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RESUMO

TEIXEIRA, Erica Weinstein, D.S., Universidade Federal de Vicosa, abril de 2003.
Identificacdo de espécies vegetais componentes da propolis originaria de trés
regides de Minas Gerais e suas atividades biol6gicas. Orientador: Dejair
Message. Conselheiros: Renata Maria Strozi Alves Meira e Antonio Salatino.

O objetivo desse estudo foi identificar as espécies vegetais constituintes da prépolis
produzida em diferentes localidades do Estado de Minas Gerais, bem como avaliar as
atividades antibacteriana, antiviral e antioxidante apresentadas pelos extratos metanélicos
de acordo com a sazonalidade da produgdo. Foram coletadas, mensalmente, durante um
ano, amostras de propolis produzidas em trés apiarios experimentais localizados nos
Municipios de Itapecerica, Paula Candido e Virgindpolis, Minas Gerais. Ramos de
espécies vegetais que floresciam nos arredores dos apiarios foram também coletados e
utilizados, tanto na producao de laminario de referéncia como de exsicatas depositadas em
herbario, devidamente registradas para confirmacdo da identidade taxondémica. Na
obtencdo do laminario de prépolis produzido com amostras coletadas em cada
localidade, além de técnica tradicionalmente utilizada, testou-se a viabilidade de
identificacdo de espécies vegetais presentes em amostras de prépolis incluidas em
metacrilato, por meio de observac¢des microscopicas. Diferencas qualitativas marcantes
a favor da técnica de inclusdo em metacrilato foram constatadas, permitindo a obtencédo
de cortes seriados, de espessura conhecida e nitidez nas caracteristicas anatémicas
indicadoras de taxon. O consideravel nivel de detalhamento proporcionado por essa

técnica levou a obtencdo de resultados inéditos quanto a origem boténica da propolis,
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indicando que na regido de Itapecerica, embora B. dracunculifolia tenha sido
identificada como espécie predominante, constatou-se a presenca também de
fragmentos de &pices vegetativos de Baccharis calvescens DC. e Baccharis trimera DC.
(Asteraceae), além de Myrsine umbellata G. Don (Myrsinaceae). Dois outros tipos de
estruturas anatdmicas ndo identificadas foram também detectados. Na propolis de Paula
Candido, houve contribuicdo relevante de B. dracunculifolia. Tricomas secretores de
Myrsine umbellata foram visualizados, aléem de traqueideos de gimnosperma. Na regido
de Virginopolis, a prépolis constitui-se, principalmente, de secre¢des vegetais que estdo
exsudando em espécies locais, além de constituintes advindos de estruturas secretoras
de B. dracunculiflia. Vernonia polyanthes Less. (Asteraceae) também participa da
composicao da prépolis produzida nessa regido. B. calvescens, além de trés outros tipos
morfolégicos, foram também visualizados. Os resultados mostraram-se promissores
quanto a possibilidade de utilizacdo da prépolis cuja principal fonte vegetal seja B.
dracunculifolia, como agente antioxidante e atibacteriano (para S. aureus). A associacdo
de elevado teor de triterpendides e de alguns compostos fendlicos em amostras de
prépolis pode garantir atividade anti-BHV-1 e anti-PRV. P6de-se constatar ainda que a
sazonalidade é um fator determinante na atividade biol6gica da propolis. Amostras de
propolis com conteudo semelhante de substancias fenolicas apresentaram atividades
bioldgicas diferenciadas, sugerindo a presenca de certos compostos ativos em
concentracOes diferentes entre as amostras. Amostras de propolis de origem botéanica e
perfis quimicos semelhantes podem apresentar diferencas quanto a eficiéncia na
inibicdo da multiplicacdo de S. aureus. Ademais, bactérias de uma mesma espécie
podem apresentar sensibilidades diferentes a um mesmo extrato de propolis. Embora
amostras de propolis com teor mais elevado de substdncias fendlicas sejam mais
eficientes na inibicdo de S. aureus, os resultados sugeriram possivel sinergismo desses
compostos com triterpenos. Propolis cujas caracteristicas organolépticas ndo se ajustam

as exigidas pelo mercado podem apresentar atividades bioldgicas importantes.
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ABSTRACT

TEIXEIRA, Erica Weinstein, D.S., Universidade Federal de Vigosa, April 2003.
Identification of plant species contituing the propolis of three different
regions of Minas Gerais and its biological activity. Adviser: Dejair Message.
Committee members: Renata Maria Strozi Alves Meira and Antonio Salatino.

The aim of this study was to identify the plant species constituing the propolis
produced in different regions of the State of Minas Gerais, as well as to evaluate
antibacterial, antiviral and antioxidant activities presented by methanolic extracts that
vary with the season of the production. Propolis samples were collected, monthly,
during one year, in three experimental apiaries located in the Municipalities of
Itapecerica, Paula Candido and Virginopolis, MG. Buds of plant species that bloomed in
the apiary surroundings were also collected and used for the production of reference
slides and exsicates deposited in herbarium, properly registered for taxonomic identity
confirmation. For the obtention of the propolis slides produced with samples collected
in each locality, besides the technique traditionally used, the viability of the
identification of plant species present in propolis samples in metacrilato through
microscopic observations was tested. Strong qualitative differences favoring the
metacrilato inclusion technique were verified. This technique allowed the obtention of
seriate cuts, whose thickness was known and in which taxon indicative anatomic
characteristics were easily identified. The considerable level of detail provided by this
technique brought unpublished results on the propolis botanical origin. These results
indicate that in the Itapecerica region, although B. dracunculifolia has been identified as
the predominant species, the presence of fragments of vegetative apexes of Baccharis
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calvescens DC. and Baccharis trimera DC. (Asteraceae), besides Myrsine umbellata G.
Don (Myrsinaceae) was also verified. Two other types of non-identified anatomical
structures were also detected. There was an important contribution of B. dracunculifolia
in Paula Candido's propolis. Secretory trichomes of Myrsine umbellata as well as
gymnosperm tracheides were observed. In the region of Virginopolis, propolis is made
up mainly of plant secretion exuded by local species. Besides constituents derived from
secretory structures of B. dracunculiflia. Vernonia polyanthes Less. (Asteraceae), B.
calvescens also participates in the composition of propolis produced in that region,
together with three other morphological types that were observed. The results in relation
to the possibility of using propolis, having B. dracunculifolia as the main plant source,
as an antioxidant and antibacterial (against S. aureus) agent, were promising. The
association of high triterpenoid levels and some phenolic compounds in propolis
samples may guarantee activity anti-BHV-1 and anti-PRV. It was also verified that
seasonality is a major determinant of propolis biological activity. Propolis samples with
constituents similar to phenolic substances showed differentiated biological activities,
suggesting the presence of certain active compounds in different concentrations among
the samples. Propolis samples of similar botanical origin and chemical profiles may
present differences in efficiency of S. aureus growth inhibition. Likewise, a single
species of bacteria may show different susceptibilities to a single propolis extract.
Although propolis samples with higher levels of phenolic substances are more efficient
in inhibiting S. aureus growth, the results suggested a possible synergism of these
compounds with triterpenes. Propolis whose organoleptic characteristics do not adjust to

market demands may present important biological activities.
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INTRODUCAO GERAL

O panorama contemporaneo do mercado de produtos apicolas vem sofrendo
modificacbes marcantes nos Ultimos anos, em virtude do processo de diversificacdo.
Considerando-se os produtos basicos (mel, polen, préopolis, geléia real, cera e apitoxina), o
que se observa € que eles se revezam ao longo dos anos em termos de importancia
econbmica, atribuindo-se com freqiiéncia a responsabilidade desta instabilidade a fatores
mercadoldgicos. A exemplo de qualquer outro produto, a demanda e a oferta sdo 0s
reguladores fundamentais do mercado. A oferta, além de incipiente no Brasil, sofre
consideravel influéncia da entrada de produtos de qualidade muitas vezes inferior, porém a
precos mais competitivos. Quanto a demanda, observa-se acentuado e progressivo interesse
da populacéo por produtos naturais, seja para incluséo na dieta ou para fins terapéuticos.

Atualmente, a propolis afigura-se como um dos mais importantes produtos de
exportacdo do setor, com significativa representatividade também no mercado interno,
chegando a ocupar, em certos momentos, a posicdo de destaque tradicionalmente ocupada
pelo mel. As cifras que traduzem o incremento de sua producdo sdo surpreendentes e,
certamente, a premiacdo recebida pela prépolis brasileira durante a realizagdo do XXX
Congresso Internacional da APIMONDIA, no Japdo, representou importante marco nas
negociacdes que envolvem o produto, valorizando-o em funcdo de suas qualidades. A partir
de entdo, intensificou-se a valorizacdo das suas caracteristicas organolépticas, as quais
constituem importantes parametros avaliados nas transa¢ées comerciais do produto, tanto
no mercado interno como no externo. Valoriza-se a propolis verde, aromatica e de aspecto
ndo-pegajoso, ndo se observando a mesma tendéncia com relacdo aquela de cor escura,
pouco aromaética e pegajosa. Ressalte-se que este tipo de avaliacdo, a qual ocorre durante a
sua comercializacdo, freqlientemente antecede andlises fisico-quimicas ou avalia¢cbes mais
detalhadas do perfil quimico do produto, o que possibilita o desmerecimento de
consideravel parcela da producédo nacional.

Apesar dos avangos alcangados quanto a caracterizagdo da propolis e da amplitude
da producdo cientifica acerca do produto, constata-se a escassez de informacdes que
vinculem a origem boténica as atividades bioldgicas ja observadas. Tal lacuna esta

relacionada as dificuldades existentes quanto a identificacdo da origem dos compostos que



contribuem para a composi¢do do perfil quimico do produto e, conseqlientemente, das
atividades bioldgicas a eles associadas.

Sendo assim, estudos que viabilizem a avaliagdo da origem boténica da propolis,
bem como o perfil quimico e as atividades bioldgicas relacionadas a esta origem, poderdo
gerar subsidios e abrir novas perspectivas no que tange a utilizacdo racional do produto

para fins terapéuticos especificos.



CAPITULO 1

Indicadores da origem boténica da prdépolis: importancia e perspectivas

1.1 Introducéo

Comercialmente, a propolis tem ocupado lugar de destaque no mercado nacional
e internacional de produtos apicolas. Sua inser¢do se deve, essencialmente, as inimeras
constatagdes das diferentes atividades biolodgicas atribuidas aos seus constituintes
quimicos. Como conseqiiéncia, observou-se incremento do valor agregado ao produto,
sendo este um dos importantes indicadores que representam a cadeia produtiva da
apicultura.

Ilustrando esta afirmagdo, Northenberg (1997) mencionou diferencas da ordem
de até 30 vezes nos valores de venda do produto ja beneficiado e comercializado no
Brasil e no Japao, podendo esta discrepancia ser explicada pela sua grande popularidade
em paises da Europa Oriental e, particularmente, nos asidticos como Japao, Coréia do
Sul e China.

As informagdes existentes sobre a magnitude do mercado de propolis ainda sdo
pouco precisas. Abreu (1997) estimou que a producdo anual de propolis no Brasil era de
115 toneladas, o que representa cerca de R$ 80,5 milhdes. Segundo o autor citou,
conforme dados do Japan Trade Organization (JETRO), 92% de toda a propolis in
natura consumida no Japao ¢ de origem brasileira, o que gera faturamento em torno de
USS$ 20 milhdes/ano as exportagdes nacionais.

No panorama atual, o Brasil ocupa a posi¢ao de terceiro maior produtor mundial,
perdendo apenas para a Russia e para a China (Pereira et al., 2002).

Comprova-se a importancia do produto ndo s6 em termos econdmicos, mas
principalmente cientificos, com centenas de artigos publicados nas ultimas décadas.
Todavia, segundo constatagdes de Pereira et al. (2002), apesar da posi¢do de destaque
na producdo e comércio da propolis, e de possuir a quinta maior produtividade cientifica
no assunto, a atividade de pesquisa no Brasil ndo reflete, nem em nimero nem em
conteudo, o interesse internacional que a propolis brasileira possui, principalmente para

0s japoneses.



Os estudos, desenvolvidos em praticamente todo o mundo, atribuem a
complexidade de sua composi¢do propriedades farmacologicas importantes,
considerando alguns compostos isoladamente, ou o sinergismo existente entre eles. Os
resultados indicam atividade de amplo espectro contra diferentes microorganismos
(fungos, bactérias, virus, protozoarios etc.) de distintos graus de patogenicidade para o
homem e outros animais. Ainda, importantes propriedades biologicas foram
comprovadas, como a antioxidante, acitotoxica e a imunomoduladora. Tais resultados
encontram-se bem documentados em revisdes bibliograficas especificas, como a
conduzida recentemente por Banskota et al. (2001), na qual sdo apresentados dados
compilados desde os citados por Guisalberti (1979) até os dias atuais.

Contudo, a exemplo de muitos outros produtos naturais, falta a propolis garantia
de pardmetros essenciais quanto a sua eficacia, seguranca e qualidade, de forma a
permitir o uso racional do produto. Para tanto, avaliagdes fitoquimicas e farmaco-
toxicoldgicas se fazem necessarias.

Hausen et al. (1987, 1988) identificaram alguns compostos alergénicos presentes
em propolis originaria de espécies do género Populus (Salicaceae), bem como em
constituintes presentes em suas gemas foliares (Hausen et al., 1992). Recentemente,
Popova et al. (2002) comprovaram que certos compostos presentes em amostras de
propolis provenientes de Myroxylon balsamum (Fabaceae) apresentam consideravel
toxicidade. Embora ainda incipientes, alguns trabalhos também vém sendo
desenvolvidos no intuito de se estabelecer dosagens de ingestdo diaria consideradas
seguras (Burdock, 1998).

Porém, ¢ imprescindivel que tais avaliacdes sejam efetuadas de forma
individualizada, especifica e bem fundamentadas quanto a origem das amostras
estudadas, tipos de reagdes produzidas e organismos utilizados.

Ainda, deve-se considerar que a associacdo da origem botanica aos fatores
climaticos do local de produ¢do implicam diferengas marcantes, tanto no aspecto
qualitativo como quantitativo da composi¢do quimica do produto final (Guisalberti et
al., 1979, Jéanne, 1984, Greenaway et al., 1990, Cheng ¢ Wong, 1996, Asis, 1991,
Bankova et al., 1992, Gary, 1993, Tomas-Barberan, 1993), dificultando a obtencao de
regularidade na eficécia farmacoldgica do produto.

Conforme discutido por Pereira et al. (2002), faz-se necessario definir quais
parametros terapéuticos minimos os diferentes tipos de propolis devem possuir, ou

idealmente que composi¢ao quimica minima deveria ser exigida para que apresentem as
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propriedades farmacologicas desejadas, devendo-se responder a um questionamento
antigo: qual propolis serve para qual acdo terapéutica?

Neste sentido, uma das etapas primordiais a serem galgadas ¢ a identificagdo das
espécies vegetais que estariam contribuindo como fontes potenciais de compostos
bioativos constituintes da propolis. Desta forma, o produto poderia ser considerado nao
s6 provedor de modelos de moléculas que apresentem atividades biologicas
importantes, mas também como fonte de tais constituintes.

Se por um lado a defini¢io do produto' evidencia a complexidade de sua origem
e composicao, por outro demonstra a importancia da utilizacdo de bases cientificas e
aportes tecnologicos no suporte e orientagdo de investigacoes relativas a propolis. Esta
afirmacdo justifica-se pelo cardter multidisciplinar que permeia a pesquisa de
biofarmacos, havendo envolvimento e complementaridade de conhecimentos advindos
de diversas ciéncias, tais como Farmacologia, Quimica Organica, Botanica,
Etnobotanica, Etnofarmacologia, Quimiossistematica, dentre outras (Di Stasi, 1996).

Vale ressaltar que, embora as plantas sejam uma fonte importante de produtos
biologicamente ativos, os quais se constituem em modelos para a sintese de um grande
nimero de farmacos, muitas vezes, a sintese de certos compostos por vias quimicas
artificiais € tecnicamente inviavel, seja pela dificuldade metodologica ou pelo elevado
custo que apresentam.

Entretanto, as diversas formas pelas quais tais compostos ficam disponiveis para
coleta pelas abelhas, nas diferentes partes dos vegetais, bem como a origem e natureza
dos compostos, ainda ndo estdo, em muitos casos, bem determinadas, havendo grande
variagdo entre as espécies vegetais envolvidas.

Sabe-se que complexos processos estdo envolvidos nas atividades secretoras das
plantas e que muitas duvidas ainda perduram quanto a natureza das substincias
secretadas e suas respectivas localiza¢des nos vegetais.

E fundamental, portanto, a elucidagdo do significado da presenga das estruturas
vegetais e dos constituintes quimicos presentes na propolis, sugerindo a possibilidade de
sua utilizagdo como indicadores da real composi¢do botanica do produto.

Crane (1990), ao abordar os diversos recursos vegetais utilizados pelas abelhas,

chamou a atencdo para a auséncia de derivacdo botanica do termo propolis,

! Brasil (2001): Entende-se por prépolis o produto oriundo de substancias resinosas, gomosas e
balsamicas, coletadas pelas abelhas, de brotos, flores ¢ exsudatos de plantas, ao qual as abelhas
acrescentam secregdes salivares, cera e polen.



diferentemente do que ocorre com os termos néctar e pdlen, que por si so6s indicam
produtos de origem vegetal.

O termo propolis ¢ amplamente utilizado em publicagdes para designar o
produto final depositado na colméia pelas abelhas campeiras, cuja alocagdo final na
coldnia fica a cargo das abelhas mais jovens que executam tarefas internas. E também
usado para descrever a matéria-prima que sera utilizada para este fim, j4 que ¢ comum
encontrarmos descritas na literatura expressdes como ‘“coleta de propolis”, a qual
resume circunstancias de forrageamento e coleta nas diversas fontes vegetais pelas
abelhas.

De acordo com Seeley (1995), a propolis tem para as abelhas basicamente duas
funcdes: mecanica (por evitar perda de calor por convec¢do) e quimica (por garantir a
assepsia, principalmente nas regides de cria), sendo, segundo Ogren (1990), a ultima
considerada a principal. Estas fungdes explicam a origem grega da palavra pro — (a
frente de) ¢ - polis (cidade).

Ressalte-se que o conhecimento da origem da propolis ndo ¢ unicamente de
interesse académico, pois permite gerar informagdes dos locais mais adequados para a
alocagdo de colméias destinadas a sua produgdo. Ainda, a associagdo deste
conhecimento a estudos fitoquimicos especificos possibilitaria a predicdo da
composi¢do aproximada da propolis a ser disponibilizada no mercado, conferindo-lhe
certificagdo de origem, uma vez que sua producdo ocorreria em apidrios cujas

composi¢des floristicas teriam sido previamente avaliadas.

1.2 Origem da propolis: Zonas Temperadas x Zonas Tropicais

Em paises da Europa, a preocupagdo com a origem da prépolis parece
acompanhar os estudiosos da area desde o inicio do século passado. Embora a
dificuldade na aquisicdo da literatura dessa época e o idioma em que sdo publicadas
sejam uma realidade, dado que em sua maioria os trabalhos sdo origindrios de paises do
leste europeu, Ghisalbert (1979) apresentou em sua revisdo os trabalhos pioneiros com
alguns dos principais resultados: Helfenberg (1908) observou que as abelhas coletavam
propolis de ramos, folhas e brotos de Betula spp. (Betulaceae), Fraxinus spp.
(Oleaceae), Ulmus spp. (Ulmaceae) e arvores de balsamo. A primeira indicagdo de que a
propolis seria obtida de Populus nigra var. pyramidalis, familia Salicaceae, foi efetuada

por Jaubert, em 1926. Posteriormente, Vansell e Bisson (1940) concluiram que também
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a propolis do oeste dos Estados Unidos era originaria de gemas de Populus nigra, além
de Alnus viridis (Betulaceae).

Popravko (1974), citado por Konig (1985), afirmou que espécies de Populus? (de
nome vulgar choupo ou alamo) constituem-se nas principais fontes de propolis na
Europa, sendo Betula spp., Quercus spp. (Fagaceae), Alnus spp., Salix spp. (Salicaceae)
e Corylus avellana (Corylaceae, aveleira) de importancia secundaria. Todavia, na
Russia central, segundo o autor, Betula parece predominar em relagdo a Populus como
fonte de propolis.

Em publicagdo posterior, Popravko (1976) descreveu a importancia das
secregoes de gemas de Betula (que ocupa grande superficie de bosques de zonas
temperadas) para a planta e, provavelmente, também para as abelhas que as coletam. Foi
considerada, em suas conclusdes, que a natureza das substancias presentes nas gemas
era equivalente aquelas presentes na préopolis (basicamente: hexabiterpenos, acidos
aromaticos e flavonoides). Segundo o autor, as secrecdes das gemas exercem papel
essencial no sistema de defesa do vegetal, apresentando notavel atividade bioldgica
contra microorganismos fitopatogénicos, como fungos e virus. Argumentou-se ainda
tratar-se de um género de plantas que atua eficientemente em termos de manisfestagoes
alelopaticas, inibindo eficientemente o desenvolvimento da flora competidora.

Nagy et al. (1985) afirmaram que, na Hungria, as principais fontes de propolis
seriam os géneros Acacia (Fabaceae), Betula (Betulaceae), Populus (Salicaceae), Pinus
(Pinaceae), Prunus (Rosaceae), além de espécies como Aesculus hypocastane
(Hippocastanaceae), de onde as abelhas fazem coletas em gemas ainda fechadas.

Ghisalbert (1979), concluindo sua revisdo, afirmou que a prépolis de zonas
temperadas advém também de faia (Fagus, Fagaceae), de arvores de coniferas e de
Aesculus spp. (Hippocastanaceae).

Suas informagdes foram corroboradas por Bonvehi e Coll (1994), que indicaram
como principais fontes de resinas do Hemisfério Norte: Aesculus hippocastanum, Betula
spp., Fraxinus spp., Picea spp., Pinus spp., Populus spp., Quercus spp., Salix spp. e
Ulmus spp. Ja para as amostras de propolis por eles analisadas e embora ndo

esclarecendo a técnica utilizada, os autores atribuiram a origem do produto na China as

% Populus - Género presente em extensa faixa geografica, a qual abrange América do Norte, Europa,
norte da Africa e regides ndo-tropicais da Asia, incluindo oeste da China e Coréia (Schmithiisen, 1976,

citado por Konig, 1985).



seguintes espécies: Melia azederach, Morus spp., Populus spp., Prunus spp., Pyrus
spp., Salix spp., Robinia pseudacacia L. e Ulmus spp.

Entretanto, Greenaway et al. (1990), ao analisarem propolis e gemas vegetais de
diversas espécies provenintes de diversos paises, incluindo Austria, Alemanha, Israel,
Reino Unido, Estados Unidos e Equador, afirmaram que, com exce¢do de amostras do
Equador, foram identificados compostos caracteristicos unicamente de gemas de
Populus spp., além de cera e aglicares agregados posteriormente pelas abelhas. Segundo
os autores, os constituintes oriundos de gemas de Aesculus hippocastanum e de varias
espécies de coniferas tém caracteristicas proprias, diferentes dos presentes em gemas de
Populus, nao estando presentes em nenhuma das amostras analisadas. Suas analises
comprovaram que ocorre preferéncia de coleta pelas abelhas por algumas espécies do
género Populus. Com excec¢do do Equador, todas as amostras de propolis analisadas
apresentaram constituintes tipicos de espécies da segao Aigeiros desse género (a qual
inclui P. deltoides e P. nigra, juntamente com outras espécies relacionadas a P.
deltoides, como P. fremontii, P. sargentii Dode e P. wislizeni Sarg.) e de hibridos
resultantes de cruzamentos dessas espécies.

Konig (1985), associando suas avaliagdes a comunicacdes pessoais, afirmou que
nas ilhas do Havai as principais fontes de propolis sao Plumeria acuminata e Plumeria
acutifélia (Apocynaceae), de onde as abelhas coletam matéria-prima dos caules e
gemas, havendo também coleta em Eucalyptus sideroxylon (Myrtaceae), originario da
Australia, e de Psidium guajava (Myrtaceae) e Schinus terebinthifolius (Anacardiaceae),
ambas originarias da América do Sul.

Bankova ¢ Popov (1994) constataram que Populus nigra e Populus canadensis
sdo as principais fontes de propolis na Albania, sendo a primeira espécie mais
importante e que, possivelmente, constituintes de gemas de Prunus spp. também fagam
parte da composi¢ao do produto nesse pais. Os autores ressaltaram as diferencas por
eles observadas entre a propolis produzida na Bulgéria e na Albania, justificando tal fato
em funcdo do clima predominante nos dois paises, embora ambos se situem na
Peninsula Balcanica.

Vale ressaltar que a espécie Populus deltoides, amplamente distribuida na regido
central e oeste dos Estados Unidos, foi introduzida na Europa no final do século XVIII.
A partir de entdo, ocorreu um processo de livre hibridacdo com P. nigra, cujos produtos
passaram a ser designados Populus x euramericana. O hibrido encontra-se atualmente

espalhado pelo oeste europeu, promovendo variagcdes na composicao da propolis,
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conforme relatado por Garcia-Viguera (1992), sendo, segundo o autor, inadequado o
raciocinio de que fontes similares (hibridos de uma espécie) produzem propolis de
constitui¢des semelhantes.

Christov et al. (1998), ao constatar a complexidade da composi¢do da prépolis
egipcia, concluiu que, além de Populus nigra, presente no local de coleta, outras
espécies poderiam participar da composi¢do do produto. Os autores consideraram a
influéncia de clima subtropical e tropical nos resultados obtidos.

De maneira geral, nos estudos desenvolvidos em paises europeus, incluindo
Hungria (Papay et al., 1985), Gra-Bretanha (Greenaway et al., 1987) e Bulgaria
(Bankova et al., 1992), o género Populus predomina como fonte de propolis,
principalmente P. nigra. J4 na Mongolia, P. suaveolens ¢ a tnica espécie disponivel do
género para esse fim (Bankova et al., 1992).

Nakamura et al. (1997) identificaram, por meio de analises cromatograficas,
Populus italica e Betula platyphylla como sendo as principais espécies que originavam
a propolis na regidao de Toquio, no Japdo. Em seus resultados foi constatado ainda que
ha uma significativa variagdo ao longo do ano, quanto a quantidade de resina produzida
pelas gemas de P. italica.

Algumas outras informagdes compiladas por Crane (1990), as quais incluem a
origem da propolis coletada por Apis mellifera encontram-se apresentadas na Tabela 1.

Saliente-se que a autora baseou-se em informacgdes da literatura, principalmente
de Fahn (1979), ao apresentar o provavel tipo de substincia coletada em cada fonte
vegetal pelas abelhas.

Em seu apanhado, embora Crane (1990) tenha demonstrado certa diversidade de
fontes de propolis observadas em paises de clima temperado, a autora também concluiu
que Populus e Betula sdo os géneros que predominam nessa zona como fonte de
material para a producao de propolis.

E possivel constatar a escassez de informagdes obtidas em paises tropicais
relativas a esta época, tendo sido Xanthorrhoea (Juncaceae) indicada como fonte no
oeste da Australia (Ghisalberti, 1979).

Recentemente, varios estudos tém sido conduzidos na tentativa de se identificar
efetivamente a origem da propolis nos tropicos, por meio de diferentes técnicas, sejam
elas diretas (observagdo de coleta no campo) ou indiretas (analise dos constituintes

quimicos e estruturas anatdmicas vegetais presentes ou analises palinologicas).



Tabela 1. Origem da propolis coletada por abelhas Apis mellifera. (Adaptado de Crane,

1990)
Fontes vegetais Local Substancia
Anacardiaceae
Mangifera indica L. Tailandia, Montserrat ~ Resina
Schinus terenbethifolius Raddi Havai Resina?
Apocynaceae
Landolphia capensis Oliver Africa do Sul Latex
Plumeria rubre L. Havai Latex
Araucariaceae
Araucaria heterophylla (Salisb.) Franco Barbados Resina
Betulaceae
Alnus sieboldiana Matsumura Japdo Lipossoluvel?
Alnus viridis (Chaix) DC USA Lipossoluvel
Betula pendula Roth
como B. alba USSR Lipossoluvel
como B. verrucosa USSR Lipossoluvel
Burseraceae
Bursera excelsa (Knuth.) Engel. México Lipossoluvel?
Bursera simaruba (L.) Sarg. Meéxico, Montserrat Lipossolivel,
resina
Protium copal Engl. México
Caryophyllaceae
Lychnis viscaria L. URSS Lipossoluvel
Casuarinaceae
Casuarina equisetifolia J.R. Forst & G. Forst Barbados,  Egito Resina
Seicheles
Compositae
Cynara cardunculus L. Chile
Helianthus annuus L. Gra-Bretanha Mucilagem
Cornaceae
Cornus mas L. Roménia
Euphorbiaceae
Hevea brasiliensis Muell. Arg. (das folhas).  Botswana Cera
Fagaceae
Castanea sativa Mill. Francga
Quercus robur L. Franga
Guttiferae
Calophyllum inophyllum L. Seicheles
Hippocastanaceae
Aesculus hippocastanum L. URSS e Franga Lipossolavel
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Tabela 1. (Cont.).

Fontes vegetais Local Substancia
Labiatae
Salvia officianalis L. URSS
Lauraceae
Laurus nobilis L. Italia
Leguminosae
Acacia Africa do Sul Mucilagem
Acacia karroo Hayne Botswana Mucilagem
Brachystegia utilis Burtt Davy & Hutch. Zimbabue
Hymenae courbaril L. México Resina
Julbernardia baumii (Harms) Troupin Zaire Resina?
Schizolobium parahybum (Vell.) Blake Zaire Resina?
Sophora japonica L. Roménia Resina?
Liliaceae
Xantorrhoea spp. incluindo johnsonii Australia Resina
Xantorrhoea australis R. Br. Australia Resina
Xantorrhoea preissii Endl. Australia Resina
Malvaceae
Althae rosea (L.) Cav. Gra-Bretanha Mucilagem
Hibiscus rosa-sinesis L. Zaire Mucilagem
Moraceae
Artocarpus altillis (Parkinson) Fosberg Barbados e Montserrat  Latex
Artocarpus heterophyllus Lam. Seicheles Latex
Ficus caricas L. Botswana Resina
Ficus elastica Roxb. ex Hornem Tailandia Latex
Ficus thonningii Blume Angola Latex
Myoporaceae
Myoporum laetum Forst. f. Nova Zelandia
Myrtaceae
Eucalyptus sideroxylon A. Cunn. Ex Wolls ~ Havai
Psidium guajava L. Havai
Oleaceae
Fraxinus L. EUA
Fraxinus excelsior L.ash desconhecido
Onagraceae
Epilobium angustifolium L. URSS
Palmae
Cocos nucifera L. Seicheles
Pinaceae
Albies alba Miller Roménia Resina
Pinus wallichiana A.B. Jacks Roménia Resina
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Tabela 1. (Cont.).

Fontes vegetais Local Substancia

Rosaceae

Prunus armeniaca L. Roménia Goma

Prunus avium L. Egito

Prunus cerasifera Ehrh. URSS Goma

ou Prunus cerasus L. Romenia Goma
Salicacea

Populus alba L. Italia Lipossolavel

Populus angustifolia E. 7. USA

Populus balsamifera L. USA

Populus canadensis Moench. Italia Lipossolavel

Populus deltoides Bartr. ex Marsh. Africa do Sul Lipossolavel

Populus x euramericana (Dode) Guinier ~ Reino Unido

USA

Populus nigra L. Italia Lipossolavel

Populus tremula L. Italia Lipossoluvel

Populus trichocarpa Torr. & A. Gray Canada Lipossoluvel

Salix alba L. Roménia Lipossolavel

Salix babylonica L. Egito

Salix caprea L. URSS Lipossoluvel

Salix cinerea L. Roménia Lipossolavel
Sterculiaceae

Sterculia tragacantha Lindl. Zaire Goma
Zygophyllaceae

Larrea tridentata (DC.) Cov. USA

Sem duvida, a observagdo direta de abelhas no campo coletando matéria-prima
para a producao de propolis seria a técnica mais adequada e cujos resultados seriam
incontestdveis no intuito de gerar informacdes de fontes vegetais utilizadas para a
producao de propolis pelas abelhas.

