologicas de cada tipo de propolis comercializada poderdo apresentar um efeito

diferente do esperado pelo consumidor.
3.6 Atividades bioldgicas da prépolis

Nos ultimos anos tem aumentado o interesse no estudo das propriedades farmacoldgicas da
prépolis. Na literatura cientifica é possivel verificar um grande nimero de pesquisas sobre as
atividades farmacoldgicas de prdpolis como antioxidantes, antiinflamatorios, antitumorais,
antimicrobianos, antidiabéticos e antiprotozoarios (FRANCHIN et al., 2017; ZABAIOU et al.,
2017; PASUPULETI, SAMMUGAM, RAMESH e GAN, 2017; CUESTA-RUBIO, et al.,
2017; SHAPLA, et al., 2017), efeitos ansioliticos e antidepressivos no sistema nervoso central
(REIS et al.,, 2014) e possivel protecdo contra danos neurodegenerativos durante o
envelhecimento ou na doenga de Alzheimer (DA SILVEIRA et al., 2016; ZABAIOU et al.,
2017). Estas e outras atividades foram demonstradas em experimentos in vivo e in vitro
(NOVAK et al., 2014; SILVA-CARVALHO et al., 2014; REIS et al., 2014; MACHADO,
MOKOCHINSK]I, et al., 2016; GRAIKOU et al., 2016).

Produtos naturais, incluindo a propolis brasileira, sdo considerados uma rica fonte de
moléculas com diferentes atividades farmacologicas devido a uma diversidade fitoquimica
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muito complexa. O Brasil tem pelo menos treze tipos distintos de propolis (PICCINELLI et al.,
2011) e muitos compostos bioativos foram isolados, como apigenina, artepillin C, vestitol,

neovestitol, entre outros.

Para a propolis marrom da regido do sul do Brasil foi avaliado o potencial antioxidante,
antibacteriano e antiinflamatoério (TIVERON et al., 2016). Esse grupo de pesquisadores estudou
78 amostras de propolis organica, que sdo produzidas em areas de conservagdo ambiental e
reflorestamento nos estados do Paranad e Santa Catarina, o qual tem atraido a atencdo dos
europeus devido ao seu sabor suave e auséncia de metais pesados e pesticidas. As amostras
foram separadas em sete grupos de acordo com o perfil quimico qualitativo e a atividade
antioxidante usando a remocdo de radicais livres ABTS. As amostras OP1, OP4 e OP5 se
destacaram por exibir atividade antioxidante. Além disso, a propolis organica em geral exibiu
forte atividade antimicrobiana contra bactérias Gram positivas como S. mutans, S. oralis, S.
sobrinus e S. aureus, bem como boa inibi¢do de S. mutans na formagdo de biofilms e
crescimento de bactérias, principalmente P. aeruginosa. O extrato OP6 mostrou a maior
atividade anti-inflamatdria e todas as variantes de prépolis organica avaliadas sdo inibidoras na
formacéo de biofilmes. O acido gélico foi encontrado em todas as variantes do OP estudadas,
enquanto a artepillin C e pinocembrina foram detectados apenas em OP4 e OP7,

respectivamente.

Waller et al. (2017) estudaram a propolis marrom produzida por abelhas Apis mellifera da
cidade de Pelotas, RS, Brasil. O estudo teve como objetivo avaliar a composi¢do quimica e a
atividade citotoxica da prépolis marrom brasileira e sua atividade in vitro contra Sporothrix
brasiliensis resistente a itraconazol da esporotricose animal. A viabilidade celular foi avaliada
pelo teste MTT em células MDBK de 50 a 0,09 pug/mL. Para testes antifingicos, foram vinte
de Sporothrix brasiliensis isolados de cdes (n = 11) e gatos (n = 9) com esporotricose testados
em itraconazole (16-0,0313 pg/mL) e propolis (3,125-0,09 pg/mL) por técnica de microdiluicdo
de caldo (CLSI M38-A2), adaptado a produtos naturais. Os resultados foram expressos em
concentragéo inibitéria minima (CIM) e concentragdo fungicida minima (CFM). O itraconazol
mostrou atividade entre valores de CIM de 0,25 a superior a 16 pg/mL e 88,9% (08/09) e 72,7%
(08/11) de S. brasiliensis de gatos e cées, respectivamente, foram considerados resistentes ao
itraconazol. Todos os Sporothrix brasiliensis foram sensiveis a propolis entre valores de CIM
de 0,19-1,56 mg/mL, incluindo os isolados resistentes ao itraconazol, enquanto que os valores

de CFM de prdpolis foram de 0,78 a mais de 3,125 mg/mL. A propolis manteve um meio de
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alta viabilidade celular entre a concentragdo de 0,78 a 0,09 pug/mL, e o &cido p-cumarico foi o

principal composto responsavel.

Ainda em relagéo a propolis marrom do Sul do Brasil, nosso grupo de pesquisa reportou a
atividade antitumoral in vivo em camundongos dos extratos oleoso e etandlico de propolis de
Prudentdpolis (Parand) utilizando o modelo experimental do Sarcoma 180. Nesse estudo foi
comparada primeiramente a atividade in vitro dos extratos oleoso e etandlico contra quatro
linhagens de células de tumores humanos: HL-60 (leucemia), HCT-8 (c6lon), MDA/MB-435
(mama) e SF-295 (cérebro). Os resultados demonstram que o extrato oleoso de propolis possui
substancias com efeitos citotoxicos semelhantes as encontradas no extrato etandlico mais
comum, tornando o extrato oleoso atraente para aplicagdes onde as formulagcbes etandlicas
impedem o consumo de propolis por razdes médicas. O extrato oleoso de prépolis também
produziu mais inibicdo de células tumorais do que suas fracGes, indicando que a atividade
citotoxica da propolis é provavelmente um efeito sinérgico de seus muitos componentes
bioativos. Em conclusdo os autores destacaram que o extrato oleoso de prépolis é de grande
potencial para o tratamento de cancer (CARVALHO et al., 2011).

Adicionalmente, 0 nosso grupo de pesquisa estudou o potencial antifingico de um extrato
de prépolis obtido com 6leo vegetal comestivel (ODEP) e suas fragfes (OLSx1 —OLSx6). Esse
extrato e suas respectivas fragdes foram testados in vitro contra linhagem de Candida albicans.
Atraves de técnicas cromatografica foi possivel isolar a diidrokaempferida a partir da fragcdo
OLSx4. Neste estudo, a atividade antifungica do extrato ODEP e suas fracGes, subfracGes e
compostos isolados foram avaliadas contra seis linhagens de C. Albicans. A atividade fungicida
das fragfes OLSx3 a OLSx6 foi significativamente superior a atividade para ODEP. A
diidrokaempferida isolada foi considerada um potente composto ativo, enquanto a
isosakuranetina e kaempferida foram identificadas por CL-EM/EM nas fragfes (OLSx5) e
(OLSx4 e OLSx6), respectivamente, demostrando potencial contra a C. albicans (FINGER et
al., 2013). Esse estudo suporta a utilizacdo do extrato de préopolis obtido com 6leo vegetal
comestivel como uma alternativa para o extrato obtido com etanol para o tratamento de infe¢des
fangicas, tendo em mente que novas apresentagdes farmacéuticas sdo possiveis em vinculo

oleoso.

Buriol e colaboradores (2009) observaram que os extratos hidroalcoolicos e oleoso da
propolis apresentaram atividades antimicrobiana contra as bactérias Gram-positivas

Staphylococcus aureus e Listeriamono cytogenes. O extrato que apresentou maior atividade in
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vitro foi o obtido com etanol 30% (v/v), o qual apresentou também a maior concentracdo de
compostos fendlicos. Para a bactéria Gram-positiva Listeriamono cytogenes, o extrato oleoso e
o hidroalcodlico 70% (v/v) apresentaram maior atividade antimicrobiana. Nos testes de
atividade citotoxica, o extrato oleoso de propolis mostrou-se efetivo contra todas as células
tumorais humanas testadas no estudo como leucemia, carcinoma de co6lon, carcinoma de mama

e glioblastoma, com maior especificidade contra aquelas de célon e glioblastoma.

Outros pesquisadores estudaram amostras de propolis de diferentes Estados do Brasil
(Sergipe, Alagoas, Minas Gerais, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul) e desenvolveram
os estudos sobre as propriedades antioxidantes, antimicrobianas, antiparasitas e citotdxicas.
Essas amostras foram obtidas por dois diferentes métodos de extracdo; etanolica e supercritica.
Foi observado que os extratos de propolis obtidos por ambos 0os métodos mostraram atividade
antioxidante dependente da concentracdo. Os extratos obtidos por extracdo etan6lica mostraram
maior atividade antioxidante do que a demonstrada pelos extratos obtidos por extracéo
supercritica. Extratos etandlicos de propolis vermelha de Sergipe exibiram até 95% da atividade
antioxidante maxima com a maior concentracdo de extrato. Extratos de prépolis vermelha de
Alagoas obtidos por métodos etanolicos e supercriticos mostraram 0s maiores niveis de
atividade antimicrobiana contra varias bactérias. A maioria dos extratos demonstrou atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus. Nenhum dos extratos analisados mostrou
atividade contra Escherichia coli ou Candida albicans. Os extratos etanodlicos de propolis
marrom, verde e vermelha testado, tiveram um efeito inibitorio sobre o crescimento da cepa
Trypanosoma cruzi Y contra epimastigotas nas primeiras 24 horas. No entanto, apds 96 horas,
um efeito inibitério persistente foi detectado apenas para amostras de propolis vermelhas.
Apenas extratos etanolicos de amostras de prépolis vermelha de Sergipe mostraram um efeito
citotoxico contra as quatro linhagens de células testadas (HL-60, HCT-116, OVCAR-8 e SF-
295), indicando que os extratos de propolis vermelha possuem grande potencial citotoxico
(SILVA et al., 2017).

No ambito do nosso grupo de pesquisa, Machado, Mokochinski et al. (2016) compararam
o potencial citotdxico e atividade antimicrobiana da prépolis amarela oriunda do Mato Grosso
do Sul (EEP-A MS), com 4 tipos de prépolis brasileiras, a propolis verde de Minas Gerais (EEP-
V MG), verde de S&o Paulo (EEP-V SP), marrom do Parand (EEP- M PR) e vermelha da Bahia
(EEP- Vm BA) e ainda uma amostra de prépolis amarela de Cuba (EMP- A Cuba). Em geral,

0 EEP-A MS apresentou diferentes perfis quimicos qualitativos, além de diferentes atividades
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citotoxicas e antimicrobianas comparadas aos outros tipos de prépolis avaliadas neste estudo.
Com a auséncia de compostos fendlicos observados nos espectros de 1H-RMN e a presenca de
misturas de compostos alifaticos, foi possivel a identificacdo de quinze terpenos por CG-EM.
A avaliagdo da citotoxicidade in vitro dos extratos em 3 linhagens de células tumorais humanas:
HL- 60 (leucemia - humano), HCT-8 (colon - humano) e SF-295 (glioblastoma - humano),
demostrou que as amostras de propolis marrom (EEP- M PR) e propolis vermelha (EEP- Vm
BA) possui elevado potencial citotoxico nas linhagens testadas. A amostra de propolis amarela
(EEP-A MS) apresentou elevada atividade citotoxica apenas contra a célula tumoral OVCAR-
8, demostrando assim maior especificidade contra o carcinoma de ovario, mas nao foi ativa
contra bactérias Gram-negativas ou Gram-positivas. Os resultados do presente estudo
expandem o conhecimento sobre a composicdo quimica e atividades bioldgicas de diferentes
quimiotipos de propolis do Brasil, mostrando sua variabilidade e dificuldade de padronizacé&o.
Além disso, € necessario investigar as aplicagdes farmacoldgicas mais apropriadas para o tipo
de prépolis amarela devido a uma composi¢do Unica quando comparada a outros tipos de

prépolis brasileira.

As propolis verde e vermelha, sdo amostras de grande consumo e alta exportacdo. Essas
amostras se diferenciam nas atividades biol6gicas, como mostrado anteriormente. Apresentam
propriedades bioldgicas tais como: antibactericida, antifingico, antioxidante, antiinflamatério,
efeitos antiangiogénicos, antitumoral, homeostase do colesterol, depresséo, ansiedade e doenga
de Alzheimer (ZABAIOU et al., 2017 e RUFATTO et al., 2017). Recentemente, Freires,
Alencar e Rosalen (2016), publicaram um artigo de revisdo com o tema “Uma perspectiva
farmacoldgica sobre o uso da prdpolis vermelha brasileira e seus compostos isolados contra
doengas humanas”. Nesta revisdo os autores discutem o0s avangos mais recentes no estudo da
prépolis vermelha do Brasil (BRP), sendo essa promissora para o desenvolvimento de
formulacdes farmacéuticas, alimentos funcionais e também com relevancia etnofarmacoldgica
na medicina popular. A maioria dos compostos nunca foram antes relatados nos outros 12 tipos
de propolis brasileira, o que torna a BRP Unica em composic¢do quimica. Isso também se reflete
nas atividades farmacoldgicas, onde a BRP exibe uma ampla gama de propriedades bioldgicas,
incluindo antibacterianas/anti-caries, antifingicas, anti-inflamatérias e imunomoduladoras,

antioxidantes, antiproliferativas, dentre outras.

Para a propolis verde, encontrada na regido Sudeste do Brasil, principlamente Sao Paulo e

Minas Gerais, 0 artepillin C (&cido 3,5- diprenil-4-hidroxicindmico) € um dos principais acidos
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fendlicos encontrados. Esse compostos tem varias atividades bioldgicas, tais como
propriedades antibacterianas, antiviral, inducdo de apoptose, antioxidante e anticarcinogénica.
Pesquisadores relataram que o artepillin C possui atividade antiangiogénica in vitro (AHN et
al., 2007). Machado et al. (2016) estudou extratos de propolis obtidos por extracao supercritica
(SCO») e extragdo etandlica (EtOH). Foram oito amostras coletadas de diferentes regides do
Brasil, propolis vermelha (Alagoas e Sergipe), verde (Parana e Minas Gerais) e marrom (Santa
Catarina, Rio Grande do Sul e Parana). Os extratos EtOH e SCO; obtidos a partir da prépolis
marrom apresentaram valores mais baixos de fenois, flavonoides e atividade antioxidante,
mostrando o menor potencial bioldgico deste tipo de prépolis quando comparado as amostras
de propolis verde e/ou vermelha brasileira avaliadas no estudo. Entre os extratos de propolis
verde, a amostra originaria do Parana, apresentou os melhores resultados para a inibicédo
proliferativa das células B16F10. Este extrato também mostrou a maior concentracdo de

artepillin C e &cido p-cumarico.

No entanto, é importante destacar que qualquer estudo sobre a atividade biol6gica da
prépolis deve ser realizado em conjunto com o estudo de sua composicdo quimica, uma vez
que, a variacao da mesma leva a variacdo nas atividades observadas, principalmente na sua
poténcia e efetividade. Ou seja, se faz necessario vincular a composic¢do quimica, qualitativa e
quantitativa, com a atividade biologica observada para determinado tipo de proépolis
(BANKOVA, 2005).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Técnicas Analiticas

As atividades experimentais do projeto de doutorado foram realizadas no Laboratorio de
Cromatografia e Produtos Naturais (CRONAT) do CIMPE e no Laboratorio de Pesquisa em
Quimica Organica e Tecnoldgica na Universidade Estadual do Centro-Oeste Unicentro,

Campus Cedeteg.

Abaixo estdo relacionados alguns equipamentos multiusuarios disponiveis na
UNICENTRO para as atividades de pesquisa, e que foram utilizados para o desenvolvimento

das etapas do projeto:

- Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE) WATERS 600, equipado com bomba
reciproca de dois pistbes, sistema de gradiente quaternario com quatro valvulas
proporcionadoras para mistura a baixa pressdo dos solventes da fase movel. O sistema possui
modulo de desgaseificador WATERS In-Line. O detector, utilizado em todas as analises
cromatograficas, foi o detector de UV por arranjo de diodos (DAD) WATERS 2696, com

lampada de deutério e faixa de operacao de 190 a 800 nm.

- Cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometro de massas (CG-EM) da Agilent 7890A com

ionizacdo por elétrons (El) e analisador de massas de quadrupolo.
4.2 Analises quantitativas de extratos polares por CLAE-DAD
4.2.1. Obtencéo das amostras de propolis

Quarenta e quatro amostras de prépolis produzidas por abelhas Apis mellifera foram
coletadas no Estado do Parana, Sul do Brasil as quais foram fornecidas por apicultores
(FINGER et al., 2014). Todas as amostras de propolis foram coletadas de janeiro a margo em
2011 durante a temporada de verdo. Além disso, amostras representativas de propolis de outros
Estados do Brasil foram estudadas: duas amostras de prépolis verde, uma de Séo Paulo e outra
de Minas Gerais (regido Sudeste); uma amostra de propolis vermelha do estado da Bahia (regido
nordeste) e uma amostra de propolis marrom do Estado de Santa Catarina (regido Sul),
(MACHADO, MOKOCHINSKI et al., 2016; MACHADO et al., 2018). Todas as amostras
foram armazenadas a -18°C até a extragédo (Tabela 1 e Figura 2).
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Tabela 1 — Coloragéo e origem geografica das amostras de prépolis.

Regido Estado Direcio
Amostras Coloracao Regido coleta do de G « Mesorregido**
. . Cardinal
Brasil origem
1 Marrom Guarapuava Sul Parana Sul Centro sul
esverdeado
2 Marrom claro Colonia Vitoria - Sul Parana Sul Centro sul
Guarapuava
3 Marrom escuro Guarapuava Sul Parana Sul Centro sul
4 Marrom Guairaca — Guarapuava Sul Parana Sul Centro sul
5 Marrom Guarapuava Sul Parana Sul Centro sul
6 Marrom Guairaca — Guarapuava Sul Parana Sul Centro sul
7 Marrom Guairaca — Guarapuava Sul Parana Sul Centro sul
avermelhado
8 Marrom Tijuco Preto - Sul Parana Sul Sudeste
esverdeado Prudentdpolis
9 Marrom Prudentépolis Sul Parand Sul Sudeste
esverdeado
10 Marrom Pitanga Sul Parana Sul Centro sul
11 Marrom claro Sdo Seba’s tido - Sul Parana Sul Sudeste
Prudentépolis
12 Marrom Sdo Jodo do R'O (;Iaro B Sul Parana Sul Sudeste
esverdeado Prudentopolis
13 Marrom claro Santa Maria do Oeste Sul Parand Sul Centro sul
14 Marrom claro Inspetor Ca,rval-ho B Sul Parana Sul Sudeste
Prudentépolis
15 Marrom Guarapuava Sul Parana Sul Centro sul
16 Marrom claro Colonia Vitoria - Sul Parana Sul Centro sul
Guarapuava
17 Marrom escuro Criciima -SC Sul Sant_a - -
Catarina
18 Marrom claro Cruz Machado Sul Parana Sul Sudeste
19 Marrom claro Santa Maria do Oeste Sul Parana Sul Centro sul
20 Marrom escuro Cruz Machado Sul Parana Sul Sudeste
21 Marrom Juranda Sul Parana Oeste C_entro
avermelhado ocidental
- . Centro
22 Marrom escuro Quarto Centenario Sul Parana Oeste .
ocidental
- . Centro
23 Marrom escuro Quarto Centenario Sul Parana Oeste .
ocidental
24 Marrom claro Chopinzinho Sul Parana Sul Sudoeste
25 Marrom claro Chopinzinho Sul Parana Sul Sudoeste
26 Marrom Mandirituba Sul Parana Leste Metropolitana

avermelhado

Continua
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Regido

Estado

Amostras Coloracéo Regido coleta do de D|re_gao* Mesorregido**
. . Cardinal
Brasil origem
27 Marrom escuro Altbnia Sul Parana Oeste Noroeste
28 Marrom Serra do mar Sul Parana Leste Metropolitana
avermelhado
29 Marrom Serra do mar Sul Parana Leste Metropolitana
avermelhado
Marrom S .
30 esverdeado Maringa Sul Parana Norte Norte central
31 Marrom Goioeré Sul Parané Oeste C_entro
esverdeado ocidental
32 Marrom Bocailva do Sul Sul Parana Leste Metropolitana
33 Marrom Lapa Sul Parana Leste Metropolitana
avermelhado
34 Marrom Campina Grande Sul Parana Leste Metropolitana
avermelhado
35 Marrom Adriandpolis Sul Parana Leste Metropolitana
36 Marrom Piraquara Sul Parana Leste Metropolitana
37 Marrom Sdo Jodo do Triunfo Sul Parana Sul Sudeste
38 Marrom Bocaiuva do Sul Sul Parana Leste Metropolitana
39 Marrom escuro Sengés/ Rio Verde Sul Parana Leste Centro oriental
40 Marrom Sengés/Rio Verde Sul Parana Leste Centro oriental
41 Marrom Sengés/Rio Verde Sul Parana Leste Centro oriental
amarelado
42 Marrom Adriandpolis Sul Parana Leste Metropolitana
43 Marrom Mandirituba Sul Parana Leste Metropolitana
44 Marrom claro Figueira Sul Parana Norte Norte Pioneiro
45 Marrom Prudentépolis Sul Parana Sul Sudeste
esverdeado
x Séo
SP Verde Sao Paulo Sudeste - -
Paulo
. . Minas
MG Verde Minas Gerais Sudeste Gerais - -
BA Vermelha Bahia Nordeste  Bahia - -

*Pontos de referéncia para localizacdo de regides do Parana.

** Abrangem um aglomerado de regides geogréaficas.
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Figura 2 — Estados brasileiros onde amostras de propolis foram adquiridas, com destaque
para a amostragem realizada no estado do Parana.
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4.2.2. Extracao

As etapas do procedimento de extragdo sdo mostradas no fluxograma da Figura 3 e foram
estabelecidas a partir de trabalhos realizados anteriormente no ambito do nosso grupo de
pesquisa (BURIOL et al., 2009; SCHMIDT et al., 2014). Aproximadamente 1,0 g de cada
amostra de propolis foi extraida com 50 mL de etanol 95% (v/v) em banho ultrassom (Unique,
modelo USC-2800, frequéncia 40 kHz) por 20 minutos a temperatura ambiente. O extrato foi
filtrado a vacuo e o filtrado foi armazenado em freezer por uma noite para a precipitacdo das
ceras. Apos esse periodo realizou-se nova filtracdo e o solvente foi evaporado usando um
evaporador rotativo (Fisatom, modelo 752), resultando no extrato seco (MACHADO et al.,
2018). Os extratos obtidos foram armazenados em geladeira e utilizados para as analises por

CLAE-DAD, atividades antimicrobiana e testes de citotoxidade em células tumorais humanas.
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Figura 3 - Processo para obtencao dos extratos de prépolis.

1 g propolis |
.‘ ! : \ 50 mL de etanol 95% \

e |

‘ Banho ultrasson por 20 min ‘

‘: Filtragdo a vacuo 1

( Resi)ci{; ) | Fﬁﬁado \
" Residuo | Fiado

|' Freezer 12h

{ Filtragdo a vacuo

‘ { Evaporacgdo |

— Extrato seco
X SQIVQI’]tQ J o @

\f Cer;;ﬁ ‘ ’ -;;l;rado

4.2.3. Padrdes quimicos

Os padroes analiticos (acido galico, acido p-cumérico, acido 4-O-cafeoilquinico, acido
clorogénico, é&cido 3,5-di-cafeoilquinico, é&cido 3,4-di-O-cafeoilquinico, galangina e
quercetina) foram adquiridos da Sigma- Aldrich (WGK, Germany). Os padrdes
dihidrokaempferida, kaempferida e artepillin C foram previamente isolados a partir de extrato
do extrato oleoso de prépolis marrom. Esse extrato (EOP) foi separado por cromatografia em
Sephadex LH-20 com metanol obtendo-se seis fracoes. A fragdo 4 (OLSx4) foi escolhida para
posterior purificacdo dos padrées citados acima (FINGER et al., 2013). As solucdes estoque de
todos os padrGes em 1000 pg/mL foram feitas separadamente em metanol de grau
cromatografico. Aliquotas foram retiradas a partir de solugdes estoque para preparar uma
mistura dos nove padrdes na concentracdo final de 100 pug/mL. Esta mistura de padrdes foi

utilizada para o desenvolvimento e validacdo do procedimento analitico.

4.2.4. Equipamento e condicBes de anélise

As analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram realizadas em um
sistema Waters 600, equipado com detector UV por arranjo de diodos (DAD) (Waters, modelo
2696), utilizando uma coluna Cig de fase reversa preparativa (XTerra®, 4,6 x 250 mm, S5um)
mantida a temperatura de 30° C. A fase mdvel composta por acetonitrila (A) grau
cromatografico e acido formico a 0,1% (v/v) em agua (D) foi previamente desgaseificada e
filtrada. A eluigéo foi realizada com gradiente linear entre 10 e 100% de acetonitrila e acido

formico aquoso (1%, v/v) durante 30 min e com fluxo de 0,8 mL/min, com injecdo manual de
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um volume de 5,0 pL. A condigdo de eluicdo inicial foi estabelecida através de um gradiente
linear reverso até 36 min e em seguida mantida por 9 minutos, totalizando 45 min para a corrida

cromatografica. A deteccéo foi realizada em um detector de arranjo de diodos de 220 e 400 nm.
4.2.3. Estudo de Validacao

A validacdo do método de CLAE-DAD para a determina¢do de compostos bioativos em
propolis foi realizada utilizando os seguintes parametros de validacgdo: seletividade, linearidade,
limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), precisdo (repetitividade e precisdo
intermediaria) e exatiddo, de acordo com as diretrizes internacionais e nacionais (AOAC, 2012,
ICH, 1996; INMETRO, 2011).

4.2.4. Avaliacdo da Seletividade

Para a andlise da seletividade do método foi injetada a solucdo de mistura dos padrdes (40
pg/mL), de uma solugédo estoque de 1000 pg/mL, e o extrato da amostra 14 - Sudeste/PR (20
mg/mL). A seletividade foi avaliada por comparacdo dos tempos de retencdo da solugéo do
padrdo e da amostra, bem como, por comparagdo com os espectros de UV-DAD do padrao e da
amostra. Durante a aplicacdo do método a seletividade foi sempre verificada em cada amostra

analisada.
4.2.5. Avaliacdo da Linearidade

A linearidade da metodologia cromatogréafica foi avaliada a partir da curva analitica obtida
por calibracdo de padronizacéo externa na faixa de concentragdes de 5,0; 10; 20; 40; 60; 80 e
100 pg/mL em sete niveis de concentracdo. Para o preparo dessas solucdes padrbes foram
retiradas aliquotas de uma solucdo estoque de 100 pg/mL. A analise de regressdo linear e o
teste de falta de ajuste no nivel de confianca de 99% foram aplicados aos dados de calibracédo
usando o software estatistico Minitab verséo 16.2.2. Intervalos de confianca e de predi¢do foram
construidas no mesmo nivel de confianga (ARAUJO, 2009).

4.2.6. Determinacdo dos Limites de Deteccdo (LD) e de Quantificacdo (LQ)

Os valores de LD e de LQ foram obtidos utilizando-se os dados da equacédo da curva de
calibracdo. Para tal foi construida uma curva analitica especifica na faixa de concentracéo de
5,0 a 40 pg/mL. A determinacdo dos respectivos limites foi realizada a partir do desvio padrao
do intercepto (s) e da inclinacdo da curva de calibragdo (b) através das equacdes 1 e 2 (ICH
1996; ARAUJO, 2009 e RIBANI et al., 2007):
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Equacéo 1: LD =3.s/b
Equacéo 2: LQ =10.s/b
4.2.7. Avaliacéo da Preciséo

A precisdo do método de CLAE-DAD foi avaliada pelo estudo de repetitividade e de
precisdo intermediaria e pelo calculo do valor Horrat (AOAC, 2012; INMETRO, 2011). As
estimativas da repetitividade e da precisdo intermediaria foram obtidas pela preparacdo da
solucédo da amostra de propolis 14 (Sudeste/PR) onde cerca de 20 mg do extrato etandlico seco
foi pesado e adicionou-se 500 pL da mistura da solucao padrdo a 80 pg/mL. Para estimativa da
precisdo intermediaria, a amostra 14 foi injetada em triplicata por trés dias, e também por
diferentes analistas. A estimativa da repetitividade foi realizada a partir da injecdo da amostra
14, em triplicata, em dois periodos durante o mesmo dia. Os resultados obtidos foram utilizados
para calcular os desvios-padrdo relativos (RSD%) para a precisdo intermedidria e a
repetitividade. Valores Horrat foram obtidos através da equacdo: Horrat = RSDri/PRSDr, em
que RSDri é o desvio padréo relativo, e PRSDr € o desvio padrdo relativo predito, utilizando os
resultados de uma analise de variancia (ANOVA) caracteristica do planejamento hierarquico
no nivel de 95% de confiangca (AOAC, 2012).

4.2.8. Avaliacdo da Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada por meio do estudo de recuperacgéo por adicdo de padréo.
Para tal, o extrato da amostra 14 foi fortificado com concentragcdes conhecidas da mistura da
solugéo estoque para uma concentracao final de 10 pg/mL, 40,0 pg/mL e 60 pg/mL. A exatiddo
foi expressa como porcentagem de recuperacdo (%), que foi calculada pela equacao:
Recuperagdo (%) = 100 x [(Cs)/ (Cu + Ca)], onde Ct = concentracdo do analito na amostra
fortificada, Cy = concentragdo do analito na amostra ndo fortificada, e Ca = concentracdo de
analito adicionado a amostra (AOAC, 2012).

4.2.9. Quantificacdo simultanea de compostos bioativos em amostras de prépolis

Ap0s a validacdo do método analitico desenvolvido por CLAE-DAD, todas as amostras de
extratos de propolis, citadas na se¢do 4.2.3. foram analisadas. Para a analise, os extratos
etanolicos (20 mg) de todas as amostras de propolis foram dissolvidos em 1 mL de metanol.
Cada amostra foi filtrada através de uma membrana de PTFE de 0,22 um (Simplepure) e entdo

5,0 pL da solugdo foi injetada. Dados cromatograficos foram adquiridos em modo 3D para
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tornar possivel a aquisicdo de dados de UV para cada pico cromatografico e para garantir a
seletividade do método analitico. Além disso, para melhor sensibilidade na quantificagdo de
cada analito, os cromatogramas foram extraidos no comprimento de onda 6timo para cada
analito: &cido galico (275 nm), acido p-cumarico (315 nm), acido 4-O-cafeoilquinico (330 nm),
acido clorogénico (330 nm), &cido 3,5-di-cafeoilquinico (330 nm), &cido 3,4-di-O-
cafeoilquinico (330 nm), galangina (268 nm), quercetina (370 nm) e dihidrokaempferida (292
nm). A quantidade de cada composto foi expressa como mg de cada padrdo equivalente/g do
extrato seco. Apenas para kaempferida e artepillin C seus valores foram expressos como mg de

galangina e acido p-cumarico equivalente/g de extrato seco, respectivamente.

4.2.10. Determinacdo das quantidades totais de acidos cafeoilquinicos, fenilpropanoides,

derivados do acido benzoico, flavonois e dihidroflavonois em propolis

Através da técnica CLAE-DAD foi possivel a obtencéo de espectogramas em 3D para cada
amostra de prépolis. Para a quantificacdo com a maior sensibilidade possivel, os cromatogramas
foram extraidos e integrados no comprimento de onda 6timo (Amax) de cada padréo analitico

utilizado, descrito na Tabela 2.

Tabela 2 - Relacdo dos compostos bioativos utilizados como referéncia para a quantificacéo

dos teores totais de produtos naturais agrupados por classes quimicas.

Compostos Comprimento de onda Amax Classe quimica
Acido galico 275 nm Derivado do &cido benzoico
Acido clorogénico 330 nm Acido cafeoilquinico
Acido p-cumarico 315 nm Fenilpropanoide (derivado do acido
p- CUMArico)
Galangina 370 nm Flavonol
Dihidrokaempferida 292 nm Dihidroflavonol

Nos extratos de propolis a identificagdo de componentes pertencentes as classes de
compostos bioativos, acima pontualizados (Tabela 2) foi realizada por comparacdo dos perfis
dos espectros UV de cada pico cromatografico com os de padrdes auténticos. Apds
identificados os picos cromatograficos pertencentes as classes em analise, foram determinados
de maneira simultanea os niveis totais de cada classe de compostos bioativos nos extratos de
propolis através da calibracdo externa. Os teores totais de cada classe de compostos organicos

foram determinados através da curva de calibragdo (seccao 4.2.5).
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4.3. Avaliacao da atividade antimicrobiana dos extratos de prépolis

A atividade antimicrobiana dos extratos de propolis foi avaliada pelo método microdiluicéo,
conforme descrito pelo Clinical and Laboratory Standards Institute [CLSI, 2012]. A atividade
antimicrobiana de cada extrato foi avaliada frente as cepas padrGes obtidas do
INCQS/FIOCRUZ (National Institute of Quality Control in Health, Brazil). Foi avaliada a
atividade antibacteriana contra as bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus (ATCC
6538) e Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e as bactérias gram-negativas Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 25853) e Escherichia coli (ATCC 8739). Os ensaios foram conduzidos no

Laboratdrio de Microbiologia e Imunologia da Universidade Federal do Para, Belém, Para.

As bactérias foram previamente semeadas em placas de Petri contendo meio especifico para
cada bactéria. Em seguida, todas as placas foram incubadas a 35°C por 24 horas em estufa para
preparacdo dos indculos. Para isso, foram selecionadas de 3 a 4 colénias dessas bactérias em
crescimento exponencial e transferidas para tubo estéril contendo 1 mL de caldo Muller Hinton
(Merck, Germany), a turbidez do meio foi ajustada a escala de 0,5 de McFarland
(aproximadamente 1x108 UFC/mL) e ent3o diluidas até 1x103 UFC/mL, conforme descrito pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute [CLSI, 2012].

A Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) é definida como a menor concentragdo de extrato
sem crescimento visivel do micro-organismo no ensaio colorimétrico de resazurina. Para o teste
de microdiluigdo, 100 puLL de cada concentracdo dos extratos foi adicionado em pocos das
microplacas juntamente com 100 pL de inoculo (1x10* UFC/mL). Apo6s a incubacdo da placa
por 24 horas a 35°C, 15 pL de resazurin (1 pg/mL) foi adicionada a pogo. A resazurina sera
metabolicamente reduzida por células ativas, com isso, a identificacdo de uma cor plrpura-rosa
é considerada um indicativo de crescimento bacteriano. Para a obtencdo da Concentracdo
Bactericida Minima (CBM), 10 pL de cada pogo foi semeado em placas de petri contendo Agar
Muller Hinton (Merck, Germany), em seguida incubado por 24 horas a 37°C para posterior
leitura das Unidades Formadoras de Colbnias (UFC). A CBM ¢ definida como a menor
concentracdo do extrato que resulta numa contagem de col6nias inferior a trés col6nias por mL
(99,9% de morte) ou nenhum crescimento bacteriano, como descrito por de QUADROS et al.,
2011. Cada teste foi realizado em triplicata. O controle negativo consistiu em 100 pL do in6culo
bacteriano e 100 pL. de DMSO. Cloranfenicol (50 pg/mL) e gentamicina (10 pg/mL) foram
usados como controles positivo para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,

respectivamente.
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4.4 Andlise estatistica

A Anélise de Componentes Principais (PCA) foi realizada considerando apenas as amostras
de propolis do Estado do Parand e os niveis de compostos bioativos, juntamente com as
atividades antimicrobiana e citotoxica observadas como variaveis. Apenas a amostra 28 néo foi
considerada por ser uma amostra atipica. Os apicultores nos informaram que esta amostra foi
coletada de uma colméia que havia sido deixada pelas abelhas havia alguns meses. Os dados
foram expressos como o valor médio de duas replicatas e para computar a PCA foram centrados
na media e escalonados. Dados de atividade citotoxica dos extratos foram adquiridos durante
trabalhos anteriores (Finger, 2014) e foram incluidos na analise multivariada junto com o0s
resultados do presente estudo.