Outras técnicas, ditas indiretas, t€ém sido utilizadas, tais como: identificagdo de
constituintes quimicos e de estruturas ou fragmentos de tecidos vegetais encontrados na
propolis, além de graos de pdlen presentes no residuo insolavel do produto.

A diversidade de técnicas empregadas denota as dificuldades existentes na
determinagdo de métodos efetivos que indiquem a real origem do produto.
Possivelmente, a combinacao de varios métodos seja a melhor estratégia a ser adotada.

Ressalte-se que, no caso da utilizacdo de técnicas indiretas, os resultados sao
algumas vezes nado-conclusivos, dada a heterogeneidade e diversidade de informagdes
obtidas com essas andlises. Em amostras oriundas de paises tropicais, tal fato pode ser
atribuido, principalmente, a diversidade da flora presente, podendo as abelhas ser
atraidas por diferentes fontes vegetais em um mesmo local. Soma-se a essas
dificuldades a falta de conhecimento dos constituintes quimicos presentes em muitas

espécies vegetais. Também, investigagdes quimicas de material vegetal sdo
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tradicionalmente conduzidas com porgdes de biomassa de muitas partes nao-coletadas
pelas abelhas, além das coletadas.

Apesar de adequada, as dificuldades na viabilidade da técnica de observacdo
direta no campo sdo uma realidade, em fun¢do da complexidade que o estudo do
comportamento de forrageamento de Apis mellifera para obten¢do de propolis
apresenta, quando comparado aos estudos para obtencdo de outros recursos, como
néctar e polen. O principal fator em questdo ¢ o reduzido percentual de individuos que
executam tal atividade por colonia, apesar de que esse nimero pode ser alterado em
fungdo da necessidade.

Santos (1996), ao estudar o forrageamento de propolis de abelhas Apis mellifera
africanizadas, observou que o forrageamento para coleta desse recurso € pouco
representativo em relacdo a outras atividades de campo, incluindo coleta de podlen. Em
seus resultados, constatou-se que apenas cerca de 1% dos individuos de uma coldonia
coletavam propolis. Ja a atividade de coleta de poélen observada foi de aproximadamente
35%. Tais resultados justificam-se, possivelmente, pela reduzida demanda do produto
pela coldnia, em relacdo a outros recursos que garantem sua nutri¢do (polen, néctar e
agua). Temperatura e insolacdo sdo, segundo o autor, fatores ambientais determinantes
no comportamento de forrageamento de propolis.

Greenaway et al. (1990) constataram diferengas marcantes no perfil quimico de
amostras de propolis oriundas do Equador, quando comparadas com aquelas originarias
de paises de clima temperado e subtropical. Os autores atribuiram tais diferencas a
possiveis novas fontes de propolis presentes em zonas tropicais, utilizadas por abelhas
Apis mellifera, em fungao da auséncia de espécies de Populus. Todavia, tais fontes ndo
foram por eles determinadas.

Em regides tropicais, em especial no Brasil, o grande desafio nesta area ¢
justamente a grande diversidade floristica e a disponibilidade de espécies
potencialmente atrativas para as abelhas para coleta de propolis. De acordo com Joly
(2001), o Pais ¢ recordista em termos de biodiversidade, detendo cerca de 20% das
espécies do planeta. Aproximadamente 55.000 espécies de plantas estdo catalogadas em
territorio nacional, de um total estimado entre 350.000 e 500.000 espécies (Guerra e
Nodari, 2001).

Tomas-Barberan et al. (1993) concluiram que as principais fontes de propolis da
Venezuela seriam Clusia minor e Clusia major (Guttiferae), ao constatarem que a

maioria das amostras por eles analisadas continham benzofenonas polipreniladas,
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também presentes em resinas que exsudam de flores daquelas espécies. Os autores
associaram observagdes de campo de Apis mellifera visitando tais flores e coletando
resina que exsuda da base dos estames (em C. minor) ou de um anel na por¢ao mediana
dos estames (em C. major), com resultados de analise quimica dessa resina ¢ da
propolis produzida. Constata-se em seus resultados que, em uma mesma localidade,
houve diferencas no padrao de compostos fendlicos e carcteristicas organolépticas (cor)
apresentados pelo extrato metanolico da propolis produzida pelas abelhas. Uma das
amostras apresentou caracteristicas completamente diferentes, sem nenhum composto
comum as outras amostras, além do seu extrato apresentar cor palida ou incolor,
enquanto aqueles obtidos com outras amostras eram de cor marrom-avermelhada ou
amarelada. Indicios associados a fatores ecologicos, relacionados a ordem de
colonizagdo da fonte vegetal coletada por abelhas Apis mellifera, podem estar
relacionados.

Bonvehi e Coll (1994), analisando seis amostras de propolis oriundas do
Uruguai e apenas uma amostra originaria do Brasil, concluiram, por meio de anélises
espectrométricas que as diferencas encontradas no padrao de flavondides das amostras
foi suficiente para discriminar a origem geografica. Sem, no entanto, esclarecer de que
forma foram correlacionados os resultados quimicos das amostras com suas origens
botanicas, os autores afirmaram que as seguintes espécies contribuiram para a
composicao das amostras analisadas: Betula spp., Eucalyptus globulus L., Populus spp.,
e Salix spp. (no Uruguai) e Citrus sinensis, Coffea arabica, Saccharum officinarum e
Eucalyptus spp. (no Brasil).

Ressalte-se que em alguns casos os resultados obtidos devem ser avaliados com
cautela, ndo sendo, muitas vezes, conclusivos para identificar a origem botanica da
propolis. E valido, no entanto, excluir a possibilidade de participagdo de certos grupos
vegetais, levando em conta a associacdo do conhecimento prévio dos constituintes
quimicos presentes nos vegetais e do perfil dos constituintes quimicos das amostras
analisadas.

Banskota et al. (1998), por meio de comparagdes dos resultados de analises
quimicas efetuadas em amostras de propolis e informacgdes da literatura de constituintes
quimicos presentes em diversas espécies vegetais, sugeriram que Baccharis spp. seria
uma importante fonte de propolis no Brasil, além de Clusia minor, Clusia major
(conforme ja sugerido por Tomas-Barberan et al. ,1993, na Venezuela) ¢ Araucaria

heterophylla (Pinaceae).
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Os primeiros resultados de observag¢des de forrageamento de propolis por Apis
mellifera (africanizadas) no Brasil foram apresentados inicialmente por Santos (1996) e
em seguida por Santos e Message (1997). Os autores constataram que em Baccharis
dracunculifolia, conhecido popularmente como alecrim, a idade das abelhas coletoras
variava de 41 a 63 dias. Observaram também que a coleta da propolis ocorria nas gemas
apicais e axilares da planta, com o auxilio das mandibulas e do primeiro par de patas,
sendo depois transferida para a corbicula e transportada para a coldnia. Foi observado
ainda que as coletoras sdo capazes de recrutar outras operarias pelo comportamento de
danca.

Ao detectarem fragmentos de epiderme de um sé tipo de tricomas tectores e
glandulares de B. dracunculifolia em amostras de propolis produzidas em areas de
cerrado de Minas Gerais, Brasil, Bastos et al. (1998) também sugeriram grande
participagdo dessa espécie na composi¢ao da propolis. Na andlise do espectro polinico,
graos de podlen que se apresentaram na freqiiéncia de podlen isolado e/ou isolado
ocasional indicaram, segundo os autores, a possivel fonte botanica de resina (0 a 3% do
total de graos eram de Baccharis e de Vernonia).

Estudos conduzidos por Warakomska e Maciejewicz (1992), fundamentados na
analise de sedimentos de amostras de propolis com o objetivo de caracterizar os graos
de poélen, bem como outros componentes vegetais presentes, foram pioneiros. A
constatagdo de discos (ou tricomas) secretores e outros elementos dotados de parede
celular, os quais foram preservados durante as etapas de extragdo seqiiencial das
amostras com diferentes solventes organicos (etanol, benzeno e acetona, nesta ordem),
serviu de indicagdo para a descoberta das fontes vegetais presentes. Paralelamente,
foram preparadas laminas com cortes de folhas de Betula e de Alnus. As observagoes os
levaram a concluir que tais estruturas eram idénticas as presentes no sedimento
insoluvel da propolis e que espécies de tais géneros certamente seriam as fontes vegetais
utilizadas para coleta pelas abelhas nos locais estudados.

Entretanto, para Warakomska e Maciejewicz (1992), o conteudo polinico
encontrado nas amostras de propolis por eles analisadas refletia apenas a flora da regido
de origem, interpretacao esta partilhada por muitos pesquisadores.

Ao conduzir o primeiro estudo sobre o pdlen encontrado na frag¢do insoluvel de
propolis, Jungkunz (1932), citado por Ghisalberti (1979), observou a presenca de polen
das leguminosas Lupinus, Robinia e Onobrychis sativa. Todavia, o autor também nao

concluiu a origem do produto em fung¢ao dos tipos polinicos encontrados.
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D’Albore (1979), pela anélise polinica de amostras de propolis de diferentes
paises (inclusive do Brasil), constatou ser possivel utilizar este elemento como
indicativo da origem geografica do produto, em funcdo da ocorréncia das espécies
vegetais encontradas. As amostras analisadas foram submetidas a extracdo com mistura
de etanol, cloroformio e acetona em partes iguais. Segundo seus resultados, com base
no espectro polinico e identificagdo de tdxons vegetais pela morfologia dos graos de
polen, ¢ possivel inferir sobre o tipo de vegetacdo de onde foi recolhida a propolis.
Também Barth et al. (1999) chegaram a esta conclusdo. Com o objetivo de propor uma
metodologia para preparo de propolis visando a estudos palinoldgicos, bem como
caracterizar amostras de propolis provenientes de diferentes regides geograficas do
Brasil (RJ, MG e RS) por morfologia polinica, os autores identificaram os seguintes
taxons vegetais mais freqiientes: Eucalyptus, Compositae (principalmente Eupatorium)
e Cecropia (Cecropiaceac). Este ultimo género, juntamente com Ambrosia
(Compositae), Piper (Piperaceac) e Brosimum (Urticaceae), constituiram o pdlen
anemofilo mais representativo. Segundo os autores, as andlises qualitativas e
quantitativas dos tipos polinicos encontrados em amostras de propolis sdo instrumentos
utilizdveis para a caracterizacdo geografica de sua procedéncia, bem como da origem
floristica e, em alguns casos, estacional das amostras. Como exemplo de polen utilizado
para referencial do periodo sazonal de coleta de propolis, foram citadas as observagdes
de pdlen de Mimosa caesalpiniaefolia (Leguminoseae) e Citrus no sedimento das
amostras.

Na interpretacao de D’Albore (1979) e de Barth et al. (1999), o polen presente
na propolis pode ter as seguintes origens: (a) carregado pelo vento, adere-se a resina de
exsudados vegetais; (b) ¢ um contaminante, colhido em separado pelas abelhas para
armazenamento dentro da colméia; (c) vem aderido ao corpo das abelhas durante
trabalhos de campo ou mesmo no interior da colméia.

Considerando que essas hipdteses representariam meras contaminagdes da
propolis por polen, ndo caberia a interpretagdo de que em alguma das alternativas
haveria possibilidade de utilizagdo de analises morfoldgicas de poélens provenientes de
espécies vegetais, que estivessem também contribuindo em termos de fornecimento de
matéria-prima, para coleta de propolis pelas abelhas.

Neste sentido, a hipotese mais provavel a ser considerada seria a possibilidade
de coleta de secregdes resiniferas em estruturas florais por abelhas Apis mellifera, onde

efetivamente poderiam estar ocorrendo contaminagdo de polens aderidos aos pélos do
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corpo do inseto, ou ainda, poderia ocorrer o evento do tipo citado pelos autores acima
na hipdtese (a).

Recentemente, a despeito de tais argumentos, a origem botanica da prépolis vem
sendo atrelada a estudos polinicos. A propolis produzida na regido central do Chile tem
sido intensamente estudada dessa forma. De acordo com Valcic et al. (1998), a
vegetacdo predominante na regido ¢ o matorral, dominada por espécies arbustivas
perenes. Para Valcic et al. (1999), tanto o polen como fragmentos de folhas tém
consideravel valor em termos de sistematica, na anélise da origem botanica da prépolis.
As investigacdes da origem botanica da propolis oriunda da regido central do Chile, por
eles conduzidas, basearam-se em analises microscopicas dessas estruturas. Em seus
resultados constatou-se que os graos de polen que apareciam mais freqiientemente e de
forma significativa nas amostras eram das espécies nativas Baccharis linearis
(Asteraceae), Budleja globosa (Loganiaceae), Peumus boldus (Monimiaceae) ¢ Salix
humboldtiana, e das espécies exoticas Eucalyptus globulus e Ricinus communis
(Euphorbiaceae). Fragmentos de folhas de quatro espécies nativas, quais sejam,
Baccharis linearis, Kageneckia oblonga (Rosaceae), Lithraea caustica (Anacardiaceae)
e Trevoa trinervis (Rhamnaceae) foram facilmente visualizados e identificados nas
amostras de propolis, em fun¢do da presenca de tricomas glandulares e filamentosos e
do formato dos estomatos. Embora pdlens dessas espécies também estivessem presentes
nas amostras analisadas, o nivel de significancia s6 foi atingido pela ltima espécie
citada. Diante dos resultados, os autores concluiram que as espécies de plantas
consideradas como as principais fontes botanicas da propolis analisada foram aquelas
cujo polen ocorre em grande quantidade (significativa estatisticamente) e aquelas
espécies cujos fragmentos de folhas foram também identificados (neste caso, apenas
quando associadas a presenca de seus respectivos graos de polen).

Montenegro et al. (2000) diagnosticaram a origem botanica da prdopolis da regidao
central do Chile em trés localidades, onde o clima ¢ do tipo mediterraneo, pela presenca
de griaos de pdlen no sedimento insoltivel das amostras. As espécies nativas mais
representativas foram Baccharis linearis (Ruiz & Pav.) Person, Buddleja globosa Hope,
Peumus boldus Molina e Salix humboldtiana Willd. Os graos de pdlen que apareceram
de maneira mais significativa de espécies exoticas foram de Eucalyptus globulus Labill.
e Ricinus communis L. Foi constatada ainda a presenc¢a de graos de polen de outras
espécies, tais como Aristotelia chilensis Stuntz (Elacocarpaceae), Cestrum parqui

L’Hér. (Solonaceae), Citrus limon (L.) Burm., Colliguaja odorifera Molina
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(Euphorbiaceae), Cryptocarya alba (Molina) Looser (Lauraceae), Escallonia illinita
(Saxifragaceae), Eupatorium glechonophyllum Less. (Asteraceae), E. salvia Colla,
Hypochaeris radicata L. (Asteraceae), Lithraea caustica (Molina) Hook. & Arn.
(Anacardiaceae), Maytenus boaria Molina (Celastraceae), Populus alba L. (Salicaceae),
Quillaja saponaria Molina (Rosaceae) e Trevoa trinervis (Rhaminaceae). A presenga de
graos de polen dessas espécies, com niveis de freqiiéncia estatisticamente significativas,
¢, segundo os autores, suficiente para indicd-las como fontes de propolis. Outro
parametro utilizado pelos autores para obten¢do do diagnostico foi a identificagcdo de
fragmentos de folhas e outras estruturas vegetativas presentes no sedimento (presenca
de estomatos, epiderme e tricomas). Este parametro, no entanto, foi considerado
secundario, j4 que nas conclusdes do trabalho, embora fragmentos de folhas de
Baccharis linearis, Kagenechia oblonga, Lithraea caustica e Trevoa trinervis tenham
sido facilmente reconhecidos nas amostras de propolis (devido a suas caracteristicas
filamentosas e tricomas glandulares), apenas B. linearis foi incluida como uma das
principais fontes de propolis na regido estudada. Para os autores, a freqiiéncia polinica
significativa de determinada espécie no sedimento insolivel de propolis € o principal
parametro a ser avaliado.

Montenegro et al. (2001a), ao estudarem a origem botanica e produtividade
sazonal da propolis naquela mesma regido, mas proveniente de outra localidade,
basearam-se também em estudos micromorfoldgicos de graos de polen e de anexos de
epiderme (glandulas da epiderme, tricomas e tecidos de gemas) presentes no sedimento
insoluvel das amostras analisadas. Foi constatado que espécies das familias Myrtaceae e
Salicaceae foram as mais representativas quanto ao forrageamento de abelhas meliferas
para coleta de resinas e 0leos para producdo de propolis. Novamente para os autores, a
participagdo de espécies como fonte de propolis pdde ser avaliada pela
representatividade de graos de polen presentes nas amostras. Desta forma, as espécies
exoOticas que contribuiram de maneira mais significativa foram Eucalyptus globulus e
Populus alba (ndo inserida na segdo Aigeiros). Ja as espécies nativas foram: Baccharis
lineares, Escallonia illinita, Pelmus boldus e Quillaja saponaria. Fica claro que na
apresentacao dos resultados principais, foi considerada, principalmente, a presenga de
graos de podlen, embora outros indicadores (tricomas ou estruturas remanescentes da
epiderme) também tenham sido estudados (ndo durante o ano todo, mas especialmente

em periodos em que a planta ndo estava florescendo).
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Paralelamente, considerando dez outras localidades na mesma regido central do
Chile (entre 32° e 38° latitude sul), Montenegro et al. (2001b) confirmaram que as
abelhas coletam resinas principalmente das familias Salicaceae e Myrtaceae, sendo
desta vez as espécies Salix humboldtiana (nativa) e Eucalyptus globulus (exotica) as
mais representativas. Suas conclusdes basearam-se novamente na presenca constante de
polen dessas espécies nas amostras estudadas, sendo suas propor¢des dentro da fragdo
polinica sempre significativas. Outras espécies também foram utilizadas como fonte de
propolis, porém ndo representadas em todos os locais estudados, segundo os autores:
Baccharis linearis, Lithraea caustica e Quillaja saponaria (espécies nativas) e Populus
alba (espécie exdtica). Houve ainda espécies que ndo apresentaram importancia quando
o conjunto dos dez locais foi avaliado, sendo todavia importantes no local onde se
encontravam, por exemplo Escallonia rubra, Escallonia pulverulenta e Otholobium
glandulosum (Leguminoseae). Os autores concluiram que a participagao dessas espécies
s0 ocorreu porque havia baixa disponibilidade de fontes consideradas por eles preferidas
pelas abelhas, como Eucalyptus globulus e S. humboldtiana.

Também foram avaliadas estruturas morfoldgicas dos vegetais presentes nas
amostras, como possiveis indicadores da origem botanica (tecidos epidérmicos,
tricomas filamentosos, glandulas e estomatos). A importancia da presenca dessas
estruturas nas amostras, durante a discussdo do trabalho, foi vinculada a aspectos ndo so6
de local de coleta do vegetal mas também da fenologia das espécies vegetais em
questdo. Por exemplo, quando as estruturas vegetais presentes nao pertenciam a
espécies ditas significativas na fragdo polinica, afirmou-se que os exsudados coletados
eram produzidos principalmente em 6rgdos vegetativos e que as espécies nao estavam
em floracdo. Ademais, quando as estruturas morfoldgicas presentes eram associadas as
espécies de maior importancia dentro da fragdo polinica, a discussdo foi conduzida no
intuito de considerar que tanto as flores como outras partes dos vegetais eram utilizadas
pelas abelhas para coleta de prépolis.

Ao mesmo tempo em que afirmaram em seus trabalhos a importancia de
considerar as estruturas vegetais como um dos parametros utilizados na identificacdo da
origem da propolis, Montenegro et al. (2000, 2001a, 2001b) concluiram que a analise da
composi¢do polinica especifica da propolis pode ser usada prioritariamente na

determinag¢@o de sua origem botanica.

19



1.3 Secrecéo de resina em estruturas florais

Interessantes consideragdes foram efetuadas por Armbuster (1984) quanto ao
papel das resinas na polinizacdo de angiospermas. O autor sugeriu que secregdes de
resinas em estruturas florais podem ter se originado como uma defesa contra herbivoros
e que, secundariamente, tais secreg¢des se transformaram em objeto de recompensa para
polinizadores. As resinas florais podem ser um recurso importante para certas abelhas,
as quais, em contrapartida, se tornam os principais polinizadores de muitas espécies de
plantas tropicais. At¢é o momento, foram descritos apenas dois géneros nao-
correlacionados de plantas, Dalechampia (Euphorbiaceae) e Clusia (Guttiferae), que
atraem polinizadores pela secrecdo de resinas em suas estruturas florais.

Nos primeiros estudos desenvolvidos para identificar outros recursos
disponibilizados pelos vegetais aos polinizadores, além de polen ou néctar, constatou-se
a producdo de oleos secretados por flores. Data de fins do século XIX a primeira
observagdo de abelhas coletando resina em estruturas florais de Dalechampia (Muller,
1879, citado por Armbruster, 1984), cuja secrecdo ocorre nas bracteas, embaixo de
flores estaminadas da inflorescéncia bissexual. Embora tecnicamente essas bracteas
sejam extraflorais, Armbruster ¢ Webster (1979) se referem a tais secrecdes como
florais ao considerarem a funcao atrativa da resina.

De acordo com Armbuster (1984), dentre os diversos tdxons de insetos que
coletam resinas para utilizagdo no ninho, as abelhas da superfamilia Apoidea,
especialmente Apidae e Megachilidae sdo as mais representativas. Fémeas das tribos
Apini, Euglossini e Meliponini (todos da familia Apidae) apresentam comportamento de
coleta de resina semelhante: iniciam a coleta com as mandibulas, manipulam o material
coletado com o primeiro par de patas e o transferem para as corbiculas, localizadas nas
patas traseiras. Como conseqiiéncia, nao deve ocorrer coleta de resina e podlen
concomitantemente, além do que, presumivelmente, polen e resina misturados numa
mesma carga na corbicula ndo serviriam como suprimento alimentar para as larvas,
devido a impossibilidade de digestdo de muitos compostos presentes. Ja as abelhas da
familia Megachilidae transportam resina em forma de pequenos globulos, embaixo de
suas mandibulas, o que permite que a escopa abdominal permaneca livre para coleta de
polen na mesma viagem, o que, segundo o autor, significaria economia de energia para

o individuo, com minimizag¢ao de custo e maximiza¢ao de beneficios.
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Todavia, as observagdes de Armbruster e Webster (1979) e de Armbruster
(1984), quanto a coleta de resina em Dalechampia so dizem respeito a abelhas da tribo
Euglossini, Meliponini e da familia Megachilidae, ndo tendo sido feita meng¢do quanto a
abelhas do género Apis.

Analogamente, nenhuma observacao foi feita quanto a coleta de resina floral por
abelhas do género Apis em Clusia. Muitas espécies deste género vegetal secretam resina
em flores estaminadas que apresentam um conjunto de estaminddios centrais, circulados
pelos estames férteis e em flores pistiladas circundadas por anéis de estaminddios.

Para Armbruster (1984), a hipotese de que a coleta de resina em estruturas
florais tenha fins nutricionais para as abelhas ¢ pouco provavel, ja que a maioria das
espécies que efetuam esta atividade o fazem para utilizagdo no ninho como protegdo
mecanica e/ou quimica.

Assim, para o completo entendimento do significado ecologico da secrecao de
resinas florais, sdo necessarias avaliagdes dos compostos presentes, bem como a sua

disponibilidade e utilidade para as abelhas que os coletam.

1.4 Metabolitos na identificacdo da origem boténica da prépolis

Os vegetais, assim como outros organismos, apresentam todo um arsenal
metabolico capaz de produzir, transformar e acumular inimeras substancias ndo
necessariamente relacionadas de forma direta @ manutencdo da vida do organismo
produtor. Essas substancias, cujo acumulo e producdo estdo restritos a um namero
limitado de organismos, podem ser caracterizadas como elementos de diferenciacdo e
especializacdo (Wink, 1990). Todo esse conjunto metabdlico costuma-se definir como
metabolismo secundario, cujos produtos, embora ndo necessariamente essenciais para o
organismo produtor, garantem vantagens para a sua sobrevivéncia e para perpetuacao da
espécie em seu meio (Santos, 2001). Assim, para Wink (1990), os compostos
secundarios estdo direta ou indiretamente relacionados a adaptacdes das plantas ao meio
em que se encontram, em funcdo de condi¢des climaticas, de presenga de
microorganismos ou mesmo de interacdes com animais (incluindo dispersores de
sementes, polinizadores ou insetos herbivoros), além de alelopatias (Harborne, 1988).
Esse diverso grupo de produtos naturais, os quais incluem alcaldides, terpendides,
compostos fendlicos e outros compostos, considerados ndo-essenciais para processos

metabolicos basicos, tém sido extensivamente empregados como caracteres
21



taxondmicos em estudos de sistematica de plantas superiores (Gershenzon & Mabry,
1983). Assim, esses compostos podem assumir papel importante quanto a possibilidade
de identificagdo da origem botanica da propolis, por meio de conhecimentos de
quimiossistematica. Os flavonoides, por exemplo, tém sido os metabdlitos secundarios
mais utilizados em sistematica, em funcao, dentre outros fatores, de suas variagoes
estruturais, além da estabilidade, rapidez e facilidade com que podem ser identificados
(Harborne, 1967).

Porém em muitos grupos de plantas, como Asteraceae, a distribuicdo de
flavonodides nem sempre reflete relacdes filogenéticas entre tribos (Seeligmann, 1994) e
géneros (Harborne, 1969). Ha que se considerar ainda que os flavonoides, embora
presentes em amostras de propolis oriundas de zonas temperadas, assumem papel
secundario, em termos quantitativos, na maioria das amostras j4 analisadas oriundas de
zonas tropicais. Propolis oriundas da América do Norte sdo reconhecidamente ricas em
Oleos volateis e compostos fendlicos, principalmente flavonas, flavanonas e flavonois
(Greenaway et al., 1990, Garcia-Viguera et al., 1993, Bankova et al., 1994), que sdo
classes de substancias flavonoidicas. Em contraste, a maioria das amostras de propolis
provenientes de regides tropicais sdo pobres em flavondides. Desta forma, a utilizagao
destes compostos como marcadores para designar a origem botanica da prépolis de
regides tropicais torna-se impraticavel.

Outros constituintes quimicos podem ser utilizados em estudos taxonomicos,
inclusive macromoléculas (como proteinas e acidos nucléicos), mas fatores como
simplicidade na identificacdo de metabdlitos secundarios e disponibilidade de técnicas
analiticas rapidas e precisas, além de custo ndo-elevado, sdo extremamente importantes
e devem ser considerados, principalmente no que tange as andlises de rotina empregadas
na avaliagdo de identidade e qualidade do produto.

Genericamente, a propolis constitui-se de cerca de 50 a 80% de resinas e
substancias balsamicas, 4,5 a 15% de 6leos essenciais e outras substancias volateis, 12 a
50% de cera, 4 a 10,5% de substincias tinicas e menos de 15% de impurezas
mecanicas, das quais 5 a 11% sdo graos de polen (Asis, 1993). Quantidades variaveis de
alguns nutrientes, como as vitaminas A, B1, B2, B6, C, E, 4cido nicotinico e acido
pantoténico (Asis, 1991), além de aminoacidos (Marcucci et al., 1996), também estdo
presentes. Todavia, a amplitude qualitativa e quantitativa dessas substancias ¢

consideravel e, nos tropicos, provavelmente, tais generalizagdes podem ser consideradas
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prematuras, considerando a magnitude da biodiversidade presente € o numero de
amostras j& analisadas (segundo suas origens).

Ha que se considerar ainda que muitos compostos presentes na propolis podem
advir de fontes botanicas que ndo a originaram, como por exemplo constituintes de
polens contaminantes e carboidratos agregados durante o processo de manipulacao pelas
abelhas. Para alguns autores, existe também a possibilidade de modificagdes quimicas
neste processo de manipulagdo (Ghisalberti, 1979, Bonvehi e Coll, 1994 e Greenaway et
al., 1990), o que, quando comprovado, deve ser considerado em correlacdes de
avalia¢des quimicas da propolis e das fontes vegetais.

A auséncia ou evidente escassez de estruturas anatdmicas vegetais em certas
amostras de propolis ¢ uma realidade. Tal fato pode ser indicativo de que estd ocorrendo
coleta de exsudados disponibilizados em troncos e ramos ou mesmo de estruturas florais
de espécies vegetais que estdo exercendo poder de atragdo sobre as abelhas, sem que no
momento da coleta sejam carreados fragmentos de tecidos vegetais ou que sejam em
quantidade insignificante. Neste caso, a busca de identificacdo de possiveis marcadores
fitoquimicos pode ser uma alternativa, apesar das dificuldades que o uso desta estratégia
analitica possa significar.

Estudos nesse sentido vém sendo conduzidos hd anos na tentativa de
identificacdo da origem floral de méis. A experiéncia tem demonstrado que esta ndo ¢
uma tarefa facil, ja& que se fazem necessarias avaliagdes concomitantes de forrageamento
para certificacdo da origem do produto e comparagdes posteriores das analises quimicas.
Ainda, avaliagdes da influéncia de fatores ambientais e fenoldgicos devem ser
consideradas na sintese e alocacdo de compostos pelas espécies vegetais em questao.

Dificuldades sem duvida existem e a caracterizacdo do perfil quimico e o
isolamento e identificacdo de substancias encontradas em produtos naturais constituem-
se em grande desafio intelectual (Matos, 1988). No entanto, o crescente
desenvolvimento de novas técnicas analiticas, como a cromatografia, ¢ o continuo
aperfeicoamento dos instrumentos de andlise espectrométricos, dentre outros, tém
permitido consideravel avanco na quimica dos produtos naturais (cujo objetivo imediato
¢ a identificacdo de constituintes resultantes do metabolismo secundario), bem como

elucidacao de suas estruturas moleculares (Mann, 1987).
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Sintese e alocacdo de compostos secundarios

As informacgdes constantes neste item foram extraidas, principalmente, de Santos
(2001), ao abordar a importancia do processo de compartimentalizagdo de certos
compostos secundarios para a sobrevivéncia do vegetal. Como exemplo, o autor cita os
glicosideos cianogénicos que sdo estocados nos vacuolos das células epidérmicas e que,
portanto, encontram-se isolados das hidrolases, localizadas nos tecidos do mesofilo
adjacente. Somente nas situacdes em que os tecidos s@o danificados ¢ que os glicosideos
cianogénicos ¢ as hidrolases interagem, havendo liberagdo de cianidreto. Assim, a
propria planta produtora fica protegida e utiliza essa estratégia em caso de ataque por
herbivoros. Todavia, a maioria dos mecanismos que regulam tanto a biossintese quanto
a estocagem e a degradacdo dos compostos secunddrios permanecem ainda
desconhecidos.

Embora qualquer tecido ou célula vegetal tenha a capacidade de biossintetizar
metabolitos secundarios, parece que isto ocorre somente em alguns tecidos ou mesmo
em células especiais, em fun¢do do seu grau de diferenciagdo e desenvolvimento. Em
alguns casos, a producdo pode estar restrita a um estadio especifico do desenvolvimento
do vegetal ou a determinadas condigdes ecologicas ou ambientais.

Em vérias espécies, o local da biossintese esta restrito a um 6rgdo, enquanto os
produtos sdo acumulados em toda a planta ou em 6rgaos diferentes.

Para Wink (1990), os metabolitos secundarios mais hidrofilicos tendem a ser
armazenados nos vacuolos, enquanto os lipofilicos se acumulam em ductos originados
por células mortas ou ligam-se aos componentes celulares lipofilicos, como membranas
e ceras cuticulares. De acordo com esse autor, a produ¢do de metabolitos secundarios €
resultado de complexas interagdes entre biossintese, transporte, estocagem e
degradacao. Cada um desses processos, por sua vez, ¢ governado por genes e, portanto,
sera influenciado por trés fatores principais: hereditariedade, ontogenia e ambiente
(Robbers et al., 1996).

Mann (1987) sugeriu que as rotas metabolicas dos compostos secundarios
podem ser ativadas durante alguns estagios particulares de crescimento e
desenvolvimento ou em periodos de estresse causados por limitagdes nutricionais ou
ataque microbioldgico.