Os pesos das oito primeiras components principais, que juntas explicaram mais de 90% da
variabilidade do conjunto de dados, foram utilizados com variaveis independentes para realizar
uma analise linear discriminante (LDA). As amostras de propolis foram reunidas por grupos de
acordo com sua origem dentro do estado do Parana. Assim foram considerados quatro grupos
de amostras segundo as prépolis originarias do Norte, Sul, Leste ou Oeste do estado do Parana.
Para computar as funcdes discriminantes foram incluidas 39 amostras de prépolis no modelo.
As amostras 2 e 4 (sul do Parana), 29 (leste do Parana) e 27 (oeste do Parand) foram as amostras
escolhidas para testar o poder de predicdo do modelo e por tanto ndo foram usadas para o

computo da fungéo discriminante.

Como a amostragem realizada contempla um nimero muito maior de amostras do Centro
Oeste e Centro Sul e poucas amostras das regides norte e oeste, para fins de classificacdo das
amostras de acordo a sua origem, a probabilidade “priori” foi escolhida. Essa fungdo compensa

o fato de que as diferentes origens néo estdo igualmente representadas no modelo.
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4.5. Anélise qualitativa e comparativa de extratos apolares por CG-EM
4.5.1. Reagentes

As extracdes foram realizadas em éter dietilico (Tedia, EUA). BSTFA (N, O-bis
(trimetilsilil) trifluoroacetamida) e C10-Cso n-alcanos foram adquiridos a partir de Supelco
(North Harrison, USA).

4.5.2. Propolis e extratos

As amostras de prépolis que foram usadas para realizar os estudos por CG-EM estédo
relacionadas na Tabela 1, as propolis de Sdo Paulo, Bahia e Minas Gerais ndo foram inclusa

neste estudo. Na Tabela 3 temos a porcentagem média da extracdo da prépolis com éter.

Tabela 3 - Amostras de propolis analisadas por CG-EM, origem geografica e porcentagem

média da extracdo da prépolis bruta com o solvente éter.

Amostras de prépolis Localizacdo geogréfica | Porcentagem média da

extracdo da propolis

com éter. (%m/m)
1-7,10, 13, 15, 16, 19 Centro Sul/PR 19,05%
8,9, 11,12, 14,18, 20, 37 Sudeste/PR 33,12%
21, 22,23, 31, 39,40, 41 Centro Ocidental/PR 27,89%
24, 25 Sudoeste/PR 21,68%
26, 28, 29, 32-36, 38, 42, 43 Metropolitana/PR 31,62%
30 Norte Central/PR 33,63%
44 Norte Pioneiro/PR 14,55%
17 Santa Catarina/SC 18,13%

As amostras de propolis in natura foram conservadas em freezer até 0 momento de sua
extragdo. Aproximadamente 1,0 g de cada amostra foi triturada em almofariz com pistilo e
extraidas exaustivamente por maceracao em éter grau cromatografico (Merck) com trés porcdes
de 5 mL de solvente por 10 minutos, sobre agitacdo em banho Ultra-Sénico (Unique, modelo
USC-2800, frequéncia 40KHz) sem aquecimento. As solugbes foram filtradas a vacuo
(Prismatec) com papel qualitativo (Macherey-Nagel) (Figura 4). Os extratos éteres de propolis
(EEP) obtidos foram transferidos para frascos de vidro e armazenados na geladeira (Tabela 3).
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Figura 4 — Esquema de obtencédo do extrato apolar de propolis.
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Os extratos apolares de prépolis foram derivatizados por adi¢do de 50 uL de BSTFA em
cerca de 10 mg do extrato seco e a mistura foi aquecida durante uma hora a 60 °C e depois
diluiu-se com 1 mL de éter dietilico e injetou-se no CG-EM (ISIDOROV, SZCZEPANIAK e
BAKIER, 2014) (Figura 5).

Figura 5 — Esquema da obtenc&o das amostras derivatizadas.
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4.5.3 Analises CG-EM

As andlises por CG-EM dos extratos dietilicos de propolis foram feitas em um aparelho da
marca AGILENT, modelo 7890A GCSystem, com detector de massas MS, modelo 5975C. A
solucéo derivatizada foi diluida em 1 mL de éter dietilico, transferida para frascos de vidro e
lacrada. A temperatura do injetor foi de 220 °C. Operando no modo splitless, 1 pL das amostras
foi injetado no cromatografo gasoso, equipado com uma coluna capilar (5% fenil- 95%
dimetilpolisiloxano) da marca Agilent 19091S-433 (temperatura maxima de trabalho: 325 °C);
com 30 m de comprimento, 250 um de diametro interno e espessura do filme 0,25 pum. As
temperaturas da fonte e do quadrupolo do EM foram de 230 °C e 150 °C, respectivamente. Foi
empregado o hélio (He) como gés de arraste com vazédo de 0,7 mL/min. A coluna foi mantida
a 80 °C por um minuto e entdo aquecida até 300 °C com incrementos de 5 °C/min, temperatura
na qual foi mantida por 10 minutos. O espectrémetro de massas foi programado para detec¢éo
de 40 a 700 unidades de massa atdbmica, por ionizacdo por elétrons (70 eV). A identificacdo dos
constituintes da prépolis foi feita por comparacdo dos espectros de massas obtidos para cada
pico cromatografico com aqueles disponiveis nas bibliotecas de espectros do equipamento
(NIST e Demo). Foram considerados apenas 0s picos cromatograficos com porcentagens
relativas > 0,10%. Nas mesmas condicdes citadas anteriormente o padrdo de n-alcanos C10-Cao
foi injetado para o calculo do indice de retencdo através da seguinte equagéo:

IRL = 100 * tnti——lt_"m +n
IRL - indice de retencao linear;
t ¢ - tempo de retencdo do composto de interesse;
tn - tempo de retencdo do hidrocarboneto anterior;
t n+1 - tempo de retencdo do hidrocarboneto posterior;
n - numero de carbonos do hidrocarboneto anterior (VIEGAS e BASSOLLI, 2007).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Estudo de Validacdo de um método analitico de CLAE-DAD para a determinagdo

simultanea de compostos bioativos em propolis

No presente estudo dez compostos bioativos foram simultaneamente determinados por
CLAE-DAD em 48 amostras de propolis brasileira. A fim de avaliar a conformidade da
metodologia analitica, um estudo de validacdo foi realizado de acordo com normativas de
agéncias internacionais e nacionais de controle de qualidade (AOAC 2012; ICH 1996;
INMETRO 2011). Foram adotados como parametros de validacdo: seletividade, linearidade,
limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), precisao e exatidao.

5.1.1. Seletividade

Em primeiro lugar, a seletividade do método foi determinada por meio da comparacao dos
tempos de retencdo dos analitos na solucdo padrdo e nas amostras de propolis. Em segundo
lugar, a seletividade do método de determinacdo de compostos bioativos por CLAE-DAD foi
confirmada pelo perfil similar dos espectros UV-DAD para cada substancia analisada na

solugdo-padréo e em amostras de propolis (ANEXO 1).

Na Figura 6-A é observado o cromatograma detectado em 292 nm da mistura dos padroes
com seus respectivos tempos de retencao (1) acido galico (4,6 min), (2) acido clorogénico (9,9
min), (3) acido 4-O-cafeoilquinico (10,2 min), (4) acido p-cumarico (13,3 min), (5) &cido 3,5-
di- cafeoilquinico (14,0 min), (6) acido 3,4 -di-O-cafeoilquinico (14,3 min), (7) quercetina (17,1
min), (8) dihidrokaempferida (19,2 min) e (9) galangina (23,0 min). A resolucdo dos picos
cromatograficos foi considerada adequada para a determinagdo dos nove padrdes utilizados.

A modo de exemplo, na Figura 6-B observa-se o cromatograma em 292 nm da amostra de
propolis 14. A comparacdo dos tempos de retencdo dos padrées no cromatograma de propolis
(Figura 6-B) mostrou que estes apresentam tempos de retencdo muito similares ao observado
no cromatograma dos padrdes (Figura 6-A). Para verificar a seletividade foram analisados os
perfis dos espectros UV-DAD dos padrées na solucéo padréo e dos picos atribuidos aos mesmos
na amostra de propolis. A similaridade dos perfis dos espectros UV-DAD dos padrfes na
solucdo padrdo e na amostra (ANEXO 1) indica que os picos cromatograficos apresentam
resolucdo adequada, o que confirma que € possivel a determinacdo simultdnea desses

compostos em extratos de propolis. Com a obtencéo destes resultados foi considerado que o
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método cromatogréfico proposto apresenta seletividade adequada para a analise dos compostos
bioativos selecionados em amostras de propolis. No ANEXO 2, podem ser verificados os
cromatogramas da amostra 14 detectados em diferentes comprimentos de onda, e respectivos

espectros UV dos compostos estudados.

Figura 6 - Cromatogramas de uma solucdo MIX de padrées (40 pL/mL) (A) e da amostra 14
(20 mg/mL) (B). (1) &cido gélico, (2) acido 4-O-cafeoilquinico, (3) &cido clorogénico, (4) &cido
p-cumarico, (5) &cido 3,5-di-cafeoilquinico, (6) acido 3,4 -di-O-cafeoilquinico, (7) quercetina,
(8) dihidrokaempferida e (9) galangina obtidos por CLAE-DAD.
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5.1.2. Linearidade

O estudo de linearidade tem a finalidade de avaliar a capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia que se esta investigando,
dentro de uma determinada faixa de concentracdo (RIBANI et al., 2007; ANVISA, 2003). A
faixa de concentracdo utilizada para esse estudo foi de 5,0 a 100 pg/mL. Através dessa curva
de calibragdo com as solugdes do mix de padrdes foi avaliada a linearidade do metodo de
CLAE-DAD. Para cada padrdo foi construida uma curva analitica (altura vs concentracao)

utilizando o método do padréo externo. Ademais de investigar a relacdo entre a altura do pico
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e a concentragdo de cada analito, a &rea do pico cromatografico como resposta analitica também
foi avaliada. No entanto, resultados mais precisos e exatos foram encontrados apartir da altura
do pico cromatografico, fato que pode ser explicado pela complexidade dos extratos de propolis

que levou a resolucdes inferiores a resolucédo de linha de base para alguns componentes.

Na Figura 7 observamos a representacdo da reta da regresséo linear, intervalos de confianca
(IC) e intervalos de predicéo (IP) a 95% de confianca para a curva de calibragdo do acido p-
cumarico obtido pelo método de CLAE-DAD investigado. As demais curvas analiticas
encontram-se em anexo (ANEXO 3).

Figura 7 - Reta da regressdo linear, intervalos de confianca (IC) e intervalos de predicéo (IP) a
99% de confianca para a curva de calibracéo do acido p-cumaérico obtida pelo método de CLAE-
DAD.
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Os dados do experimento de calibracdo de altura dos picos cromatograficos e sua
concentracdo foram ajustados por meio da aplicacdo da técnica de regressao linear no nivel de
99% de confianca (p < 0,01). Foi realizado um teste de falta de ajuste (Fssj) para verificar se o
modelo linear era apropriado (Tabela 4). Os resultados indicam que 0 modelo linear é adequado
para estabelecer a relacdo entre a altura dos picos cromatograficos do mix de padrfes e sua
concentracdo. Os valores de Fr,j variaram entre (0,44-4,78), e foram menores que o maior valor

de Feritico (0.01; 2, 7) (9,55), indicando que os modelos lineares gerados ndo tiveram falta de ajuste
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no nivel de 99% de confianca (p > 0,01). Este fato também é ressaltado pelo valor do Fregressao
altamente significativo e o valor de p (p = 0,000), observado no mesmo nivel de confianca
(Tabela 4). Valores de Fregressao Variaram de 21.236,27 a 3381,82 e foram muito maiores do que
o valor de Feritico, (Feritico 0.01; 1, 9) = 10,6). Além disso, os coeficientes de determinagéo (R?) para
todos os analitos variaram entre 99,6 - 99,9%, sugerindo uma relacdo linear entre os dados
cromatograficos e concentragdo do analito (ANVISA, 2003; INMETRO, 2011).
Adicionalmente, os residuos foram distribuidos de forma homogénea e, consequentemente, ndo
influenciaram a variacdo observada entre os resultados. Assim, pode concluir-se que as curvas
de calibracdo por padréo externo para todos os analitos foram lineares na faixa de concentragoes
estudada, ndo houve evidéncia de falta-de-ajuste e, consequentemente, 0s modelos de regresséo

linear foram adequados para a determinacdo de todos os analitos.

Tabela 4 - Tempo de retencdo, comprimento de onda de absor¢cdo maxima no UV-DAD e
analise de regressdo linear a 99% de confianca para cada analito.

Amax A x Linearidade
Compostos tr (Min) (nm) Parametros Regressdo Regressdo Falta de ajuste
P R (UV- Equacéo Rz Fomenaio  Valor Fraj Valor
DAD) (Faixa Linear) (Feritico) dep (Feritico) dep
Acido galico y = 3973x +3749 on  21236,27 0,54
4,6 275 (5-80 pg/mL) 99,9% (9.33) 0,000 (6.55) 0,663
Acido
. y =2771x — 4694 on 459522 2,89
clorogénico 9,9 330 (5-100 pg/mL) 99,6% (8,10) 0,000 (4.56) 0,054
Acido 4-O-
A y = 1936x — 4608 0 6246,10 2,80
cafeoilquinico 10,2 330 (5-100 pg/mL) 99,7% (8,68) 0,000 (5.99) 0,079
Acido p-
.- y = 8501x — 4289 0 6415,07 2,79
cumarico 13,3 315 (5-100 pg/mL) 99,8% (9.33) 0,000 (6.55) 0,086
Acido 3,5-di- _
cafeoilquinico 140 330 Y Eszggiz /‘m8L0)11 99,7% 3(3180132 0,000 (g’;g) 0,049
Acido 3,4-di-O- y = 2156x — 4463 o, 446510 3,22
cafeoilquinico 14,3 330 (5-100 pg/mL) 99,7% (9,33) 0,000 (7,01) 0,075
. y = 5298x- 2915 8517,96 1,33
Quercetina 17,1 370 (5-80 pg/mL) 99,0% (8.,68) 0,000 (5.99) 0,332
- = 16736x
Dihidrokaempfer 1, 29 Y L4807 o090 1469105 o o00 044 o
ida (5-80 pig/mL) (10,6) (9,78)
. y =4133x + 913 o. 10502,96 1,45
Galangina 23,0 268 (5-80 pg/mL) 99,9% (8,68) 0,000 (6.,55) 0,267

52



5.1.3. Exatidao, Limites de Deteccéo (LD) e de Quantificacéo (LQ)

Para avaliar se 0 método proposto permitiria a determinacdo de compostos bioativos
presentes em amostras de propolis em baixas concentracGes, os limites de deteccdo e
quantificacdo foram calculados. O limite de deteccdo (LD) representa a menor concentracao do
analito que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada. O limite de quantificacdo
(LQ) é a concentracdo minima do analito que o equipamento pode quantificar com precisédo e
exatidao, utilizando um determinado procedimento experimental (ANVISA, 2003; RIBANI et
al., 2007).

Os limites de deteccdo variaram entre 0,74 - 3,02 pg/mL e limites de quantificacdo entre
2,48 - 10,07 pg/mL (Tabela 5). Estes valores indicam que o método CLAE- UV permite a
deteccdo e quantificacdo de compostos bioativos presentes em niveis de partes por milhdo em
amostras de propolis. Em outros estudos para determinar &cidos fenolicos e flavonoides na
prépolis, os valores de LD e LQ variaram entre 0,01 e 0,02 mg/mL e entre 0,03 e 0,08 mg/mL,
respectivamente (FALCAO et al., 2013). Por outro lado, PELLATI et al. (2011) encontraram
os valores de LD e LQ para o acido p-cumarico de 1,64 pg/mL e 2,74 pg/mL, para quercetina
de 3,20 pg/mL e 5,34 pg/mL e para galangina de 4,54 pg/mL e 7,58 pug/mL, respectivamente.
TADDEQO et al. (2016) compararam diferentes métodos de extracdo de compostos prenilados e
fenilpropanoides de propolis de origem lItaliana, e através da técnica de CLAE-DAD foi
possivel quantificar seis compostos presentes nesta prépolis (acido ferulico, &cido boropinico,
acido 4 -geraniloxiferulico, umbelliferona, 7-isopenteniloxicumarina e auraptena). Esses
compostos tiveram seus limites de quantificacdo definidos através das normativas da 1.C.H.

2005, e apresentaram valores de LD 0,3 pg/mL e LQ 0,5 pg/mL.

A precisdo do método foi avaliada nos niveis de repetitividade (r) e precisdo intermediaria
(PI). As estimativas de precisdo foram obtidas pelos desvios padroes relativos (RSD%) das
alturas dos picos cromatograficos obtidos através de injecfes em triplicada da solugdo-padrao
durante um dia para a repetitividade e durante trés dias consecutivos e diferentes analistas para
precisdo intermediaria (Tabela 5). Para os testes de repetitividade, o desvio padréo variou de
1,04% a 11,76%. O composto acido 3,5-di-cafeoilquinico apresentou o maior valor de RSD,
igual a 11,76% para a estimativa de repetitividade. Isto pode ser devido a baixa resolucdo do
seu pico cromatogréafico (Figura 6). Para a precisdo intermediaria (diferentes dias e analistas)
os valores de RSD variaram de 1,76 - 13,36% e del,17 - 14,56%, respectivamente. A literatura
reporta que os valores de RSD aceitaveis devem ser inferiores a 15% (ANVISA, 2003; AOAC,
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2012). As estimativas de RSD (%) para a repetitividade foram consideradas apropriadas
(Tabela 5), visto que os valores foram menores que os maximos estipulados pela AOAC
(2012). TADDEO et al. (2016) apresentaram calculos de precisdo intermediaria para seis
compostos (&cido ferulico, acido boropinico, acido 4 -geraniloxiferulico, umbelliferona, 7-
isopenteniloxicumarina e auraptena) presentes em amostras de propolis Italiana. Os valores de
RSD % variaram de 1,50 - 7,10%.