Uma das dificuldades encontradas na determinagdo do perfil quimico de

espécies vegetais € a variacdo observada quanto ao conteido de metabolitos
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secundarios. Fatores ndo necessariamente genéticos e ambientais estdo também
relacionados, como por exemplo o proprio 6rgdo vegetal analisado. Assim, conclusdes
sobre a possibilidade de uso de certo composto para fins taxondmicos s6 podem ser
obtidas a partir de uma amostragem adequada: de um grande nimero de membros de
uma espécie, em diferentes estddios de desenvolvimento e em diferentes ambientes.
Ainda, a aplicagdo de resultados analiticos em sistematica s6 deve ser efetuada se todas
as espécies de um género forem investigadas (Vickery e Vickery, 1981).

As substancias secretadas pelos vegetais podem permanecer no citoplasma (em
compartimentos como vacuolos, ou livres) ou podem ser eliminadas da célula. Quando
eliminadas da célula, podem permanecer dentro da planta, em espacos intercelulares,
como ductos e cavidades (os quais mostram-se alongados e arredondados em cortes
longitudinais, respectivamente) ou podem ser eliminadas da planta (como acontece com
os nectarios ¢ hidatodios). Podem ainda permanecer em apéndices como tricomas ou
glandulas de sal, os quais ao sofrerem injurias eliminam o conteudo existente, podendo
desintegrar-se ou regenerar-se.

Diversas obras discutem a classificagdo ideal das estruturas secretoras nos
vegetais, dada a complexidade morfologica, fisioldgica e citologica. Schnepf (1974)
diferenciou as estruturas secretoras de acordo com a natureza quimica das substancias
secretadas (hidrofilicas: glandulas mucilaginosas, digestivas e de sal, nectarios e
hidatodios ou lipofilicas: algumas glandulas e alguns tricomas). Esau (1985) classificou
as estruturas de acordo com a localizacdo (externas: que se encontram na superficie dos
vegetais e internas: que se encontram incluidas nos tecidos dos vegetais).

Fahn (1979) agrupou os tecidos secretores da seguinte forma: (1) tecidos que
eliminam substancias ndo-modificadas, ou ligeiramente modificadas e cujo suprimento
direto ou indireto fica a cargo do sistema vascular (floema: agucares, e xilema: agua,
minerais ¢ pequenas quantidades de substancias organicas), quais sejam: hidatodios,
glandulas de sal e nectarios; (2) tecidos secretores em que os constituintes celulares
sintetizam as substancias secretadas (substincias hidrofilicas e lipofilicas), como:
tecidos secretores de mucilagem, glandulas das plantas carnivoras, células de mirosina,
tricomas urticantes, tecidos que secretam substancias lipofilicas e laticiferos. Para o
autor, existem diferentes maneiras de eliminacdo de substancias secretadas pelo
citoplasma: (1) holocrina — a célula desintegra-se e (2) merocrina — o citoplasma
permanece intacto. Neste caso, o processo de eliminagdo da substincia pode ocorrer (a)

por diferenca de gradiente de concentragcdo, (b) a substancia pode ser coletada por
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vesiculas que se fundem diretamente com o plasmalema (ou tonoplasto) ou (c)
invaginagdes do plasmalema envolvem a vesicula com a substincia que ¢ entdo
eliminada do protoplasto.

Outra forma de classificagdo da substancia secretada baseia-se no local de deposicao
do material. Segundo esta proposta, denomina-se de secrecdo endogena o material
secretado e acumulado em espagos intercelulares e de secrecdo exdgena substancias
secretadas e eliminadas pela planta por diversos tipos de estruturas secretoras
epidérmicas (Fahn,1990).

As dificuldades de classificagdo se intensificam quando estruturas semelhantes
secretam diferentes tipos de compostos ou quando a mesma estrutura secreta compostos
de diferentes naturezas quimicas, como ocorre com os idioblastos. Segundo Ferri et al.
(1969), idioblastos sdo células de um tecido qualquer que diferem marcadamente das
outras pela forma, tamanho, conteido, espessura da parede ou mesmo pela fun¢do.
Podem secretar mirosina, taninos, mucilagem, cristais, 6leos essenciais, resinas etc.

Um bom exemplo desta heterogeneidade sdo os laticiferos, conforme apresentado
por Fahn (1990). Latex ocorre em muitas Angiospermas e ¢ caracterizado por uma
suspensdo ou em alguns casos uma emulsdo, de muitas particulas em um liquido. Esse
liquido pode ocorrer em células isoladas alongadas ou em uma série de cé¢lulas, as quais
recebem a denominacdo de laticiferas. Pode estar presente na forma de gotas no
citoplasma ou em vactiolos. A composicdo quimica das particulas em suspensdo ou
emulsdo difere consideravelmente entre espécies, podendo ser bastante heterogénea
(particulas de borracha, ceras, resinas, proteinas, 6leos essenciais, mucilagens, graos de
amido etc.). Ainda, sais e 4acidos organicos podem estar presentes na solucdo, além de
acucares, taninos, alcaldides e enzimas proteoliticas. Por conseguinte, o latex pode
apresentar cores também variadas, desde branco leitoso até cor amarelada, alaranjada ou
incolor.

Entretanto, compostos similares podem ser secretados por diferentes tipos de
estruturas, como ocorre com tricomas e ductos internos (Fahn, 1979).

Embora as estruturas secretoras venham sendo estudadas intensamente, ainda nio se
detém conhecimento pleno da composi¢do quimica do material que é secretado. E
comum o uso dos termos 0leos, resinas, mucilagens etc., porém este emprego tem sido
feito em sentido amplo e a natureza do material secretado tem sido atribuida muito mais
as caracteristicas que apresenta quando observado sob microscopia (como por exemplo

cor) do que com base em avaliagdes quimicas especificas (Metcalfe, 1983).
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Assim, os principais sitios de sintese de compostos oriundos do metabolismo
vegetal, bem como alocagdo final, sdo bastante varidveis, podendo estar relacionados
tanto a estruturas secretoras internas como externas.

Essas informacoes evidenciam a dificuldade existente em se correlacionar a natureza
dos compostos encontrados nas amostras de propolis e os respectivos locais de coleta no
vegetal, sem que se utilizem conjuntamente outras ferramentas analiticas. Ainda, o fato
de muitos constituintes quimicos estarem amplamente distribuidos em diferentes grupos
vegetais e considerando o tempo necessario para obtencdo de resultados de
determinagdes quimicas, avaliagdes morfologicas das células secretoras apresentam
grande utilidade em termos de diagnostico.

Neste contexto, andlises de fragmentos de tecidos vegetais assumem papel
importante como indicadores de tdxons vegetais. Dentre as diversas estruturas que
podem ser utilizadas como indicadores de origem botanica enumeradas por Metcalfe
(1983), encontram-se as células secretoras e as cavidades e canais secretores.
Analogamente, essas estruturas, quando presentes em amostras de propolis, podem ser
consideradas um importante indicativo de sua origem.

De acordo com Metcalfe (1983), produtos do metabolimo vegetal podem ser
depositados em células ou em espacgos intercelulares com epitélio secretor. As células
secretoras se diferenciam das células vizinhas por conter material secretado (por
exemplo células taniniferas e células que contém mucilagem) ou pela aparéncia
morfoloégica. Na opinido do autor, quando diferenciadas por caracteristicas
morfologicas, essas células sao classificadas como idioblastos secretores. Idioblastos
que contém oOleo sdo denominados glindulas. Essas células podem conter outras
substdncias como mirosina, substancias oleosas, substancias mucilaginosas e
substancias resinosas (Fahn, 1990). Os 6leos também podem ser secretados em tricomas
glandulares que emergem da superficie da planta (Metcalfe, 1983).

De acordo com Metcalfe e Chalk (1979), o valor taxondmico de tricomas esta bem
estabelecido, podendo delimitar espécies, géneros ou mesmo familias. Por estarem
freqiientemente presentes e serem facilmente observadas, essas estruturas sdo
consideravelmente importantes em investigagdes sistematicas de angiospermas. Além
disso, o niumero de espécies de angiospermas que sdo completamente isentas de
tricomas em todas as partes da planta representa pequena minoria. Em muitos casos, a

auséncia de tricomas pode estar associada a casos em que houve degeneragdo nos
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estagios iniciais de desenvolvimento ou mesmo perda imediatamente apos a maturagao
(Theobald et al., 1979).

Considerando-se que as abelhas coletam matéria-prima para elaboragao da propolis
freqiientemente em primoérdios foliares, também os tricomas podem ser utilizados

efetivamente para diagnostico das espécies vegetais que a originaram.

1.5 Estruturas secretoras na identificacdo da origem botéanica da propolis

Pioneiramente, Warakonmska e Maciejewicz (1992) sugeriram a utilizagdo de
observagdes de fragmentos de epiderme e algumas estruturas vegetativas para
reconhecimento de espécies utilizadas por Apis mellifera para coleta de propolis na
Polonia. Na América do Sul, além das pesquisas desenvolvidas na regido central do
Chile (Valcic et al., 1998, Valcic et al., 1999, Montenegro et al. 2000, Montenegro et al.
2001a, Montenegro et al. 2001b), Oliveira e Bastos (1998) encontraram estruturas
secretoras em sedimento de propolis, as quais foram utilizadas como diagndstico da
origem botanica das amostras oriundas de Minas Gerais, Brasil. Foram observados
tricomas glandulares e tectores de Baccharis dracunculifolia, ndo sendo encontrados
fragmentos foliares com feixes vasculares ou canais secretores desenvolvidos. Por
conseguinte, as autoras concluiram que as abelhas coletaram resinas produzidas por
tricomas glandulares localizados em é&pices vegetativos.

Freire (2000), ao investigar as espécies vegetais constituintes de amostras de
propolis, também oriundas de Minas Gerais, pela identificacdo anatdémica das estruturas
presentes, constatou que as abelhas sdo capazes de realizar cortes de fragmentos de
tecido vegetal repletos de estruturas secretoras internas e externas de folhas jovens.
Usando-se técnica baseada na proposta desenvolvida por Warakonmska ¢ Maciejewicz
(1992), observaram-se as seguintes estruturas no residuo insoluvel da prépolis de cor
verde, de uma das localidades estudadas (Itapecerica): tricomas tectores, tricomas
glandulares, apices foliares com ductos, todos caracteristicamente pertencentes a
Baccharis dracunculifolia. Nas amostras de propolis de cor preta, oriundas de outra
localidade (Virginopolis), as estruturas observadas foram: tricomas glandulares,
tricomas tectores, hidatddios e fragmentos de tecidos, recobertos ou ndo com tricomas
de Vernonia rubriramea (Asteraceae). Também traqueideos de Pinus spp. estavam
presentes nas amostras dessa regido. Em suas conclusdes, o autor afirmou ser possivel

associar caracteristicas organolépticas, como cor, a origem botanica da propolis, em
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funcdo da predomindncia das estruturas anatoOmicas encontradas. Todavia, uma
avaliacdo quantitativa dessas estruturas ndo foi possivel, em funcdo da imprecisdo
ocorrida durante as tentativas de contagem das estruturas, as quais aparecem, muitas
vezes, fragmentadas e sobrepostas. Outro resultado importante apresentado pela
pesquisa foi a certificagao de que ha realmente preferéncia de coleta de propolis por A.
mellifera em Baccharis. Nao foram observados fragmentos de Vernonia nos sedimentos
de amostras oriundas de Itapecerica, embora tenha sido constatada a ocorréncia desse
género na area do apiério experimental.

Bastos (2001), estudando amostras de prépolis também produzidas em Minas
Gerais, confirmou que a propolis verde dos locais avaliados origina-se de Baccharis
dracunculifolia, por possuir inimeros fragmentos dessa planta em seu sedimento. Esta
confirmagdo foi realizada por meio de estudo anatdmico, utilizando microscopia Optica
e microscopia eletronica de varredura. Segundo a autora, a propolis verde, com aspecto
resinoso e quebradigo, apresenta em sua analise microscopica 90 a 100% de fragmentos
epidérmicos, tricomas glandulares e tectores somados e até 1% de outras fontes
resiniferas. Indices maiores que 1% de estruturas de Vernonia polyanthes alteram a
coloragdo ¢ o aspecto das amostras (amostras de propolis com fragmentos de Vernonia
polyanthes, escamas de Vellozia spp. e/ou elementos de periderme, apresentavam
coloragdo escura e aspecto pegajoso). Curiosamente, a0 mesmo tempo em que a autora
afirmou em suas conclusdes que os graos de polen presentes nas amostras de propolis,
além de indicarem a origem geografica, podem ser utilizados como marcadores para
elucidagdo das possiveis fontes de resina - no estudo foram indicados: Astronium spp.,
Baccharis dracunculifolia, Eucalyptus sp., Vernonia polyantes, Hyptis sp. (Labiateae).
A autora afirmou que a coleta de resinas dos apices vegetativos de B. dracunculifolia ¢
feita pelas abelhas quando a planta ndo estd em flora¢do. Esta constatagdo ndo vai de
encontro as observacdes de campo recentemente realizadas (ref. Cap. III), segundo as
quais, embora com menor freqiiéncia, A. mellifera também efetua coleta em primoérdios
foliares de Baccharis spp. durante a floragdo. A diminui¢do na freqiiéncia de visitagao
para coleta ocorre, provavelmente, em fungdo da consideravel queda de disponibilidade
de apices foliares, ja que houve diferenciacdo meristematica para formagao de flores,
em detrimento de crescimento vegetativo do individuo.

Diante deste fato, ndo se deve descartar a possibilidade de modificag¢des no perfil
organoléptico e quimico da propolis produzida em época de floragdo de Baccharis spp.,

seja por mudangas no padrdo de alocacdo de metabodlitos secundarios durante esse
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periodo ou mesmo pela coleta de matéria-prima em outras fontes vegetais mais
disponiveis no momento, as quais garantiriam maior otimiza¢do na busca do recurso em
questao, significando minimizagdo de custo com maximizacao de beneficios.

Na grande maioria de amostras de prépolis ja analisadas, seja nos tropicos ou em
zonas temperadas, os compostos fenolicos representavam mais de 50% dos constituintes
quimicos encontrados. De acordo com Hahlbrock e Scheel (1989), a funcao fisiologica
dos fendis no desenvolvimento e metabolismo das plantas requer estudos mais
detalhados, j4 que o padrio das atividades das vias de sintese varia durante o
desenvolvimento vegetal e na distribuicdo espacial entre os 6rgdos individuais e os tipos
de células. Esses compostos podem ser mais atuantes, segundo resultados obtidos por
Siqueira et al. (1991), no periodo de crescimento intenso do vegetal ou durante a
diferenciagdo celular.

Considerando-se resultados de estudos desenvolvidos com propolis oriunda do
Brasil, constata-se que membros da familia Asteraceae apresentam importancia

significativa.

1.6 Relevancia das relacdes Apis mellifera x Baccharis spp. (Asteraceae)

A familia Asteraceae constitui-se em importante componente de praticamente
todos os ecossistemas terrestres, muito embora relativamente poucas informagdes
existam em termos de biologia da polinizagdo de muitas de suas espécies. Biologia da
polinizagdo (ou ecologia da polinizacdo) ¢ o estudo das interagdes entre espécies
vegetais e seus respectivos vetores. Estas interagdes podem ser muito simples (quando
os vetores envolvidos s3o abidticos, como por exemplo 4dgua ou vento) ou
extremamente complexas (quando vetores como animais estdo associados, chegando a
consideravel grau de especificidade). Muitas interagdes de polinizagdao se situam entre
esses dois extremos, mas todas envolvem adaptacdes evolutivas em estruturas florais,
com desenvolvimento em termos de recursos quimicos para atrair e guiar o vetor para
dentro da flor de diversas espécies de angiospermas (Lane, 1994).

Membros de muitos grupos de insetos visitam espécies de Asteraceae,
entretanto, aqueles pertencentes a ordem Hymenoptera, especialmente Apoidea (abelhas
solitarias, em particular), sdo geralmente aceitos como sendo os polinizadores
primarios, apresentando relacdes especiais com a familia em grande parte do mundo. Ha

consenso entre os estudiosos que a interacdo mutualistica entre plantas e insetos
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polinizadores emerge de um conflito de interesses, € nem sempre apresenta resultado
positivo simétrico (Brostein, 1994).

Embora existam algumas relagdes intrincadas e precisas de espécies vegetais
com seus polinizadores, as quais s3o ricas e possibilitam interessantes estudos de
biologia de polinizagdo, poucas sdo as informagdes disponiveis a respeito de espécies de
abelhas que visitam plantas invasoras no Brasil. Sob esta Optica, os resultados sdo
especialmente escassos quando a espécie em questdo ¢ A. mellifera.

A maioria dos trabalhos sobre polinizadores aborda aspectos relacionados a
biologia ou ecologia floral e a composi¢do de comunidade de polinizadores.

Varios estudos sobre insetos associados a Baccharis spp. foram desenvolvidos
principalmente na América do Norte, devido a crescente necessidade de se conhecer
potenciais herbivoros para seu controle populacional (Lara e Fernandes, 1994, Araujo et
al., 1995). Boldt e Robbins (1987), avaliando a fauna de insetos polinizadores de
Baccharis neglecta (espécie didica), constatou que, dentre as quatro ordens associadas
(Coleoptera, Lepidoptera, Diptera e Hymenoptera), membros da familia Apidae, e em
especial Apis mellifera eram importantes no processo de formagao de sementes, embora
a polinizagdo pelo vento também ocorresse. Segundo o autor, a freqliéncia de visitagao
de A. mellifera ¢ intensa durante a floragdo, sendo muitas espécies consideradas
importantes para producdo de mel naquela regido (Pellet, 1930, citado por Boldt e
Robbins, 1987).

O género Baccharis apresenta distribui¢cdo cosmopolita, podendo ser encontrado
na Oceania, América do Sul, América do Norte (Palmer, 1987) e América Central,
possuindo mais de 500 espécies (Silva e Grotta, 1971).

Barroso (1976) conduziu estudo detalhado sobre as espécies ocorrentes no Brasil
da subtribo Baccharidinae, a qual pertence o género Baccharis. Cerca de 120 epécies
estdo representadas em territorio nacional. Descrevendo suas caracteristicas gerais, a
autora enfatizou tratar-se de género cujas espécies sdo todas didicas e apresentam
capitulos com flores femininas e capitulos com flores masculinas, dispostas em
individuos diferentes. Sao espécies de subarbustos ou arbustos ramificados, nos quais as
folhas sdo, em geral, alternas e muito variaveis na forma e no tamanho, podendo ser
glabras ou pilosas.

Segundo Ferracini e Paraiba (1995), o cerrado brasileiro constitui-se em uma das

areas mais ricas em espécies de Baccharis.
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Constatagdes da estreita relacdo existente entre Apis mellifera e Baccharis spp.,
no que tange ao forrageamento de propolis, sdo recentes, o que justifica a auséncia de
estudos que avaliem as implica¢des ecoldgicas envolvidas. H4 que se considerar ainda
que também a introducdo de abelhas meliferas no Brasil, bem como o processo de
africanizacao ocorrido, sao relativamente recentes.

Embora ainda nd3o estudadas, os traumatismos mecanicos provocados pelas
abelhas aos primordios foliares visitados para coleta (ref. Cap.Ill) trazem,
possivelmente, conseqiiéncias importantes em termos de mecanismos desencadeados
posteriormente para sobrevivéncia da planta.

De acordo com Wilson (1979), plantas masculinas e femininas diferem em
termos de crescimento, nutricdo e defesa e, portanto, a susceptibilidade ao ataque de
herbivoros também pode ser distinta entre sexos. Alguns resultados tém comprovado
essa hipotese, demonstrando que plantas masculinas de Baccharis halimifolia
geralmente sofrem mais ataque de herbivoros do que plantas femininas (Krischik e
Demo, 1990).

Danniel et al. (1985) afirmaram que, num mesmo tadxon, herbivoros fazem
distingdo entre individuos de sexo e idade diferentes, além de preferirem diferentes
partes da planta, e que tais afirmagdes justificam-se em fung¢do de composig¢des
quimicas distintas. Uma das hipoteses apresentadas foi a possibilidade de ser mais
vantajoso para o individuo do sexo feminino investir mais em defesa para garantir
melhor qualidade reprodutiva. Seus estudos, no entanto, foram desenvolvidos com Salix
myrsinifoliaphylicifolia.

Em trabalho recente, Aratjo et al. (1995), estudando a influéncia do sexo e
fenologia de Baccharis dracunculifolia sobre insetos herbivoros, embora ndo tenham
encontrado diferencas estatisticas, constataram que houve tendéncia a maior riqueza e
abundancia total de insetos herbivoros em plantas masculinas nos periodos fenolégicos
estudados.

Conforme constatado por Delph (1990), diferengas na qualidade nutricional
entre plantas masculinas e femininas de espécies didicas tém influéncia na comunidade
de insetos herbivoros. Nesse sentido, faz-se necessaria a condu¢ao de estudos sobre
possiveis influéncias da fenologia e modificacdes do perfil quimico da matéria-prima
coletada por Apis mellifera nesses vegetais.

Recentemente, Pires et al. (2002), estudando a preferéncia entre plantas de

Baccharis dracunculifolia por abelhas africanizadas de Apis mellifera para coleta de
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propolis, bem como a determinacdo de horério e temperatura de maior coleta, em um
apiario situado em Paula Candido/MG, constataram que houve diferenca significativa
de coleta entre plantas 3 e @ (55,9% e 44,1% de abelhas, respectivamente). Observou-
se também que a elevacdo de um grau na temperatura ambiente correspondia a um
aumento de 4,7 bolotas de propolis coletadas a mais e interceptadas em coletores de
polen instalados nas colméias e utilizados para este fim (para avaliagdo quantitativa). O
horario de maior coleta foi proximo as 13 horas, sendo as coletas despreziveis antes das
9 horas e apds as 16 horas. Serdo efetuadas, posteriormente, avaliagdes da composi¢ao
quimica das bolotas de propolis interceptadas antes e durante a floragao.

Os resultados indicaram que relagcdes semioquimicas provavelmente estdo
envolvidas e avaliagdes destas relagdes podem auxiliar na elucidacdo do comportamento

de forrageamento para propolis.

1.7 Considerac0es finais

Me¢étodos indiretos de certificagdo de origem da propolis devem ser
aperfeicoados e melhor avaliados, levando-se em conta as implicagcdes ecoldgicas
envolvidas, de forma a assegurar a utilizagdo de estruturas ou constituintes quimicos
vegetais encontrados na propolis, como indicadores da origem botanica do produto. A
utilizagdo de fragmentos de tecidos vegetais como indicador taxondmico presente no
sedimento de prdpolis oferece maior seguranca no diagnostico, devendo-se levar em
consideragdo aspectos correlatos tais como caracteristicas da composi¢dao da flora do
local de coleta, bem como possibilidade de uso da estrutura vegetal encontrada, quanto
a indicador de tdxon dentro da familia ou género em questdo. Raciocinio analogo deve
ser feito com relag@o ao uso de marcadores quimicos.

A exemplo da estratégia sugerida por Imperatriz-Fonseca (1989) a ser adotada
na programac¢ado da producao de pdlen e mel, é possivel, a longo prazo, a elaboracdo de
uma lista de espécies vegetais atrativas, com o intuito de viabilizar a indicag@o de locais
apropriados para instalacdo de apiarios para produgao de propolis, bem como sugestio
de reflorestamento com espécies de interesse, além de possibilitar a produgao de safras
importantes que possam ter maior homogeneidade quanto ao efeito farmacologico
apresentado.

Ainda, avaliagcdes quantitativas em termos de espectro de estruturas vegetais

presentes em amostras de propolis, para fins de diagndstico, s6 devem ser feitas quando
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houver seguranca em termos de amostragem e contagem, ndo devendo deixar de tecer
consideracdes criticas quanto a possibilidade de superestima¢do ou subestimagdo, a
exemplo de ponderagdes efetuadas quanto ao espectro polinico de méis para certificagdo
de origem botanica. Isto possibilitaria insercao diferenciada do produto no mercado.

No entanto, considerando-se a diversidade da flora brasileira potencialmente
produtora de matéra-prima para producdo de prépolis, fica evidente, diante do
levantamento ora apresentado que, sem duvida, os conhecimentos cientificos acerca do
assunto ainda encontram-se em fase inicial. Percebe-se a necessidade de novo
redirecionamento das pesquisas nesta area, cujo ponto de partida deve ser o
estabelecimento da certificagdo de origem botanica e mesmo geografica do produto a
ser disponibilizado no mercado, com associacdo de estudos farmaco-toxicoldgicos.
Estas acdes, embora denotem certa complexidade, geram maior seguranca e critério
quanto a obten¢ao de resultados.

Avaliagdes da origem botanica da propolis em diferentes regides nao devem ser
dissociadas do conhecimento de possiveis variagdes dos constituintes quimicos em
funcdo de aspectos fenologicos das espécies vegetais ou em fungdo da obtengdo do
produto em diferentes épocas do ano.

Nao se pode deixar de considerar o grande potencial do produto como
fornecedor de modelos de moléculas a serem testadas como biofarmacos. Essas
determinagdes devem estar sempre atreladas a estudos sazonais e de origem (onde e
quando obter), pois, em alguns casos, a obtengdo de moléculas de interesse
farmacologico por sintese artificial torna-se inviavel, fazendo-se necessaria por
conseguinte a obtencdo de compostos a partir de técnicas de extragdo de matrizes
naturais complexas, como a propolis. Ainda, o uso da matriz como um todo, ¢ também
proveitoso e promissor, considerando-se o possivel sinergismo apresentado pelas
moléculas que a constituem.

Estudos quimicos e farmacoldgicos em espécies tropicais tém sido apontados
como de grande importancia, em fun¢do da intensa produ¢do de metabolitos secundarios
pelas espécies nesses ecossistemas, muitos dos quais com comprovada atividade
biologica. No entanto, apenas 8% das espécies vegetais da flora brasileira foram
estudadas em busca de compostos bioativos e 1.100 espécies vegetais foram estudadas

em suas propriedades medicinais (Garcia et al., 1996).
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Avaliacdes do panorama brasileiro nesta area mostram que 84% de todos os
farmacos sdo importados e que 78% da producdo brasileira é feita por empresas
multinacionais (Bermudez, 1995).

De acordo com Abreu (1997), no que tange ao mercado da propolis, o Brasil
pode ser caracterizado como mero exportador de matéria-prima. Os quase US$ 20
milhdes/ano gerados pelas exportacdes se transformam em cerca de US$ 350
milhdes/ano gerados pelo mercado de produtos industrializados que contém propolis, s6
no Japdo. Nesse pais, as pesquisas quanto a atividade antitumoral, antimicrobiana e
antioxidante de compostos derivados da prépolis brasileira encontram-se avancadas e
vém apresentando resultados promissores.

As informacdes ora apresentadas revelam a necessidade de se buscar alternativas
para superar a dependéncia externa. Neste contexto, a propolis surge como um dos
possiveis propulsores, podendo incrementar a obtengdo de novos compostos e, para isto,
estudos que objetivem a determinacdo da origem botanica e geografica dos seus
constituintes, aliados a sua composi¢do quimica e efeitos farmacologicos e
toxicoldgicos, tornam-se imperativos, possibilitando seguranca na comercializagdo do

produto e uso para homens, animais e plantas.
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CAPITULO 2

Metacrilato: uma alternativa na identificacdo da composicédo boténica da propolis

Resumo — A analise de fragmentos vegetais constituintes da propolis tem sido uma
ferramenta Gtil na identificacdo da composicdo boténica do produto. Amostras de propolis
oriundas dos municipios de ltapecerica, de Paula Candido e de Virgindpolis, Minas Gerais,
foram incluidas em metacrilato, objetivando-se testar a possibilidade da utilizacdo dessa
técnica analitica na confeccdo de um laminario para fins de identificacdo da origem
botanica da propolis. As caracteristicas anatdbmicas observadas em estruturas e em
fragmentos de tecidos vegetais presentes na prépolis incluida em metacrilato foram
comparadas aquelas observadas em laminario preparado conforme metodologia proposta
por Warakomska e Maciejewicz (1992), com propolis originaria das mesmas regides.
Diferencas qualitativas marcantes a favor da técnica de inclusdo em metacrilato foram
constatadas, confrontando-se as imagens obtidas nos dois laminarios produzidos. A
inclusdo da prépolis em metacrilato permite cortes seriados, de espessura conhecida, o que
pode ser atil na comparacdo de estruturas anatdbmicas. A nitidez das caracteristicas
anatdbmicas observadas com essa técnica permite a observacdo detalhada e segura de
estruturas internas e externas que sdo importantes caracteres diagnosticos. Além disso, 0
laminario produzido, adotando-se esse procedimento analitico, apresenta durabilidade
indefinida, podendo ser considerado um material de consulta permanente. Levando-se em
conta apenas o valor do metacrilato, o custo unitdrio da analise é acessivel,
aproximadamente U$ 0.10 por amostra, 0 que torna a técnica uma interessante alternativa a
ser implementada em laboratérios de rotina que se dedicam a identificacdo da composicéao

botéanica da prépolis, contribuindo com as analises de controle de qualidade.

Palavras-chave: Apis mellifera, metacrilato, origem boténica, prépolis,.
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INTRODUCAO

Em recente publicacdo, Pereira et al. (2002) apresentaram um interessante panorama
atual das pesquisas desenvolvidas com propolis no Brasil e no mundo. Ressaltou-se o
crescimento quase que exponencial, nas ultimas décadas, do nimero de publicacdes sobre
propolis.

Todavia, constata-se que a vasta literatura cientifica relata, principalmente, as
diversas atividades biolégicas e composi¢do quimica apresentadas pelo produto. Uma das
justificativas discutidas pelos autores, quanto ao interesse global das pesquisas com
propolis, esta relacionada ao fato de Ihe serem atribuidas dezenas de atividades bioldgicas
simultaneamente, o que de certa maneira dificulta a aceitacdo do produto na area médica,
conferindo-lhe caracteristicas de panacéia.

A exemplo do que ocorre com o0 uso de fitoterapicos, as informacdes terapéuticas
sobre a prépolis vém se acumulando durante séculos e de maneira indireta. Segundo
interpretacdo de Maciel et al. (2002), essa modalidade de terapia desperta o interesse de
pesquisadores em estudos envolvendo areas multidisciplinares, incluindo a Botanica, a
Farmacologia e a Fitoquimica, ciéncias que juntas se complementam e enriquecem o
conhecimento sobre fontes medicinais naturais.

Por ser a propolis um produto em grande parte derivado de plantas, o seu perfil
quimico é delineado principalmente pela contribuicdo das diferentes espécies vegetais que a
originam, havendo também outros fatores envolvidos, como condi¢des climéaticas da area
de producéo e caracteristicas fenologicas das espécies vegetais, por exemplo.

Historicamente, importante estudo desenvolvido por Warakomska e Maciejewicz
(1992) pode ser considerado como um marco nas pesquisas da composi¢do boténica da
propolis. A constatacdo de fragmentos de tecidos vegetais presentes nos sedimentos das
amostras de propolis analisadas permitiu aos estudiosos lancarem mao dos conhecimentos
da anatomia vegetal que sdo ferramentas Uteis para a taxonomia e, assim, possibilitar a
identificacdo das espécies que as constituiam. A partir de entdo, diversas outras pesquisas
foram desenvolvidas nessa area (Valcic et al. 1999, Montenegro et al., 2000, Montenegro et
al., 2001a, Montenegro et al., 2001b, Oliveira e Bastos, 1998, Freire, 2000, Bastos, 2001).
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Todavia, as técnicas utilizadas na maioria desses estudos tém como base a proposta
apresentada por Warakomska e Maciejewicz (1992), com algumas modificacbes. Em
funcdo das dificuldades que muitas vezes ocorrem com o0 uso da técnica, quanto a
visualizagdo das caracteristicas anatdmicas dos fragmentos e caracterizacdo das estruturas
vegetais observados no sedimento de propolis, fazem-se necessarios aperfeicoamentos ou
mesmo desenvolvimento de novas técnicas analiticas que otimizem os parametros
anatdbmicos uteis na avaliacao.