Adicionalmente, valores Horrat foram calculados. Esses valores sd&o um parametro
adequado para avaliar a aceitabilidade da precisdo de um método (INMETRO, 2011; AOAC,
2012). Consequentemente, foi avaliada a adequabilidade da precisdo intermediaria (PI) por
meio dos valores Horrat obtidos pela equagdo: Horrat = RSD;i/PRSDy, onde RSDyi € 0 desvio
padréo relativo para analises em diferentes dias e PRSDy é 0 desvio padréo relativo predito. A
precisdo intermediaria de um método analitico pode ser considerada satisfatoria se os valores
de Horrat sdo inferiores ou iguais a 2,00 (INMETRO, 2011; AOAC, 2012). A maioria dos
valores Horrat foram inferiores a 2,00 (Tabela 5). As exce¢des foram os valores obtidos para
o0 acido 3,5-di-cafeoilquinico (2,25) e galangina (2,08) que foram ligeiramente superiores ao
valor do limite aceitavel. Isso foi visto principalmente quando havia mudanca do analista. Dada
a complexidade quimica dos extratos de propolis, os valores de RSD% obtidos tanto para a
repetitividade quanto para a precisdo intermediaria foram considerados adequados para o

proposito de determinagdo simultadnea de compostos bioativos em propolis.
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Tabela 5 - Resultados do estudo de precisdo (repetitividade e precisdo intermediaria) e valor
Horrat para o método de CLAE-DAD.

Precisao

Exatidéo

Precisdo Intermediaria

Compostos 30 (9
LD Lo ; (RSD%) Recuperacéo (%)
0,
(hg/mL)  (hg/mL)  RSD% Tempo Analista I—\i/ oarlt?;t 10 pg/mL 40 pg/mL 60 pg/mL
Acido galico 114 382 1,89 176 4,19 Ao 63,61+0,47 91,88 + 1,00 97,70+1,16
Acido clorogénico 113 373 250 9,78 14,16 ;%gz 901,79+267 116,67 +4,35 114,70+3,15
Acido 4-O- 074 248 154 8,22 11,16 T0.95 92,08+055  119,32+245 115,04+1,69
cafeoilquinico A 1,26
Acido p-cumérico 135 451 1,04 8,35 251 ;égg 84,3042,73 88,55 + 1,30 90,09+1,45
Acido 3,5-di- 137 456 11,76 13,36 14,56 2,00 87,48+1,74 93,10 £ 2,07 88,81+0,54
cafeoilquinico A 225
Acido 3,4-di-O- 3,02 1007 281 3,80 1,60 Tor 11650:2,91 138,77 + 1,40 173,8615,31
cafeoilquinico A 0,30
Quercetina 0.76 253 2,09 2,07 1,40 ; 8 fg 77,349,688 119,52 + 6,78 116,48+4,59
Dihidrokaempferida 1,16 386 1,18 181 117 ;8% 99724202 101,58+ 114 104,74+2,84
Galangina 134 447 1,83 4,26 117 ;%g 99,240,49 1069+ 0,72 99,21+2,43

LD limite de detecgéo; LQ limite de quantificacdo; r repetitividade, Valores Horrat, T- Tempo e A- Analista.

A exatiddo do método foi avaliada por meio da realizacdo dos testes de recuperacdo por

adicdo de padrdo no extrato de prépolis (amostra 14) da mistura de padrdes com concentracdes

de 10, 40 e 60 pg/mL (Tabela 5). A adicdo de padrdo na amostra foi preparada e analisada em

triplicata. As concentrac@es foram determinadas pelo método CLAE-DAD. As porcentagens de

recuperacgdes variaram entre 91,9 e 119,5%. A excecao foi o acido 3,4-di-O-cafeoilquinico com

138,77% de recuperacéo, fora do intervalo 70-125% proposto na literatura (STOCKL et al.,

2009) provavelmente devido a baixa resolucdo cromatogréafica (Figura 6). Portanto, 0 método

de CLAE-DAD mostrou exatiddo adequada para a determinagdo simultanea de flavonoides

(quercetina, dihidrokaempferida e galangina) e é&cidos fendlicos (acido galico, &cido

clorogénico, acido 4-O-cafeoilquinico, acido p-cumarico, acido 3,5-di-cafeoilquinico, acido

3,4-di-O-cafeoilquinico) em amostras de propolis.
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5.1.4. Aplicagéo do método desenvolvido para a analise simultanea de compostos bioativos em
amostras de propolis brasileiras

Apos a realizacdo do estudo de validagdo do método CLAE-DAD para determinacdo de
compostos bioativos na prépolis, 0 método foi aplicado para a quantificacdo simultanea de sete
acidos fenolicos e trés flavonoides, compostos bioativos normalmente encontrados em amostras
de propolis. As 44 amostras de prdpolis do Parand foram analisadas e os resultados foram
expressos demonstrando o valor minimo e o valor maximo encontrado para cada composto
analisado nas amostras de propolis reunidas por mesorregides do Estado do Parana. Para
aquelas mesorregides do Estado do Parana onde apenas uma amostra de propolis foi analisada,
os teores dos compostos analisados foram reportados como valores médios e seus respectivos
desvio-padrdo. Da mesma forma procedeu-se para os compostos analisados nas quatro amostras
provenientes de outras regides do Brasil (Tabela 6).

56



Tabela 6 - Teores individuais de compostos bioativos em mg/g de extrato seco de propolis brasileira.

Regides * Acido gélico Acido Acido 4-0O- Acido p- Acido 3,5-Di- Acido 3,4-Di-O- Quercetina Dihidrokaempferida kaempferida Artepillin C
clorogénico cafeoilquinico cumarico cafeoilquinico cafeoilquinico
Prépolis do estado do Parana
Centro sul/PR nd - 0,624 nd -1,296 nd - 2,167 nd - 6,613 nd - 4,387 nd - 4,788 nd - 0,688 nd - 0,688 0,557 - 19,776 nd - 2,923
Sudeste/PR 0,223-0,612 nd - 1,083 nd - 1,529 <LQ - 10,709 <LQ-5777 <LQ-7,798 <LQ-0,325 nd - 1,173 0,491 - 47,788 <LQ-5,233
Centro ocidental/PR <LQ-0,286 nd-7,117 nd - 2,355 <LQ-7,334 0,342 - 11,770 0,328 - 13,186 nd - <LOQ <LQ-1,805 0,709 - 28,122 <LQ-7,0918
Sudoeste/PR 0,376 - 0,428 0,414 - 1,412 0,522 - 1,683 nd-<LQ 3,466 - 3,855 4,304 - 5,063 <LQ-0,190 0,300 - 0,671 8,580 - 9,394 <LQ
Metropolitana/PR nd - 0,330 nd - 0,895 nd - 1,799 nd - 2,298 nd - 3,081 <LQ-1,674 nd - 0,694 nd-<LQ nd - 16,698 nd - 2,336
Centro oriental/PR 0,209 - 0,275 <LQ-1,290 <LQ-1,176 0,583 - 13,109 0,415 - 6,490 nd -7,499 nd < LQ 0,564 - 2,639 0,312 - 19,406 nd - 6,876
Noroeste/PR <LQ 0,206 + 0,015 0,345+ 0,030 0,516 + 0,007 0,621 + 0,006 1,023 +0,108 <LQ 0,104 + 0,008 1,300 + 0,022 <LQ
Norte central/PR 0,255 + 0,001 7,117 £0,913 2,772 £ 0,089 nd 22,118+0,384 35,065 + 0,190 nd 1,376 + 0,076 9,135 + 0,430 <LQ
Norte Pioneiro/PR <LQ 0,000 1,941 + 0,003 1,075+ 0,008 7,505 + 0,095 12,849+0,170 21,438 £0,021 nd 2,166 + 0,007 12,081 + 0,010 1,217 +0,181
Prépolis de outros estados do Brasil
Santa Catarina 1,136 + 0,011 <LQ <LQ 2,478 £ 0,074 2,327 +£0,071 1,923 +0,077 <LQ nd 14,325 + 1,008 1,776 £ 0,120
S&o Paulo <LQ <LQ 0,810 + 0,032 14,279 + 0,251 6,585 + 0,021 8,261 + 0,003 nd 1,207 + 0,726 14,401 + 0,373 10,442 + 0,175
Minas Gerais nd nd nd 14,418 + 0,611 3,165+ 0,028 2,964 £ 0,069 nd 2,297 £ 0,150 19,302 + 0,723 26,700 + 0,941
Bahia nd nd nd nd nd nd nd 3,160 £ 0,377 7,758 £ 0,097 nd

*Propolis do estado do Parana foram agrupados por mesorregides. O intervalo significa 0 menor e 0 maior valor encontrado para cada composto por mesorregido. Quando apenas as amostras individuais estavam disponiveis

0s teores de compostos fendlicos foram expressos como valor médio + desvio padrdo, nd ndo detectado; <LQ abaixo do limite de quantificacéo.
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Devido a falta de quantidade suficiente dos padrbes de kaempferida e do acido 4-hidroxi-
3,5-diprenilcindmico (artepillin C), os teores destes compostos em propolis foram estimados
com base nas curvas de calibracdo de galangina e acido p-cumarico, respectivamente. Isto €
possivel devido as suas estruturas quimicas semelhantes. Galangina e kaempferida tem tempo
de retencdo idéntico nas condi¢cBes de eluicdo empregados e também espectros UV-Vis
(ANEXO 4). Da mesma forma, o acido p-cumarico e acido 4-hidroxi-3,5-diprenilcindmico tém
0s mesmos cromoforos resultando em similares espectros de absor¢do UV (ANEXO 5). No
entanto, o Ultimo par de compostos apresenta diferentes tempos de retencdo. O &cido 4-hidroxi-
3,5-diprenilcindmico é muito mais hidrofébico do que o acido p-cumaérico devido as unidades
de isoprenila presentes no artepillin C. Além disso, como reportado em Finger (2014), a
galangina néo foi detectada nas amostras de propolis analisadas no presente estudo, enquanto a
kaempferida e o &cido 4-hidroxi-3,5-diprenilcindmico foram identificados na maioria das
amostras de prépolis (FERNANDES-SILVA et al., 2013; FINGER, 2014). Os cromatogramas
obtidos constam no ANEXO 6, com comprimento de onda fixo em 290 nm.

Os compostos mais abundantes na prépolis de S&o Paulo e Minas Gerais foram o0s
fenilpropandides acido p-cumérico e seu derivado prenilado acido 4-hidroxi-3,5-
diprenilcinamico e o flavonoide kaempferida (Tabela 6). Da mesma forma que outros
pesquisadores ja relataram (FERNANDES-SILVA et al., 2013), as amostras de prépolis de
Minas Gerais e Sdo Paulo apresentaram maior teor de acido p-cumarico e acido 4-hidroxi-3,5-
diprenilcinamico do que a propolis de outras regides do Brasil. No entanto, o acido p-cumarico
estd presente em quantidades elevadas na maioria das amostras do Estado do Parana. Além
disso, o0 acido 4-hidroxi-3,5-diprenilcinamico (artepillin C) ocorreu em niveis elevados em
algumas amostras de propolis do Estado do Parana, principalmente na propolis das regies
centro-sul e sudeste (ANEXO 7).

Machado et al. (2016) avaliaram amostras de propolis (vermelha, verde e marrom) coletados
em diferentes Estados do Brasil (Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Minas Gerais,
Alagoas e Sergipe). Diferentes extracdes foram realizadas (extracdo supercritica (SCO>) e
extracdo etanolica (EtOH)) e comparadas quanto a sua eficacia para extrair artepillin C (acido
4-hidroxi-3,5-diprenilcindmico) e acido p-cumarico. Para facilitar a comparacao dos resultados
com os resultados aqui relatados recalculou-se os niveis de artepillin C e &cido p-cumarico em
mg/g. Artepillin C foi identificado em dois extratos etandlicos de propolis marrom: um de Santa

Catarina (5,83 mg/g) e um do Parana (8,26 mg/g). Outra amostra do Parana (relatada como
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propolis verde) apresentou os maiores valores de &cido p-cumarico (19,81 mg/g) e artepillin C
(84,5 mg/g) quando a extracdo foi realizada por fluido supercritico CO, (SCO2). Uma amostra
de prépolis verde de Minas Gerais apresentou niveis de artepillin C (34,1 mg/g) semelhantes

aos observados no presente trabalho (artepillin C 26,7 mg/g).

Os teores de acidos cafeoilquinicos variaram amplamente entre as amostras do Estado do
Parand. Particularmente, niveis altos de acidos 3,5-di-cafeoilquinico e 3,4-di-O-cafeoilquinicos
foram encontrados na maioria das amostras de propolis do Parana e nas amostras de prépolis
verde de Minas Gerais e S&o Paulo. Acido clorogénico foi frequentemente encontrado em
amostras de propolis do Parana, mas nao foi detectado nas amostras de propolis de Minas Gerais
e Bahia, e foi identificado abaixo dos limites de quantificacdo nas amostras de propolis de Sdo
Paulo e Santa Catarina. Da mesma forma, o acido 4-O-cafeoilquinico foi abundante na maioria
das amostras de propolis do Parana, mas ndao nas amostras de prépolis de Minas Gerais, Santa
Catarina e Bahia. O &cido gélico foi encontrado em teores médios em quase todas as amostras
do Parand e na amostra de Santa Catarina, mas ndo foi detectado em amostras de outros Estados

do Brasil.

Além disso, nenhum destes &cidos fenolicos foi detectado na prépolis vermelha que é rica
nos flavonoides dihidrokaempferida (3,16 mg/g) e kaempferida (7,76 mg/g). Vale ressaltar que
a prépolis vermelha do nordeste do Brasil é rica em compostos pertencentes a outras classes de
compostos organicos, tais como: isoflavonoides, isoflavonas, pterocarpanos, chalconas,
flavonoides, benzofenonas preniladas e terpenos. Algumas substancias ja identificadas em sua
composicao foram o vestitol e o neovestitol, a 3,4,2°,3’-tetrahidroxichalcona, a biochanina A,
a liquiritigenina, a isoliquiritigenina, a formononetina e a medicarpina, entre outros (ISHIDA
etal., 2011; PICCINELLI et al., 2011; RIGHI et al., 2011; LOPEZ et al., 2014).

Para obter melhor visualizagcdo da distribuicdo de compostos bioativos nas amostras de
prépolis, foi realizada a Analise de Componentes Principais (Figura 8). As duas primeiras
componentes principais explicaram 61,69 % da variacdo entre as amostras de propolis. A
maioria das amostras de propolis do Parand formou um conjunto separado das amostras de
prépolis verde de Sdo Paulo e Minas Gerais. As propolis do Parana foram divididas pela PC1
devido a grande variacdo nos teores de compostos bioativos. A amostra 30 (Norte Central/PR)
foi separada do grupo devido as quantidades elevadas de &cidos cafeoilquinicos. Tambem a
amostra 9 (Sudeste/PR), amostra 31 (Centro-Oeste/PR) e a amostra 41 (Centro oriental/PR)
aproximaram-se da amostra de propolis de Sdo Paulo devido a seus altos teores de acido p-
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cumarico e kaempferida. As amostras de propolis verdes se distanciaram da grande maioria de
amostras de propolis marrom como resultado dos elevados teores dos acidos p-cumérico e 4-
hidroxi-3,5-diprenilcinamico (artepillin C). A amostra de propolis do Estado de Santa Catarina

agrupou-se com amostras do Parana.

Os flavonoides tém sido considerados como constituintes menores de propolis brasileira
(SIMOES et al., 2004). No estudo atual, a quercetina estava presente em algumas amostras de
propolis e em pequenas quantidades. Dihidrokaempferida e kaempferida tém sido relatadas
como componentes importantes de propolis marrom brasileira. Fernandes-Silva et al., (2013)
mostraram que, além de &acidos cafeoilquinicos, flavonoides tais como, metoxipinobanksina,
isorhamnetina e kaempferida foram também componentes relevantes nas amostras de propolis
de Minas Gerais, mas em baixas concentra¢cdes nas amostras do Estado do Parana. Por outro
lado, os nossos resultados mostram que a kaempferida ocorreu em teores elevados na maioria

das amostras do Parana e nas amostras de Sao Paulo, Minas Gerais, Santa Catarina e Bahia.

Figura 8 - Distribuicdo de amostras de propolis de diferentes regides do Brasil de acordo com
0s niveis de compostos bioativos individuais. Legenda para a origem de amostras de propolis:
m Santa Catariana (SC), m S0 Paulo (SP), Minas Gerais m (MG), m Bahia (BA).
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5.1.5. Teores totais de derivados do &cido benzoico, &cido cafeoilquinico, fenilpropanoides,
flavonois, dihidroflavonois em proépolis brasileiras.

Através da analise por CLAE-DAD de quarenta e quatro amostras de Parana e quatro
amostras de outras regides do Brasil (MG, SP, BA e SC) foi possivel estender a analise
quantitativa para a determinacdo dos niveis totais em que importantes classes de compostos
bioativos ocorrem nos extratos etandlicos de propolis. Os cromatogramas das propolis foram
meticulosamente inspecionados para identificar os picos cromatogréficos pertencentes a cada
classe de metabdlito secundario. Assim, usando os dados de calibra¢éo obtidos para compostos
representativos de cada classe: acido galico, acido clorogénico, acido p-cumarico, quercetina,
dihidrokaempferida e galangina (Figura 9 e Tabela 2) foi possivel determinar a ocorréncia de
derivados do &cido benzoico, do &cido cafeoilquinico, de fenilpropanoides, flavonois e
dihidroflavonodis em extratos de prépolis. Para identificar os picos cromatograficos de
compostos pertencentes a cada classe de metabolito secundario, foram analisados o perfil de
absorcdo UV de cada pico com o espectro UV observado para cada composto referéncia
(ANEXO 1). Isso é possivel pois compostos quimicos estruturalmente relacionados e que
apresentam 0s mesmos cromoforos, possuem espectros de absorcdo caracteristicos no
ultravioleta. Por exemplo, os flavonoides geralmente tém dois maximos de absorcdo, um
ocorrendo entre 240 - 285 nm e outro entre 300 - 400 nm. Nos flavonois, a banda I (absor¢ao
devido ao anel B) estd geralmente entre 300 - 380 nm e a banda II (absorgdo devido ao anel A)
entre 240 - 280 nm (RIJKE et al., 2006). Nos espectros UV dos flavonoides galangina e
quercetina, a Banda | ocorreu em torno de 370 nm e a Banda Il em torno de 260 nm. Os
dihidroflavonois, como dihidrokaempferida (Amax 292 nm), exibem uma faixa de absorgéo entre
270-295 nm (SIMOES et al., 2007). Os derivados dos acidos cinamicos podem ser identificados
pela banda de absorc¢do caracteristica na regido de 310 - 330 nm, como no espectro de UV do
acido p-cumarico que mostra 0 comprimento maximo de absorcao a 315 nm. Os derivados do
acido benzodico tém a absor¢do maxima entre 270 - 290 nm e 0 acido galico tem seu maximo
em 275 nm (ANDERSEN & MARKHAM, 2006). Por outro lado, os &cidos cafeoilquinicos
exibem espectros UV caracteristicos com ampla absor¢éo entre 270 e 360 nm; absor¢cdo maxima

de UV para o acido clorogénico é de 290 e 330 nm.
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Figura 9 — Estrutura quimica dos compostos representativos de cada classe em anélise: &cido

galico (1), acido p-cumarico (2), acido clorogénico (3), dihidrokaempferida (4) e galangina (5).

Em geral, as amostras de prépolis foram caracterizadas pela predominancia de acidos
fendlicos e baixos teores de flavonoides. Com excecdo da prdpolis da Bahia, as amostras de
prépolis apresentaram um perfil semelhante de compostos fendlicos, mas com diferencas
acentuadas em suas concentracdes. Os acidos fenolicos mais abundantes foram os derivados do
acido p-cumarico (fenilpropandides) e os éacidos cafeoilquinicos (Tabela 7). Os flavonoides
foram encontrados em baixas concentragdes na maioria das amostras, exceto nas amostras 13
(Centro-Sul/PR) e 37 (Sudeste/PR), que apresentaram niveis elevados de flavonoides totais,
131,22 mg/g e 116,74 mg/g, respectivamente. E com um contetdo médio de acido fendlico
entre 30,64 mg/g e 39,88 mg/g. Entre as duas classes de flavonoides analisadas neste trabalho,
os flavonois foram os mais abundantes. Relatou-se anteriormente (item 5.1.4) a concentragédo
de compostos bioativos especificos em amostras de prépolis aqui analisadas e verificou-se que
a kaempferida foi encontrada na maioria das amostras de prépolis (MACHADO et al., 2018).
Além disso, pudemos confirmar a presenca de acido cafeico, acido ferulico, acido 3,4-dihidroxi-
5-prenilcinamico, acido  3-prenil-4-hidroxicindmico, kaempferol, pinocembrina e
isorhamnetina, utilizando produtos naturais previamente isolados em laboratorio por
fracionamento cromatografico de um extrato de 6leo de prépolis marrom (CARVALHO et al.,
2011), e padrbes auténticos. Esses compostos ja haviam sido identificados nas mesmas
amostras de propolis por CL-EM/EM (FINGER, 2014; MACHADO, MOKOCHINSKI et al.,
2016).
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Bankova (2005) mostrou que uma prépolis de alamo tipica pode ser caracterizada pelo
conteddo total de flavonas e flavonois (8 + 4%), flavanona e diidroflavonol (6 + 2%) e contetido
fenolico total (28 + 9%) e que o ultimo parametro se correlacionou significativamente com CIM

contra S. aureus.

Em relacdo as amostras de propolis do Parand, a analise inicial dos dados mostrou, no
entanto, uma grande disperséo entre os resultados. O coeficiente de variagdo variou de 101 a
276%, 0 que indica claramente grande variagao quantitativa entre essas propolis em relacdo aos
seus compostos bioativos. Nossos dados sugerem, no entanto, que com 95% de confianga, um
extrato tipico de propolis marrom do Parana pode conter entre 11,14 - 21,45 mg/g de acidos
cafeoilquinicos, 6,27 - 12,17 ug/g de derivados do acido p-cumarico, 3,18 - 7,45 mg/g de
derivados do &cido benzdico, 9,35 - 23,55 mg/g de flavonois e 0,17 - 4,25 mg/g de di-
hidroflavonois.

A diferenca entre os niveis destes dois grupos de compostos fendlicos também é evidente
em amostras de propolis de outras regides do Brasil (MG, SP e BA). Isso é descrito por Valencia
et al. (2012), onde amostras de prépolis da America do Sul, principalmente do Brasil, tém sido
preconizadas por serem ricas em diferentes classes de metabolitos especializados como
terpenos, lignanas, derivados prenilados de &cido p-cumérico e acetofenonas, entre outras
classes (SIMOES et al., 2004; KORU et al., 2007; SAWAYA et al., 2004; BANKOVA et al.,
2000).

Falcdo et al. (2013) determinaram as concentrac@es de compostos fenolicos em quarenta
amostras de propolis portuguesas de diferentes locais utilizando CLAE-DAD. Esta analise
permitiu a deteccdo de setenta e seis compostos fendlicos, incluindo um raro grupo de
flavonoides glicosideos, raramente descrito neste tipo de produto feito pela abelha. Em todas
as regides portuguesas os flavonoides foram mais abundantes do que os fendlicos, como a
pinocembrina, crisina, pinobanksin-3-O-acetate e galangina como os principais compostos. A
diferenca entre estes dois grupos de fenolicos foi ainda mais evidente nas amostras do interior
central, sul e llha da Madeira, onde os flavonoides possuem concentracdo de 534,6 mg/g e 0s
fendlicos simples totais tem concentracdo de 43,6 mg/g. A amostra oriunda de Braganca
apresentou maior quantidade de fendlicos simples totais (256,5 mg/g) em sua composi¢éo, mas
mesmo assim a quantidade de flavonoides (458,4 mg/g) superou a de fendlicos. Essa pesquisa
mostra a diferenca da composic¢ao quimica das amostras de propolis provindas de outras regides
do mundo, comparada com as propolis brasileiras estudadas. Muitos autores vém demostrando
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que devido as propolis serem um produto de origem vegetal, existe uma grande variabilidade,
de acordo com a fonte vegetal utilizada pelas abelhas para sua elaboragdo. Diferengas na
biodiversidade de diferentes locais geograficos levam a prépolis a ter uma composicéo quimica
diferente. Por esse motivo, as amostras de propolis da Europa, América do Sul e Asia tém
composig¢des quimicas distintas (SIMONE-FINSTROM e SPIVAK, 2010).
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Tabela 7 — Teores totais de compostos bioativos, agrupados por classes, em amostras de

prépolis brasileira (mg/g do extrato).

Fenilpropandides

- A.C'do. . (Derivados do Acido p - Amdp Flavonois Dihidroflavonois
Amostras Origem Cafeoilquinico P Benzoico
(homax 330) cumarico (hara 275) (Amax 370) (Amax 292)
max (;"max 315) max
Guarapuava
! Centro sul/PR 10,77 542 6,78 7,55 0,27
Coldnia Vitoéria —
2 Guarapuava 7,49 6,26 9,46 13,14 nd
Centro sul/PR
Guarapuava
3 Centro sul/PR 18,14 26,66 5,54 22,36 0,92
Guairaca Guarapuava
4 Centro sul/PR 5.30 573 022 81 0,43
Guarapuava
5 Centro sul/PR 0.65 0.72 nd 0,71 0,34
Guairaca — Guarapuava
6 Centro sul/PR 9,95 17.25 6,26 19,98 6,69
Guairaca — Guarapuava
! Centro sul/PR 1.10 046 243 114 0,60
Tijuco Preto -Prudentépolis
8 Sudeste/PR 19,65 11,44 048 11,55 2,24
Prudentépolis
9 Sudeste/PR 23,53 10,74 0.30 22,08 2,27
Pitanga
10 Centro sul/PR 38,83 24,09 0,28 16,13 0,42
Sao Sebastido—-
11 Prudentépolis 11,75 6,80 6,51 16,05 0,95
Sudeste/PR
Séao Jodo do Rio Claro-
12 Prudentépolis 35,73 34,07 0,24 32,19 4,04
Sudeste/PR
13 Santa Maria do Oeste 14,18 11.95 451 13036 0.86
Centro sul/PR
Inspetor Carvalho—
14 Prudentépolis 35,27 21,50 3,94 26,85 2,03
Sudeste/PR
Guarapuava
15 Centro sul/PR 13,82 9,13 5,91 12,36 1,29
Coldnia Vitéria —
16 Guarapuava 8,33 5,78 14,67 24,82 1,14
Centro sul/PR
Cruz Machado
17 Sudeste/PR 3,73 1,90 13,61 0,89 <LOQ
Santa Maria do Oeste
18 Centro sul/PR 9.44 n21 523 16,13 0,82
19 Santa Maria do Oeste 9,44 7,27 5,23 16,13 0,82
Centro sul/PR
20 Cruz Machado 2,01 0,81 6,20 1,55 <LOQ
Sudeste/PR
21 Juranda 42,14 10,72 nd 28,66 3,93
Centro ocidental/PR
22 Quarto Centenario 0,63 1,76 0,47 2,94 0,13
Centro ocidental/PR
23 Quarto Centenério 243 2,08 5,77 5,58 0,18
Centro ocidental/PR
24 Chopinzinho 24,27 8,57 8,36 11,22 0,80
Sudoeste/PR
25 Chopinzinho 51,77 18,58 6,93 23,83 1,78
Sudoeste/PR
Continua
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Fenilpropandides

Acido - 010 Acido ) o )
Amostras Origem Cafeoilquinico (Derivados do Acido p- Benzoico Flavonois  Dihidroflavonois
(hmax 330) cumarico (unax 275) (Amax 370) (hmax 292)
mex (Amax 315) max
Mandirituba
26 Metropolitana/PR 0,52 0,24 098 nd 0,26
2 No?c:te(;?eI;iPR 17,52 3,23 <LOQ 3,09 0,22
Serra do mar
28 Metropolitana/PR <LoQ nd nd nd <LOQ
Serra do mar
29 Metropolitana/PR nd 009 nd 019 <LOQ
Maringa
30 Norte central/PR 71,18 1333 <LOQ 7,45 2,22
Goioeré
3 Centro ocidental/PR 52,66 42,32 <LOQ 38,81 1,71
Bocaitva do Sul
32 Metropolitana/PR 14,31 5,76 7,82 14,87 0,53
Lapa
3 Metropolitana/PR 498 4,24 0,33 14,66 nd
Campina Grande
3 Metropolitana/PR 4,26 0.90 7,35 10,14 1,62
Adriandpolis
% Metropolitana/PR 32,67 1,40 4,02 6,69 nd
Piraquara
% Metropolitana/PR 1,80 2,06 11,94 nd 2,44
8 Al 21,31 13,68 4,89 79,28 37,46
38 Bocaiuva do Sul 121 y 349 186 <100
Metropolitana/PR ! ' ! )
Sengés/ Rio Verde
39 Centro oriental/PR 16,94 14,16 2,05 9,52 0,72
Sengés/ Rio Verde
40 Centro oriental/PR 0.42 1,07 6.23 6,22 <LOQ
Sengés/ Rio Verde
41 Centro oriental/PR 1573 12,22 5,21 12,02 0,63
Adriandpolis
42 Metropolitana/PR 1,32 115 0,65 3,18 <LOQ
Mandirituba
43 Metropolitana/PR 0.67 2,30 37,74 2,59 nd
Figueira
44 Norte Pioneiro/PR 1937 12,96 nd 10,93 1,66
Séo Sebastido
45 Prudentépolis 6,64 5,46 0,52 10,57 0,21
Sudeste/PR
Médiazx sd ™ 16,29+ 16,53 9,22+ 9,46 5,32 + 6,58 16,45+22,79 2,21+6,11
Coem'en(toe/o‘)jﬁ variagao 101,44 102,64 12383 138,49 276,39
Intervalo de confianca
(95%)" 11,14 -21,45 6,27 - 12,17 3,18-7,45 9,35 - 23,55 0,17 - 4,25
SC Santa Catarina/SC 6,78 6,99 25,57 14,64 0,38
sp Sao Paulo /SP 21,09 63,55 nd 8,35 5,08
MG Minas Gerais/MG 32,23 31,48 nd 23,47 3,56
BA Bahia/BA 6,17 nd 61,06 40,9 1,65

nd - ndo detectado,

<LOQ- abaixo do limite de quantificagao.

** Estatistica descritiva apenas para amostras de propolis coletadas no estado do Parana. A amostra 28 ndo

foi considerada para computar estatistica por ser amostras atipicas.
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5.2 Atividade antibacteriana de amostras de propolis do sul do Brasil

Dentre as 44 amostras de propolis testadas, 25 amostras (56,81%) apresentaram
acentuada atividade antimicrobiana frente as cepas testadas, com valores de CIM variando
entre 156 a 625 pg/mL. Destas, a maioria das amostras (80%) apresentou excelente atividade
antimicrobiana frente a bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus (CIM = 156 ug/mL) e
somente 36% foi ativa contra Enterococcus faecalis (CIM = 156 pug/mL). Em relagdo as
bactérias gram-negativas, 40% das amostras mostraram excelente atividade antimicrobiana
contra Pseudomonas aeruginosa (CIM = 156 ug/mL) e 32% moderada atividade frente a
Escherichia coli (CIM = 312 pg/mL). As demais amostras de propolis ndo apresentaram
atividade antimicrobiana com valores de CIM acima de 2.000 pg/mL, como mostra a Tabela
8. Conforme relatado em estudos prévios, estas diferencas na atividade antimicrobiana dos
diferentes extratos de propolis podem estar associadas a varios fatores, incluindo diferenca na
composicao quimica da prépolis, localizacdo geogréafica, biodiversidade, espécies de abelhas,
tempo de colheita e caracteristicas intrinsecas da bactéria, como diferencas na constituicao da
parede celular que ocasionam maior rigidez ou as tornam quimicamente mais complexas
(MACHADO et al., 2016; SCHMIDT et al., 2014; FINGER et al., 2013).

Tabela 8 — Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao Bactericida Minima (CBM)

para diferentes extratos de prépolis do Parana/Brasil.

Bacteria, CIM, CBM (ng/mL) e Mesorregido de origem da propolis

o S. aureus E. faecalis P. aeruginosa E. coli
Amostras Mesorregido CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM  CBM
1 Centro sul/PR >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 312 >2.000
2 Centro sul/PR 156 >2.000 312 >2.000 >2.000 >2.000 312 >2.000
3 Centro sul/PR 156 >2.000 156 >2.000 >2.000 >2.000 312 >2.000
4 Centro sul/PR >2.000 >2.000 156 >2.000 2.500 >2.000 312 >2.000
5 Centro sul/PR 156 >2.000 1.875 >2.000 >2.000 >2.000 312 >2.000
6 Centro sul/PR 156 >2.000 156 >2.000 >2.000 >2.000 312 >2.000
7 Centro sul/PR 156 >2.000 156 >2.000 312 >2.000 312 >2.000
8 Sudeste/PR >2.000 >2.000 1.875 >2.000 312 >2.000 312 >2.000
9 Sudeste/PR 156 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000
10 Centro sul/PR 156 >2.000 312 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000
11 Sudeste/PR >2.000 >2.000 1.875 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000
12 Sudeste/PR 156 >2.000 625 >2.000 156 >2.000 >2.000 >2.000
13 Centro sul/PR 156 >2.000 156 >2.000 156 >2.000 >2.000 >2.000
14 Sudeste/PR 156 2.000 1.250 >2.000 312 625 >2.000 >2.000
15 Centro sul/PR 156 2.000 >2.000 >2.000 156 >2.000 >2.000 >2.000
16 Centro sul/PR >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 1.250 1.250 >2.000 >2.000
17 Sul Catarinense/SC ~ >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 1.250 >2.000 >2.000 >2.000
Continua
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Bacteria, CIM, CBM (ng/mL) e Mesorregido de origem da prépolis

Amostras Mesorregido S. aureus E. faecalis P. aeruginosa E. coli

CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
18 Sudeste/PR 156 >2.000 >2.000 >2.000 312 312 >2.000 >2.000
19 Centro sul/PR 156 >2.000 >2.000 >2.000 1.250 1.250 >2.000 >2.000
20 Sudeste/PR >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000
21 Centro ocidental/PR  >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 312 625 >2.000 >2.000
22 Centro ocidental/PR  >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000
23 Centro ocidental/PR  >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000
24 Sudoeste/PR >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000
25 Sudoeste/PR >2.000 >2.000 1250 >2.000 625 625 >2.000 >2.000
26 Metropolitana/PR ~ >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 1250 >2.000 >2.000 >2.000
27 Noroeste/PR >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000
28 Metropolitana/PR ~ >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000
29 Metropolitana/PR ~ >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000
30 Norte central/PR >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000
31 Centro ocidental/PR ~ >2.000 2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000
32 Metropolitana/PR ~ >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000
33 Metropolitana/PR ~ >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000
34 Metropolitana/PR 156 2.000 1.250 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000
35 Metropolitana/PR >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000
36 Metropolitana/PR 156 2.000 312 1250 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000
37 Sudeste/PR 156 1.000 1.000 >2.000 156 >2.000 >2.000 >2.000
38 Metropolitana/PR 156 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000
39 Centro oriental/PR 156 2.000 1250 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000
40 Centro oriental/PR 7500 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000
41 Centro oriental/PR 7500 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000
42 Metropolitana/PR 7500 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000
43 Metropolitana/PR 156 >2.000 1.250 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000
44 Norte Pioneiro/PR 156 2.000 1.250 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000 >2.000

Neste estudo, a maioria das amostras de prdpolis que apresentaram forte atividade
antimicrobiana tem sua origem na mesorregiao Centro-sul do Estado do Parana (Figura 10).
Destaca-se que amostra 7 apresentou forte atividade antimicrobiana frente a todas as bactérias
testadas, seguida das amostras 2, 3 e 6 que apresentaram excelente atividade contra a maioria
das bactérias: Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Escherichia coli (Tabela 8). Em
contrapartida, as amostras 14, 18 e 37 provenientes da mesorregido sudeste apresentaram forte
atividade contra as bactérias Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa (Figura 10).
Ja as amostras estudadas das mesorregides Sul Catarinense, Noroeste, Norte Central, Norte
Pioneiro e Centro Oriental, ndo apresentaram nenhuma atividade antimicrobiana. Poréem, ha de
se considerar que essas regides ndo estdo bem representadas na amostragem realizada e,

portanto, futuros estudos devem dirigir os esforcos para o estudo da propolis dessas regides.