Nesse sentido, o metacrilato (usualmente designado historresina) surge como uma
alternativa. O seu uso tem sido freqliente nas Ultimas décadas, tanto em estudos anatémicos
de tecido animal como vegetal, por apresentar grande capacidade de infiltracdo, permitindo
cortes muito finos e, inclusive, testes histoquimicos, dentre outras vantagens.

Objetivou-se neste trabalho testar a viabilidade de identificacdo de espécies vegetais

presentes em amostras de prépolis incluidas em metacrilato.
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MATERIAL E METODOS

Amostras de prépolis originarias do Municipio de Itapecerica (20°32’S, 45°13°0),
de Paula Céandido (20°49'S, 42°54'0) e de Virginopolis (18°50'S, 42°43'0), Minas Gerais,
foram coletadas mensalmente, durante um ano, em apiarios experimentais constituidos de
cinco coldnias de Apis mellifera L. (africanizadas). Os ninhos utilizados foram do tipo
Langstroth. Foram confeccionadas melgueiras especiais, contendo frestas laterais de 3 cm
de largura, objetivando-se estimular a produgéo de prépolis.

As amostras foram armazenadas, individualmente, em freezer a —20°C, em frascos
de vidro até 0 momento das analises. Amostras compostas foram preparadas, utilizando-se
porcdes mensais das frestas das cinco coldnias, obtidas nos doze meses de coleta, em cada
local. Posteriormente, essas amostras foram desidratadas em série etilica e incluidas em
metacrilato (Hissoresin, Leica), segundo o seguinte procedimento: amostas de propolis de
2,0 g foram tratadas por duas horas com alcool etilico 85%, acondicionadas em frascos de
vidro com capacidade para 8 mL. As amostras foram entdo transferidas para outros frascos,
utilizando-se papel de filtro (Inlab tipo 10 - porosidade 3 um), sendo entdo tratadas com
alcool etilico 95% por mais duas horas. Em seguida, novamente com o auxilio de papel de
filtro, as amostras foram transferidas para novos frascos e submersas em alcool etilico 95%
+ resina basica contendo ativador (segundo preparo indicado pelo fabricante), na propor¢éo
de 1:1 (v/v). Quatro horas ap6s, o material foi novamente filtrado e o residuo retido no
papel de filtro foi espalhado, individualmente, em placas de petri forradas com papel de
filtro, objetivando a eliminagéo do excesso de alcool 95% + resina. O residuo assim obtido
permaneceu submerso durante uma noite em resina pura. Na manha seguinte, o material foi
finalmente espalhado em folhas de papel de filtro, de onde, com uma espatula, retirou-se
0,4 g do residuo. Essa porcdo de propolis foi entdo incluida em resina + polimerizador (na
proporc¢do indicada pelo fabricante) em bandejas plasticas proprias, com nove unidades de
0,8 cm x 1,0 cm, previamente identificadas, conforme a procedéncia das amostras. A cada
transferéncia, tanto durante a série etilica quanto na inclusdo em resina pura, o material foi
submetido a vacuo, em dessecador, com o objetivo de promover melhor infiltracéo.

As bandejas permaneceram em estufa a 34°C cerca de quatro horas apds a incluséo,
até que os blocos se apresentassem totalmente polimerizados. Os blocos foram entéo
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retirados das bandejas e aderidos a pequenos suportes de madeira, sendo mantidos em potes
de vidro fechados, contendo silica, até serem cortados.

Os blocos foram cortados em micr6tomo rotativo de avango automético (RM 2155 —
Leica), utilizando-se navalha de vidro. A espessura de 12 um foi a mais adequada para a
visualizagdo dos fragmentos vegetais contidos nas amostras de prépolis. Os cortes foram
distendidos em recipiente com agua destilada e posteriormente transferidos para laminas
histoldgicas, ordenados em seqliéncia crescente. Dentre 0s corantes e tempo de exposi¢do
testados, foi selecionado o azul de toluidina pH 4 (Vidal, 1977), durante 18 minutos, a
temperatura ambiente. As laminas foram montadas com resina sintética Permount, apos
serem secas em suportes verticais, também a temperatura ambiente, protegidas da poeira.
As laminas permanentes resultantes foram identificadas e arquivadas em caixas de madeira,
constituindo-se, assim, em laminario permanente.

As laminas foram analisadas em microscopia de luz. Para o registro fotografico e
captura de imagens do material em estudo, foi utilizado fotomicroscopio Olympus AX-70
equipado com sistema U-Photo e camara filmadora acoplada a um monitor de video. O
software Image Pro Plus foi utilizado no monitoramento das imagens.

Avaliagbes anatdomicas desses registros, utilizando-se os mesmos recursos, foram
comparadas aquelas obtidas em outro laminéario de propolis, produzido segundo a técnica
proposta por Warakomska e Maciejewicz (1992), com amostras compostas de propolis
coletadas na mesma regido, na mesma época. A fim de facilitar a designacdo das duas
metodologias utilizadas, passou-se a designa-las simplesmente “técnica de inclusdo em
metacrilato” e “técnica convencional”, respectivamente.

A coleta de espécies vegetais que floresciam nos arredores dos apiarios permitiu a
producdo de um laminario de referéncia, utilizando-se técnicas tradicionais de preparo para
avaliacdes anatdbmicas (Johansen, 1940, Gerlach, 1969). Ramos dessas espécies foram
também coletados e as exsicatas depositadas no Herbario do Departamento de Biologia
Vegetal da Universiade Federal de Vicosa (VIC) e devidamente registradas para a
confirmacéo da identidade taxondmica.

Objetivando identificar as espécies vegetais constituintes das amostras de prépolis
analisadas, efetuaram-se comparacGes anatomicas dos fragmentos e estruturas vegetais

presentes nas amostras de prépolis e aquelas observadas no laminario de referéncia.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Confrontando-se as imagens obtidas nos dois laminarios produzidos para as trés
regides mencionadas, pOde-se constatar diferencas qualitativas marcantes, quanto a
visualizacdo dos fragmentos e estruturas vegetais presentes nas amostras de propolis.
Fragmentos de Baccharis dracunculifolia eram abundantes e predominantes nas amostras
analisadas oriundas de Itapecerica e de Paula Céandido, motivo pelo qual se adotou o
procedimento de comparagédo das imagens obtidas principalmente com esses fragmentos, a
fim de ilustrar as diferencas observadas usando as duas técnicas.

Nas Figuras 1 e 2 podem ser apreciadas, respectivamente, vista panoramica da
propolis de Paula Candido incluida em metacrilato e daquela preparada segundo a técnica
convencional, oriunda da mesma regido, ambas referentes a amostra composta dos doze
meses de coleta. Foi possivel constatar a predominancia de fragmentos de Baccharis
dracunculifolia DC. (Asteraceae), espécie muito comum nas proximidades das colméias.
Todavia, a inclusdo em metacrilato evidenciou importantes caracteres internos
diagndsticos, como por exemplo a presenca e a posi¢do dos ductos em relagdo aos feixes
vasculares e quanto aos apéndices epidérmicos. Com o0 uso da técnica tradicional, esse tipo
de avaliacdo s6 é possivel se forem visualizados cortes promovidos pela mandibula da
abelha em regido de mesofilo.

Constatou-se que todos os detalhes anatdbmicos dos primérdios foliares dessa
espécie, observados no laminario de referéncia, podem também ser observados na prépolis
incluida em metacrilato (Figura 3), demonstrando elevado grau de preservacdo. Tricomas
secretores unisseriados e bisseriados, tricomas tectores e ductos associados a feixes
vasculares e voltados para o floema foram evidenciados. Tais caracteristicas sao
compativeis com aquelas ja descritas anteriormente para B. dracunculifolia (Castro, 1987,
Oliveira e Bastos, 1998, Freire, 2000, Bastos, 2001). Com o uso da técnica convencional,
h& comprometimento de alguns detalhes importantes, principalmente quanto aos caracteres

internos da regido de mesofilo (Figura 4).
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Figuras 1 a 4 — Corte de amostra de propolis incluida em metacrilato e sedimento de
prépolis obtido através da técnica tradicional. 1 — Vista panoramica de corte de amostra de
propolis oriunda de Paula Céndido incluida em metacrilato, com fragmentos de B.
dracunculifolia. 2 — Sedimento de propolis de Paula Candido obtido com o uso da técnica
tradicional, com fragmentos de tecido vegetal. 3 — Detalhe da Foto 1 com fragmento de
folha de B. dracunculifolia. 4 — Detalhe da Foto 2 com fragmentos de B. dracunculifolia.
CEp = célula epitelial. Du = ducto. FI = floema. Fr = fragmento de folha. Pe = pedinculo.
TG = tricoma glandular. TGb = tricoma glandular biseriado. TGu = Tricoma glandular

uniseriado. Tr = tricoma. TT = tricoma tector. Xi = xilema.






Hidatddios sdo muito freglientes e podem ser visualizados na propolis incluida em
metacrilato (Figura 5) e mais abundantemente no sedimento obtido pelo uso da técnica
convencional (Figuras 6). Ressalte-se a possibilidade de visualizacdo de detalhes
anatdmicos importantes a serem utilizados na identificacdo de tais fragmentos com a
inclusdo em metacrilato.

Embora Myrsine umbellta G. Don (Myrsinaceae) tenha sido identificada como outra
espeécie vegetal constituinte da amostra composta de propolis oriunda de Paula Candido por
meio das duas técnicas utilizadas, a visualizacdo de tal fragmento pela técnica convencional
sO foi possivel apds insistentes buscas no laminario produzido (Figura 7). A facilidade de
observacdo e detalhamento de tricomas secretores dessa espécie, usando a técnica de
inclusdo em metacrilato, induziu a novas buscas no laminario produzido pela técnica
convencional.

Ressalte-se que a sobreposicdo de fragmentos e estruturas observadas no laminario
produzido com uso da técnica convencional dificulta sobremaneira a identificacdo de sua
origem. Essas constatacdes evidenciam o potencial que a técnica de inclusdo da propolis em
metacrilato apresenta para a identificacdo das espécies vegetais que contribuem com fontes
de constituintes da prépolis.

Na amostra composta de prépolis obtida na regido de Virginopolis, além de alguns
fragmentos de B. dracunculifolia, tricomas de Vernonia polyanthes Less. (Asteraceae) e
traqueides de Gimnospermae puderam ser visualizados com as duas técnicas, havendo
também diferencas quanto a qualidade do material observado, a favor da técnica do
metacrilato. Um tipo morfoldgico nédo identificado p6de também ser visualizado pelas duas
técnicas, o qual apresentava epiderme em palicada. Todavia, procedeu-se busca semelhante
a efetuada para os tricomas de Myrsine umbellata, ou seja, posterior a identificacdo pela
técnica do metacrilato, na qual se observou, inclusive, a caracteristica de parénquima
incolor nesses fragmentos. Tricomas tectores de Sida sp. (Malvaceae) livres foram
visualizados apenas na amostra composta dessa regido e com o0 uso da técnica tradicional
(Figura 8).
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Figuras 5 a 8 — Corte da prépolis de Itapecerica incluida em metacrilato e sedimento de
propolis de Itapecerica e de Virginopolis obtido através da técnica tradicional. 5 - Hidatodio
evidenciado em folha de B. dracunculifolia na prépolis de Itapecerica. 6 - Hidatddio
evidenciado em folha de B. dracunculifolia em sedimento de propolis de Itapecerica. 7 -
Secdo longitudinal de tricoma glandular de Myrsine umbellata em sedimento de prépolis de
Virgindpolis. 8 — Tricoma tector de Sida sp em sedimento de prépolis de Virgindpolis. Du
= ducto. FV = feixe vascular. Hi = hidatodio. Pe = pedinculo. TG = tricoma glandular.

TGM = tricoma glandular multicelular. A seta indica tricoma tector de Sida sp.






Algumas técnicas de extracdo tém sido utilizadas com a finalidade de concentrar o
residuo insollvel de prépolis, todavia com objetivos diversos: a) verificar a possibilidade
de identificacdo da origem geogréafica da propolis com base no espectro polinico
(D’Albore, 1979), b) caracterizar, alem de grdos de pélen, outros componentes da prépolis
insollveis em agua e em solventes organicos que sirvam de diagnéstico para a origem do
produto (Warakomska e Maciejewikz, 1992), c) reconhecimento de regides fitogeogréaficas
nas quais as amostras foram coletadas (Barth, 1998) ou d) estabelecer uma metodologia
padrdo visando a estudos palinoldgicos da propolis, além de caracterizar amostras de
propolis provenientes de diferentes regides geograficas do Brasil, pela analise polinica
(Barth, 1998). As variacdes das técnicas propostas estdo associadas ao uso de diferentes
solventes organicos, em diferentes proporgdes. Todavia, tais procedimentos,
independentemente dos reagentes utilizados, eliminam compostos organicos por meio de
processos de extragdo conjunta (alcool etilico:cloroférmio:acetona, 1:1:1), conforme
proposto por D’Albore, ou extracGes seqlienciais em diferentes solventes (&lcool etilico,
benzeno e acetona), segundo Warakomska e Maciejewikz (1992), além de submeter o
sedimento obtido a varias centrifugacdes, filtragens e fervuras. Ja as propostas de Barth
(1998) e de Barth et al. (1999) sdo associagcdes de extracdes em etanol e o método da
acetdlise (Erdtman, 1952). Esses procedimentos levam a analise final de apenas uma
parcela do material presente na prépolis.

Outro ponto positivo da técnica de inclusio em metacrilato é a garantia de
visualizacdo de todo o material vegetal presente na prépolis no momento de sua coleta, ja
que o processamento adotado pela técnica ndo incorre em riscos de perdas de estruturas que
possam ser importantes no diagnéstico da origem da propolis, durante a passagem do
sedimento por peneira, conforme proposto por Warakomska e Maciejewicz (1992). Outra
vantagem esta relacionada ao fato de a técnica permitir a visualizacdo do conteddo amorfo
presente entre os fragmentos e estruturas vegetais, o qual ndo é eliminado durante o
processo de desidratagdo das amostras na série etilica. Provavelmente, esse contetido é fruto
do extravasamento ocorrido ap6s o rompimento das estruturas secretoras internas e externas

presentes, tendo sido promovido durante o processo de fragmentacdo dos apices foliares
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pelas abelhas. Essas constatacdes demonstram que as imagens obtidas com a técnica da
metacrilato retratam de forma mais fiel a composicdo botanica da propolis produzida.

A técnica do metacrilato permite ainda cortes seriados, de espessura conhecida, o
que pode ser Util na comparacdo de estruturas anatbmicas. A nitidez das caracteristicas
anatdbmicas observadas com essa técnica pode permitir a visualizacdo de caracteres
diagnosticos importantes.

Ressalte-se que o laminario produzido com a inclusdo da prépolis em metacrilato
apresenta durabilidade indefinida, podendo ser considerado um material de consulta
permanente. Ja o laminario produzido pela técnica convencional tem durabilidade limitada,
ndo sendo considerado um laminario permanente.

Quanto ao custo de implementacao dessa técnica, pode-se afirmar que com um Kit
de metacrilato (Historesin-Leica), cujo valor aproximado € de U$ 200,00, possibilita a
analise de cerca de 2.000 amostras de propolis, 0 que corresponde a um custo unitério de

aproximadamente U$ 0,10, no que tange ao uso do referido meio de inclusdo.
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CONCLUSOES

A qualidade do material obtido, com o uso da técnica de inclusdo de prépolis em
metacrilato, é superior a apresentada pela técnica tradicional. Sua praticidade e custo
reduzido fazem dessa técnica uma interessante alternativa a ser implementada em
laboratérios de rotina que se dedicam a identificacdo da origem da propolis e do seu

controle de qualidade.
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CAPITULO 3

Identificacéo de espécies vegetais componentes da prépolis originaria de trés regides

de Minas Gerais, pela técnica de inclusdo em metacrilato

Resumo — A associacdo entre as propriedades farmacologicas da prépolis e o
conhecimento da flora que origina seus diferentes tipos constitui-se em importante
obstaculo a ser superado no estabelecimento da identidade e da qualidade do produto.
Estudos anatdmicos de fragmentos de tecidos vegetais encontrados na propolis surgem
como uma alternativa viavel para transpor tais dificuldades. Identificaram-se as espécies
vegetais constituintes da propolis produzida em trés regides de Minas Gerais (Municipios
de Itapecerica, de Virginopolis e de Paula Candido) por meio de observacdes microscopicas
de amostras incluidas em metacrilato. A comparacdo do laminario produzido com as
amostras de propolis e com o laminario de referéncia preparado a partir de espécies
vegetais coletadas mensalmente, durante um ano, nas localidades dos apiarios
experimentais, permitiu a identificacdo de diversas espécies vegetais presentes na prépolis.
Observacdes de campo permitiram discutir alguns aspectos relacionados ao comportamento
de coleta, além de comprovarem que Apis mellifera L. 1758 (africanizada) coleta apices
vegetativos de Baccharis dracunculifolia DC. (Asteraceae), também em época de floracéo,
embora com menor incidéncia. Em todas as amostras de prépolis oriundas de Itapecerica,
B. dracunculifolia foi identificada como espécie predominante. Constatou-se que a prépolis
produzida nessa regido contém também fragmentos de apices vegetativos de Baccharis
calvescens DC. e Baccharis trimera DC. (Asteraceae), além de Myrsine umbellata G. Don
(Myrsinaceae). Dois outros tipos de estruturas anatomicas ndo identificadas foram
detectados. Na propolis de Paula Candido, houve contribuicdo relevante de B.
dracunculifolia. Tricomas secretores de Myrsine umbellata foram visualizados, além de
traqueideos de gimnosperma. Na regido de Virgindpolis, a propolis constitui-se,
principalmente, de secre¢des vegetais que estdo exsudando em espécies locais, aléem de
constituintes advindos de estruturas secretoras de B. dracunculiflia. Vernonia polyanthes

Less. (Asteraceae) também participa da composicao da propolis produzida nessa regido. B.
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calvescens, além de trés outros tipos morfoldgicos, foram também visualizados. A técnica
analitica utilizada permitiu consideravel nivel de detalhamento das caracteristicas
anatdmicas estudadas, produzindo resultados inéditos quanto a origem botéanica da propolis.
Os resultados dessa pesquisa servem de subsidio a caracterizacdo da propolis produzida em
Minas Gerais, cuja insercdo € privilegiada no mercado interno e externo de produtos

apicolas.

Palavras-chave: Apis mellifera, origem boténica, propolis.
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INTRODUCAO

Apesar dos estudos sobre prépolis terem se iniciado ha mais de um século, com
grande avango quanto as descobertas dos constituintes quimicos presentes no produto, bem
como quanto ao conhecimento das diversas atividades bioldgicas associadas e técnicas
quimicas analiticas utilizadas, pouco se avancou quanto ao Seu uso terapéutico
efetivamente. Essa constatacdo justifica-se, possivelmente, pela escassez de informacgdes
existentes quanto a associacdo do conhecimento da flora que origina os diferentes tipos de
propolis produzidos e as mais de trés centenas de compostos ja identificados.

A amplitude de informacdes disponiveis na literatura, a0 mesmo tempo em que
confirma que a sua atividade é de amplo espectro, indica o seu potencial incontestavel, ndo
s6 como fonte de biofarmacos, mas também como provedor de modelos moleculares de
importancia biologica, além de apresentar a possibilidade de uso do produto como matriz
complexa, tirando proveito, nesse caso, do sinergismo que 0 grupo de compostos presentes
pode apresentar.

Se por um lado muitas das informacdes terapéuticas acumuladas durante milénios
concernentes ao uso popular do produto vém se confirmando cientificamente, por outro,
ainda faltam para a propolis avaliagcbes fitoquimicas e farmaco-toxicologicas que,
associadas ao conhecimento das espécies vegetais participantes em termos de constituintes
quimicos do produto, produzam informacdes que permitam o seu uso racional e seguro para
0 homem e outros animais.

Torna-se imperativo, conforme exposto por Pereira et al. (2002), procurar
responder, nesse momento, a uma questdo antiga que permeia essa area cientifica: “que
propolis serve para que acdo terapéutica?” A busca de conhecimentos que permitam a
resposta a essa questdo representa, sem divida, um grande desafio, por fazer-se necessario
caracterizar um produto natural, cuja constituicdo é determinada, em larga escala, pela flora
que o origina.

No Brasil, os primeiros resultados de observacfes de forrageamento para producao
de propolis por abelhas africanizadas de Apis mellifera, foram apresentados por Santos e
Message (1997). Os autores constataram que em Baccharis dracunculifolia, conhecido

popularmente como alecrim, as abelhas fragmentavam e coletavam gemas apicais e axilares
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da planta, com o auxilio das mandibulas e do primeiro par de patas. O material coletado era
entdo transferido para a corbicula e transportado para a colénia. Foi observado ainda que as
campeiras coletoras eram capazes de recrutar outras operarias pelo comportamento de
danga.

Tais constatacGes decorreram da observacédo direta no campo, das abelhas coletando
material vegetal para producdo de propolis. Essa, sem davida, constitui-se na estratégia
mais segura em termos de averiguacdo da origem botanica da prépolis, por gerar resultados
incontestaveis quanto ao fornecimento de informagdes de fontes vegetais utilizadas pelas
abelhas para esse fim.

Embora produzam resultados consistentes, as dificuldades para viabilizar a técnica
de observacdo direta no campo sdo uma realidade, em funcdo da complexidade que o
estudo do comportamento de forrageamento de Apis mellifera para obtencdo de prépolis
apresenta, quando comparado aos estudos para obtengdo de outros recursos, como néctar e
polen. O principal fator em questdo é o reduzido percentual de individuos que executam tal
atividade por col6nia, podendo esse numero ser alterado em funcéo da necessidade.

Santos (1996), ao estudar o forrageamento de propolis em abelhas Apis mellifera
africanizadas, de col6nias ndo-selecionadas, observou que o forrageamento para coleta
desse recurso é pouco representativo em relacdo a outras atividades de campo. Em seus
resultados, constatou-se que apenas cerca de 1% dos individuos de uma col6nia coletavam
propolis. Ja a atividade de coleta de pdlen observada foi de aproximadamente 35%. Tais
resultados justificam-se, possivelmente, pela reduzida demanda do produto pela coldnia,
em relacdo a outros recursos que garantem sua nutricdo (pdlen, néctar e agua), por ser a
propolis uma substancia de defesa, isolamento, reparo e construcdo. Temperatura e
insolacdo sdo, segundo o autor, fatores ambientais determinantes no comportamento de
forrageamento de prépolis.

Buscando agilidade e otimizacdo na busca de informacges quanto a origem da
propolis, outras técnicas, ditas indiretas, sdo também utilizadas, tais como: identificacéo de
constituintes quimicos e de estruturas ou fragmentos de tecidos vegetais encontrados na
prépolis, além de graos de polen presentes no residuo insoltvel do produto. Todavia, nesse
ultimo caso, tendo como base o espectro polinico e identificacdo de tdxons vegetais por

meio da morfologia dos gréos de pdlen, é possivel inferir apenas sobre o tipo de vegetagédo
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de onde foi recolhida a prépolis, ou seja, sobre a sua origem geogréfica (D’Albore, 1979,
Warakomska e Maciejewicz, 1992, Barth, 1998, Barth et al.,1999). A identificacdo de graos
de pdlen presentes em amostras de prépolis se constitui em ferramenta Gtil a ser utilizada
como diagnostico para identificacdo da origem botanica do produto apenas em casos
especificos, nos quais resinas produzidas por estruturas florais exercem atratividade sobre
as abelhas. Esse tipo de matéria-prima utilizada na producéo de prépolis foi descrito por
Thomés-Barberan et al. (1993). Nesse estudo, 0s autores demonstratraram que a
compatibilidade do perfil quimico das amostras de propolis produzidas e da resina
secretada em flores de Clusi, confirmou a origem do produto. Registros de observacoes de
campo de Apis mellifera visitando tais flores foram, nesse caso, importantes e
imprescindiveis.

Portanto, para que a identificacdo dos constituintes quimicos presentes em amostras
de propolis possa ser utilizada na determinagdo da sua origem boténica, faz-se necessario o
estabelecimento de um paralelo entre 0s compostos quimicos presentes nas amostras e
aqueles presentes em secrecfes ou em extratos obtidos de partes de vegetais do local de
coleta, enfocados como possiveis fontes visitadas para esse fim. Sem esse tipo de avaliacdo
conjunta, a estratégia de analise exclusivamente das amostras torna-se insuficiente: por um
lado, em funcdo da amplitude com que certos compostos encontram-se distribuidos no
reino vegetal, e por outro, em funcéo das dificuldades vigentes sobre a possibilidade do uso
de certo composto como marcador taxondmico, posto que a aplicacdo de resultados de
analises quimicas em sistematica s6 ¢é valida se todas as espécies de um género forem
investigadas, sendo necesséria a garantia de uma amostragem adequada, com um grande
numero de membros de uma espécie avaliados, em diferentes estadios de desenvolvimento
e em diferentes ambientes (Vickery e Vickery, 1981).

Nesse contexto, diante das limitacGes de tais técnicas utilizadas na identificacdo da
origem boténica da prépolis, a analise comparada de estruturas morfoldgicas de fragmentos
de tecido vegetal encontrados nas amostras de propolis e de estruturas morfologicas
presentes nas espécies vegetais visitadas pelas abelhas pode contribuir efetivamente para a
elucidacdo da origem boténica dos constituintes da propolis.

Pioneiramente, Warakomska e Maciejewicz (1992) sugeriram a utilizacdo de

observacdes de fragmentos de epiderme e algumas estruturas vegetativas para
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reconhecimento de espécies utilizadas por Apis mellifera para coleta de prépolis na Poldnia.
Na América do Sul, além das pesquisas desenvolvidas na regido central do Chile (Valcic et
al., 1998, Valcic et al.,1999, Montenegro et al. 2000, Montenegro et al. 2001a, Montenegro
et al. 2001b), Oliveira e Bastos (1998), Freire (2000) e Bastos (2001) encontraram
estruturas secretoras em sedimento de prépolis, as quais foram utilizadas como diagnoéstico
da origem botanica das amostras oriundas de Minas Gerais, Brasil.

Todavia, 0 processo analitico proposto por Warakomska e Maciejewicz (1992), embora
frequentemente utilizado, apresenta limitacfes quanto a qualidade do laminario obtido, ndo
s6 em termos de visualizacdo e identificacdo dos fragmentos presentes, mas também quanto
a durabilidade do laminario produzido e a possibilidade de perda de importantes fragmentos
que apresentem potencial para o diagnostico da origem da propolis. Também perde-se a
possibilidade de detectar a presenca de resinas em maior ou menor abundancia, uma vez
que essa é removida durante a preparagdo. Além disso, segundo Barth et al. (1999), os
processos de extragdo sugeridos por Warakomska e Maciejewicz (1992) e por D’Albore
(1979) sao demorados, dispendiosos e oferecem risco de intoxicacao.

Obijetivou-se, nesse estudo, identificar as espécies vegetais componentes da prépolis
produzida em trés regides de Minas Gerais, de caracteristicas organolépticas distintas, pela

inclusdo da propolis em metacrilato e analise de estruturas anatdbmicas de origem vegetal.
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MATERIAL E METODOS

Apiérios

Para o desenvolvimento da pesquisa, foram instalados trés apiarios experimentais,
localizados nos Municipios de Itapecerica (20°32'S, 45°13'0), de Paula Candido (20°49'S,
42°54'0) e de Virginopolis (18°50'S, 42°43'O), em Minas Gerais. A escolha de tais
localidades baseou-se nas caracteristicas distintas das propolis nelas produzidas, fato que se
adequava aos interesses propostos nos objetivos especificos da pesquisa.

Em cada apiario foram instalados dez enxames de Apis mellifera (africanizada), dos
quais cinco eram mantidos como enxames-extras, para o caso de perda de qualquer um dos
outros cinco que efetivamente participavam da pesquisa.

Foram utilizadas colméias com ninhos do tipo Langstroth. Para estimular a
producdo de prdpolis pelas colénias, foram confeccionadas melgueiras especiais com
aberturas ao longo das duas laterais, de 3 cm de largura. Com a finalidade de proteger a
propolis das chuvas, as caixas, além das tampas, receberam uma cobertura plastica, cujas
laterais ultrapassavam a largura da tampa, aproximadamente 60 cm de cada lado, formando
abas presas ao chéo.

Os enxames receberam alimentacdo energética preventiva (xarope de acgucar

comercial), em periodos de escassez de néctar.

Procedimento de coleta

Trinta dias apos a instalacdo dos apiarios experimentais, efetuou-se a raspagem de
todas as colbnias. Essa propolis foi desprezada, com o objetivo de isentar a primeira
amostragem de qualquer contaminagdo eventualmente existente, advinda dos locais de onde
o0s enxames foram transferidos.

Durante doze meses consecutivos (setembro de 2000 a agosto de 2001), foi
coletada, mensalmente, toda a prépolis produzida pelas cinco col6nias, nos trés apiarios. No
momento da coleta, usou uma melgueira extra, vazia, para a qual eram transferidos os

quadros da melgueira experimental, de modo a facilitar a raspagem da prépolis acumulada
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nas frestas laterais existentes. Essa raspagem se dava sobre uma mesa, devidamente
higienizada, com o uso de formé&o de aco inoxidavel.

As amostras mensais eram armazenadas individualmente, em frascos de vidro
identificados segundo o local, a data e a coldnia. Caracteristicas organolépticas das
amostras (cor, maleabilidade e odor) eram anotadas em fichas de campo. Posteriormente,
todas as amostras eram pesadas e estocadas em freezer, a —20°C, para futuras analises.

Também foram coletados mensalmente, apds a coleta da prépolis, cerca de cinco
ramos de cada espécie vegetal que estivesse em florescimento, num raio de
aproximadamente trés quildmetros em volta dos apiarios experimentais. Parte dos ramos
coletados de cada espécie vegetal foi fixada em FAAs, imediatamente apds a coleta, para
confeccdo do laminario de referéncia a ser utilizado para identificacdo posterior dos
fragmentos vegetais observados na propolis através de microscopia Optica. Os ramos
restantes foram herborizados. As exsicatas foram depositadas no Herbario do Departamento
de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa sob o cddigo VIC e as espécies
identificadas por especialistas. No momento da coleta, algumas informacdes relevantes
foram devidamente registradas em fichas de campo, tais como porte, presenca ou auséncia
de secrecdo, cor da flor e odor, além de local e data.

As vegetacOes onde os trés apidrios experimentais foram instalados foram

caracterizadas por meio de listagem floristica e aspectos fisionémicos de cada regido.

Laminario de referéncia

Os ramos vegetais provenientes dos trés apiarios experimentais, coletados durante
0 periodo de um ano, foram fixados em FAAs, e estocados em etanol 70% (Johansen,
1940). Estas amostras foram processadas para a confeccdo do laminario de referéncia.
Todos os procedimentos do preparo e analise do laminério foram realizados no Laboratorio
de Anatomia Vegetal da Universidade Federal de Vicosa.

Dos materiais fixados, foi isolada a regido mediana das folhas para serem cortadas
em micrétomo de mesa (cortes transversais). Esses cortes foram corados com fucsina e azul
de astra (Gerlach, 1969) e as laminas montadas em resina sintética. Por¢@es da Iamina foliar

foram diafanizadas conforme metodologia usual (Johansen, 1940) para observacdo das
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caracteristicas epidérmicas em vista frontal. No caso das espécies que apresentaram folhas
compostas foram feitos cortes transversais da regido mediana dos foliolos centrais e para
folhas recompostas os cortes transversais foram feitos na regido mediana dos foli6lulos
centrais.

Objetivando-se averiguacdo mais detalhada dos caracteres anatdmicos dos
primordios foliares de Baccharis dracunculifolia e de Myrsine umbellata, apices dessas
duas espécies foram incluidos em metacrilato. Optou-se por esse procedimento por ser a
primeira espécie predominante em duas das regifes estudadas e a segunda por tratar-se de

uma nova especie descrita como fonte de propolis.

Laminario da prépolis

Usou-se a técnica de inclusdo de propolis em metacrilato, descrita no Capitulo 2.

As amostras de propolis obtidas nas cinco colénias de cada local foram
homogeneizadas, ndo sendo considerado assim o fator col6nia.