A composicdo quimica da propolis € complexa e ja foram identificados mais de 300

componentes, cuja expressao e dependente da sazonalidade da flora local (MARCUCCI et al.,
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2008; FREIRES et al., 2016). Dentre os componentes, destacam-se a presenca de compostos
fenolicos (flavonoides, acidos aromaticos e benzopiranos), diterpenos, triterpenos e muitos
outros. Essa diferenca na composicdo quimica da propolis de diferentes origens pode levar a
expectativa de que possa haver diferencas na agdo biolégica de cada uma, ou seja, as
propriedades da prépolis e suas atividades bioldgicas podem mudar de acordo com a regiao
geografica em que o produto foi coletado (MACHADO, MOKOCHINSKI, et al., 2016).
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Figura 10 — Porcentagens de amostras por mesorregides que apresentam forte atividade

antimicrobiana.

5.3 Analise quimiométrica exploratdria das amostras de prépolis do Parana baseada nos

niveis do fendlicos totais e atividades bioldgicas.

Os dados da Tabela 8 apontaram a analise multivariada como a ferramenta estatistica
mais apropriada para analisar o conjunto de dados. O agrupamento da prépolis quanto ao teor
de compostos bioativos totais e atividades bioldgicas foi evidente quando foi realizada a PCA

ndo supervisionada (Figura 11). As amostras de propolis do estado do Parana estdo espalhadas
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ao longo do eixo PC1, indicando que os niveis de compostos bioativos e atividades biologicas
sdo muito variaveis. As amostras de propolis 37, 12 e 13 destacam-se pela maior concentracdo
de flavonoides, acidos cafeoilquinicos e derivados do &cido p-cumarico, com alta inibicdo de
celulas tumorais e excelente atividade antimicrobiana. Um segundo grupo de prépolis esta
localizado no eixo negativo do primeiro componente e é caracterizado por altos niveis de
compostos bioativos (valores médios de bioativos neste grupo: acidos cafeoilquinicos 30,50
mg/g, derivados do acido p-cumarico 19,51 mg/g, e flavonois 22,05 mg/g) e altas porcentagens
de inibicdo de OVCAR-8. A maioria das amostras do grupo Il apresentou excelente atividade
antibacteriana contra pelo menos duas cepas de bactérias. Neste grupo ocorreram dez amostras
de prépolis (representando 23% das amostras) estdo juntas. O terceiro grupo (23% da amostra)
é caracterizado por inibicdo significativa de todas as células tumorais, apesar de ter baixo teor
da maioria dos compostos bioativos (valores médios de bioativos neste grupo: &cidos
cafeoilquinicos 9,29 mg/g, derivados do acido p-cumarico 4,69 mg/g e flavonois 8,18 mg/qg).
No entanto, os teores de derivados do acido benzéico (5,58 mg/g) foram superiores aos valores
médios desses compostos nas amostras do Parand. As dez amostras de propolis desse grupo
apresentaram alta porcentagem de inibicdo contra o OVCAR-8 e a maioria das amostras
apresentou alta a média inibicdo do SF-295 e do HCT-116. Os valores de CIM nos testes
antibacterianos estavam abaixo de 1875 pg/mL em 50% dos testes e nenhuma atividade
antibacteriana foi encontrada nos outros 50% dos ensaios, indicando ampla variacdo do
potencial antibacteriano dentro do grupo Ill. O quarto grupo (36% das amostras) reuniu as
amostras de prépolis com menor teor de compostos bioativos combinado com baixa a média
inibicdo de células tumorais e baixa incidéncia de atividade antibacteriana. Apenas, 0s niveis
de derivados do acido benzdico neste grupo (6,56 mg/g) foram superiores aos valores médios
observados nas amostras do Parana. O quinto grupo compreende apenas quatro amostras de
prépolis com a menor incidéncia de atividade citotdxica e antibacteriana. Os niveis de acidos
cafeoilquinicos na prépolis do grupo V foram elevados (31,14 mg/g em média), mas as outras
classes de compostos bioativos ficaram abaixo da média se comparadas com a amostragem

total.
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Figura 11 — Distribuicdo de amostras de propolis de diferentes regides do Parana de

acordo com as concentracGes de compostos bioativos e atividades antimicrobiana e citotoxica.

- T 1,0
m LePy
> : 13. " \
8 % 32 B
o et
2 | 4 ® SF-295
14 2 N @
1 M /5 % Bl IV 051 HCT-116
” Wipss B OVQAR—B &cidos benzéicos
” .............. v A °
15 % 16 22 ,40‘-\ P. aeruginosa
R 0 o (I R by .
> : 33 ! ©
= . »I. ,’0 - .9-39 P9 e N o0 E. faecalis
I 12 0 42 = ' o
o S e i T8 o i 5i S. aureus
S -1 K - o Dihidroflavonéis
7 g
| ! 25 7 44 i ; E. coli
1 “14 P e 35 i Flavonois .
-2 . 0 P . ! -05 o ;
o o ! ’ Fenilpropanoides
v, 21 b K
* g P acidos cafeoilquinicos
" i \.‘3-9_
3 v
! ¢ 1,0
-4 -2 0 2 4 -1,0 -0,5 0,0 05 1,0
CP1:27 34% CP1:27,34%

CorrelagGes lineares entre os niveis de compostos bioativos e as atividades bioldgicas,
foram investigadas. Observaram-se correlacdes negativas lineares fracas, porém significativas,
entre os niveis de derivados do acido p-cumarico e os valores de CIM para E. faecalis (r = -
0,3175, p = 0,0448); flavonois e valores de CIM para E. faecalis (r = - 0,3291, p = 0,0312) e
P. aeruginosa (r =- 0,4815, p = 0,0011); dihidroflavonois e valores de MIC para P. aeruginosa
(r=-0,3548, p = 0,0195). Estas correla¢cdes indicam que a medida que os niveis de &cidos p-
cumaricos, flavonois e dihidroflavonois aumentam o potencial antibacteriano contra as
bactérias E. faecalis e P. aeruginosa também aumenta. Além disso, uma correlacéo de Pearson
positiva fraca foi observada entre os niveis de di-hidroflavonois e a porcentagem de inibicéo
das células tumorais HCT-116 (r = -0,3261, p = 0,0328), indicando que os diidroflavonois

contribuem para essa atividade citotdxica.

Diante desses resultados, pode-se supor que outras classes quimicas contribuem
significativamente para as atividades citotoxica e antibacteriana da propolis marrom do Parana.
Por outro lado, as atividades observadas ndo parecem estar fortemente correlacionadas
linearmente com uma classe particular de compostos bioativos, portanto, devem ser resultado
de interacGes sinérgicas entre as varias classes de compostos naturais presentes nos extratos de

propolis.
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Com o objetivo de verificar se 0s niveis totais dos compostos bioativos e as atividades
bioldgicas determinados no presente estudo poderiam ser relacionados com a origem
geogréfica da propolis e, com isso, avancar na padronizacéo dessa prépolis, uma analise linear
discriminante (LDA-PCA) foi realizada. Como resultado dessa anélise foram obtidas trés raizes
estatisticamente significantes. A primeira funcdo candnica, que fornece a discriminacdo mais
geral entre os grupos, teve lambda de Wilks = 0,3051, p = 0,0370 e coeficiente de correlacdo
candnica R = 0,7103. Essa funcao discriminou corretamente entre a origem geografica de mais
de 70% das amostras de prdpolis coletadas no estado do Parana (71,4% das previsdes corretas
para propolis coletadas na parte sul do estado, 75,0% das previsdes corretas para propolis
coletadas no Leste do estado, 100,0% das previsdes corretas para propolis coletadas no Norte
do estado e, 50,0% das previsdes corretas para prépolis coletadas no Oeste do estado) (Figura
12).

O poder preditivo da funcdo discriminante para classificar novas amostras de propolis
de acordo com a sua origem geografica foi avaliado aplicando 0 modelo as amostras teste. O
modelo atribuiu corretamente a origem de 100% das amostras de propolis. Isso significa que a
andlise holistica do contetdo de compostos bioativos em extratos de propolis associada as
atividades biolégicas, como citotoxica e antimicrobiana, pode nos dar indicios da origem
geografica da prépolis e poderia ser utilizada com a finalidade de controle de qualidade e

rastreamento da prépolis.
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Figura 12 - Gréaficos da Andlise Linear Discriminante de amostras de propolis coletadas

no estado do Parana, Brasil. As raizes sdo os autovalores de cada funcdo candnica.
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5.4. Compostos volateis e semivolateis em propolis do Parané e outras regides do Brasil:
Analises por CG-EM de extratos apolares de propolis

Primeiramente, alguns extratos de propolis foram injetados diretamente no CG-EM
para avaliar a necessidade de realizacdo de etapa previa de derivatizacdo. A derivatizagdo é
uma técnica utilizada em quimica para transformar uma substancia em outra de estrutura
semelhante (um derivado), por meio de reacdo quimica. Geralmente, um grupo funcional
especifico da substancia em questdo é alvo da reacdo de derivatizacdo. O derivado obtido
possui propriedades diferentes, como solubilidade, ponto de ebuligéo, ponto de fuséo e o estado
de agregacdo. As novas propriedades resultantes podem facilitar processos de detecgéo,

quantificacdo, separacao, entre outros.
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No caso da deteccdo por CG-EM a realizacdo da derivatizacdo tem por objetivo
aumentar a estabilidade térmica dos analitos, bem como, torné-los mais volateis. Com isso é
possivel aumentar sua detectabilidade através dessa técnica que requer a volatilizagdo prévia
dos analitos para sua posterior ionizagcdo. O derivatizante utilizado na derivatizagdo foi o
BSTFA (N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida), cuja estrutura esta representada na Figura
13, juntamente com a reacdo de derivatizacdo. Os extratos de éter dietilico silanizados foram
analisados por CG-EM. Os derivados silanizados BSTFA s&o rotineiramente empregados em
CG nas andlises de propolis, para aumentar a volatilidade e a estabilidade térmica dos
compostos organicos que contenham hidrogénio ativo, como aqueles em grupos OH, NH, etc.
(ISIDOROV etal., 2009; GRAIKOU et al., 2016; KALOGEROPOULOS etal., 2009; ZHANG
etal., 2014; POPOVA et al., 2011).
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Figura 13 - Reacdo de derivatizagdo da amostra com o BSTFA (N,O-

bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida).

Os cromatogramas por CG-EM das amostras 9 (Sudeste/PR) e 17 (Santa Catariana/SC) sem
e com a derivatizagdo por BSTFA s&o mostrados na Figura 14. Nas Figuras com
cromatogramas obtidos por CG-EM, o sinal de hidroxitolueno butilado (BHT) no tempo de
retencdo 10,50 minutos foi excluido de todos os cromatogramas para melhor qualidade de
ilustracdo, pois esse composto é um estabilizador comumente adicionado aos éteres, portanto
€ uma impureza introduzida durante a extracdo da propolis. Fica claro que a amostra 9
derivatizada demonstrou um cromatograma mais complexo, com picos mais intensos

resultantes da melhor detecgdo de compostos fendlicos, apds silanizagdo. Em contraste, poucas
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alteracdes puderam ser encontradas no exemplo da amostra 17, quando analisada com e sem

derivatizacao.

Figura 14 - Cromatogramas obtidos por CG-EM para duas amostras de prépolis (9 e 17) com

e sem derivatizagdo por BSTFA.
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Alguns cromatogramas (amostra 10 - Centro sul/PR, amostra 12 - Sudeste/PR, amostra 21-
Centro Ocidental/PR, amostra 24 - Sudoeste/PR, amostra 30 - Norte central/PR, amostra 36 -
Metropolitana/PR, amostra 40 - Centro oriental/PR, amostra 44 - Norte Pioneiro/PR) foram
selecionados para analise visual do perfil qualitativo (Figura 15). Podem-se observar picos
cromatograficos com diferentes tempos de retencdo e abundancia relativa. Para a amostra 10
(Centro sul/PR), observa-se um grupo de picos intensos entre 15- 22 minutos, semelhante as
amostras 36 e 40, por outro lado picos minoritarios podem ser vistos fora deste intervalo de
tempo de retencdo. Ao pesquisar a biblioteca NIST nestes tempos de retencdo, estes picos
intensos (15-20 minutos) foram supostamente identificados como &cidos aromaticos e
terpenos. Acredita-se que estes sdo 0s principais compostos quimicos nestas amostras extraidas
com solvente apolar como éter, isso € mostrado na Tabela 10. As outras amostras apresentaram
perfil cromatogréafico menos complexo, como é o caso da amostra 21 e 30, com menor nimero
de picos e de baixa abundancia. Os demais cromatogramas obtidos constam no ANEXO 8 para

consulta.

Nos tempos de retencédo entre 21- 25 minutos foram identificados compostos da classe dos
flavonoides. Os flavonoides foram observados em poucas amostras, como é o exemplo das
amostras 21 e 30, onde foi detectada a isoflavona genisteina 7-glucosido com tempo de
retencdo de 22,60 minutos. Os padrdes analiticos de flavonoides galangina (21,949 minutos) e
hesperetina (23,991 minutos), foram previamente derivatizados e injetados no sistema de
cromatografia gasosa, podendo ser identificamos pela biblioteca de espectros NIST, bem como
também, pelo calculo do indice de retencdo. Esses compostos ndo foram identificados nas
amostras de prépolis, mas na faixa de tempo de retencdo de 21-25 minutos, existem varios

picos que ndo foram elucidados.
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Figura 15 - CG-EM para amostras de propolis de regides do Parana (amostra 10 - Centro
sul/PR, amostra 12 - Sudeste/PR, amostra 21 — Centro Ocidental/PR, amostra 24 - Sudoeste/PR,

amostra 30 - Norte Central/PR, amostra 36 - Metropolitana/PR, amostra 40 - Centro
Oriental/PR, amostra 44 - Norte Pioneiro/PR).
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Apesar de escolher o éter como solvente extrator com o objetivo de obter compostos com

menor polaridade e, portanto, mais volateis, a analise de CG-EM foi fundamental para
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caracterizar os compostos quimicos de interesse, pois essa técnica analitica possui poder de
alta resolucdo e fornece informacdes estruturais valiosas. Apesar das desvantagens do
procedimento de silanizacdo (alto custo, reagir com a coluna, e acumulo no detector) com
BSTA, MBTFA entre outros (POPOVA et al.,, 2011) foi possivel a identificacdo de
aproximadamente 50 compostos nos extratos de éter das amostras de propolis do Parana
(Tabela 9), e alguns compostos puderam ser confirmados através do célculo do indice de

retengdo como mostra a Tabela 10.
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Tabela 9 - Principais compostos identificados no extrato de éter de amostras de propolis do Parana.

Rt (min)  Compostos Amostras
Alcoois
8.290 3-fenilpropenol 4
9.474 Alcool cinamilico 36
11.473 (-)-espatulenol 12,21, 24,44
12.048 3-hidroxi-4-metoxibenzilalcool 44
12.323 2-(4a,8-dimetil-1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahidronaphtalen-2-il)propan-2-ol 17,32
12.563 2-(8,8a-dimetil-1,2,3,4,6,7,8,8a-octahidronaphtalen-2-il)propan-2-ol 12
13.228 f-Eudesmol 36
14.056 3-Vanilpropanol 35, 36
26.249 1-heptacosanol 10, 12
Alifaticos
20.078 Pentacosano 9,10, 17, 24, 30, 40
21.563 Octacosano 10, 12, 17, 21, 31, 40, 44
24.488 Hentriacontano 9,10, 17, 30, 40
26.273 Desconhecido 30, 40
Acidos Alifaticos
8.003 Acido Sucinico 40, 44
16.212 Acido Palmitico 1,2,3,9 10,11, 12, 13, 15, 23, 24, 31, 35, 39, 44
17.782 Acido Oleico 9,24, 36, 44
18.303  Acido Retinoico 36
Acido Aromaticos
7.132 Acido benzoico 1,2,3,9, 12,15, 16, 19, 24, 25, 28, 29, 32, 34, 36,
38, 39, 40, 41, 43
9.376 Acido Benzenepropanoico 1,2,3,9 10,11, 15, 19, 21, 23, 25, 31, 39, 41, 44
10.952 Acido Trans cindmico 9, 24,31, 36, 43
11.932 Acido 3-(3-hidroxifenil) propanoico 12, 24,31, 36, 43
13.430 Acido 3-(4-hidroxifenil) propanoico 3,9, 10,11, 12, 21, 25, 30, 31, 36, 39, 44
13.493  Acido Vanilico 1
15.267 Acido p- cumarico 3,10, 11, 12, 21, 25, 30, 31, 36, 39, 44
16.736  Acido fertlico 9
18.676 acido caféico 12, 34, 40
20.346 Acido 2,5-Dihidroxibenzdico 12,34, 40
Fenilpropanoides
22.600 Genisteina 7-glucoside 21,30
Terpenos
18.852 Acido Piméarico 11, 13, 15, 19, 26, 34, 39, 40, 41, 43
18.978  Acido Isopimarico 10, 36,42
19.162 17-(acetiloxi)-4,4-dimetil-7-oxoandrost-5- en 17- il acetato 17,28, 29, 34,38
19.260 5-B-Androstran-3- B,17- B,diol 9, 10, 24, 36, 39, 40, 41, 43, 44
19.371  Acido Dehidroabietico 10, 28, 29, 32, 41, 43, 44
19.623 Acido Abietico 2,7,9,10, 11, 13,15, 19, 26, 33, 34, 36, 38, 39, 40,
42,43, 44
27.396 S-Amirina 10, 17, 24, 42
27.776 a-Amirina 17, 24, 42
28.003 Lupenona 24,31, 44
28.019 Olean-12-en-3-ona 17
28.376 Betulina 17,30, 42, 44
29.120 Olean-12-en-3-il 28, 29, 30
28.366 Cicloartenol 21, 23, 30, 42
29.884 Lupeol acetato 28,29
31.170 9,19 Ciclolanost-24-en-3-ol acetato 21
Aldeido
10.877 Vanillina 9, 16, 18, 36, 37
12.838 Seringaldeide 10,24
Antragquinonas
22.130 1,8-dihidroxi-3-(hidroximetil)anthracene-9,10-dione 36
Outros
19.147 Ester Feniletil do Acido Caféico 9, 24, 39, 40
21.22 4,6,7a-trihidroxi-5-metoxi-1,8,8,9-tetrametil-8,9-dihidro-3H-phenaleno[1,2-b] furan-3,7(7aH)-diona 9,12,21, 23,31, 38, 44
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Tabela 10. Resultados dos célculos do indice de retencdo e comparacdo com a literatura para
0s compostos identificados no extrato de éter de amostras de propolis do Parana.