Para cada um dos trés locais de coleta, amostras compostas, representativas dos
doze meses foram preparadas, obtendo-se trés blocos de metacrilato para Itapecerica, trés
para Virginopolis e trés para Paula Céandido, nos quais foram contemplados, para cada
local, todos os meses do ano, em partes iguais. Para otimizar o tempo e detalhamento das
observacdes, apenas 0s cortes obtidos de um dos bloco de amostra composta de cada local
foram inteiramente analisados (cerca de 150 cortes) e os resultados registrados e
considerados na pesquisa. Esse procedimento foi adotado em funcdo das semelhancas dos
perfis em termos de fragmentos vegetais encontrados nos trés blocos de um mesmo local, o
gue demonstrou coeréncia e confiabilidade no protocolo elaborado.

Para a regido de Itapecerica, prepararam-se, além das amostras compostas, amostras
individuias obtidas durante os doze meses de coleta. Portanto, dessa regido foram
confeccionados doze blocos de metacrilato, um bloco para cada més.

Cada bloco de propolis incluida em metacrilato foi inteiramente cortado em
microtomo rotativo de avanco automatico (RM 2155 — Leica), com navalhas de vidro.
Cortes seriados de 12 um de espessura foram distendidos em recipiente com agua e

posteriormente transferidos para laminas histolégicas. Colocaram-se 15 cortes em cada
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lamina, em sequéncia preestabelecida. Depois de secas, as laminas foram coradas com azul
de toluidina pH 4 (Vidal, 1977), permanecendo submersas no corante por 18 minutos, em
temperatura ambiente. Apos secas em suportes verticais, também em temperatura ambiente,
as laminas foram montadas com resina sintética Permount, as quais apds prontas e secas
foram arquivadas em caixas de madeira, constituindo-se, assim, em laminario permanente.
Os resultados referentes a identificacdo das espécies vegetais constituintes da
propolis foram obtidos confrontando-se os caracteres anatémicos dos fragmentos presentes
no laminario de propolis incluida em metacrilato com os descritos para o laminario de

referéncia.

Microscopia de luz

Os caracteres anatdmicos das espécies que constituiram o laminario de referéncia
foram observados em microscopio de luz, sendo concomitantemente descritos e registrados
em planilha propria, a fim de facilitar documentacdes fotograficas posteriores.

Os cinco cortes centrais de cada lamina de propolis e de todas as ldaminas produzidas
a partir de cada bloco de metacrilato foram observados. As informaces relativas aos tipos
de fragmentos de tecidos vegetais encontrados foram devidamente anotadas em fichas
previamente preparadas. Para o registro fotografico e captura de imagens do material
analisado, foi utilizado fotomicroscopio Olympus AX-70 equipado com sistema U-Photo e
camara filmadora acoplada a um monitor de video. O software utilizado no monitoramento
das imagens foi o Image Pro Plus. O recurso de polarizagéo foi, eventualmente, utilizado.

Avaliacdes anatdmicas desses registros foram comparadas as obtidas no laminario
de referéncia, confeccionado com o material coletado nas respectivas regides
experimentais. Confrontando tais informagdes, foi possivel identificar as espécies vegetais
constituintes das amostras de propolis analisadas.

Observacgodes de campo

Nos arredores do apiario experimental localizado no Municipio de Paula Céandido,
foram feitas filmagens (Panasonic — NV/M300) e fotografias (Canon - EOS /Rabel -G e
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Sony - Digital Mavica/MVC FD88), com 0 objetivo de registrar o comportamento de
forrageamento das abelhas na coleta de matéria-prima para producéo de propolis.

A fim de identificar plantas de Baccharis quanto ao sexo, fora das épocas de
floracdo, foram utilizadas placas de aluminio presas aos ramos de algumas plantas, nas
quais constavam as marcacdes obtidas durante a floracéo.

Efetuou-se o acompanhamento do comportamento de coleta, desde a chegada do
inseto a planta, até o véo para a coldnia, registrando-se dessa forma tanto o processo de
coleta como o tempo necessario para tal. Durante essas observagdes, foram fixadas em
FAAs, amostras de material coletado pelas abelhas em Baccharis dracunculifolia, para
averiguacdo do processo de fragmentacdo dos apices foliares. Usou-se uma pinga para
captura de abelhas que estavam em processo de coleta, as quais eram introduzidas em
vidros de penicilina, devidamente identificados segundo a planta na qual havia sido feita a
coleta, contendo fixador.

O material vegetal assim coletado, correspondendo a fragmentos vegetais aderidos
as diferentes partes do corpo da abelha e o que restava dos apices coletados, foi observado e
fotografado em lupa (Leica MZ6). Algumas bolotas foram imediatamente retiradas das
corbiculas e acondicionadas em eppendorfs, com as devidas identificagdes, e mantidas

congeladas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas Tabelas 1, 2 e 3 estdo relacionadas todas as espécies coletadas, no periodo de
um ano, em lItapecerica, em Virgindpolis e em Paula Candido, respectivamente.
Encontram-se também resumidos nessas tabelas os caracteres anatbmicos das espécies,
considerados importantes para a identificacdo da propolis.

O aspecto panoramico dos cortes obtidos com a propolis coletada em Itapecerica
(Figura 1), em Paula Céandido (Figura 2) e em Virgindpolis (Figura 3) ilustra o contetdo e

diversidade dos fragmentos encontrados.

Caracterizacao da vegetacao de Itapecerica

A vegetacdo caracteriza-se por ser muito antropizada (com pastagens e talhdes de
eucalipto) e pela ocorréncia de Cerrado sensu lato, nas partes altas dos interflivios. Estéo
presentes ainda fragmentos de Floresta Estacional Semidecidual nas baixadas e bacias de

rios, além de vegetacao caracteristica de processo de sucessao.

Caracterizacdo organoléptica da prépolis de Itapecerica

Considerando-se a cor, 0 aroma e 0 aspecto das amostras de prépolis coletadas,
poucas variagGes foram observadas (Tabela 4). A propolis produzida de setembro/2000 a
maio/2001 foi de coloragdo totalmente verde, bastante aromatica e maleavel a temperatura
ambiente (quebradica, mas ndo ressecada). Apenas durante os meses de junho, julho e
agosto, observaram-se pequenas variacBes quanto as suas caracteristicas sensoriais,
constatando-se umidade excessiva na face interna da prépolis produzida nas frestas,
passando de totalmente verde a verde na face externa e amarelada ou marrom na face
interna, superficialmente. Comprovou-se que o perfil de espécies vegetais que constituem a
propolis produzida durante esses meses ndo foi alterado, sugerindo que fatores climaticos
estejam relacionados a essas caracteristicas. A temperatura mais baixa dessa época de
inverno, provavelmente, dificulta a evaporagdo da umidade que se forma internamente na

colbnia, levando a condensacao e aparecimento de pequenas goticulas que se acumulam
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Tabela 1. Espécies vegetais coletadas no periodo de um ano no Municipio de Itapecerica (MG)

n®VIC Familia Espécie . . Mesofilo T.vascular  Estrutura
Epiderme Posicdo do . .
Tipo feixe  secretora
Estdmato
Forma Indumento Tipo Cristais

26822  Anacardiaceae Lythraea molleoides R * Ab Is M C Df
26824  Anacardiaceae Mangifera indica R * Ab+Ad Is M,D C Df
26890 Asteraceae Ageratum fastigiatum Si S Ab Do M,D C Hd,Df,Dx
26906 Asteraceae Baccharis calvescens R S TP Ab Do * C Hd,Df
25529 Asteraceae Baccharis conyzoides Si ST Ab+Ad Is * C Hd,Df
25536 Asteraceae Baccharis dracunculifolia R ST Ab+Ad Is * C Df
25249 Asteraceae Baccharis trimera R ST Ab+Ad Is * C Df
26882 Asteraceae Bidens segetum Si ST Ab+Ad Do * C Hd,Df,Dx
26883 Asteraceae Eupatorium crenulatum R S Ab+Ad Is * C Hd,Df,Dx
26884 Asteraceae Eupatorium maximiliani Si ST Ab Do * C Hd,Dx
26887 Asteraceae Eupatorium squalidum Si ST Ab Do * Bi Hd,Dx
25231 Asteraceae Gochnatia polymorpha R ST Ab Do * C *
26903 Asteraceae Vernonia polyanthes Less. R ST Ab Do * C Hd, Id
25230 Boraginaceae Cordia verbenaceae R STP Ab Do * C *
25528  Campanulaceae Lobelia spl R T Ab+Ad Do * C Hd
25538  Euphorbiaceae Maprounea guianensis R STP Ab Do * C *
26832 Labiatae Labiatae spl R ST Ab Do * C Hd,Id
26834 Lauraceae Persea spl R T Ab Do * C Id
25539 Lythraceae Cuphea spl Si T Ab+Ad Do * Bi *
25540 Lythraceae Cuphea sp2 Si T Ab+Ad Do * Bi *
25541  Malphigiaceae Byrsonima intermedia R T Ab Do D Bi *
25543 Malvaceae Sida spl Si ST Ab+Ad Do D C Hd
25233 Melastomataceae Miconia spl R T Ab Do D Bi *
26863 Melastomataceae Tibouchina spl Si STP Ab+Ad Do D Bi Id
26843 Myrsinaceae Myrsine umbellata R ST Ab Do * C Ca
25234 Myrtaceae Myrtyaceae spl Si T Ab Do M Bi Ca
26845 Onagraceae Ludwigia spl R * Ab+Ad Do D Bi Hd,Id
26846 Proteaceae Roupala montana R ST Ab Do M C *
26847 Sapindaceae Sapindaceae spl R ST Ab Do M C *
25545  Scrophulariaceae Scorpia dulcis Si STP Ab+Ad Do * C Hd
26848 Smilaceae Smilaceae spl Si * Ab Do Hm * Id

Ab: hipoestomatica; Ab+Ad: anfiestomatica; Bi: bilateral; C: colateral; Ca: cavidade; D: drusa; Df: ducto secretor no lado do floema; Do: dorsiventral; Dx: ducto
secretor no lado do xilema; Hd: hidatédio; Hm: homogéneo; Id: idioblasto; Is: isobilateral; M: monocristal; P: papila; R: contorno reto ou levemente ondulado; S:
tricoma secretor; Si: contorno sinuoso; T: tricoma tector; * ndo-visualizado.
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Tabela 2. Espécies vegetais coletadas no periodo de um ano, no Municipio de Paula Candido (MG)

Epiderme Estdbmato Mesofilo T.vascular  Estrutura
n®VIC Familia Espécie Tipo feixe  secretora
Forma Indumento  Posicdo Tipo Tipo Cristais
26820 Amaranthaceae  Alternanthera brasiliana L. R T Ab+Ad 1 Do D C
26821  Amaranthaceae Alternanthera spl R T Ab+Ad 1 Is D C
26879 Asteraceae Achyroline satureoides Si T Ab 4 Do C Hp
25553 Asteraceae Baccharis dracunculifolia R TS Ab+Ad 5 Do C Hm Duf
25256 Asteraceae Baccharis conyzoides Si TS Ab 4 Do C Dux Duf
25288 Asteraceae Bidens pilosa Si T Ab+Ad 4 Do C Hm Duf
25286 Asteraceae Emilia sonchifolia Si T Ab+Ad 4 Ho C Hm Duf
26885 Asteraceae Eupatorium maximiliane Si TS Ab 4 Do C Hm Dux
25556 Asteraceae Eupatorium spl Si T Ab+Ad 4 Ho C Hm Dux
25555 Asteraceae Sonchous oleraceus Si T Ab+Ad 4 Do C Hm Ca
25257 Asteraceae Vernonia scorpioides Si TS Ab 4 Do C Hm Ca
Asteraceae Vernonia spl R TS Ab 2 Do C
26825 Bignoniaceae Pyrostegia venusta R T Ab 4 Do C N
25289 Cupressaceae Cupressus spl R Ab+Ad Ho Ac Du
25559 Lamiaceae Ocimum spl Si TS Ab+Ad 3 Do D C Hm Ca
26829 Lamiaceae Ocimum sp2 Si TS Ab+Ad 3 Do M D C
25560  Leg.Mimosoidese  Stryphnodendron guianense R TS Ab 2 Do M D C
25561  Leg Mimosoideae Piptadenia gonacantha Si T Ab+Ad 2 Do M C
26842  Malpighiaceae Malpighiaceae spl R TSP Ab 2 Do D C
25568 Malvaceae Sida rhombifolia L. TS Ab+Ad Do C Du
25567 Malvaceae Sida spinosa TS Ab+Ad Do D C Id,Du
25544 Malvaceae Sida rhombifolia L. R TS Ab+Ad 1 Do D C Du
Myrsinaceae Myrsine umbellata R ST Ab ? Do * C Ca
25569 Oxalidaceae Averrhoa carambola L. R T Ab 2 Do M C
25570 Rosaceae Eriobotrya japonica Lindl. R T Ab 4 IsCs M D C Id,Hm
26857 Rubiaceae Rubiaceae spl R TP Ab 2 Do C
25258 Rubiaceae Rubiaceae sp2 R T Ab 2 Ho C
25292 Verbenaceae Aegiphila selowiana Si T Ab 4 Do D C N
25259 Verbenaceae Lantana camara Si TS Ab 4 Do C

Ab: hipoestomatica; Ab+Ad: anfiestomatica; Ac: anficrival; C: colateral; Ca: cavidade; Cs: crescimento secundario na nervura central; D: drusa; Do: dorsiventral; Du:
ducto secretor; Duf: ducto secretor no lado do floema; Dux: ducto secretor no lado do xilema; Ho: homogéneo; Hp: hidatodio no apice da lamina foliar; Hm: hidatodio
na margem da lamina foliar; 1d: idioblasto; Is: isobilateral; M: monocristal; N: nectario extrafloral na Iamina foliar; P: papila; R: contorno reto ou levemente ondulado;
S: tricoma secretor; Si: contorno sinuoso; T: tricoma tector; 1: amisocitico; 2: paracitico; 3: diacitico; 4: anomocitico; 5: tetracitico; * ndo-visualizado.
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Tabela 3. Espécies vegetais coletadas no periodo de um ano, no Municipio de Virginopolis (MG)

n®VIC Familia Espécie . . Mesofilo T.vascular  Estrutura
Epiderme Posicdo do . .
Tipo feixe  secretora
Estdbmato
Forma Indumento Tipo Cristais
26819 Apocynaceae Apocynaceae spl R T Ab+Ad Do D Bi *
26893 Asteraceae Ageratum fastigiatum Si TS Ab+Ad Do * C Hd Dx
26889 Asteraceae Aegeratum conyzoides Si TS Ab Do * C Hd Dx
26878 Asteraceae Alomia fastigiata Si TS Ab+Ad Do * C Hd Dx
26904 Asteraceae Baccharis calvescens R T Ab Do * C Df
25552 Asteraceae Baccharis dracunculifolia R TS Ab+Ad Is * C Df
26925 Asteraceae Baccharis trimera R S Ab+Ad Ho * CCs Df
26886 Asteraceae Eupatorium squalidum Si TS Ab Do * C Hd Dx Df
DC.
26896 Asteraceae Vernonia membranaceae Si TS Ab Do * C *
26900 Asteraceae Vernonia polyanthes Less. R TS Ab Do * C Hd La
26899 Asteraceae Vernonia scorpioides Si TSP Ab+Ad Do * C Hd
25558  Euphorbiaceae Euphorbiaceae spl R T Ab Do D CEs La
25250 Labiatae Leonurus sibiricus L. Si TS Ab+Ad Do * C Ca
26833 Lauraceae Nectandra rigida R T Ab Do * C *
25563 Leg. Leg. Mimosoideae spl * S * Do * C *
Mimosoideae
26836 Leg. Phaseolus vulgaris * T Ab+Ad Do * C *
Papilionoideae

25566 Malvaceae Sida spl R T Ab+Ad Do M C *
25262 Myrtaceae Myrtaceae spl * T Ab Do D Bi Ca
25571 Verbenaceae Lantana spl * TS Ab Do * C Hd
25573 Verbenaceae Stachytarpheta spl * T Ab Do * C *
26855 Rubiaceae Rubiaceae spl * T Ab Do * C *

Ab: hipoestomatica; Ab+Ad: anfiestomatica; Bi: bicolateral; C: colateral; Ca: cavidade; Cs: crescimento secundario na nervura central; D: drusa; Df: ducto secretor no
lado do floema; Do: dorsiventral; Dx: ducto secretor no lado do xilema; Es: esclereideo; Hd: hidatédio; Ho: homogéneo; Is: isobilateral; La: laticifero; M:
monocristal; P: papila; R: contorno reto ou levemente ondulado; S: tricoma secretor; Si: contorno sinuoso; T: tricoma tector; * ndo-visualizado.
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Figuras 1 a 3 — Vistas panordmicas de cortes de amostras de prépolis incluidas em
metacrilato, oriundas dos trés apiarios experimentais. 1 — Fragmentos de folhas e tricomas
de Baccharis dracunculifolia presentes na propolis de Itapecerica. 2 - Fragmentos de folhas
e tricomas de B dracunculifolia presentes na propolis de Paula Candido. 3 — Fragmentos de
tecido vegetal presentes na propolis de Virgindpolis. Du = ducto. Fr = fragmento de folha.

Me = mesofilo. Mt = metacrilato. Re = resina. Tq = traqueide. Tr = tricoma.
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Tabela 4. Caracteristicas sensoriais das amostras de prépolis coletadas no Municipio de

Itapecerica ao longo de um ano

Més/Ano Cor Aroma Aspecto
Setembro/ Verde Muito aromatica  Resinosa e quebradica (ndo-ressecada)
2000
Outubro/ Verde Muito aromatica  Resinosa e quebradica (ndo-ressecada)
2000
Novembro/ Verde Muito aromatica  Resinosa e quebradica (ndo-ressecada)
2000
Dezembro/ Verde Muito aromética  Resinosa e quebradica (ndo-ressecada)
2000
Janeiro/ Verde Muito aromatica  Resinosa e quebradica (ndo-ressecada)
2001
Fevereiro/ Verde Muito aromatica  Resinosa e quebradica (ndo-ressecada)
2001
Margo/ Verde Muito aromatica  Resinosa e quebradica (ndo-ressecada)
2001
Abil/ Verde Muito aroméatica  Resinosa e quebradica (ndo-ressecada)
2001
Meaio/ Verde Muito aromatica Resinosa e quebradiga (ndo-ressecada
2001 ou ressecada)
Junho/ Verde na face Muito aromatica  Resinosa e quebradica (ndo-ressecada)
2001 externa e
amarelada ou
marrom na face
interna
Julho/ Verde na face Muito aromatica  Resinosa e quebradica (ndo-ressecada)
2001 externa e
amarelada ou
marrom na face
interna
Agosto/ Verde na face Muito aromatica  Resinosa e quebradica (ndo-ressecada)
2001 externa e

amarelada ou
marrom na face
interna
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internamente na melgueira e, conseqlientemente, também na propolis depositada nas
frestas. Ja na época chuvosa, a temperatura ambiente é mais elevada, o que promove a
rapida evaporacdo da agua que poderia se acumular internamente na colonia. Assim, a
prépolis produzida permanece com coloragdo totalmente verde e muito aromatica,
caracteristicas essas compativeis com a propolis de maior valor comercial, tanto no
mercado interno como no externo, principalmente neste Gltimo. Ressalte-se que néo
existe um padrdo geral estabelecido pelas empresas que comercializam produtos
apicolas para o processo de classificacdo comercial adotado na avaliacdo da propolis.
Todavia, a propolis cuja coloracdo é integralmente verde, ndo-pegajosa e de aroma
caracteristico e intenso é prioritariamente escolhida e inserida na categoria

classificatdria mais elevada do produto.

Avaliacdo da origem botanica pela anélise microscépica da propolis de Itapecerica

O aspecto panoramico tipico da prépolis oriunda de Itapecerica demonstra
riqueza de fragmentos grandes de folhas (Figura 1). Dentre os fragmentos, Baccharis
dracunculifolia foi identificada como a espécie mais abundante e predominante em
todas as amostras estudadas dessa regiao.

Trata-se de uma espécie didica, arbustiva, lenhosa, de até quatro metros de
altura. E comum em &reas de cerrado, pastagens abandonadas e areas em processo de
sucessdo (Araujo et al., 1995). A grande concentracdo de espécies de Baccharis
encontradas no Brasil e Montanhas Andinas indicam essas areas como centro de origem
do género (Boldt, 1989). Anatomicamente, B. dracunculifolia apresenta dois tipos de
tricomas secretores (uni e bisseriados), um tipo de tricoma tector e ductos voltados para
o floema. Observa-se a forma freqiiente com que 0s tricomas tectores aparecem
parcialmente destruidos, presos ou ndo aos seus respectivos pedunculos.

Outra caracteristica marcante € o estddio de desenvolvimento jovem dos
fragmentos. As células do mesofilo encontram-se meristematicas e o parénquima
clorofiliano ndo esta diferenciado (Figura 4). Essas caracteristicas anatdmicas foram
confirmadas pela analise do laminario de referéncia (Figura 5) e estdo de acordo com 0s
registros da literatura para a espécie (Castro, 1987).

Gréos de amido foram visualizados em luz polarizada, como estruturas
brilhantes nas células apicais dos tricomas glandulares de B. dracunculifolia nas

amostras de propolis (Figura 6). Tais estruturas foram confirmadas tanto no laminério
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Figuras 4 a 7 — Cortes de amostras de prépolis originaria de Itapecerica incluidas em
metacrilato e cortes histoldgicos de folha de B. dracunculifolia. 4 e 6 — Fragmento de folha
de B. dracunculifolia em prépolis em luz comum e em luz polarizada, respectivamente. 5 e
7 - Fragmento de folha de B. dracunculifolia, em luz comum e em luz polarizada,
respectivamente. Am = amido. CEp = célula epitelial. Du = ducto. FI = floema. FV = feixe
vascular. Pe = pedunculo. TGb = tricoma glandular biseriado. TGu = Tricoma glandular

uniseriado. TT = tricoma tector. Xi = xilema.






obtido com é&pices foliares incluidos em metacrilato (Figura 7), quanto naquele obtido
por cortes no micrétomo de mesa. Esse registro € inédito para B. dracunculifolia,
podendo constituir-se em um carater adicional na identificacdo desse taxon e de
utilidade na distincdo de espécies de Baccharis presentes na prépolis. Hidatodios
puderam também ser visualizados (Figura 8).

Nas pesquisas sobre a origem botanica da propolis descritas na literatura nunca
se enfatizou a presenca de grdos de amido nas células apicais dos tricomas secretores,
mesmo quando a presenca de Baccharis dracunculifolia era enfatizada. Esse fato
demonstra um aspecto positivo quanto a utilizacdo do uso da microscopia de luz
polarizada como recurso nessas analises.

Outras espécies foram identificadas, entretanto, os fragmentos foram menos
incidentes nas amostras dessa regido.

Fragmentos de Baccharis calvescens também estavam presentes (Figura 9). A
espécie se caracteriza por apresentar mesofilo diferenciado, cujas células do parénquima
palicadico e lacunoso s&o distintas, grandes ductos voltados para o floema s&o evidentes
e na epiderme os tricomas sdo pouco frequientes (Figura 10). As estruturas anatémicas
observadas ja foram descritas em trabalhos anteriores (Claro, 1994).

Foi identificado apenas um fragmento de Baccharis trimera nas amostras
analisadas, tratando-se de um fragmento de caule que apresenta epiderme unisseriada,
tecido de sustentacdo subepidérmico e um pequeno ducto voltado para a porcao central
(Figura 11). Essas caracteristicas foram confirmadas pelo laminéario de referéncia
(Figura 12). Trata-se de espécie denominada popularmente de carqueja, a qual apresenta
caule fotossintetizante e folhas muito reduzidas. A relevancia do registro de apenas um
fragmento quanto a contribuicdo para a composi¢do do produto é questionavel. Todavia,
essa constatacdo informa a possibilidade de coleta de fragmentos dessa espécie por A.
mellifera para producdo de prdpolis. A constatacdo de coleta na regido do caule
principal, considerando-se a limitada for¢a das mandibulas das abelhas, sugere que esse
fragmento seja advindo de regido meristematica caulinar, por ser mais tenra.

Myrsine umbellata foi identificada em funcédo da presenca de ductos secretores
proximos a epiderme e idioblastos cristaliferos contendo drusas, que foram visualizadas
em luz polarizada (Figura 13). Esses caracteres foram confirmados pelo laminario de
referéncia (Figuras 14, 15 e 16).

Tricomas secretores dessa espécie ndo foram visualizados nas amostras de

prépolis analisadas, possivelmente devido a sua fragmentacdo na superficie epidérmica.
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Figuras 8 — Corte da prépolis de Itapecerica incluida em metacrilato, evidenciando um
hidatodio em folha de B. dracunculifolia. Du = ducto. Hi = hidatédio. TG = tricoma

glandular.






Figuras 9 a 12 — Cortes de amostras de prépolis incluidas em metacrilato e cortes
histologicos de espécies de Baccharis. 9 — Fragmento de folha de B. calvescens em prépolis
de Itapecerica. 10 - Corte a méo livre da folha de B. calvescens. 11 - Fragmento de folha de
B. trimera em prdpolis de Itapecerica. 12 - Secdo transversal de caule de B. trimera, corte a
mé&o livre. Du = ducto. Es = estbmato. EU = epiderme uniseriada. FI = floema. PP =

parénquima palicadico. TS = tecido de sustentacdo. Xi = xilema.






Figuras 13 a 16 — Cortes de amostras de propolis e cortes histologicos de folha de Myrsine
umbellata, incluidos em metacrilato. 13 — Fragmento de folha de M. umbellata em propolis
de Itapecerica, incluida em metacrilato. MAG. 100x. 11- Fragmento de folha de M.
umbellata, incluida em metacrilato. MAG. 50x. 12 — Se¢do longitudinal de folha de M.
umbellata, corte a méo livre. MAG. 50x. 13 - Secéo transversal de folha de M. umbellata
incluida em metacrilato. MAG. 75x. CEp= célula epitelial. Du = ducto. Dr = drusa. FV =

feixe vascular. TG = tricoma glandular.
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A presenga de fragmentos de Myrsine umbellata na propolis ndo havia sido
anteriormente descrita e as caracteristicas anatdmicas observadas sugerem importante
contribuicdo em termos de constituintes quimicos advindos dessa espécie, em funcgédo
das caracteristicas apresentadas pelas estruturas secretoras internas e externas
observadas no laminéario de referéncia (Figuras 15 e 16).

Embora se encontrem descritas na literatura estruturas secretoras do género
Myrsine (Solereder, 1908, Metcalfe e Chalk, 1950, Fahn, 1979) e de M. umbellata
(Otegui e Maldonado, 1999), tais estudos contemplaram unicamente avaliacOes
morfolégicas e anatbmicas. N&do foram encontrados trabalhos que abordem
especificamente a natureza quimica dos constituintes presentes em M. umbellata.

As caracteristicas apresentadas pelas estruturas secretoras internas e externas
observadas no laminario de referéncia para M. umbellata (Figural5) indicam que o
potencial resinifero da espécie ndo deve ser negligenciado.

Fragmentos com laticiferos (Figura 17) semelhantes aos observados no
laminario de referéncia em Vernonia polyanthes (Figura 18) foram tambem
encontrados. No entanto, designou-se esse tipo de fragmento como tipo morfoldgico A,
em funcgdo da escassez de caracteristicas anatdbmicas passiveis de anlise. Foi observado
um fragmento também n&o identificado, designado tipo morfolégico B, constituido por
células repletas de monocristais visualizados em polarizacdo (Figura 19).

Fica claro que, embora as amostras tenham apresentado, durante a maior parte
do ano, caracteristicas sensoriais compativeis com aquelas enaltecidas pelo mercado de
prépolis, houve contribuicdo de outras espécies vegetais, além de B. dracunculifolia,
contribuicéo esta que nao pode ser desprezada. Tais fragmentos, apesar de presentes em
menor incidéncia, quando comparados aos de B. dracunculifolia, comprovam a
necessidade de avaliagbes mais criteriosas para a averiguacdo das espécies que
constituem a propolis.

Os resultados ora apresentados confirmam a preferéncia das abelhas em coletar
B. dracunculifoia, especialmente por ser uma espécie abundante na vegetacdo dessa
regido.

Bastos (2001), estudando amostras de propolis também produzidas em Minas
Gerais, pelo do procedimento analitico proposto por Warakomska e Maciejewicz
(1992), confirmou que a prépolis verde das localidades avaliadas originaram-se de B.
dracunculifolia, por possuirem inimeros fragmentos dessa planta em seu sedimento.

Essa confirmacéo foi realizada por meio de estudo anatémico, utilizando microscopia
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Figuras 17 a 19 — Cortes de amostras de propolis de Itapecerica incluidas em metacrilato e
corte histolégico de folha de Vernonia polyanthes. 17 — Fragmento de tecido vegetal
contendo laticiferos na préopolis. 18- Secdo longitudinal de folha de V. polyanthes, corte a
mao livre. 19 — Fragmento de tecido vegetal contendo monocristais na propolis. La =

laticifero. Mo = monocristais. P = parénquima.






fotdnica e microscopia eletronica de varredura. Segundo a autora, a propolis verde e de
aspecto resinoso e quebradico apresenta em sua analise microscopica 90 a 100% de
fragmentos epidérmicos, tricomas glandulares e tectores somados e até 1% de outras
fontes resiniferas. Indices maiores que 1% de estruturas de Vernonia polyanthes
alteram, segundo a autora, a coloracdo e o aspecto das amostras. Amostras de propolis
com fragmentos de V. polyanthes, escamas de Vellozia spp. e/ou elementos de
periderme, apresentavam coloragdo escura e aspecto pegajoso.

Tal afirmacdo ndo condiz com os resultados ora obtidos, pois o aspecto da
prépolis verde analisada se manteve constante, mesmo havendo contribuigdo de outras
espécies, apesar de ndo terem sido feitas avaliagdes quantitativas nessa pesquisa, quanto
ao numero de tricomas presentes. Argumentos foram levantados, qualificando como
imprecisos 0s procedimentos que procuram quantificar estruturas morfoldgicas em
andlises de propolis, o que dificultaria interpretacdes sobre a contribuicdo relativa de
cada espécie na composicdo do produto (Freire, 2000). Uma das dificuldades
observadas pelo autor, o qual também utilizou técnica analitica baseada na proposta de
Warakomska e Maciejewicz (1992) para analisar prépolis de regides de cerrado de
Minas Gerais, foi o fato de haver adensamentos de tricomas tectores e glandulares no
sedimento analisado, os quais atingiam freqlentemente mais de um plano de
visualizacdo na lamina, dificultando sobremaneira a contagem. Ainda nesse tipo de
analise, ha que se considerar que tais estruturas encontram-se, muitas vezes,
fragmentadas, principalmente os tricomas tectores em funcdo de sua extensdo e
fragilidade. Outra questdo pertinente a essa abordagem diz respeito a possibilidade de
diferencas quantitativas quanto ao numero das estruturas presentes na superficie
epidérmica, ndo s6 de Baccharis como de inimeras espécies que as possuem. Variagoes
expressivas podem ocorrer, em fungdo de fatores ambientais adversos, envolvendo,
segundo Uphof (1962), aspectos tanto fisiolégicos como ecoldgicos (manutencdo de
umidade, protecdo contra luminosidade excessiva e herbivoria, dentre outros). Esses
conhecimentos sugerem a necessidade de ponderacdes e avaliagfes criticas quanto a
possibilidade de sub ou superestimativas em que se possa incorrer, ao adotar-se 0
critério de contagem de tricomas para o estabelecimento de interpretacdes sobre a
contribuicdo de espécies vegetais na composicao da prépolis.

Analogamente a presenca de fragmentos de M. umbellata, Baccharis calvescens
também ndo havia sido anteriormente descrita como fonte de propolis. Certamente, a

possibilidade de avaliagdes anatdmicas mais detalhadas proporcionadas pela técnica
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analitica utilizada foi fator preponderante para essas constatacdes. Algumas das
caracteristicas mais marcantes na diferenciacao de tais fragmentos em relagdo aos de B.
dracunculifolia, sdo aquelas apresentadas pela epiderme foliar que é papilosa e
apresenta escassez de tricomas. Outra caracteristica diferencial estd associada ao
mesofilo, que em B. calvescens é dorsiventral e em B. dracunculifolia é isobilateral,
todavia, essa caracteristica s pode ser observada quando cortes sdo efetuados em
regides de ductos.