Compostos Rt NUmerode | LTRI*® | LTRI Referéncia
(min) grupos b
TMS
Alcoois
3-fenilpropenol 8,29 1 Trace
Alcool cinamilico 9,47 1 1432
(-)-espatulenol 11,47 0 1596 | 1576 SZCZEPANIAK L.,
e ISIDOROV V.A.
(2011)
3-hidroxi-4-metoxibenzillcool 12,32 0 1672 | 1656 SZCZEPANIAK L.,
e ISIDOROV V.A.
(2011)
2-(4a,8-dimetil-1,2,3,4,4a,5,6,8a- 12,04 2 1552 | 1531 NIST
octahidronaftaleno-2-il)propan-2-ol
2-(8,8a-dimetil-1,2,3,4,6,7,8,8a- 12,56 1 Trace
octahidronaftaleno-2-il)propan-2-ol
S-Eudesmol 13,22 1 1654 | 1649 SZCZEPANIAK L.,
e ISIDOROV V.A.
(2011)
3-Vanilpropanol 14,05 2 1831 | 1813 NIST
1-heptacosanol 26,24 1 3278
Aliféticos
Pentacosano 20,07 0 2501 | 2500 PHEROBASE
Octacosano 21,56 0 2800 | 2800 WAGNER C.,
SEFKOW M., e
KOPKA J., (2003)
Hentriacontano 24,48 0 3141 | 3100 PHEROBASE
Desconhecido 26,27 0 3280
Acidos Aliféticos
Acido Sucinico 8,00 2 1309
Acido Palmitico 16,21 1 2049 | 2000 PHEROBASE
Acido Oleico 17,78 1 2126
Acido Retinoico 18,30 0 2112
Acido Aromaéticos
Acido benzoico 7,13 1 1252 | 1276 SEISONEN et al.
(2015)
Acido Benzenopropanoico 9,37 1 1424
Acido Trans cinamico 10,95 1 1553 | 1544 ISIDOROV V.A,, e
SZCZEPANIAK, L.
(2009)
Acido 3-(3-hidroxifenil) propanoico 11,93 2
Acido 3-(4-hidroxifenil) propanoico 13,43 2 1972
Acido Vanilico 13,49 2 1676
Acido p- cumarico 15,26 2 1955 | 1947 WAGNER C.,
SEFKOW M., e
KOPKA J., (2003)
Acido fertlico 16,73 2 2107 | 2101 ISIDOROV V.A, e
SZCZEPANIAK, L.
(2009)
acido caféico 18,67 3 2150 | 2153 ISIDOROV V.A, e
SZCZEPANIAK, L.
(2009)
Acido 2,5-Dihidroxibenzdico 20,34 3 2619
Fenilpropanoides
Genisteina 7-glucoside 22,60 0 2823
Continua
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tetrametil-8,9-dihidro-3H-fenaleno[1,2-
b]furan-3,7(7aH)-diona

Compostos Rt NUimerode | LTRI® | LTRI Referéncia
(min) grupos b
TMS
Terpenos
Acido Pimérico 18,85 1 2153
Acido Isopimarico 18,97 1 2167
17-(acetiloxi)-4,4-dimetil-7-oxoandrost-5- 19,16 0 2188
en 17- il acetato
5-B-Androstran-3- §,17- B,diol 19,26 2 2199
Acido Dehidroabietico 19,37 1 2413 | 2386 ISIDOROV V.A. e
SZCZEPANIAK, L.
(2009)
Acido Abietico 19,62 1 2446 | 2409 ISIDOROV V.A. e
SZCZEPANIAK, L.
(2009)
S-Amirina 27,39 0 3371 | 3350 ISIDOROV V.A,, e
SZCZEPANIAK, L.
(2009)
a-Amirina 27,77 0 3398 | 3378 ISIDOROV V.A, e
SZCZEPANIAK, L.
(2009)
Lupenona 28,00 0 3614
Olean-12-en-3-ona 28,01 0 3615
Betulina 28,37 0 3638
Olean-12-en-3-il 29,12
Cicloartenol 28,36 1 3639
Lupeol acetato 29,88 0 -
9,19 Ciclolanost-24-en-3-ol acetato 31,17 0 -
Aldeido
Vanillina 10,87 1 1548
Seringaldeide 12,83 1 1913
Antraquinonas
1,8-dihidroxi-3-(hidroximetil)antracene- 22,13 3 2879
9,10-dione
Outros
Acido Cafeico feniletil ester 19,14 0 2186
4,6,7a-trihidroxi-5-metoxi-1,8,8,9- 21,22 1 2677

2 Indices de retencéo calculado
® Indices de retencéo da literatura
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Os resultados mostraram que nos extratos de propolis obtidos com éter dietilico € possivel
identificar numerosos terpenos e compostos alifaticos enquanto que, os acidos fendlicos e
flavonoides sdo menos abundantes. Essas Ultimas classes de produtos naturais sdéo normalmente
encontradas nos extratos de prépolis obtidos com solventes mais polares como o metanol e

etanol, os quais séo utilizados comumente na extracdo de compostos bioativos de propolis.

Os terpenos mais abundantes foram os &cidos terpénicos: &cido pimarico, &cido
isopimarico, acido desidroabiético e é&cido abiético. Os outros principais compostos
identificados foram pertencentes as classes de: &lcoois, hidrocarbonetos, &acidos alifaticos,
acidos aromaéticos, fenilpropanoidicos, aldeidos e outros como éster feniletil do acido caféico
(CAPE) e 4, 6,7a-tri-hidroxi-5-metoxi-1, 8, 8, 9-tetrametil-8, 9-di-hidro-3H-fenaleno [1, 2-b]
furano-3, 7 (7aH) -diona (sinensetina). E ainda outros constituintes importantes da prépolis
marrom do Parana foram identificados como os acidos alifaticos e &cidos fenilpropanoides
(principalmente o acido p-cumarico), que foram quantificados por CLAE-DAD nas amostras
estudadas neste trabalho (item 5.1.4). A validade da analise qualitativa realizada foi verificada
pela injecdo de padrBes analiticos disponiveis no laboratério, como por exemplo, pela injecéo
do &cido p-cumérico e do &cido ferulico, ambos derivatizados, e pela sua identificacdo pela
biblioteca de espectros NIST, bem como também, pelo célculo do indice de retencao.

Em apenas duas amostras, prépolis 21 e 30, foi detectada a isoflavona genisteina 7-
glucosido, este composto tem na sua estrutura unidades glicosidicas. A presenca ocasional na
prépolis de pequenas quantidades de compostos com unidades de glicose, frutose e sacarose,
se deve a que as abelhas utilizam esses acucares para originar o mel a partir do néctar
(POPOVA et al., 2011). Quando as abelhas coletam resinas de plantas, muitos flavonoides
estdo glicosilados, mas ao produzir a prdpolis as enzimas das abelhas transformam os

flavonoides glicosilados em agliconas (PARK et al., 1998).

Pesquisadores estudaram dezessete amostras de propolis malteses por CG-EM e
confirmaram que prépolis provindas de diferentes regibes mediterranicas, apresentaram
compostos diferentes. Os perfis quimicos mostraram, propolis ricas em diterpenos, onde foram
identificados 32 diterpenos individuais e 22 deles estavam presentes em cada amostra. Outro
grupo foi composto abundantemente por agucares e derivados de agucar. Em algumas amostras,
no entanto, houve um outro grupo de ésteres mono sesquiterpenil de acidos benzdicos

substituidos, confirmados por espectros de massa (POPOVA et al., 2011).
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Bittencourt et al. (2015) investigaram a composicdo quimica de extratos de prépolis verde
e marrom brasileira por CG-EM preparados com etanol, hexano e diclorometano. Cinco
compostos ja conhecidos foram detectados neste estudo: cicloartenol, acido hexadecandico,
acido hidrocindmico, lupeol e espatulenol.

Graikou et al. (2016) analisaram por CG-EM extrato de prdpolis de varios locais da Grécia.
De acordo com os resultados da anélise dos extratos etandlicos derivatizados, os extratos de
propolis do Mediterraneo contem cerca de 150 compostos. As amostras foram divididas em
trés grupos principais. O maior grupo é composto por 15 amostras ricas em terpenos. Os
diterpenos encontrados nas amostras foram: acido isocupressico, acido pimarico, acido
imbricatoloico, agatadiol, totarol, 13-epi-torulosal, &cido comunico, 13-epi-cupressico, acido
abiético e ferruginolono. As 10 amostras do segundo grupo foram caracterizadas por
quantidades de flavonoides relativamente altas e baixo teor de diterpenos. Os flavonoides mais
abundantes nas amostras estudadas foram: pinocembrina, pinobanksin, pinobanksin-3-O-etilo,
crisina e galangina. As amostras do terceiro grupo, 0 menor apenas com 5 amostras, foram

caracterizados pela predominancia de acUcares e derivados de acUcar.

Uma caracteristica comum de todas as amostras de propolis do Parana investigadas é a
presenca elevada de acidos aromaticos e seus derivados. Este grupo compreende 0s compostos
como o &cido benzdico, &cido benzenopropandico, acido cindmico, &cido hidroxicindamico m-,
p- acido hidroxicindmico, &cido vanilico, acido p-cumarico, &cido ferdlico, acido (E)-caféico e
acido 2,5-di-hidroxibenzdico. Ao mesmo tempo, a presenca caracteristica deste grupo pode ser
observada por outros investigadores Kalogeropoulos et al. (2009), Fernandes-Silva et al. (2013)
e Isidorov et al. (2014), os quais estudaram amostras do Brasil e outros paises. Como estes
compostos possuem atividades antibacteriana, anti-inflamatoria, hepatoprotetora e
antioxidante significativas (BANKOVA, 2005), a sua presenca nas amostras estudadas é

considerada benéfica.

Compostos como &cido cinamico, acido p-hidroxibenzoico, acido vanilico, &cido p-
cumarico, acido ferulico, acido caféico, genesteina, acido dehidroabietico, &cido abietico, acido
isopimarico, foram quantificados nas amostras de propolis de varios locais do centro e sul da
Grécia. Foi possivel também a identificacdo de outros compostos nesta amostra, comum ao
presente estudo como acido succinico, acido hexadecanoico, acido oleico, acido benzoico,

acido cinamico, acido ferulico, acido caféico, &cido p-cumarico, &cido pimarico, acido
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dehidroabietico, acido abietico, acido isopimarico e a-amirina (KALOGEROPOULOQOS et al.,
2009).

A maioria das amostras estudadas continham varios picos cromatograficos no intervalo
18,85-31,17 minutos, este intervalo é rico em compostos alifaticos, da classe dos &cidos
terpénicos como os acidos abiético, desidroabiético e isopimarico. Estes acidos foram os
principais terpenos determinados em amostras do Parana. Quantidades significativas de acidos
terpénicos também foram relatados em propolis da Grécia, Ilhas Gregas, e no Leste Chipre
(KALOGEROPOULOS et al., 2009).

Segundo estudos relatados por Fernandes-Silva et al. (2013) o &cido benzenopropandico
foi identificado por CG-EM e possui uma quantidade relativamente alta nas amostras, as quais
foram: quatro amostras estudadas do estado de Minas Gerais (Sudeste do Brasil) e duas
amostras do estado do Parana (Sul do Brasil). Este composto foi identificado na maioria das

amostras marrom do Parand incluidas no presente estudo.

Outros compostos foram identificados em amostras especificas, € o caso do composto
olean-12-en-3-ona encontradas na amostra 17 da regido Sul Catarinense/SC. Em trabalhos
anteriores realizados pela autora, este composto ja foi identificado em amostra de prépolis
amarela do Mato Grosso do Sul (MS) utilizando o0 CG-EM, como também as substancias olean-
12-en-3- il acetato, lupenona, lupeol acetato, betulina e p- amirina (MACHADO,
MOKOCHINSKI et al., 2016).

Para algumas amostras nao foi possivel identificar quaisquer compostos, tais como amostra
14 (Sudeste), amostra 20 (Centro-Sul) e da amostra 22 (Centro-Oeste), por meio da técnica
utilizada neste estudo (CG-EM). Por esse motivo em trabalhos seguintes os extratos etanolicos

dessas amostras seréo derivatizados e analisados por CG-EM.

A presente investigacdo ndo visou a determinagdo precisa da quantidade de constituintes
na propolis, porque a falta de padrdes limitou a quantificacdo dos compostos. No entanto, 0s
resultados das analises de compostos mais apolares permitiram algumas conclusfes
qualitativas a serem valorizadas, pois 0 CG-EM tem uma rica biblioteca de dados para fornecer
compostos identificados nas amostras de propolis. Algumas amostras possuem diferengas
marcantes no perfil da composic¢do qualitativa dos extratos de éter propolis. Muitos destes
compostos fenolicos como acido p-cumarico, acido ferulico, acido caféico e vanilina presentes
nestas amostras de propolis ja foram quantificados e identificados nestas amostras por outra
técnica como CLAE-EM/EM e CLAE (MACHADO, MOKOCHINSKI et al., 2016, FINGER,
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2014 e MACHADO et al., 2018). Mas alguns compostos presentes nestas amostras que ja
foram identificados por CLAE néo puderam ser identificados pela técnica CG-EM usada neste
estudo, isso pode ser explicado pela baixa solubilidade desses compostos no solvente éter
etilico utilizado na extracdo das amostras de prépolis.
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6. CONCLUSOES

Embora exista um grande ndmero de estudos nas ultimas décadas acerca da composi¢édo
quimica e as propriedades biologicas das prépolis brasileira, poucos relatam a composicao
quantitativa de propolis do Parana. Neste estudo, um método de CLAE-DAD foi desenvolvido
para a determinacdo simultadnea de dez compostos bioativos encontrados em propolis. Tendo
em conta a complexidade quimica dos extratos de propolis, o estudo de validacdo demonstrou
que o método CLAE-DAD mostra exatiddo e precisdo adequadas para a determinacdo dos
compostos bioativos em préopolis. Esta metodologia pode assim, ser considerada otimizada e
validada e poderia ser aplicada em andlises de rotina para o controle de qualidade de amostras
de propolis. Além disso, este método é rapido, altamente seletivo e sensivel. E um método
eficiente para examinar a propolis, proporcionando um meio para avaliar a autenticidade e
qualidade da propolis. Pode-se concluir que os protocolos analiticos propostos foram aplicados
com sucesso hum teste qualitativo e quantitativo de 48 amostras de prépolis, produzindo dados

exatos e precisos.

Os resultados da quantificacdo demonstram que a prépolis marrom do Parana tem em sua
composicao quimica, acidos fendlicos e flavonoides e, em algumas amostras, esses compostos

ocorrem em quantidades similares as encontradas na prépolis verde.

Grande variacdo quantitativa em relacdo aos teores totais de derivados de &cido
cafeoilquinico, p-cumarico e benzdico, bem como flavondis e diidroflavonois foi encontrada
entre as amostras de propolis coletadas em todo o estado do Parana no sul do Brasil. A diferenca
marcante das amostras do Parand com a amostra Minas Gerais, é a quantidade elevada de
compostos cafeoilquinicos, especificamente os acidos 3,5-Di- cafeoilquinico e 3,4-Di-O-
cafeoilquinico presentes nas amostras de propolis do Parand, principalmente nas amostras das
cidades de Maringé (Norte central/PR) e de Goioeré (Centro ocidental/PR); essas amostras
possuem teores dos acidos cafeoilquinicos parecidos com a amostra de Sdo Paulo. As analises
quantitativas também indicaram que as amostras do Parand tém em sua composicao
quantidades elevadas de kaempferida, além dos fenilpropanoides como: acidos cafeoilquinicos,
acido p-cumarico e acidos 4-hidroxi-3,5-diprenilcindmico (Artepillin C). De modo geral, a
prépolis marrom, apresentou quantidades elevadas de acidos fendlicos, sendo que 0s mais
abundantes foram os derivados do acido p-cumarico (fenilpropanoides), seguido dos acidos
cafeoilquinicos. Os teores de flavonoides totais apresentaram baixas concentragcdes nas

amostras.
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A maioria das propolis apresentou alta atividade antimicrobiana contra as cepas testadas,
principalmente contra bactérias Gram-positivas, mas bactérias Gram-negativas também foram
suscetiveis a alguns extratos de propolis. Atividade antibacteriana contra as bactérias Gram-
positivas E. faecalis foi fracamente correlacionado com a quantidade total de derivados do
acido p-cumarico e flavonois nos extratos; enquanto a estirpe Gram-negativa P. aeruginosa foi
sensivel aos niveis de flavondis e di-hidroflavonois. Além disso, a maioria das amostras de
prépolis mostrou atividade citotoxica média a alta contra, pelo menos, uma linhagem de células
tumorais. A célula tumoral mais suscetivel aos extratos de prépolis foi o carcinoma de ovério
(OVCAR-8), sequido de glioblastoma (SF-295), mas ndo foi encontrada correlacdo entre a
porcentagem de inibicdo de OVCAR-8 e SF-295 e 0s niveis de qualquer classe de compostos
naturais investigados. Apenas a atividade citotoxica contra o HCT foi fracamente
correlacionada com os niveis de dihidroflavonois nos extratos de prépolis. Consequentemente,
a atividade antibacteriana e citotoxica deve ser resultado de efeitos sinérgicos entre 0s produtos

naturais da propolis.