A coleta de fragmentos de B. trimera pelas abelhas sé foi observada no més de
margo de 2001, sendo portanto ocasional.

Os resultados apresentados comprovam informacgdes que constam na literatura
quanto a preferéncia de coleta de apices de B. dracunculifolia, por abelhas A. mellifera
africanizadas para producao de propolis no Brasil, em regides onde essa espécie vegetal
é freqliente.

Também Freire (2000), analisando amostras de propolis provenientes de
Itapecerica produzidas em agosto, setembro e outubro, observou tricomas tectores,
tricomas glandulares e apices foliares com ductos, todos caracteristicamente
pertencentes a B. dracunculifolia, ndo tendo sido mencionada a origem da resina que
constituiria a propolis, no que diz respeito as estruturas secretoras citadas. Pela técnica
de Warakomska e Maciejewicz (1992), modificada, o autor identificou, além dos
fragmentos de B. dracunculifolia, fragmentos de Vernonia. Fragmentos de outras
espécies ndo foram identificados, provavelmente em funcdo das limitagcdes
proporcionadas pela técnica utilizada.

Bastos (2001) afirmou que a coleta de resinas dos apices vegetativos de B.
dracunculifolia é feita pelas abelhas quando a planta ndo esta em floracdo. Ademais, a
autora concluiu que os grdos de polen presentes nas amostras de prépolis, além de
indicarem a origem geografica, podem ser utilizados como marcadores para elucidacéo
das possiveis fontes de resina (no estudo foram indicados, além de Baccharis
dracunculifolia, Astronium spp., Eucalyptus sp., Hyptis sp. e Vernonia polyantes).

Ja em 1932, Jungkunz, citado por Ghisalberti (1979), ao conduzir o primeiro
estudo sobre pélen encontrado na fragdo insoltvel de amostras de prépolis, ndo concluiu
a origem do produto em funcdo dos tipos polinicos encontrados, muito embora tenha
constatado a presenca de polen das leguminosas Lupinus, Onobrychis e Robinia. Quase
cinco décadas depois, D’Albore (1979) constatou ser possivel utilizar esse elemento

como indicativo da origem geografica do produto e, para Barth et al. (1999), em alguns
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casos também da origem floristica e estacional das amostras. Na interpretacdo desses
autores, o polen presente na propolis pode ter trés origens: (a) vir com o vento, aderindo
a resina das exsudacOes vegetais; (b) estar presente como contaminante, colhido em
separado pelas abelhas para armazenamento dentro da colméia; (c) estar aderido ao
corpo das abelhas durante trabalhos de campo ou mesmo no interior da colméia.

Exceto quando ocorrem secrecOes resinosas em estruturas florais, conforme
demonstrado por Thomés-Barberan et al. (1993) para Clusia minor e Clusia major, €
possivel realmente utilizar a analise polinica da propolis como uma das ferramentas para
averiguacdo da sua origem boténica. Até o momento, tal caso constitui excecao, pois,
em geral, os polens presentes na prépolis representam contaminagfes de diversas
origens, conforme ja mencionado em diversos estudos e detalhado por D’Albore (1979),
Barth (1998) e Barth et al. (1999).

Embora com menor freqiiéncia, observacGes de campo efetuadas nesta pesquisa
comprovaram que A. mellifera também faz coleta em primérdios foliares de B.
dracunculifolia durante a floragdo. A diminuicdo na freqiiéncia de visitacdo para coleta
ocorre, provavelmente, em funcdo da consideravel queda de disponibilidade de apices
foliares, ja que houve inducdo dos meristemas para formacéo de flores, em detrimento
de crescimento vegetativo do individuo.

Diante desse fato, ndo se deve descartar a possibilidade de modificagbes no
perfil quimico da propolis produzida em época de floracdo de B. dracunculifolia, seja
por mudancas no padrdo de alocacdo de metabolitos secundarios durante esse periodo
ou mesmo pela coleta de matéria-prima em outras fontes vegetais mais disponiveis no
momento, as quais garantiriam maior otimizagdo na busca do recurso em questéo,
significando reducdo de custo com maximizacgdo de beneficios para o inseto.

Mann (1987) sugeriu que as rotas metabdlicas dos compostos secundarios séo
ativadas, possivelmente, durante alguns estagios particulares de crescimento e de
desenvolvimento dos vegetais. De acordo com Robbers et al. (1996), além da ontogenia,
fatores como hereditariedade e ambiente influenciam processos de biossintese,
transporte, estocagem e degradacdo de compostos secundarios.

Com relacdo a presenca dos diferentes tipos de fragmentos vegetais presentes
nas amostras de propolis coletadas ao longo do ano, apenas fragmentos de B.
dracunculifolia (com maior incidéncia) e de B. calvescens (com menor incidéncia)
estavam presentes em todos os meses. Fragmentos de M. umbellata sé foram

observados nos meses de fevereiro, setembro e dezembro. J& aquele caracteristico de B.
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trimera sé foi visualizado na propolis obtida no més de margo. O tipo morfoldgico A
esteve presente unicamente no més de fevereiro. Essas observagdes demonstram que a
coloracdo amarela ou marrom da face interna da prépolis produzida nos meses de junho,
julho e agosto ndo e conseqiiéncia da contribuicdo de novas fontes vegetais, ja que nessa
época observou-se presenca apenas de fragmentos de B. dracunculifolia e de B.
calvescens. Tal fato comprova que conclusdes acerca da origem da propolis baseadas
principalmente em avaliagfes sensoriais podem ser equivocadas. Nesses meses 0 aroma
permaneceu caracteristico, embora menos exacerbado e a maleabilidade se manteve.

A amostra composta confeccionada com propolis produzida ao longo do ano
mostrou-se representativa, ja que os diferentes fragmentos observados més a més foram

visualizados na analise microscopica.

Caracterizacéo da vegetacao de Paula Candido

E uma regido com predominio de fragmentos de Floresta Estacional
Semidecidual Montana, com porcdes alteradas por acdo antrdpica nas bordas desses

fragmentos, que se encontram em fase inicial de sucessao.

Caracterizacdo organoléptica da prépolis de Paula Candido

Embora nesse apiario tenha predominado a producdo de propolis de coloracdo
verde, aromatica e quebradica ndo-ressecada a temperatura ambiente, as amostras
apresentaram caracteristicas diferenciadas em alguns meses, conforme apresentado na
Tabela 5. Observaram-se varia¢es no periodo de janeiro a julho. Assim como descrito
e discutido para a regido de Itapecerica, na época de inverno a propolis apresentou-se
com a face interna amarelada. Diferencas sutis quanto a diminui¢do na intensidade da
coloragéo verde e do aroma das amostras foram constatadas fora da época de inverno,

quando comparada a propolis de Itapecerica produzida na mesma época.
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Tabela 5. Caracteristicas sensoriais das amostras de prépolis coletadas no Municipio de

Paula Candido ao longo de um ano

Més/Ano Cor Aroma Aspecto

Setembro/ Verde Aromatica Resinosa e quebradica (néo-
2000 ressecada)

Outubro/ Verde Muito aromatica Resinosa e quebradica (ndo-
2000 ressecada)

Novembro/ Verde Muito aromatica Resinosa e quebradica (ndo-
2000 ressecada)

Dezembro/ Verde Muito aromatica Resinosa e quebradica (néo-
2000 ressecada)
Janeiro/ Verde ou marrom Muito aromatica ou Resinosa e quebradica (néo-
2001 pouco aromatica ressecada) ou pegajosa

Fevereiro/  Verde na face externa e

Aromatica

Resinosa e quebradica (ndo-

2001 amarelada na face interna ressecada)

Marco/ Verde Muito aromatica Resinosa e quebradica (néo-

2001 ressecada)

Abril/ Verde, marrom ou Muito aromatica ou Resinosa e quebradica (néo-

2001 avermelhada aromatica ressecada)

Maio/ Verde na face externa e Aromatica Resinosa e quebradica (ndo-

2001 amarelada na face interna ressecada ou ressecada)

Junho/ Parda, marrom ou Aromética Resinosa e quebradica

2001 avermelhada (ressecada)

Julho/ Verde ou marrom Muito aromatica ou Resinosa e quebradica (ndo-

2001 pouco aromatica ressecada) ou pegajosa
Agosto/ Verde Muito aromatica Resinosa e quebradica (néo-

2001 ressecada)

Avaliacdo da origem botanica pela analise microscopica da propolis de Paula
Candido

Na propolis dessa regido, apesar das pequenas diferencas de cor ocorridas no inicio
do inverno, houve predominancia de fragmentos de primordios foliares de B.
dracunculifolia, na amostra composta confeccionada e analisada (Figura 2). B.

dracunculifolia é abundante na vegetacdo da regido, porém em menor intensidade do
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que na regido de Itapecerica, embora ndo tenha sido elaborado um censo quanto a
densidade da espécie por area.

Documentou-se a coleta de apices foliares de B dracunculifolia pelas abelhas
para producdo de propolis, tanto por meio de registros fotogréficos (Figuras 20 e 21)
como de filmagens. Observou-se que as abelhas apresentavam comportamento seletivo
quanto a escolha do apice a ser coletado, tanto em plantas masculinas como em plantas
femininas. Apices completamente integros e vigosos eram muitas vezes rejeitados, em
detrimento da escolha de outros de aparéncia semelhante. Fatores semioquimicos
parecem estar envolvidos nesse processo, ja que o procedimento de escolha ocorria ap6s
0 inseto tocar 0s &pices com suas antenas por alguns segundos. Provavelmente, esse
comportamento seja acionado pelas estruturas sensoriais presentes nas antenas das
abelhas, as quais apresentam consideravel capacidade de percepcéo olfativa.

Sabe-se que 6leos volateis sdo importantes constituintes quimicos de Baccharis,
um género amplamente estudado do ponto de vista quimico (Labbe et al., 1986, Zdero
et al., 1986, Weyerstahl et al., 1995a, b, Loayza et al., 1995). Os 6leos volateis séo
utilizados até mesmao para fins de Sistematica, conforme estudo conduzido no Brasil por
Ferracini e Paraiba (1985), incluindo sete espécies de Baccharis. Certamente, a
volatilizacdo desses constituintes estd envolvida no processo de atracdo das abelhas.
Constatacdes de Santos (1996) e de Pires et al. (2002) comprovam maior freqiiéncia de
coleta em horarios mais quentes do dia. Em estudo desenvolvido recentemente na
mesma localidade (Paula Céandido), Pires et al. (2002), ao monitararem 60 plantas
marcadas, 30 de cada sexo, observaram que ha diferenca na preferéncia entre plantas
masculinas e femininas de B. dracunculifolia na coleta de apices foliares pelas abelhas:
55,9% e 44,1% de abelhas, respectivamente. Estudos devem ser conduzidos para que se
confirmem tais resultados, associando-os a avalia¢@es fitoquimicas.

O tempo gasto pelas abelhas desde o inicio da coleta até a deposi¢do do material
coletado nas corbiculas era de aproximadamente sete minutos. O comportamento de
coleta observado foi condizente com os ja descritos na literatura, para coleta de resinas
ou apices de Populus (Meyer, 1956, Catorini, 1963, Gary, 1993) e de B dracunculifolia
(Bastos, 2001), com pequenas variagdes e mais detalhamento: as abelhas cortam com as
mandibulas fragmentos dos apices vegetativos apicais (Figura 22) e, com o auxilio do
primeiro par de patas, transferem esses fragmentos para as patas medianas (Figura 23) e

em seguida para as corbiculas opostas (Figura 24). Eventualmente, esse movimento de
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Figuras 20 e 21 — Apis mellifera (africanizadas) coletando apices vegetativos de Baccharis
dracunculifolia em Paula Candido. Al = &pice integro. CA = coleta de apice. FJ = folha

jovem. Gl = glossa. MC = material coletado.






Figuras 22 a 24 — Fragmentos de apices vegetativos apicais de Baccharis dracunculifolia
aderidos em diferentes estruturas anatomicas de Apis mellifera (africanizadas), durante o
procedimento de coleta, observados em microscopio esterioscopico. 22 — Fragmentos de
apice vegetativo de B. dracunculifolia aderidos a mandibula. Aumento 64x. 23 -
Fragmentos de apice vegetativo de B. dracunculifolia aderidos a regido tarsal da pata
mediana. Aumento 32x. 24 — Fragmentos de &pice vegetativo de B. dracunculifolia
aderidos a corbicula. Aumento 20x Es = estipe. La = labro. Ma = mandibula. MC =

material coletado. Co = corbicula. TT = tricoma tector.






transferéncia das patas medianas ocorre para as corbiculas do mesmo lado. Raramente a
transferéncia do material ocorre diretamente do primeiro par de patas para as corbiculas.

Os fragmentos apresentavam consisténcia pegajosa, quando presentes nas
mandibulas, desde o inicio da coleta, o que induz ao raciocinio de que ja ocorre
extravasamento de substancias resinosas advindas de estruturas secretoras externas
(tricomas) e também internas (ductos). As Figuras 25 e 26 ilustram a intensidade de
fragmentacdo do material depositado nas corbiculas, demonstrando haver cortes
também na regido dos ductos.

A fragmentagdo promovida pelas mandibulas das abelhas se da desde o inicio do
processo de coleta dos apices foliares de B. dracunculifolia, havendo repetidos
movimentos de compactacdo do material coletado pelas abelhas, tanto durante a sua
deposicéo nas corbiculas, como posteriormente na transferéncia e deposi¢do na colméia.
O aspecto de fragmentacdo do material coletado € praticamente o mesmo, quando
avaliado em microscopia de luz, desde o inicio desse processo até o seu término
(Figuras 25 e 26).

Oliveira e Bastos (1998), ao desenvolverem estudos morfo-anatdmicos da folha
de B. dracunculifolia, visando a identificacdo da origem boténica da proépolis,
observaram tricomas glandulares e tectores dessa espécie presentes nos sedimentos de
propolis analisados, ndo sendo encontrados fragmentos foliares com feixes vasculares
ou canais secretores desenvolvidos. Por conseguinte, as autoras concluiram que as
abelhas coletaram resinas produzidas por tricomas glandulares localizados em apices
vegetativos. Tais afirmagdes ndo condizem com as observacdes deste estudo. Grande
parte do conteudo amorfo que aparece invariavelmente em todas as amostras analisadas
da regido em pauta provém, certamente, do extravasamento do conteddo resinifero que
ocorre ap6s a fragmentagdo de estruturas secretoras ndo sO externas (tricomas
glandulares) como também internas (ductos).

Ao final da coleta, os apices encontram-se, em geral, completamente
dilacerados, conforme pode ser observado na Figura 27. Ao lado do &pice recém
coletado, é possivel observar que houve coleta também nas bordas de laminas foliares
muito jovens, regido onde se situam os hidatédios. Segundo Castro (1987), essas
estruturas secretoras se localizam, principalmente, no terco superior das laminas
foliares. Maior frequéncia de coleta em laminas muito jovens foram observadas em

épocas de menor disponibilidade de apices foliares.
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Figuras 25 e 26 — Cortes de fragmentos de é&pices foliares de B. dracunculifolia,
depositados na corbicula de abelha A. mellifera (africanizada), incluidos em metacrilato. 25
— vista geral de fragmentos de primoérdios foliares de B. dracunculifolia depositados na
corbicula. 26- Secdo transversal de regido de nervura central de folha de B. dracunculifolia
de material depositado na corbicula. CEp = célula epitelial. Du = ducto. Ep = epiderme. Fl

= floema. Fr = fragmento foliar. Pa = parénquima. Tr = tricomas. Pe = pedunculo.






Figuras 27 e 28 —Apice foliar de B. dracunculifolia ap6s fragmentag&o ocorrida no processo
de coleta pela abelha e ramo de planta de B. dracunculifolia intensamente visitada. 27 —
aspecto de apice foliar e folhas jovens de B. dracunculifolia ap0s coleta para producédo de
propolis, observados em microcopio esterioscopico. Aumento 10,08x. 28- Aspecto de
ramificacdo apresentado por planta de B. dracunculifolia intensamente visitada. AFr =

apice fragmentado. FJ = folha jovm. GA = gemas apicais.






Embora ndo existam estudos especificos sobre as conseqiiéncias dessas coletas
efetuadas por A. mellifera no desenvolvimento posterior das plantas de B.
dracunculifolia, na Figura 28 observa-se evidente ramificacdo em plantas intensamente
visitadas. Possivelmente, essa ramificagdo ocorre em funcdo do dano causado pelas
abelhas aos apices vegetativos, o que poderia ser um estimulo para a ativacdo das gemas
laterais e producdo de novos ramos. Trata-se de uma relagdo intrigante, que merece
estudos mais detalhados, nos quais devem ser avaliadas as conseqliéncias causadas as
plantas, se positivas ou negativas. Tais conjecturas ndo fazem parte do objetivo
principal deste trabalho.

Tricomas glandulares de M. umbellata estavam presentes na prépolis dessa
regido, podendo ser observada a sua porc¢éo apical cortada transversalmente (Figura 29).
A compatibilidade dessas caracteristicas foi constatada em cortes paradérmicos do
laminério de referéncia (Figura 30). Esses tricomas sdo multicelulares, formados por
uma célula na base, duas no pedunculo e o apice multisseriado (Figura 31).

Outros fragmentos foram também visualizados, embora com menor incidéncia.
Suas caracteristicas anatdmicas indicam tratarem-se de lenho de gimnosperma (Figura
32). Essas caracteristicas sdo compativeis com aquelas observadas nos cortes obtidos de
amostras da madeira utilizada na confeccdo das colméias. Tais observacfes suscitam
duvidas quanto a origem desses fragmentos, cuja presenca pode ser conseqiiéncia de
contaminagdo das amostras de prépolis ou resultante da coleta de resinas que

exsudavam de espécies de gimnospermas.
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Figuras 29 a 31 — Corte de amostra de prdpolis de Paula Candido incluida em metacrilato e
cortes histoldgicos de folha de Myrsine umbellata. 29 — Secéo transversal da por¢éo apical
de tricoma glandular de Myrsine umbellata e fragmento foliar de B. dracunculifolia
presentes na préopolis. 30 — vista de fragmento foliar de M. umbellata contendo tricomas
glandulares multicelulares, corte a méo livre. 31- Secdo longitudinal de folha de M.
umbellata, corte a mao livre. CB = célula basal. FrB = fragmento foliar de B.
dracunculifolia. Pe = pedunculo. TG = tricoma glandular. TGM = tricoma glandular

multicelular.






Figuras 32 — Vista transversal de traqueide presente em prépolis de Paula Candido incluida

em metacrilato. A seta aponta a estrutura mencionada.






Caracterizacdo da vegetacao de Virginopolis

A regido de Virginopolis caracteriza-se pela presenca de fragmentos de Mata de
Floresta Estacional Semidecidual Aluvial, em inicio de sucessdo secundéria, tendo em
suas proximidades pequeno reservatério artificial de agua, além de pastagens

abandonadas.

Caracterizacdo organoléptica da propolis de Virginopolis

A propolis produzida durante o periodo de coleta apresentou caracteristicas
sensoriais bastante variaveis: coloracdo preta, marrom-escura ou marrom-clara com
pontuacBes esbranquicadas, predominando esta Ultima caracteristica (Tabela 6). A
prépolis preta ndo apresentava aroma caracteristico e era excessivamente pegajosa a
temperatura ambiente, o que dificultava sobremaneira sua coleta. A propolis marrom-
clara possuia aroma suave, mas nao caracteristico, apresentando partes um pouco
pegajosas e partes quebradicas e ressecadas. Embora a classificagdo adotada
comercialmente para a avaliacdo da propolis seja individualizada, diferindo conforme a
empresa, as caracteristicas apresentadas pela propolis dessa regido ndo sdo, em
nenhuma época do ano, compativeis com a propolis atualmente comercializada. Em
funcdo de suas caracteristicas e do atual sistema de classificagdo do produto, as
amostras produzidas durante todo o ano seriam rejeitadas.

Esporadicamente, foi possivel observar material esbranquigado nas corbiculas de
abelhas das caixas desse local (Figuras 33 e 34), o qual se esfarelava ao toque,
inviabilizando a coleta. As caracteristicas da propolis produzida com esse tipo de

material encontram-se nas Figuras 33 a 35.

Avaliacdo da origem botanica pela anélise microscépica da propolis de Virginopolis

Na anélise da amostra composta, foi possivel constatar que a propolis produzida
nessa regido possui diversidade de tipos morfolégicos superior aquela observada em
Itapecerica e Paula Candido. Embora a diversidade seja maior, observa-se a presenca de
poucos fragmentos vegetais integros (passiveis de analises anatdbmicas) e de grande

quantidade de resina amorfa entremeando-os (Figura 3).
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Tabela 6. Caracteristicas sensoriais das amostras de prépolis coletadas no Municipio de

Virginopolis ao longo de um ano

Més/Ano Cor Aroma Aspecto
Setembro/ Preta Pouco aromaética e nao Pegajosa brilhante
2000 caracteristico
Outubro/2 Marrom e preta, Pouco aromatica e ndo Pegajosa brilhante ou
000 acinzentada ou preta com caracteristico pegajosa opaca
muitas pontuagfes brancas
Novermbro/ Marrom com muitas Pouco aromatica e nao Pegajosa brilhante ou
2000 pontuacgdes brancas caracteristico pegajosa opaca
Dezembro/ Marrom com muitas Pouco aromaética e nao Pegajosa brilhante ou
2000 pontuacgdes brancas caracteristico pegajosa opaca
Janeiro/ Marrom com muitas Pouco aromaética e ndo Pegajosa brilhante ou
2001 pontuacgdes brancas caracteristico pegajosa opaca
Fevereiro/ Marrom com muitas Pouco aromatica e nao Pegajosa brilhante ou
2001 pontuacdes brancas caracteristico pegajosa opaca
Margo/ Marrom com muitas Pouco aromatica e ndo Pegajosa brilhante ou
2001 pontuagdes brancas caracteristico pegajosa opaca
Abril/ Marrom com algumas Pouco aromatica e nao Pegajosa brilhante ou
2001 pontuacdes brancas caracteristico pegajosa opaca
Maio/ Marrom com algumas Pouco aromaética e nao Pegajosa brilhante,
2001 pontuacgdes brancas caracteristico pegajosa opaca ou
guebradica ressecada
Junho/ Marrom com algumas Pouco aromatica e ndo Pegajosa brilhante,
2001 pontuagdes brancas caracteristico pegajosa opaca ou
guebradica ressecada
Julho/ Preta ou marrom com Pouco aromaética e ndo Pegajosa brilhante
2001 algumas pontuacdes caracteristico
brancas
Agosto/ Preta, preta e marrom ou Pouco aromaética e ndo Pegajosa brilhante ou
2001 preta e marrom com caracteristico pegajosa opaca

algumas pontuacoes
brancas
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Figuras 33 a 35 — Material esbranquicado presente nas corbiculas de Apis mellifera
(africanizadas) e processo de deposicdo de propolis na fresta existente nas melgueiras das
caixas instaladas em Virgindpolis. 33 — abelhas chegando do campo com material
esbranquicado na corbicula e inicio de deposicdo de propolis na fresta de uma melgueira.
34 — propolis depositada na fresta da melgueira contendo pontuagdes brancas. 35 — fresta
completamente preenchida pela propolis contendo pontuacbes brancas. MC = material

coletado. A seta branca indica a deposicao de propolis nas frestas.






Foi possivel visualizar tricomas tectores soltos (Figura 36) que se assemelham
aos observados em Vernonia polyanthes (Figura 37). Foram identificados filamentos
multicelulares semelhantes a algas (Figura 38), as quais poderiam estar presentes em
superficies de cascas de arvores que estivessem exsudando algum tipo de secrecdo
atrativa para as abelhas. Entretanto a identificacdo desses organismos deve ser
confirmada por especialistas. Fragmentos de lenho de gimnospermas também foram
observados (Figura 39), os quais se assemelham aos cortes de amostras da madeira
utilizada na confeccéo das colméias (Figura 40).

Material de B. dracunculifolia e B. calvescens foi identificado na propolis dessa
regido, com baixa incidéncia de fragmentos epidérmicos. Vale salientar que espécies de
Baccharis sdo pouco frequientes no local.

Todos o0s outros fragmentos visualizados foram designados “tipos
morfoldgicos”, por ndo ter sido possivel a sua identificacao.

O tipo morfoldgico C (Figura 41) apresenta epiderme em palicada e parénquima
incolor interno a epiderme. Observado em microscopia de polarizagdo, o tipo
morfoldgico D (Figura 42) é constituido por um conjunto de células de parede espessa e
lignificada, semelhante a fibras, que podem ser porc¢des de diferentes 6rgéos vegetais. O
tipo morfolégico E (Figuras 43 e 44) é constituido por uma camada de celulas
epidérmicas papilosas e celulas subepidérmicas em palicada. Esse tipo morfologico
apresenta caracteristicas semelhantes as observadas em cortes histologicos de anteras.
Entretanto, tal hipotese deve ser confirmada.

N&o houve predominéncia de nenhum dos tipos morfolégicos encontrados. Essas
constatacOes sugerem que nessa regido, aléem de obterem matéria-prima para producédo
de prépolis em estruturas secretoras como as presentes em Vernonia e em B.
dracunculifolia e B. calvescens, as abelhas também coletaram secre¢des advindas de
exsudados ou mesmo estruturas secretoras de outras espécies vegetais ndo identificadas.

E interessante destacar que, em coletas realizadas nos meses de agosto, setembro
e outubro, Freire (2000) ndo observou nas amostras de propolis, oriundas dessa mesma
regido, qualquer outro tipo de fragmento, além de traqueides de Pinus spp. e estruturas
secretoras de Vernonia, com a predominancia destas.

A técnica de inclusdo da propolis em metacrilato garantiu, como se pode
constatar, a possibilidade de visualizacdo de grande diversidade de fragmentos, muitos
dos quais, embora néo identificados, indicam a possibilidade de contribui¢do de muitas

espécies como fonte para producédo de propolis.
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Figuras 36 a 38 — Cortes de amostras de prépolis de Virginopolis incluida em metacrilato e
corte histolégico de folha de Vernonia polyanthes. 36 — Secdo longitudinal da porcéao apical
de tricoma tector de V. polyanthes presente na propolis. 37 — Se¢éo longitudinal de folha de
V. polyanthes, corte a mao livre. 38- Filamentos multicelulares presentes na prépolis. FM =

filamentos multicelulares. TT = tricomas tectores.






Figuras 39 e 40 — Corte de prépolis de Virgindpolis e corte de fragmento da madeira
utilizada na confec¢édo das caixas deste apiario experimental, incluidos em metacrilato. 39 —
Secdo transversal de traqueideos de Gimnosperma presente na propolis de Virgindpolis. 40
— Sec¢do longitudinal de fragmento da madeira utilizada na confec¢do das caixas. EA =

estruturas areoladas.






Figuras 41 a 44 — Cortes de amostras de prépolis de Virgindpolis, incluidos em metacrilato.
41 — Fragmento de tecido vegetal com epiderme em palicada e parénquima incolor. 42 —
Fragmento de tecido vegetal visualizado em microscopia de polarizacdo, com parede
espessa e lignificada. 43 e 44 — Fragmentos de tecido vegetal com células epidérmicas
papilosas e células subepidérmicas em palicadas. CEP = células epidérmicas papilosas.
CPE = células de parede espessa. CSP = células subepidérmicas em palicadas. PIn =

parénquima incolor. Po = polen.






CONCLUSOES

No Estado de Minas Gerais, abelhas africanizadas Apis mellifera coletam
matéria-prima para producdo de propolis preferencialmente em apices foliares de B.
dracunculifolia, quando essa espécie é freqliente na vegetacao.

B. calvescens e M. umbellata atraem as abelhas para produgéo de propolis, sendo
especies integrantes da constituicdo da propolis verde de regides de cerrado antropico e
de vegetacdo tipica de sucessdo em Minas Gerais. Suas caracteristicas anatdmicas
indicam potenciais resiniferos importantes que devem ser avaliados e nunca
negligenciados, simplesmente por serem menos incidentes nas amostras. Esse raciocinio
deve ser considerado para qualquer espécie que venha a ser identificada como
constituinte da prépolis.

Além de B. dracunculifolia, outras espécies atraem as abelhas em regifes de
cerrado antropico em Minas Gerais, podendo haver coleta em outros 6rgdos vegetais
além da lamina foliar, a exemplo do que se observou em relacéo a B. trimera.

A técnica de inclusdo da prépolis em metacrilato € promissora. Foi possivel
visualizar grande diversidade de fragmentos, alguns dos quais, embora néo
identificados, indicam a possibilidade de contribui¢do de diversas espécies como fonte
para producgéo de propolis. Esses resultados demonstram a importancia da continuidade
no aperfeicoamento das técnicas atuais.

Os tipos morfoldgicos ndo identificados devem ser averiguados, podendo ser o
ponto de partida para futuras descobertas importantes quanto a origem da prépolis.

As caracteristicas de fragmentagdo observadas indicam que conteudos advindos
de estruturas secretoras internas das espécies vegetais presentes na propolis também
contribuem de forma importante para a sua constitui¢do, além dos contetdos originados
em estruturas secretoras externas.

A técnica analitica utilizada, além de permitir o detalhamento das caracteristicas
anatdmicas dos fragmentos vegetais, possibilitou estabelecer inferéncias quanto a coleta
de exsudados. Foi possivel contrastar os fragmentos em relacdo as massas amorfas
presentes.

O uso de luz polarizada pode ser importante em observacGes microscopicas de
fragmentos vegetais presentes em propolis, auxiliando na identificacdo de caracteres

indicadores de taxons vegetais.
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A avaliacdo da origem boténica da propolis, fundamentada unicamente nas
caracteristicas organolépticas do produto, pode incorrer em equivocos, devendo ser
complementada com estudos mais detalhados.

Analises anatdmicas devem ser confrontadas tanto com os respectivos perfis
quimicos das amostras quanto com o das secre¢des das espécies encontradas. Assim,
pode-se estabelecer inferéncias sobre a contribuicdo relativa dos fragmentos
identificados. Esse procedimento, embora mais complexo, gera maior confiabilidade em
termos de resultados, considerando a aplicacao farmacoldgica do produto.

A identificagdo de espécies constituintes da propolis gera subsidios para a
elaboracdo, em longo prazo, de uma lista de espécies vegetais atrativas para a producao
de propolis. Esse procedimento viabilizaria a instalagdo de apiarios em locais
apropriados ou em pastos apicolas preparados para este fim. Essa estratégia facilitaria a
previsdo de safras importantes com maior homogeneidade quanto aos efeitos
farmacoldgicos apresentados.

Estudos sobre a origem boténica da propolis em diferentes regides, inclusive de
vegetacOes semelhantes, ndo devem ser dissociados de averiguacbes de possiveis
variagfes dos constituintes quimicos em fungdo de aspectos fenoldgicos das espécies

vegetais e de variagdes climaticas.
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CAPITULO 4

Avaliacéo da atividade antibacteriana, antioxidante e antiviral da propolis originéria
de trés regides de Minas Gerais

Resumo — A acéo da prépolis na prevencdo e tratamento de diversas enfermidades e
a atividade de amplo espectro apresentada pelo produto contra diferentes microorganismos
de distintos graus de patogenicidade para 0 homem e outros animais tém sido amplamente
divulgadas. Todavia, pesquisas visando vincular a origem do produto aos diversos efeitos
farmacoldgicos constatados sdo escassas. Objetivou-se, com esse trabalho, avaliar o efeito
de extratos metanolicos de amostras de prépolis obtidas em trés regides do Estado de Minas
Gerais, bem como a sazonalidade da producdo quanto as atividades antimicrobiana,
antioxidante e antiviral. Para isso, estudos “in vitro” foram conduzidos, usando-se bactérias
associadas a mastite bovina (linhagens de Staphylococcus aureus isoladas de casos clinicos
e ATCC-25923) e virus de importancia veterinaria (herpes virus bovino tipo 1, BHV-1 e
herpes virus suino tipo 1, PRV), além de terem sido efetuados testes de atividade
antioxidante (com o uso do radical DPPH). O teor de fendis totais das amostras estudadas
foi previamente avaliado. Os resultados mostraram-se promissores quanto a possibilidade
de utilizacdo da propolis cuja principal fonte vegetal seja B. dracunculifolia, como agente
antioxidante e atibacteriano (para S. aureus). A associacao de elevado teor de triterpendides
e de alguns compostos fendlicos em amostras de prépolis pode garantir atividade anti-
BHV-1 e anti-PRV. Constatou-se ainda que a sazonalidade é fator determinante na
atividade bioldgica da préopolis. Amostras de propolis com conteddo semelhante de
substancias fendlicas apresentaram atividades bioldgicas diferenciadas, sugerindo a
presenca de certos compostos ativos em concentracdes diferentes entre as amostras.
Amostras de propolis de origem botanica e perfis quimicos semelhantes podem apresentar
diferencas quanto a eficiéncia na inibicdo da multiplicacdo de S. aureus. Entretanto,
bactérias da mesma espécie podem apresentar sensibilidades diferentes ao mesmo extrato
de prépolis. Embora amostras de propolis com teor mais elevado de substancias fendlicas
sejam mais eficientes na inibicéo de S. aureus, os resultados sugeriram possivel sinergismo
desses compostos com triterpenos.
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INTRODUCAO

Os registros de uso da propolis na medicina popular sdo milenares, sendo utilizada
de diversas formas pelos assirios, gregos, romanos, incas e egipcios (Pereira et al., 2002).
Para médicos europeus dos séculos XVI em diante, particularmente russos e poloneses, a
propolis encontrou emprego como anti-septico, antibacteriano e antiacne, sendo também
empregada por odontdlogos em tratamento de abcessos e gengivas hemorragicas, bem
como candidiase e halitose. Receituérios chineses antigos apontam o produto como ativo
em doencas coronarias e disfuncdes hematoldgicas (Northemberg ,1997). As evidéncias de
atividades terapéuticas da propolis vém se acumulando ao longo dos anos, sendo
evidenciadas tanto por experimentos “in vitro” como por estudos de casos clinicos.
Todavia, os relatos de casos clinicos se restringem quase completamente a Europa Oriental,
onde se constata tradi¢cdo no consumo do produto, com maior intensidade de relatos durante
e apo6s a Il Guerra Mundial.

Atividades detectadas no passado sdo hoje confirmadas em centenas de publicacdes.
Em artigo de revisdo recente, Banskota et al. (2001) enumeraram as diversas atividades
farmacoldgicas associadas a propolis, dentre as quais encontram-se focalizadas as
atividades hepatoprotetora (Gonzélez et al., 1994, Ramirez et al. , 1994, Gonzalez et al.,
1995, Basnet et al., 1996, Mahran et al., 1996, Sharma et al., 1997, Rodriguez et al., 1997,
Lin et al., 1997), antitumoral (Matsuno, 1995, Mitamura et al., 1996, Banskota et al., 1998,
Banskota et al., 2000a, Lee et al., 2000), antioxidante (Matsushige et al., 1995, Matsushige
et al.,, 1996, Basnet et al., 1997, Mirzoeva et al., 1995, Banskota et al., 2000b),
antibacteriana (Bankova et al., 1995, Bankova et al., 1996, Antunes et al., 1996, Sosa et al.,
1997, Mirzoeva et al., 1997, Pinto et al. 2001, Santos et al., 2002, Pinto et al., 2003),
antiviral (Amoros et al.,1992a, Amoros et al.,1992b, Kujumgiev et al.,1999, Vynograd et
al., 2000, Ito et al., 2001) e antinflamatéria (Krol et al., 1996, Ledon, 1997, Song et al.,
2002). Além dessas atividades, outras propriedades bioldgicas foram também relatadas, por
exemplo a acdo na mobilidade de macrofagos (Tatefuji et al., 1996), dentre outras. A
maioria dos autores vincula o amplo espectro de atuacdo do produto a sua complexidade de
composicdo e diversidade de constituintes quimicos. Conforme discutido por esses

estudiosos, genericamente, 0os compostos fendlicos podem ser responsabilizados por grande
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parte das atividades bioldgicas apresentadas, sendo as substancias flavonoidicas, o grupo
mais atuante na propolis européia (Greenaway et al., 1990, Garcia-Viguera et al., 1993,
Bankova et al., 1994). J& na propolis produzida em regides tropicais, esse grupo de
compostos € menos incidente, prevalecendo outros grupos fendlicos (Midorikawa et al.,
2001). Revisdes especificas que visam abordar o perfil quimico do produto encontram-se
disponiveis, sendo a mais recente conduzida por Bankova et al. (2000), a qual inclui
abordagens de constituintes de propolis de zonas temperadas e de zonas tropicais.
Recentemente, Midorikawa et al. (2001), utilizando técnica analitica sofisticada
(cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas), identificaram grande
diversidade de compostos, concluindo que B. dracunculifolia poderia ser uma importante
fonte de prépolis no Brasil.

Além da evidéncia do relacionamento de certos compostos, individualmente, com
algumas das atividades ja estudadas, existe, certamente, importante efeito do sinergismo
dos constituintes presentes. De acordo com Williamson (2001), embora se constitua em
pratica entre 0s cientistas extrair e investigar compostos de origem vegetal, visando
encontrar uma entidade quimica responsavel por um determinado efeito bioldgico, tais
estudos chegam, muitas vezes, a resultados ndo conclusivos. Para o autor, as interagdes
sinérgicas podem explicar a eficacia de pequenas doses de produtos de origem vegetal, ndo
se devendo negligenciar a possibilidade de interacGes tanto positivas quanto negativas entre
0s constituintes de um extrato complexo.

Apesar de os trabalhos confirmarem as evidentes atividades bioldgicas ja testadas,
com avancgos alcancados quanto a identificacdo de constituintes da propolis, constata-se a
escassez de estudos que permitam associar esses tipos de resultados as respectivas origens
das amostras utilizadas. Sabe-se que a origem boténica das substancias naturais coletadas
pelas abelhas para elaboracdo da prépolis tem influéncia marcante, tanto no aspecto
qualitativo como quantitativo, da composic¢do quimica do produto final (Guisalberti et al.,
1979, Jéanne, 1984, Cheng et al., 1996, Asis, 1991, Bankova et al., 1992, Gary, 1993,
Tomas-Barberan, 1993) e que, portanto, propolis oriunda de regides geograficas diferentes,
com vegetacdo e clima diferentes, apresentam também composicGes quimicas distintas
(Park et al., 1995, Park et al.1997, Park et al.1998a, Kujumgiev et al., 1999). A
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sazonalidade é outro fator importante a ser considerado, uma vez que fatores fenologicos
influenciam a sintese de diversos compostos secundarios.

Apenas com o redirecionameto da pesquisa nessa area cientifica sera possivel
vincular a atividade do produto ao local e época de produgdo. Sendo assim, este trabalho
tem como objetivo avaliar o efeito de extratos metandlicos de amostras de prépolis obtidas
em trés regides do Estado de Minas Gerais, bem como a sazonalidade da produ¢do quanto

as atividades antimicrobiana, antioxidante e antiviral.
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MATERIAL E METODOS

Propolis

Amostras de prépolis produzidas por Apis mellifera (africanizadas) foram coletadas
mensalmente, durante um ano, em trés apiarios experimentais, localizados nos Municipios
de Itapecerica (20°32'S, 45°13'0), Paula Candido (20°49'S, 42°54'0) e Virginopolis
(18°50'S, 42°43'0), em Minas Gerais, conforme descrito detalhadamente no Capitulo 3.

Para cada um dos trés locais de coleta, amostras compostas, representativas dos
doze meses foram preparadas, obtendo-se um pool anual para a prépolis coletada em
Itapecerica, um pool anual para a propolis coletada em Virginopolis e um pool anual para a
propolis coletada em Paula Candido. Na formacdo desses pools anuais, foram
contemplados, para cada local, todos os meses do ano, em partes iguais. As amostras de
propolis obtidas nas cinco colbnias de cada apiario foram homogeneizadas mensalmente,
n&o sendo considerado assim o fator colonia.

Apenas para a regido de Itapecerica, prepararam-se, além das amostras compostas,
amostras mensais obtidas durante os doze meses de coleta.

Além das amostras de propolis obtidas nos trés apiarios experimentais, uma amostra
de prépolis obtida também na regido de Paula Céandido, porém em colbnia que néo
pertencia ao experimento, foi submetida a processo de extragcdo, e um composto dai isolado,
0 acetato de bauerenila, apresentado no Capitulo 5, foi utilizado nos testes bioldgicos. As
caracteristicas organolépticas diferenciadas apresentadas por essa amostra de propolis, em
relacdo as outras obtidas nas colméias do apiario experimental localizado na mesma regido,
despertaram o interesse em inclui-la na pesquisa. Essas caracteristicas eram semelhantes
aquelas apresentadas pela propolis obtida em Virgindpolis, que se encontra ilustrada nas
Figuras 33 a 35 do Capitulo 3: coloracdo marrom-claro, com muitas pontuag¢fes brancas,
contendo partes muito pegajosas, de aroma suave e ndo caracteristico de propolis.
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Obtencéo dos extratos metanolicos secos de prépolis (EMSs) e do Acetato de Bauerenila
(AcB)

As amostras obtidas durante os doze meses consecutivos na regido de Itapecerica,
bem como os trés pools anuais obtidos em cada apiario experimental foram submetidos a
processos de extracdo sequienciais com solventes organicos, no Laboratério de Fitoquimica
do Departamento de Botanica da USP. As amostras foram pulverizadas, com exce¢do da
propolis produzida em Virginopolis que, por ser pegajosa, foi cortada em pequenos pedacos
(2-3mm) e triturada em almofariz. Cinco gramas de propolis foram extraidas inicialmente
com hexano, durante trés horas, sob refluxo, em banho-maria a 60°C. Posteriormente, as
amostras foram extraidas com metanol em extrator Soxhlet (Fisatom), também durante trés
horas. Os extratos metandlicos assim obtidos foram levados a geladeira, durante no minimo
duas horas, para que houvesse a separacdo da cera presente. Em seguida os extratos foram
filtrados e o residuo retido no papel de filtro (cera) foi reservado. O filtrado foi concentrado
em evaporador rotativo (Blich) e em seguida solubilizado e filtrado com metanol a quente.
O material retido no papel de filtro foi também reservado (residuo livre de cera) e o filtrado
foi novamente levado a geladeira, por no minimo duas horas, para separar qualquer residuo
de cera restante. O filtrado foi finalmente concentrado em evaporador rotativo,
ressolubilizado em metanol, transferido para pequenos frascos previamente pesados e 0
solvente eliminado em banho-maria, a 40°C, com ventilacdo forcada. Apds a obtencdo do
peso constante de cada frasco com os respectivos extratos, o seu conteddo passou a ser
designado extrato metandlico seco (EMS). Tal procedimento resultou na obtencdo de EMS-
It (extrato metandlico seco de Itapecerica, resultante do pool das amostras do ano todo
desse local), EMS-PC (extrato metanolico seco de Paula Candido, resultante do pool das
amostras do ano todo desse local) e EMS-V (extrato metanolico seco de Virginopolis,
resultante do pool das amostras do ano todo desse local), além dos EMSs mensais obtidos
separadamente com as amostras coletadas em Itapecerica, ao longo dos doze meses
(janeiro: EMS-Itjan, fevereiro: EMS-Itfev, marco: EMS-Itmar, abril: EMS-Itabr, maio:
EMS-Itmai, junho: EMS-Itjun, julho: EMS-Itjul, agosto: EMS-Itago, setembro: EMS-Itset,
outubro: EMS-Itout, novembro: EMS-Itnov, dezembro: EMS-Itdez).
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O processo de extracdo utilizado para a propolis obtida em colénia que néo
pertencia ao apiario experimental de Paula Candido foi diferenciado: por ser pegajosa, a
prépolis foi cortada em pequenos pedagos (2-3mm) e triturada em almofariz. O processo de
extracdo utilizado também foi diferente: inicialmente foi efetuada a extragdo em metanol
durante 3h e posteriormente o cartucho com o residuo extraido em metanol foi submetido a
nova extracdo, por mais 3 h, com cloroférmio. O extrato foi concentrado em evaporador
rotativo e retomado e filtrado em metanol a quente. Apds esfriar, obteve-se um residuo.
Cerca de 1 g do residuo dissolvido em cloroférmio foi previamente analisado em
cromatografia em camada delgada, utilizando-se placas de gel de silica G (Merck 60, Fyss).
Os triterpenodides lupeol e &cido ursolico foram usados como compostos de referéncia,
sendo utilizada a mistura cloroférmio:éter etilico:acetato de etila (30:40:40) como fase
movel. A revelagdo foi feita com o uso do reagente Carr-Price (Harborne, 1984),
normalmente empregado para triterpendides, e aquecimento em estufa a 100 °C. Apés
recristalizacdo do composto em cloroférmio:metanol (5:2), 1 uL de solucdo cloroférmica
foi injetada em cromatografo a gas (Hewlett Packard 5890 Serie Il Plus) acoplado a
espectrometro de massas (Hewlett Packard 5989B). A estrutura do composto obtido foi
elucidada com base em andlises espectroscopicas de infravermelho, ressonancia magnética

nuclear de **C e de 'H, conforme detalhado no Capitulo 5 .
Obtencé&o do teor de fendis totais dos EMSs

A quantificacdo do teor de substancias fendlicas totais foi efetuada segundo Woisky
e Salatino (1998), com algumas modifica¢des, com o uso do metodo Folin-Ciocalteau.

Foram preparadas solucfes etandlicas, a 400 ppm, dos EMS resultantes do pool das
amostras de propolis coletadas durante o ano todo, em cada apiario experimental (EMS-It,
EMS-PC e EMS-V), além dos EMSs mensais obtidos separadamente com as amostras
coletadas em Itapecerica, ao longo dos doze meses.

Construiu-se curva-padrdo usando-se solugdes etandlicas de acido galico
(Analyticals) em concentracdes 1,5 a 5,0 ug/mL. Transferiu-se para um baldo volumétrico
de 50 mL, com 35 mL de &gua destilada, uma aliquota correspondente a cada concentracdo

e 6 mL do reagente de Folin-Ciocalteau. Apds agitacdo suave e intervalo de
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aproximadamente 10 minutos, acrescentaram-se 6 mL de solucdo de carbonato de sodio a
20%. Agitou-se por alguns segundos, apds acerto do volume final com &agua destilada.
Transcorrido o tempo de duas horas, efetuou-se a leitura das solugdes em espectrofotometro
(Analitica - GBc 911A) em 760 nm. A equacdo da curva padrdo foi obtida usando-se o
método dos quadrados minimos, no programa estatistico SAS (1990).

Uma aliquota de 1 mL das solucdes etanodlicas dos extratos testados foi transferida
para baldo volumétrico de 50 mL, com 35 mL de &gua destilada e 6 mL do reagente de
Folin-Ciocalteau. A partir de entdo, prosseguiu-se realizando os mesmos procedimentos
adotados para a contrucdo da curva do acido gélico.

Calculou-se o teor de fenois totais dos extratos, expressos como acido galico, com o
uso da curva-padrdo obtida. Todos os testes foram feitos em triplicata e os resultados foram

representados pela média aritmética.

Atividade antibacteriana dos extratos metanélicos e do acetato de bauerenila

Bactérias

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Microbiologia Industrial
do Departamento de Microbiologia da UFV.

Foram utilizados trés isolados de Staphylococcus aureus (T-V, V-1 e V-1V) e ATCC
25923, pertencentes a uma colecdo de bactérias isoladas de vacas com mastite
(Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa). Os isolados foram
classificados segundo técnicas especificas (Pinto et al., 2001; Pinto et al., 2002), para as
quais apresentaram resultados positivos para 0s seguintes testes: hemolise em agar-sangue;
prova de catalase (Holberg, 1973); prova de coagulase (Schalm et al., 1971); reacdo de
desoxirribonuclease (DNase) (Kowalski, 1977) em agar-DNase; fermentacdo do manitol,
em agar sal-monitol; crescimento anaerdbio em meio liquido de tioglicolato de Brewer

(Evans e Kloos, 1972) e reacdo de VVoges-Proskaer (Bier, 1985).
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Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (MIC)

A atividade antibacteriana foi avaliada pela determinacdo da MIC, com adaptacGes
do procedimento adotado e descrito por Moreira (2002): todos os testes foram feitos
usando-se 0 método da diluicdo em meio liquido. As culturas foram conservadas em
glicerol 20% e mantidas congeladas em ultrafreezer, a —86°C. Usou-se caldo BHI (Difco)
de infusdo de cérebro e coracdo, para reativagdo dos microorganismos, os quais foram
incubados a 37°C, durante 14 a 16 horas. As culturas foram diluidas em caldo BHI, para
10° UFC/mL, ao atingirem densidade optica (D.O.) liquida de 0,3 em 560 nm,
correspondendo a 10° UFC/mL. O caldo BHI foi utilizado como padrdo para leitura em
espectrofotdmetro (Spectrome 20D — Milton Roy).

Foram utilizadas placas de microtitulacdo (Nunclon-Delta), com 96 orificios.
Admitindo-se o volume méximo de 300 L a ser utilizado por orificio (evitando-se, dessa
forma, possiveis contaminac@es), adotou-se o procedimento de colocar 230 uL de cultura
diluida por orificio e 70 uL dos EMSs testados, nas diferentes concentragfes, em triplicata.

Os EMSs resultantes do pool das amostras do ano todo de cada apiario experimental
(EMS-It, EMS-PC e EMS-V) foram testados com os trés isolados e com a linhagem ATCC,
podendo-se, dessa forma, confrontar as possiveis diferencas apresentadas pelos extratos
produzidos com a propolis produzida nos trés locais. Ja os doze EMSs obtidos
mensalmente em Itapecerica foram testados apenas com a ATCC, objetivando averiguar as
possiveis diferencas, em termos de atividade antimicrobiana, apresentadas pelos extratos ao
longo do ano. O composto isolado, acetato de bauerenila (AcB), foi testado apenas com a
linhagem ATCC.

Os EMSs foram solubilizados com etanol absoluto (Merck) e filtrados em
membrana (Schleicher e Schuell) com poro de 0,45 um de didmetro, com o objetivo de
padronizar a limpidez dos extratos ressuspendidos. Todos os controles necessarios foram
feitos, inclusive os das culturas acrescidas de etanol, correspondentes as diferentes
concentragdes utilizadas com os EMSs testados.

Aparelho leitor de ELISA (Titertek multiskan, Plus-Mkll), com filtro de
comprimento de onda compativel ao adotado no preparo das culturas, foi utilizado para o

acompanhamento do crescimento bacteriano. As leituras foram feitas imediatamente apds o
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preparo de cada placa, duas horas ap6s o preparo e, posteriormente, em intervalos de uma
hora. As leituras se prolongaram até duas horas ap0s o inicio da fase estacionaria.

A média aritmética das densidades Opticas das triplicatas foi utilizada para a
construcdo dos graficos. A MIC foi determinada como a menor concentragdo da droga que
impedia o crescimento bacteriano até duas horas apds o tempo correspondente ao inicio da
fase estacionéria do controle da cultura em BHI sem EMS ou metanol.

Visando a constatacdo de diferencas significativas entre os EMSs dos trés locais,
para os trés isolados e para a linhagem ATCC, as densidades dpticas que correspondiam as
concentragcbes minimas inibitorias obtidas em cada teste foram selecionadas, tomando-se
suas triplicatas, em todas as leituras, como repeti¢fes. Procedeu-se em seguida a analise de
variancia, por meio de modelo que incluiu o efeito fixo de local e hora como covariavel,
além do efeito aleatdrio do erro.

Para verificar a existéncia de possiveis diferencas entre os EMSs obtidos nos doze
meses de coleta de propolis na regido de Itapecerica, adotou-se 0 mesmo procedimento,
sendo, no entanto, efetuada analise de variancia dos dados referentes apenas a linhagem
ATCC, por meio de modelo estatistico que continha, alem do efeito fixo de més de coleta, 0
efeito de hora como covariavel e o efeito aleatdrio do erro.

Foi efetuada ainda analise de variancia visando averiguar possiveis diferencas entre
as bactérias com o extrato obtido em cada local. Para esse modelo estatistico incluiu-se o
efeito fixo de bactéria e hora como covariavel, além do efeito aleatorio do erro.

Os graus de liberdade referentes a todas as fontes de variagcdo estudadas foram
decompostos em contrastes e avaliados por meio do teste F no nivel de significancia de 5%.
Todas as analises foram realizadas usando-se o procedimento GLM do pacote estatistico
SAS (1990).

Atividade antioxidante dos EMSs e do AcB

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Secagem e Pigmentos do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da UFV.
Utilizou-se solucdo etanolica (etanol absolutoMerck) 0,1 mM do radical 1,1-difenil-

2-picril-hidrazil (DPPH) para a avaliacdo da atividade antioxidante dos EMSs e do acetato
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de bauerenila AcB. Os extratos testados (EMS-It, EMS-PC e EMS-V, além dos doze EMSs
obtidos mensalmente com a propolis da regido de Itapecerica) foram solubilizados em
etanol absoluto a 200 ppm. O AcB foi solubilizado em cloreto de metila (Synth).
Posteriormente, triplicatas foram preparadas na propor¢do 1:6 (v:v), com as solucdes
etanolicas dos extratos e com a solu¢cdo de DPPH, mantendo-se o intervalo de trés minutos
entre amostras. Os controles foram feitos misturando-se etanol e DPPH, também na
proporcao 1:6 (v:v). Ao final do preparo, cada amostra era mantida ao abrigo da luz,
durante 30 minutos. Transcorrido esse tempo, efetuaram-se leituras em espectrofotometro
(Analitica - GBc 911A) a 517 nm, para avaliacdo da variacdo da absorbancia. Como
controle positivo, foi utilizada solucdo etanolica de 2,6-di-t-butil-4-metilfenol ou
butilidroxitolueno (BHT) a 200 ppm.

Os resultados foram expressos conforme proposto por Germano et al. (2002),
considerando-se a porcentagem de inibicdo promovida pelas amostras testadas na producéo
de radicais livres, segundo a formula: % inibicdo = (absorbancia da solucdo de DPPH)-
(absorbancia do DPPH+amostra testada)/absobancia da solugdo de DPPH x 100.

A averiguacdo de possiveis diferencas de atividade antioxidante dos EMSs obtidos
nos doze meses de coleta de prépolis na regido de Itapecerica foi efetuada pela anélise de
variancia das leituras de absobancia, por meio de modelo estatistico que continha o efeito
fixo de més de coleta e o efeito aleatorio do erro. Os graus de liberdade referentes a essa
fonte de variagdo foram decompostos em contrastes e avaliados por meio do teste F em
nivel de significAncia de 5%. Todas as analises foram realizadas usando-se o procedimento
GLM do SAS (1990).

Atividade antiviral dos EMSs e do AcB

Optou-se por utilizar o virus herpes bovino tipo 1 (BHV-1) e o virus herpes suino
tipo 1 (PRV) em funcdo da importancia veterinaria desses patdégenos. O BHV-1 esta
associado a diversas manifestagdes clinicas em bovinos (rinotraqueite infecciosa bovina,
vulvovaginite pustular, enterite, entre outras) e o PRV a enfermidade conhecida como

Doenca de Aujezky. Ambos pertencem a mesma subfamila do virus herpes humano tipo 1
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ou herpes simplex tipo 1 (HSV-1) (Alfaherpesvirinae), o qual tem sido extensivamente

estudado.

Manutencéo de culturas de células, obtenc@o da suspenséo estoque dos virus e titulacio

dos virus

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Virologia do
Departamento de Veterinaria da UFV. Foram testados os efeitos dos EMS-It, EMS-PC,
EMS-V e do AcB na multiplicacdo do BHV-1 e do PRV, em cultura de células de rim
bovino de Madin-Darby (MDBK) e de células de rim de macaco verde da Africa (VERO).
Os EMSs e o AcB foram solubilizados em dimetil sulféxido (DMSO), 10 mg/mL e
estocados a 4°C.

Para a manutencdo das culturas de células, obtencdo da suspenséao estoque dos virus
e procedimento de titulacdo dos virus, utilizou-se a metodologia de rotina adotada no
Laboratorio de Virologia do Departamento de Veterinaria da UFV, descrita por Soares
(2003). Células VERO e MDBK foram cultivadas em garrafas de plastico ou de vidro a 37
°C, com 5% de CO,, em meio minimo de Eagle (MEM) (Gibco BRL) suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB) (células VERO) ou 5% de soro eqiino (SE) (células
MDBK), 500 Ul de penicilina, 100 ug/mL de sulfato de estreptomicina, 0,1% de
anfotericina e 0,25% de bicarbonato de sédio. Apds a confluéncia da cultura, as células
foram lavadas com tampéo salino fosfato (PBS) e individualizadas com solugéo de tripsina
a 0,25% diluida em verseno. As células foram ressuspendidas em meio de cultura e
transferidas em quantidades iguais para trés novas garrafas.

Para a obtencdo da suspensdo estoque dos virus PRV e BHV-1, culturas de células
VERO e MDBK recém-confluentes tiveram seu meio descartado e em seguida foi
adicionado o virus PRV ou BHV-1, com multiplicidade de infeccdo (MOI) equivalente a
0,1. As culturas foram mantidas a 37 °C, em atmosfera de CO, (5%) por uma hora sob
agitacdes periodicas de 15 em 15 minutos. Novo volume de MEM suplementado foi
adicionado as culturas, que foram novamente incubadas. As culturas foram mantidas
incubadas até o aparecimento do efeito citopatico, e apds a lise de cerca de 90% das células,
as culturas foram congeladas a —20 °C e em seguida descongeladas. Imediatamente,
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aliquotas de 200 pL do meio de cultura foram transferidas para criotubos, que foram
estocados em nitrogénio liquido.

Os virus foram titulados pelo método da dose infectante de cultura de tecido a 50%
(TCIDs), segundo Reed e Muench (1938), infectando-se culturas de células com dilui¢Ges
seriadas das suspensbes virais. Foram utilizadas microplacas de 96 orificios, sendo
transferidas aliquotas de 50 pL/orificio de culturas de células confluentes. A diluicéo
seriada dos virus foi feita a partir de 100 uL de virus, usando-se 0 meio MEM néo
suplementado como diluente (900 pL), até diluicdo igual a 10®. Foram adicionados &
microplaca 50 puL de cada diluicdo, em todos os orificios de uma mesma coluna,
seqtiencialmente, da coluna 2 a 9 (diluicdo 10™ & diluicdo 10®). A coluna 1 foi utilizada
como controle e nos orificios desta foram adicionados 50 uL de MEM. O titulo viral foi

calculado pelo aparecimento do efeito citopatico 72 horas apos a infecgo.

Avaliacéo do efeito citotoxico dos EMSs e do AcB

Os efeitos citotdxicos foram previamente avaliados segundo Brito e Lagrota (1981),
com modificagdes. Células VERO e MDBK foram transferidas para microplacas de 96
orificios. Adotou-se o procedimento de contagem de células em camara de Neubauer ao
efetuar-se a tripsinizacdo (Sanches, 1997), de modo a garantir a transferéncia de 2x10*
células/orificio. A microplaca foi incubada a 37 °C, com 5% de CO,, durante o tempo
necessario para a formagdo da monocamada (aproximadamente 18 horas). Transcorrido
esse tempo, as células foram tratadas com 100 uL dos EMSs ou do AcB, em diferentes
concentracOes, em triplicata. Fpram usados como parametro as concentragdes descritas por
Amoros et al. (1992a, b). As microplacas foram novamente incubadas e monitoradas
diariamente sob microscopia O6ptica (microscépio invertido), durante 72 horas. A
concentracdo maxima néo-tdxica para as células MDBK e VERO, para cada extrato testado
e para o AcB, foi determinada como a maior concentracdo que permitia a integridade da
morfologia celular e manutencdo da monocamada, sem que houvesse granulacdo ou
vacuolizacdo do citoplasma, caracteristicas essas observadas nos orificios-controle néo-

tratados.
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Avaliacédo do efeito dos EMSs e do AcB sobre o titulo viral

Ap0s obtencdo da concentracdo méxima ndo-toxica de cada EMS e do AcB para
celulas MDBK e células VERO, foi possivel testar o seu efeito na multiplicacéo viral. A
reducdo do titulo viral foi avaliada usando-se microplacas com 50 uL de suspensdo de
células/orificio. Adotando-se a técnica de contagem de células, conforme descrito, foi
possivel garantir a quantidade de 2x10* células/50 pL. As células foram incubadas a 37°C,
com 5% de CO,, por aproximadamente 18 horas. Foram adicionados em cada orificio 100
uL de MEM com os extratos a serem testados, na concentracdo méxima ndo-toxica
prédeterminada e 50 pL de virus PRV ou BHV-1, em diferentes diluicdes (10° a 10°%), em
quatro repeticbes por diluicdo. As placas foram monitoradas sob microscopia Optica
durante 72 horas e a atividade antiviral dos extratos foi determinada pelo titulo viral,

comparado com o controle.
Avaliacéo da atividade virucida dos EMSs e do AcB

As atividades virucidas dos EMSs e do AcB foram testadas pelo tratamento direto
das suspensoes virais (com PRV ou BHV-1). Solugdes com concentragdes de 0, 20, 80 e
150 pg/mL de cada extrato e do AcB em MEM, além de 2,5 uL de tampdo n-([2-
hydroxyetil]piper-azina-n'-[2-etano-acido sulfonico]) (HEPES) 1M (Sigma), foram
preparadas e incubadas com os virus a 37°C durante uma hora. A primeira concentracdo
(concentracdo igual a zero) correspondia ao controle, com MEM e sem EMS ou AcB.
Usaram-se 50 pL de suspensdo de virus e 50 uL de solugdo com extrato nas diferentes
concentragdes dos virus (102 a 10®). Transcorrido o tempo de incubacdo de uma hora,
diluicBes seriadas de cada tratamento foram efetuadas (10 a 10®), usando-se MEM como
diluente. A microplaca foi entdo preenchida com volumes de 50 pL de cada dilui¢do
efetuada, com quatro repeticGes por diluicdo. Apds 72 horas de observacdo em microscopio
otico invertido, determinou-se o efeito do material testado no titulo viral, comparado ao

controle.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Teor de fenois totais dos EMSs

A curva-padrdo do acido galico e o respectivo coeficiente de correlacdo obtido

encontram-se na Figura 1.

Abs. 77
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05 - Y=0,008929+0,119214x
r’=0.9995

0,4
0,3 -
0,2

0,1

Concentragdo (ng/mL)

Figura 1. Curva padréo para determinacdo de fendis solGveis totais, usando-se acido galico

como substancia de referéncia.

A obtencdo de coeficiente de correlacdo igual a 0,9995 permitiu avaliar com
seguranga os teores de fenois totais dos extratos testados, os quais encontram-se, em termos
percentuais, na Tabela 1.

Comparando-se o0s valores obtidos nos extratos produzidos nos trés apiarios
experimentais (EMS-It, EMS-PC e EMS-V), foi possivel constatar diferencas marcantes,
sendo o teor de fendis do EMS-V bastante reduzido. Os extratos EMS-It e EMS-PC
apresentaram teores semelhantes, confirmando a semelhanca da origem botanica das
amostras, conforme apresentado no Capitulo I1l. Dados preliminares obtidos em analises

cromatograficas e espectrométricas (cromatografia gasosa acoplada a espectrdmetro de
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massas, CG-MS) demonstraram que 0s principais constituintes quimicos presentes nessas
amostras sdo acidos fendlicos e seus ésteres derivados. Ja 0 EMS-V apresentou perfil
diferenciado, constituindo-se principalmente de triterpendides.

Bankova et al.(1992), trabalhando com prépolis da Bulgéaria, afirmaram serem os
compostos fendlicos majoritarios nas analises do produto. No entanto, aléem dos acidos
fenolicos e seus ésteres, muitos desses compostos eram agliconas flavondides. Também
Chrissov e Bankova (1992) afirmaram que esses sdo 0s principais grupos constituintes da
propolis. Para Midorikawa et al. (2001), o conteddo de compostos fendlicos da propolis
brasileira esta diretamente relacionado as suas atividades bioldgicas.