Apesar da grande variabilidade na composicdo quimica quantitativa e das atividades
citotoxica e antimicrobiana, a analise multivariada dos dados permitiu a correta discriminacéo
da origem geografica da maioria das amostras de prépolis. Em seguida, no presente estudo,
demonstramos que os niveis totais de acidos cafeoilquinicos, fenilpropandides e derivados do
acido benzéico, bem como flavonois e diidroflavonois, juntamente com atividades
antimicrobiana e citotdxica, sdo caracteristicas associadas a origem geografica de um nimero
representativo de prépolis da regido geografica investigada e poderia ser usada para estabelecer

um padrao para a producéo de propolis no estado do Parana.

Através da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas foi possivel
desenvolver uma andlise qualitativa para determinacao de compostos semivolateis em propolis.
A propolis paranaense, extraida com éter dietilico, mostrou diversidade na composicao quimica
e nos perfis cromatograficos, e com o auxilio da biblioteca de dados (NIST) do equipamento,
foi possivel sugerir a presenca de aproximadamente 50 compostos em 39 amostras de prépolis
do Parana e 1 amostra de Santa Catarina. Esses compostos sdo pertencentes as classes dos
alcoois, hidrocarbonetos, acidos alifaticos, acido aromaticos, fenilpropanoides, terpenos,
aldeidos e antraquinonas. Com o célculo e algumas referéncias do indice de retencdo foi
possivel confirmar a presenca de varios compostos (&cido benzoico, 3-hidroxi-4
metoxibenzaldehido, acido cindmico, acido p- cumarico, acido hexadecanoico, acido oleico,

acido isopimarico, acido dehidroabietico, &cido abietico, Octacosane e - amirina).
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A padronizacdo quimica de um produto natural complexo como a propolis €, sem duvida,
um desafio e 0s parametros para caracterizar a prépolis de cada regido devem ser investigados.
Aqui, prova-se que mesmo para uma area geograficamente restrita no Brasil (0 estado do
Parand) a composicao quantitativa da propolis e, consequentemente, seu potencial bioldgico,
sdo amplamente varidveis. Entdo, parametros de qualidade devem ser determinados para

propolis de cada regido produtora para permitir a comercializacdo adequada e uso seguro.

Portanto, pode-se concluir, que os resultados deste estudo vdo trazer uma grande
contribuicdo para o conhecimento da composicdo da propolis brasileira e sua padronizacéo,

especialmente no estado do Parana, um fator-chave para o valor comercial para a propolis.
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ANEXOS

ANEXO 1. (A) Solugdo padrdo de 40 pg/mL contendo &acido gélico (1), o acido 4-O-
cafeoilquinico (2), o &cido clorogénico (3), acido p-cumarico (4), 3,5-di-cafeoilquinico (5),
acido 3,4-di-O-cafeoilquinico (6), a quercetina (7), dihidrokaempferida (8) e galangina (9); (B)
amostra de propolis 14 (Sudeste/PR) a 20 mg/mL.
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ANEXO 2. Cromatogramas da amostra 14 em diferentes comprimentos de onda, e seus

respectivos espectros UV dos compostos: acido géalico, acido 4-O-cafeoilquinico, o acido

clorogénico,

acido p-cumarico,

3,5-di-cafeoilquinico,

quercetina, dihidrokaempferida e galangina.
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Acido clorogénico - tempo de retengfo 9,9 minutos — comprimeto de onda A 330 nm
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Acido 4-O-cafeoilquinico - tempo de retencdo 10, 2 minutos — comprimeto de onda A 330
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Acido p-cumérico - tempo de retencio 13,3 minutos — comprimeto de onda A 315 nm
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Acido 3,5-di-cafeoilquinico - tempo de retencio 14,0 minutos — comprimeto de onda A 330

nm
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Acido 3,4-di-O-cafeoilquinico - tempo de retencdo 14,3 minutos — comprimeto de onda A

330 nm
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Quercetina - tempo de retencdo 17,1 minutos — comprimeto de onda A 370 nm
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Dihidrokaempferida - tempo de retencéo 19,2 minutos — comprimeto de onda A 292 nm

o]
0'25 - u:oaz
2 006
0,20 / v
0,15
2
0,10
0,05
0,00 -M
T T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Minutes
0,7 4 v
/ 2
0,6
0,5
0,4
?( 03
0,2
0,14
0,0 k
T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Minutes

110



Galangina - tempo de retencdo 23,0 minutos — comprimeto de onda A 268 nm
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ANEXO 3. Reta da regressao linear, intervalos de confianca (IC) e intervalos de predicéo (IP)

a 99% de confianca para a curva de calibracdo do método de CLAE-DAD para os padrdes
utilizados.
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Acido clorogénico
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Acido 3,5-di-cafeoilquinico
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Quercetina
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Galangina
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ANEXO 4. Cromatogramas em 268 nm l1.a galangina e 2.a kaempferida, espectro de

absorcdo UV 1.b galangina e

de galangina e kaempferida.

2.b kaempferida, 3. sobreposicdo dos cromatogramas a 268 nm
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ANEXO 6. Cromatogramas das amostras de propolis obtidos por HPLC-DAD e selecionado o

comprimento de onda fixo de 290 nm
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Amostra 3- Centro Sul/PR
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Amostra 5- Centro Sul/PR
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Amostra 7- Centro Sul/PR
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Amostra 9- Sudeste/PR
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Amostra 11- Sudeste/PR
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Amostra 13- Centro Sul/PR
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Amostra 15- Centro Sul/PR
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Amostra 17- Sul Catarinense/SC
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Amostra 19- Centro Sul/PR
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Amostra 21- Centro Ocidental/PR
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Amostra 23- Centro Ocidental/PR
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Amostra 25- Sudoeste/PR
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Amostra 27- Noroeste/PR
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Amostra 29- Norte Central/PR
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Amostra 31- Centro Ocidental/PR
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Amostra 33- Metropolitana/PR
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Amostra 35- Metropolitana/PR
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Amostra 37- Sudeste/PR
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Amostra 39- Centro Oriental/PR
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Amostra 41- Centro Oriental/PR
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Amostra 43- Metropolitana/PR
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Amostra 45- Sudeste/PR
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Amostra 47- Sudeste/MG
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ANEXO 7. Teores de compostos bioativos em mg/g de extrato seco para cada amostra de propolis brasileira estudada.

Amo Acido 4-0O- p-coumarico 3,5-Di- 3,4-0-Di- Quercetina Dihidrokaempfe kaempferida Artepillin C
stras Localizacao Regido Acidos gélico clorogénico cafeilquinicos cafeoilquinic cafeoilquinico rida
0
1 Guarapuava Centro sul/PR nd nd nd nd 1.88+0,11 0.67 + 0,063 <LOQ 0.32+£0,007 8.79+ 0.26 Nd
2 Col6nia Vitoria — Guarapuava Centro sul/PR 0,28 £0,014 <LOQ <LOQ 2,160+£0,079 | 0,75%0,042 0,56 £0,0013 0,97 £ 0,028 nd 2,266 £ 0,023 nd
0,456 + 0 0,746+ 0,002 | 4,860 +0,015 | 3,230 + 0,001 3,608 £ <LOQ 0,632 +0,001 2,090 +0,088 1,493+0,309
3 Guarapuava Centro sul/PR 0,316 £ 0,015
0,00050
4 Guairaca — Guarapuava Centro sul/PR 0,239+0,006 | 0,664 +0,002 0,400 +0,038 | 3,435+0,200 | 2,233+0,033 | 0,932 +0,022 <LOQ 0,632 + 0,022 3,370+ 0,073 0,4515+ 0,017
5 Guarapuava Centro sul/PR nd nd nd 0,716 + 0,005 | 0,376 + 0,005 nd nd nd 0,712 +0,026 <LOQ
6 Guairaca — Guarapuava Centro sul/PR 0,345 + 0,002 nd nd 2,158 £ 0,006 | 0,346 + 0,000 1,175 £ 0,003 <LOQ 0,434 + 0,003 11,810 £ 0,192 1,194 + 0,021
7 Guairaca — Guarapuava Centro sul/PR 0,228 + 0,002 <LOQ nd 0,431 £ 0,035 nd nd <LOQ <LOQ 0,557 £ 0,030 <LOQ
8 Tijuco Preto — Prudentopolis Sudeste/PR 0,532+0,020 | 0,635+0,004 | 0,741+0,012 | 4,824+0,090 | 4,795+0,053 | 6,626 +0,013 <LOQ 0,555 + 0,003 11,538 + 0,004 1,410 £ 0,002
. 0,990 + 0,010 0,945 £ 0,012 10,709 = 5,777 £ 0,230 7,798 £ 0,489 <LOQ 1,173+0,078 22,064 £ 0,104 1,172 £ 0,020
9 Prudentépolis Sudeste/PR 0,301 £ 0,012
0,059
10 Pitanga Centro sul/PR 0,284 + 0,009 1,296 £ 0,006 | 0,433+0,013 | 6,613+0,357 | 4,387 +1,597 | 3,191+0,135 <LOQ 0,408 +0,015 9,659 + 0,057 2,923 +0,077
11 Séo Sebastido — Prudentopolis Sudeste/PR 0,361 + 0,068 nd 0,241+0,022 | 2,190 +£0,049 | 2,351+0,109 | 2,126 +0,048 <LOQ 0,418 + 0,068 9,927 + 0,028 <LOQ
Séo Jodo do Rio Claro — 1,083 + 0,022 1,529 +0,022 | 5,498 +0,037 | 4,404+0,062 | 5,931+0,019 <LOQ 0,859 + 0,014 13,275 + 0,004 <LOQ
12 ] Sudeste/PR 0,265 + 0,041
Prudentépolis
13 Santa Maria do Oeste Centro sul/PR 0,463 +0,047 | 0,771 +0,003 2,167 +0,347 | 1,952+0,007 | 4,314+0,002 | 7,159 +0,104 <LOQ 0,688 + 0,011 7,056 + 0,036 2,297 + 0,061
Inspetor Carvalho — 0,809 + 0,022 0,994 +0,041 | 3,067+0,033 | 5127+0,157 | 6,272+0,198 | 0,325+ 0,005 nd 10,528 + 0,055 <LOQ
14 Sudeste/PR nd
Prudentépolis
15 Guarapuava Centro sul/PR 0,318+0,026 | 0,596 +0,016 | 0,950+0,011 | 2,696 +0,006 | 3,391+0,113 | 4,587 +0,179 <LOQ 0,285+ 0,003 14,436 + 0,363 <LOQ
16 Coldnia Vitdria — Guarapuava Centro sul/PR 0,624 +0,019 | 0,235+0,002 0,317 +0,005 | 2,714+0,053 | 1,839 +0,013 1,008 + 0,198 <LOQ 0,244 + 0,000 7,081 + 0,162 <LOQ
» . 1,136 = <LOQ <LOQ 2,478 +£0,074 | 2,327 £0,071 1,923 +0,077 <LOQ nd 14,325 + 1,008 1,776 £ 0,120
17 Criciima —-SC Sul Catarinense/SC
0,011
18 Cruz Machado Sudeste/PR 0,612 + 0,024 <LOQ <LOQ 1,403+0,039 | 0,452+0,020 | 0,354 +0,011 <LOQ <LOQ 1,857 + 0,002 <LOQ
19 Santa Maria do Oeste Centro sul/PR 0,318+ 0,011 <LOQ 0,283+0,004 | 6,315+0,063 | 3,958+0,115 4,788 + 0,053 <LOQ 0,452 + 0,042 19,776 £ 0,219 <LOQ
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20 Cruz Machado Sudeste/PR 0,240 + 0,003 <LOQ nd <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOD 0,992 £ 0,072 <LOQ

21 Juranda Centro ocidental/PR nd 1,364 + 0,002 2,355+0,031 | 5930+0,230 | 3,478 £ 0,096 4,225 + 0,049 <LOQ 0,475 + 0,002 17,216 + 0,439 <LOQ

22 Quarto Centendrio Centro ocidental/PR nd <LOQ <LOQ <LOQ 0,342+£0,009 | 0,328+ 0,004 <LOQ <LOQ 0,709 + 0,022 <LOQ

23 Quarto Centendrio Centro ocidental/PR <LOQ nd nd 2,536 +0,019 | 0,552+0,000 | 0,348 +0,072 <LOQ <LOQ 2,670 0,502 <LOQ

24 Chopinzinho Sudoeste/PR 0,376 £ 0,021 0,414 + 0,001 0,522 + 0,002 nd 3,466 + 0,157 4,304 £ 0,025 <LOQ 0,300 + 0,002 9,394 + 0,073 <LOQ

25 Chopinzinho Sudoeste/PR 0,428 £0,045 | 1412+0,014 | 1,683+0,017 <LOQ 3,855+0,046 | 5,063+0,026 | 0,190+0,004 | 0,671+0,030 8,580 £ 0,078 <LOQ

26 Mandirituba Metropolitana/PR nd nd <LOQ nd <LOQ <LOQ <LOQ nd nd <LOQ

27 Altonia Noroeste/PR <LOQ 0,206 £0,015 | 0,345+0,030 | 0,516 +0,007 | 0,621+0,006 | 1,023 +0,108 <LOQ 0,104 + 0,008 1,300 + 0,022 <LOQ

28 Serra do mar Metropolitana/PR nd nd nd nd <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ nd Nd

29 Serra do mar Metropolitana/PR nd nd nd 0,087 £ 0,010 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,194 £ 0,027 nd

30 Maringa Norte central/PR <LOQ 7,117 £0,913 2,772 £ 0,089 nd 22,118+0,384 | 35,065 + 0,190 nd 1,376 £ 0,076 9,135+ 0,430 <LOQ

31 Goioeré Centro ocidental/PR <LOQ 1510+0,010 | 1,110+0,016 | 7,334+0,120 | 11,770+0,050 | 13,186 + 0,203 nd 1,805 + 0,056 28,122 +0,575 | 7,0918 + 0,082

32 Bocaiva do Sul Metropolitana/PR | 0,466+0,010 | 0,478+0001 | 0,641+0,064 | 2002 +0,126 | 2,691+ 0004 | 2984+0042 | 0237+000 | 0533+0002 | /647*0.007 <L0Q

33 Lapa Metropolitana/PR 0,330 £0,013 <LOQ <LOQ nd 2,250+ 0,174 1,674 +£0,011 nd nd 16,698 + 0,079 <LOQ

34 Campina Grande Metropolitana/PR | 0,314 + 0,007 <LOQ <LOQ 0,809 + 0,058 <LOQ <LOQ <LOQ nd 10,143 + 0,204 <LOQ

35 Adriandpolis Metropolitana/PR <LOQ 0,895+0,016 | 1,799+0,013 | 1,552+0,047 | 3,081+0,029 | 0,933+0,185 | 0,694 +0,221 nd 2,723 £0,110 2,336 + 0,000

36 Piraquara Metropolitana/PR 0,263 +0,018 nd nd 1,531+ 0,015 nd 1,186 + 0,456 nd <LOQ 1,862 + 0,042 nd

37 Sédo Jodo do Triunfo Sudeste/PR nd <LOQ nd nd 0,583 £ 0,001 0,454 £ 0,010 1,513+0,074 nd 47,788 = 5,055 5,233+ 0,034

38 Bocaiuva do Sul Metropolitana/PR 0,241 £ 0,005 nd 0,263 £ 0,017 nd <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,491 +0,128 <LOQ

39 Sengés/ Rio Verde Centro oriental/PR | 0,239 + 0,001 0,714 £ 0,048 1,176 £ 0,013 | 4,843 £0,054 | 3,675+ 0,001 5,306 + 0,020 nd 0,564 + 0,002 2,997 +0,116 nd

40 Sengés/Rio Verde Centro oriental/PR nd <LOQ <LOQ 0,583 +£0,011 | 0,415+0,012 <LOQ <LOQ <LOQ 0,312 £ 0,002 <LOQ

" Sengés/Rio Verde Centro oriental/PR <LOQ 1,290+ 0,078 | 0,451 + 0,000 13,109 + 6,490 £0,025 | 7,499 +0,152 nd 2,639 +£0,049 19,406 + 0,128 6,876 + 1,007
0,207

42 Adriandpolis Metropolitana/PR <LOQ nd nd 0,730 £ 0,002 nd <LOQ nd nd 1,147 +0,114 Nd

43 Mandirituba Metropolitana/PR | 0,262 = 0,000 <LOD <LOD 2,298+ 0,025 | 0,669 + 0,088 <LOQ nd nd 1,562 + 0,001 Nd

44 Figueira Norte Pioneiro/PR <LOQ 1,941 +0,003 | 1,075+0,008 | 7,505+0,095 | 12,849+0,170 | 21,438 +0,021 nd 2,166 + 0,007 12,081 + 0,010 nd

45 Séo Sebastido — Prudentépolis Sudeste/PR nd <LOQ <LOQ 1,209 +0,011 | 1,665+ 0,090 1,209+0,117 <LOQ <LOQ 4,530 £ 0,535 1,217 + 0,181

46 S&o Paulo Centro-Oeste/SP <LOQ <LOQ 0,810 + 0,032 14,279 + 6,585+0,021 | 8,261+ 0,003 nd 1,207 £ 0,726 14,401 +0,373 | 10,442 +0,175
0,251

47 Minas Gerais Centro-Oeste/MG nd nd nd 14,418 = 3,165+ 0,028 2,964 + 0,069 nd 2,297 £0,150 19,302 £ 0,723 26,700 = 0,941
0,611
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ANEXO 8. Cromatogramas das amostras de propolis obtidos por CG-EM e suas
respectivas regides.
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Amostra_11 Sudeste/PR
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Amostra_21 centro Ocidental/PR
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Amostra_44 Norte Pioneiro/PR
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