Considerando-se a variacdo observada entre teores de fenois dos doze meses das
amostras oriundas de Itapecerica, observa-se que, excetuando-se 0s meses de janeiro e
julho, nos quais o0s extratos apresentaram teores inferiores (15,5 e 18,63%,
respectivamente), nos meses restantes os teores obtidos variaram de 20,88% (referente ao
més de marco) a 26,38% (referente a0 més de maio).

Os teores de fenois totais encontrados por Woisky e Salatino (1998) para amostras
de prépolis produzidas no Estado de Sdo Paulo variaram de 8,8 a 13,7 g/100g. Os maiores
valores foram obtidos com amostras oriundas do Rio Grande do Sul e Santa Catarina (10,87
e 13,72, respectivamente). Na flora predominante das regides de coleta, conforme descrito
pelos autores, destacavam-se plantacdes de laranja, eucalipto e flora diversificada no
Estado de S&o Paulo. Ja nos Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina a flora foi
caracterizada apenas como diversificada. Embora o processo de extracdo adotado tenha
sido semelhante ao efetuado nessa pesquisa, constata-se grande discrepancia nos valores
encontrados. Possivelmente a contribuicdo de espécies vegetais diferentes, associada a
fatores climéticos, podem ter influenciado para a obtencdo de tais resultados.

Analisando amostras de prépolis oriundas de diferentes paises, inclusive do Brasil,
por meio da técnica de Folin-Ciocalteau, Bonvehi e Coll (1994) encontraram valores de
substancias fenolicas compativeis aos obtidos neste trabalho. Excetuando-se a amostra
oriunda do Uruguai, as outras 14 amostras analisadas apresentaram valores que oscilaram
entre 18,7 e 33,1 g/100g. A amostra brasileira analisada apresentou valor igual a 18,7
0/100g. Curiosamente, os autores relataram a possibilidade de contribuicdo das seguintes

especies vegetais para as amostras oriundas do Brasil: Citrus sinensis L., Coffea arabica L.,
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Saccharum officinarum L. e Eucalyptus spp. Néo existem relatos na literatura sobre a
producdo de prépolis a partir dessas espécies vegetais e, certamente, a origem botanica do
produto constitui-se em fator determinante quanto ao perfil quimico das amostras. Relato
de Maldonado (2000) ilustra de forma adequada tal afirmagéo. O autor, ao expor o perfil da
propolis argentina, apresentou variacoes de 0,42 a 24,53 % no teor de compostos fendlicos

de amostras da regido nordeste e noroeste daquele pais.

Tabela 1. Teores percentuais de substancias fendlicas totais dos extratos metanélicos secos

(EMSs)
Extrato’ Fenois totais” Fendis totais
(ng/mL) (%)
EMS-Itapecerica 1,64 20,5
EMS-Paula Candido 1,75 21,88
EMS-Virginopolis 0,12 1,50
EMS-Itjan 1,24 15,50
EMS-Itfev 1,85 23,13
EMS-Itmar 1,67 20,88
EMS-Itabr 1,82 22,75
EMS-Itmai 2,11 26,38
EMS-Itjun 1,72 21,50
EMS-Itjul 1,49 18,63
EMS-Itago 1,75 21,88
EMS-Itset 1,84 23,00
EMS-Itout 1,75 23,88
EMS-Itnov 1,76 22,00
EMS-Itdez 1,82 22,75

Extratos metandlicos secos mensais obtidos com as amostras coletadas em Itapecerica, ao longo dos doze
meses (janeiro: EMS-Itjan, fevereiro: EMS-Itfev, marco: EMS-Itmar, abril: EMS-Itabr, maio: EMS-Itmai,
junho: EMS-Itjun, julho: EMS-Itjul, agosto: EMS-Itago, setembro: EMS-Itset, outubro: EMS-Itout,
novembro: EMS-Itnov, dezembro: EMS-Itdez); Expresso como &cido galico.
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Concentracdes inibitorias minimas dos EMSs

Embora existam outras bactérias relacionadas a mastite bovina, o Staphylococcus
aureus € considerado um dos principais agentes patogénicos associados a enfermidade, a
qual se constitui em uma das principais doencas do rebanho leiteiro brasileiro na
atualidade. Essa bactéria apresenta resisténcia a diversos antibidticos sintéticos conhecidos,
motivo pelo qual foi escolhida para os testes antibacterianos conduzidos nesta pesquisa.

As MICs obtidas para os EMSs das amostras coletadas nos trés apiarios
experimentais encontram-se apresentadas na Tabela 2. Assegurou-se a padronizacdo dos
resultados obtidos com os trés isolados e com a ATCC diante dos extratos testados,
adotando-se o seguinte critério: considerou-se a MIC como a menor concentracdo de cada
EMS que impedia totalmente o crescimento bacteriano, até duas horas ap6s o inicio da fase
estacionaria, tomando-se como parametro a curva de crescimento do controle com meio de
cultura, sem extrato.

Considerando-se o fato de as concentra¢des inibitdrias minimas terem sido obtidas
em diferentes experimentos, por meio de valores comparados de densidades dpticas de uma
mesma microplaca para cada experimento, adotou-se procedimento estatistico que visou
possibilitar comparacdes entre todos os experimentos efetuados. Dessa forma, usando-se as
densidades Opticas que correspondiam as concentragfes inibitorias minimas obtidas em
cada teste (tomando-se suas triplicadas), foi possivel averiguar a existéncia ou auséncia de
diferencas significativas entre os EMSs das trés localidades, para os trés isolados e para a
ATCC. A decomposicdo em contrastes dos graus de liberdade referentes a todas as fontes
de variacdo estudadas, usando-se o teste F, possibilitou a avaliagdo da eficiéncia dos
extratos na inibicdo das bactérias, conforme apresentado na Tabela 3.

Constata-se que os extratos oriundos de Itapecerica e de Paula Candido superaram o
extrato oriundo de Virgindpolis para todas as bactérias estudadas. Excetuando-se o isolado
T-V, para o qual o EMS-PC foi téo eficiente quanto EMS-It, para os outros isolados e para
a ATCC, o EMS-It mostrou-se mais eficiente na inibi¢cdo da multiplicagdo bacteriana.
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Tabela 2. Concentracdo inibitéria minima (MIC) dos extratos metanolicos secos (EMS)
obtidos com propolis de Itapecerica, Paula Candido e Virginopolis (MG), para

trés isolados de Staphylococcus aureus e para a ATCC (25923)

EMS Staphylococcus aureus MIC (mg/mL)
ATCC 0,12
Itapecerica T-V 0,30
V-l 0,30
V-1V 0,07
ATCC 0,22
Paula Candido T-V 0,30
V-I 0,30
V-1V 0,07
ATCC 0,11
Virginopolis T-V 0,27
V-l 0,31
V-1V 0,11

Os resultados de avaliacdo da origem boténica dos extratos oriundos de Itapecerica
e de Paula Céndido apresentados no Capitulo 3, bem como o conteudo de substancias
fenolicas totais, demonstram a sua semelhanca. Além disso, os perfis quimicos observados
nos resultados preliminares obtidos por meio de CG-MS corroboram essas constatagdes. Ja
o0 extrato oriundo de Virginopolis apresentou caracteristicas diferenciadas marcantes, ao ser
avaliado sob do ponto de vista botanico e quimico.

Bankova et al. (1995), avaliando a atividade antibacteriana de amostras de propolis
brasileira para S. aureus, afirmaram que a atividade constatada se devia principalmente aos
compostos fendlicos presentes. Posteriormente esses autores isolaram compostos
antibacterianos da propolis brasileira incluindo quatro &cidos diterpénicos tipo labdano
(Bankova et al., 1996). Banskota et al. (2001) reportaram a atividade anti-Helicobacter
pylori de compostos fendlicos e de diterpenos tipo labdano presentes em prépolis.

Na Tabela 4, encontram-se as concentracdes inibitdrias minimas obtidas ao serem
testados os extratos dos doze meses de coleta na regido de Itapecerica. Ressalte-se que
esses valores foram utilizados apenas para indicar as densidades Opticas a serem utilizadas
no procedimento estatistico proposto, o qual possibilitou estabelecer comparacdes entre as

diferentes microplacas utilizadas.
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Tabela 3. Eficiéncia dos extratos metanolicos secos (EMSs) obtidos com prépolis das trés

localidades, para trés isolados de Staphylococcus aureus e para ATCC (25923)

S. aureus Eficiéncia dos EMSs na inibicio da bactéria’
ATCC EMS-It® > EMS-PC" > EMS-V®
T-V EMS-Ita® = EMS-PC? > EMS-V"
V- EMS-Ita® > EMS-PC® > EMS-V*
\VAV; EMS-Ita® > EMS-PC® > EMS-V*

! Extratos acompanhados da mesma letra, na mesma linha, néo diferem em nivel de 5%.

Adotando-se 0 mesmo procedimento estatistico descrito anteriormente, foi possivel
avaliar a eficiéncia dos EMS obtidos nos doze meses de coleta de prépolis na regido de
Itapecerica, diante da ATCC, conforme apresentado na Tabela 5. Observou-se que a
eficiéncia apresentada pelos extratos, nos diferentes meses em que foram produzidos, foi
variavel, constatando-se a seguinte ordem: EMS-Itjul > EMS-Itmai > EMS-Itjun > EMS-
Itago = EMS-Itnov = EMS-Itmar > EMS-Itout > EMS-Itdez > EMS-Itabr > EMS-Itfev >
EMS-Itset > EMS-Itjan.

Sforcin et al. (2000), ao avaliarem o efeito sazonal da prépolis brasileira na
atividade antimicrobiana, ndo encontraram diferencas significativas entre propolis
produzidas em diferentes estacGes, embora todas tenham apresentado consideravel
atividade para bactérias Gram-positivas. Nesta pesquisa, as atividades foram também
evidenciadas, havendo diferencgas (p<0,05) entre alguns meses sem que houvesse relacéo
direta com a estacdo do ano.

Diversos estudos evidenciam que as bactérias Gram-positivas apresentam maior
sensibilidade a prdpolis, quando comparadas com bactérias Gram-negativas. Estudando a
atividade antimicrobiana de constituintes fenolicos da prépolis européia Serra e Escola
(1995), citados por Banskota et al. (2001), constataram que para inibir Staphylococcus
aureus eram necessarios 60 a 80 ug/mL de prépolis, enquanto para inibir Escherichia coli a
concentracdo necessaria era dez vezes maior. Sosa et al. (1996) observaram que amostras

de propolis inibiam o crescimento de algumas bactérias Gram-positivas, ndo afetando o
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crescimento de bactérias Gram-negativas. Os autores justificam tais constatacGes em
funcdo das diferencas existentes na constituicao da parede celular desses microorganismos.

A sensibilidade dos trés isolados e da ATCC, em relacdo aos extratos obtidos nas
trés localidades, pode também ser comparada, conforme apresentado na Tabela 6. O isolado
V-1V demonstrou maior sensibilidade aos extratos testados, seguido da ATCC. Essa
constatacdo demonstra que esse isolado, embora sujeito as adversidades do meio no qual
foi obtido, apresenta mecanismos de defesa menos eficientes que a propria ATCC, o que
comprova diferencas na resisténcia entre bactérias de mesma especie. O isolado V-1 foi o
mais resistente para 0 EMS-It e para 0 EMS-V, sendo o isolado T-V o0 mais resistente para
0 EMS-PC.

Pinto et al. (2001), utilizando a técnica de antibiograma em discos de papel de filtro
com sobrecamada de meio de cultura, testou o efeito da prdpolis oriunda de ltapecerica
sobre bactérias patogénicas isoladas do leite de vacas com mastite. Os autores observaram
que o extrato metandlico (100 mg/mL) apresentou menor capacidade para inibir as
amostras bacterianas testadas, quando comparado ao extrato etanolico preparado (também a
100 mg/mL). O fato de as extracOes terem sido sequienciais, sendo a fracdo etandlica obtida
primeiro, pode, segundo os autores, ter garantido a presenca de maior concentracdo de
compostos bioativos na fracdo etandlica. Os isolados V-1 e V-1V desta pesquisa também
foram testados pelos autores os resultados obtidos com essas bactérias ndo foram
compativeis: V-1V estava incluida no grupo de maior resisténcia aos extratos alcodlicos
testados. JA o isolado V-l estava entre 0s menos resistentes. Todavia, 0s autores
confirmaram que amostras diferentes de uma mesma espécie bacteriana diferem quanto a
sensibilidade a prépolis. Posteriormente, esses mesmos autores confirmaram tal
observagdo. Pinto et al. (2003), estudando o efeito de extratos etandlicos de propolis
oriunda de Itapecerica, obtidos com alcool 70, 80 e 95%, sobre amostras de S. aureus
isoladas do leite de vacas com mastite, verificaram que concentracées de 3,0 e 2,0 mg/mL
inibiram de forma semelhante as trés amostras de bactérias testadas. Os extratos
demonstraram a mesma eficiéncia em termos de inibicdo. Comparando as duas
concentracfes para a amostra V-l, a concentragdo de 3,0 mg/mL foi mais eficiente,
diminuindo o numero de UFC/mL (p<0,05). Na Tabela 2, observa-se que o mesmo isolado

foi inibido eficientemente pelo EMS-It na concentracdo de 0,3 mg/mL, correspondendo a
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Tabela 4. Concentracédo inibitéria minima (MIC) dos extratos metanolicos secos oriundos
de Itapecerica (EMS-It) obtidos nos doze meses de coleta, para a linhagem de
Staphylococcus aureus ATCC (25923)

Extrato’ MIC (mg/mL)
EMS-Itjan 0,30
EMS-Itfev 0,30
EMS-Itmar 0,30
EMS-Itabr 0,26
EMS-Itmai 0,30
EMS-Itjun 0,32
EMS-Itjul 0,32
EMS-Itago 0,26
EMS-Itset 0,26
EMS-Itout 0,26
EMS-Itnov 0,26
EMS-Itdez 0,26

! Extratos metandlicos secos mensais obtidos com as amostras coletadas em Itapecerica, ao longo dos doze
meses (janeiro: EMS-Itjan, fevereiro: EMS-Itfev, marco: EMS-Itmar, abril: EMS-Itabr, maio: EMS-Itmai,
junho: EMS-Itjun, julho: EMS-Itjul, agosto: EMS-Itago, setembro: EMS-Itset, outubro: EMS-Itout,
novembro: EMS-Itnov, dezembro: EMS-Itdez).

uma concentragio dez vezes inferior. E importante ressaltar que a metodologia de extracio
adotada (uso de extrator Soxhlet, além de sequiencia de extracdo diferenciada), associada ao
fato de o EMS-It ter sido preparado com amostra composta obtida ao longo de um ano no
local, podem ter influenciado sobremaneira a obtencdo de extratos com perfis quimicos
diferentes (qualitativa e quantitativamente). As diferentes técnicas utilizadas (contagem de
UFC/mL em placas contendo “Plate Count Agar” e método de diluicdo em meio liquido
com avaliacdo de D.O. em leitora de Elisa) também podem ter contribuido para essas
diferencas. Fato interessante relacionado ao isolado V-l pdde ainda ser constatado: até
mesmo o EMS-V, que apresentou perfil quimico diferenciado, constituindo-se

principalmente de triterpendides, mostrou-se eficiente na inibi¢do do microorganismo a
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Tabela 5. Eficiéncia dos extratos metanolicos secos oriundos de Itapecerica (EMS-It)
obtidos nos doze meses de coleta, para a linhagem de Staphylococcus aureus
ATCC (25923)

Extrato” D.0.?
EMS-Itjul 0,344°
EMS-Itmai 0,371°
EMS-Itjuh 0,410°
EMS-Itago 0,440
EMS-Itnov 0,444°
EMS-Itmar 0,444
EMS-Itout 0,467°
EMS-Itdez 0,483
EMS-Itabr 0,502¢
EMS-Itfev 0,554"
EMS-Itset 0,574
EMS-Itjan 0,690’

! Extratos metandlicos secos mensais obtidos com as amostras coletadas em Itapecerica, ao longo dos doze
meses (janeiro: EMS-Itjan, fevereiro: EMS-Itfev, marco: EMS-Itmar, abril: EMS-Itabr, maio: EMS-Itmai,
junho: EMS-Itjun, julho: EMS-Itjul, agosto: EMS-Itago, setembro: EMS-Itset, outubro: EMS-Itout,
novembro: EMS-Itnov, dezembro: EMS-ltdez); *Valores de densidade 6ptica (D.O.) acompanhados da
mesma letra sdo iguais no nivel de 5%.

uma concentracdo quase dez vezes inferior a encontrada por aqueles autores. A acdo de

triterpendides em bactérias foi discutida por Taylor (1984), citado por Mahato et al. (1992).

Concentracdes inibitorias minimas do AcB

Usando-se 0 mesmo critério e procedimento adotados para os EMSs em relagdo as

bactérias testadas, constatou-se que a MIC dessa substancia é superior a 0,7 ug/mL.
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Tabela 6. Concentracdo inibitdria minima dos extratos metanolicos secos (EMSs) obtidos
nas trés localidades, para os trés isolados de Staphylococcus aureus e para a
linhagem ATCC (25923)

EMSs Staphylococcus aureus D.O.
V-1V 0,274%

Itapecerica ATCC 0,467°
T-V 0,799°

V-1 0,806°

V-1V 0,230°

Paula Candido ATCC 0,368"
V-1 0,777°

T-V 0,804°

V-1V 0,182°

Virginépolis ATCC 0,256"
T-V 0,723°

V- 0,745°

Valores de densidade 6ptica (D.O.) acompanhados da mesma letra, para 0 mesmo extrato metandlico seco,
ndo diferem em nivel de 5%.

Doses mais elevadas de DMSO testadas como controle, para garantir a expressao
dos resultados de concentracGes mais elevadas do AcB, ndo puderam ser utilizadas, em
funcdo da turbidez causada no meio. Essa turbidez inviabilizou a determinacdo exata da
MIC para a substancia, uma vez que os valores de D.O. ndo correspondiam unicamente a
deteccdo da multiplicagdo bacteriana, havendo interferéncia do soluto em suspensdo no
meio. Propde-se adaptacdes da técnica para que concentracdes mais elevadas do composto

possam ser testadas futuramente.

Atividade antioxidante dos EMSs e do AcB

Os resultados obtidos com os testes de atividade antioxidante dos EMSs e do AcB,

bem como do BHT, utilizado como controle, encontram-se na Figura 2.
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Figura 2. Efeito antioxidante dos extratos metandlicos obtidos com prépolis de Itapecerica
(EMS-1t), de Paula Candido (EMS-PC) e de Virginopolis (EMS-V), Minas
Gerais, bem como do acetato de bauerenila (AcB) e do butilidroxitolueno (BHT)
sobre o radical DPPH.

Diversas metodologias tém sido propostas para a avaliacdo da acao antioxidante de
compostos naturais e sintéticos. Testes “in vitro” permitem averiguar a habilidade com que
0s compostos reagem com o0s radicais produzidos, muito embora algumas técnicas
apresentem custo elevado, além de consideravel tempo para que as reacdes a serem
avaliadas transcorram de forma eficiente.

Metodologias simples, mas igualmente informativas emergem neste campo da
ciéncia e, conforme exposto por Aruoma e Cuppett (1997), o uso do radical 1,1-difenil-2-
picril-hidrazil, ou simplesmente DPPH, surge como uma interessante alternativa. Neste
caso, a atividade antioxidante é determinada usando-se o DPPH como radical livre,
permitindo-se que compostos antioxidantes reajam com o radical em solug6es alcoolicas.
Assim, colocando-se 0s compostos testados em contato com solugdo contendo DPPH, é

possivel monitorar a diminuicdo da absobancia ocorrida durante a reacdo. Segundo 0s
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propositores da técnica, Brand-Williams et al. (1995), citados por Aruoma e Cuppett
(1997), em sua forma oxidada, o DPPH absorve a 515 nm, mas ap6s reducdo por um
antioxidante (AH) ou combinacdo com uma espécie radical (R*) a absorcdo desaparece,

conforme ilustram as equacoes:

DPPH® + AH — DPPH-H + A’
DPPH® + R® — DPPH-R

Constata-se a eficiéncia apresentada pelos extratos oriundos de Itapecerica e de
Paula Candido como agentes antioxidantes, ndo se observando o mesmo com 0 extrato
oriundo de Virginopolis e para o acetato de bauerenila. Considerando-se que os fenois do
EMS-It e do EMS-PC representam parcela significativa da composi¢do das amostras (20,5
e 21,88%, respectivamente), enquanto o EMS-V contém apenas 1,5%, pode-se sugerir que
a eficiéncia apresentada pelos extratos de Itapecerica e de Paula Céandido na reducédo do
radical DPPH esteja ligada a significativa presenca de tais compostos. JA 0 AcB, um
triterpendide pentaciclico, apresentou atividade nula.

Estabelecendo-se um paralelo entre as atividades dos extratos testados e a atividade
do BHT, observa-se que 0 EMS-It e 0 EMS-PC apresentam 74,4 e 79,47% da atividade do
BHT, respectivamente. O butilidroxitolueno (BHT) € um dos principais antioxidantes
sintéticos utilizados na industria de alimentos, além do butilidroxianisol (BHA), do t-
Butilidroquinona (TBHQ) e do galato de propila (GP), sendo todos compostos fendlicos
(Nawar, 1996). Em razdo do elevado custo e dos potenciais efeitos toxicoldgicos desses
compostos, tem-se intensificado a busca de substancias naturais que possam substitui-los,
principalmente aquelas de origem vegetal. Um grande numero de estudos tem demonstrado
que o BHT, por exemplo, pode causar hemorragias internas e externas se utilizado em altas
concentracfes (Ito et al., 1986), devendo-se manter controle rigoroso quanto as doses
utilizadas.

Nesse contexto, a prépolis surge como um possivel substituto para esses compostos,
podendo ser também utilizada em combinagdes que visem diminuir as doses necessarias de
antioxidantes sintéticos em alimentos. Resultados promissores apresentados em trabalhos

desenvolvidos nessa area encontram-se frequentemente em discussdes que envolvem o teor
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de flavonoides de extratos etandlicos de propolis (Krol et al., 1990, Pascual et al., 1994).
Sabe-se, no entanto, que diferentemente da propolis produzida em regides temperadas, a
prépolis oriunda dos tropicos apresenta, geralmente, baixo teor de flavonoides. Nesta
pesquisa, resultados preliminares de analises efetuadas em CG-MS com os extratos
demonstraram que os acidos fenolicos sdo os compostos majoritarios do EMS-It e do EMS-
PC, os quais apresentaram elevada atividade antioxidante. De acordo com Stuckey (1972),
os antioxidantes fenolicos sdo antioxidantes primarios, ou seja, reagem com radicais
lipidicos de alta energia, convertendo-os em produtos termodinamicamente mais estaveis.
Nesse sentido, Nagai et al. (2002), ao avaliarem propriedades antioxidantes de extrato
aquoso de propolis importada do Brasil, concluiram que o teor de fendis presente no extrato
(16,8%) foi responsavel pela elevada atividade quanto a inativacdo do radical DPPH.
Diante dos resultados obtidos, os autores afirmaram que o extrato aquoso de prépolis pode
ter um futuro promissor, podendo ser utilizado em pacientes portadores de diversas
enfermidades como cancer, doencas cardiovasculares e diabetes. Ressalva importante foi
efetuada quanto a necessidade da identificacdo dos compostos responsaveis pela atividade
avaliada e variacdo da composicdo do produto, em funcdo do clima e da flora do local de
origem.

Park e Ikegak (1998), estudando a atividade antioxidante de extratos etanolicos de
propolis oriunda do Estado de Minas Gerais em diversas concentracGes (10-95%) e de
extrato aquoso de amostras de mesma origem, afirmaram que concentragdes
hidroalcoodlicas de 70 e 80% foram mais eficientes (seguidas de 90, 60, 50 e 40%, nesta
ordem). O extrato aquoso e a concentracdo de etanol 20% apresentaram as piores
atividades. Os resultados foram atribuidos a presenca de flavonoides nas amostras, embora
as andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia realizadas indicaram apenas tragos de
quercetina e pinocembrina no extrato aquoso.

Russo et al. (2002) evidenciaram importante contribuicdo do éster feniletilico do
acido cafeico (CAPE) na atividade antioxidante de propolis italiana, ao compararem a
atividade de extratos etandlicos isentos ou ndo desse composto fendlico. O CAPE estaria
também relacionado a atividade antinflamatoria de extratos etanélicos de prépolis (Rossi et
al., 2002, Borrelli et al., 2002) e a prevencdo de tumores intestinais de extrato produzido

com o uso de propilenoglicol (Ceschel et al., 2002). Por meio de técnicas de biologia
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molecular, Natarajan et al. (1996) verificaram que o CAPE ¢é um potente inibidor especifico
do fator de transcricdo NF-xB, identificado em varios organismos (insetos e mamiferos).
Segundo os autores, essa constatacdo poderia explicar uma das formas de acdo desse
composto quanto a sua atividade antinflamatdria e imunomodulatéria.

A capacidade apresentada pela propolis na remogdo de radicais livres também
estaria, segundo Scheller et al. (1990) e Gonzalez et al. (1995), envolvida em efeitos
terapéuticos de ativacdo do sistema imunolégico e atividade hepatoprotetora. De acordo
com Gonzalez et al. (1995), os radicais livres podem ser gerados por sistemas como 0
citocromo Pgs0, durante a metabolizacdo de xenobidticos. Alguns estudiosos, testando o
efeito hepatoprotetor de extratos de prépolis, apds ingestdo de paracetamol (N-
acetilcisteina) por ratos, evidenciaram a capacidade protetora dos extratos. Gonzalez et al.
(1994) comprovaram esse efeito, utilizando extrato etandlico de propolis oriunda de Cuba,
por meio de estudos histolégicos. O extrato de propolis exerceu efeito hepatoprotetor
quando administrado 30 minutos antes ou duas horas apds a ingestdo da droga. Também
Said (2001) constatou que extratos de amostras de prépolis oriundas da regido de
Itapecerica (MG) apresentaram atividade hepatoprotetora nas intoxicacdes agudas
provocadas por paracetamol. Basnet et al. (1996), utilizando galactosamina, verificou a
possibilidade de prevenir o efeito hepatotoxico provocado pela droga utilizando extrato
aquoso de propolis brasileira. Estudos comprovando a capacidade da propolis em inibir
quadros de diabetes (protecdo de células B do pancreas que secretam insulina) apresentam
discussbes fundamentadas na capacidade de seus constituintes quanto ao poder redutor
sobre radicais livres. A estreptozocina (STZ) também estimula a producdo de radicais
livres, o que leva & destruicdo e disjuncdo das células B do péncreas, podendo esse
xenobiotico ser utilizado como agente indutor da diabete (Turk et al., 1993, Kaneto et al.,
1995). Matsushige et al. (1996) comprovaram que extrato aquoso de prépolis importada do
Brasil inibiu a destruicdo de células § do pancreas, de forma mais eficiente do que o extrato
metanolico, ao utilizar STZ como indutor . Matsuno et al. (1997), trabalhando com uma
mistura de amostras de propolis oriundas de Sao Paulo, Parana e Santa Catarina, isolaram o
composto PRF-1 que apresentou elevada atividade antioxidante. A porcentagem de inibicéo

relativa foi dose-dependente e variou de 32,5 a 93,7%, ao serem testadas concentragoes
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entre 0,1 e 100 mg/mL do composto. Embora a sua estrutura quimica ndo tenha sido
completamente elucidada, os autores afirmaram tratar-se de composto fendlico.

Os resultados da avaliagdo de possiveis diferencas de atividade antioxidante dos
EMSs obtidos nos doze meses de coleta de prépolis na regido de Itapecerica encontram-se
ilustrados na Figura 3. Observam-se variagdes na magnitude dessa atividade apresentada

pelos extratos.
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Figura 3. Efeito redutor sobre o radical DPPH de extratos metanolicos secos de amostras de
propolis de Itapecerica (MG) ao longo de um ano (janeiro: EMS-Itjan, fevereiro:
EMS-Itfev, marco: EMS-Itmar, abril: EMS-Itabr, maio: EMS-Itmai, junho:
EMS-Itjun, julho: EMS-Itjul, agosto: EMS-Itago, setembro: EMS-Itset, outubro:
EMS-Itout, novembro: EMS-Itnov, dezembro: EMS-Itdez).

A analise de variancia das leituras de absorbancia (usando-se modelo estatistico que
continha o efeito fixo de més de coleta e o efeito aleatério do erro) revelou diferencas
significativas em nivel de 5%, quando os graus de liberdade referentes a essa fonte de

variacdo foram decompostos em contrastes e avaliados por meio do teste F. Por essa
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analise, constatou-se que EMS-Itmar e EMS-Itnov foram os mais eficientes quanto ao
efeito redutor sobre o radical DPPH, assemelhando-se, inclusive, a atividade do BHT em
nivel de 5%. J& os extratos menos eficientes foram EMS-Itjan, EMS-Itabr e EMS-Itdez,
semelhantes entre si e diferentes dos demais.

Confrontando-se tais resultados com os teores de fenois totais obtidos, constata-se
gue ndo ha relacdo direta entre o contetdo de fendis e o efeito redutor dos extratos. O EMS-
Itmai, detentor do maior conteddo de fenois (26,38%), embora tenha apresentado
consideravel atividade antioxidante foi diferente estatisticamente do grupo de maior efeito
ja mencionado (semelhante ao BHT).

Por outro lado, 0s meses cujos extratos apresentaram os menores teores de fendis
foram janeiro, julho e marco, com 15,5, 18,63 e 20,88%. Observa-se que embora 0 EMS-
Itjan também faca parte do grupo de menor atividade antioxidante, EMS-Itmar assemelha-
se ao BHT. Esses resultados confirmam a hipotese de auséncia de relacdo direta do teor de
fenois e da atividade antioxidante testada, sugerindo a possibilidade de existéncia de
compostos especificos de maior ou menor atividade que, dependendo da sua concentracdo
no extrato podem interferir significativamente, aumentando ou diminuindo os valores
obtidos quanto ao efeito redutor, ao utilizar-se o radical DPPH. Analise cromatograficas
futuras poderdo confirmar ou invalidar tais hipoteses.

Ressalte-se que neste estudo avaliou-se apenas a habilidade dos EMSs e do AcB na
reducdo de radicais livres. Todavia, ndo se deve deixar de considerar que, em funcdo da
diversidade de mecanismos ja comprovados de oxidagdo existente em sistemas biolégicos
(Halliwell e Gutteridge, 1993, Gordon, 1996), a utilizacdo de outros métodos quimicos
poderia facilitar e/ou complementar o entendimento dos mecanismos de acdo dos

constituintes da propolis.

Efeito antiviral dos EMSs e do AcB

Efeito citotdxico dos EMSs e do AcB

Os efeitos citotoxicos dos EMSs e do AcB foram avaliados de forma a se obter as

concentracfes maximas ndo-toxicas para as células VERO e MDBK. Os EMSs das
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amostras compostas dos doze meses de coleta, de cada apiario experimental, apresentaram
toxicidade para células VERO e MDBK equivalente a 20 ug/mL. Em células MDBK o
AcB foi mais toxico, apresentando concentracdo maxima nao-toxica de 15ug/mL (Tabela
7).

Tabela 7. Toxicidade dos extratos metandlicos secos (EMSs) e do acetato de bauerenila
para as células VERO e MDBK

Concentracdo méxima ndo-toxica (ug/mL)
Material testado

VERO MDBK
EMS-Itapecerica 20 20
EMS-Paula Candido 20 20
EMS-Virginopolis 20 20
Acetato de Bauerenila 20 15

Amoros et al. (1992a), ao avaliarem a atividade antiviral in vitro de amostras de
propolis produzidas nos arredores de Rennes (Franga), constataram que a concentracdo de
30 ug/mL de balsamo de prépolis foi a concentragdo méaxima que ndo causou efeito toxico
as células VERO. Essa concentragcdo, embora menos toxica, € muito proxima dos resultados
apresentados neste trabalho. Vale salientar que o balsamo utilizado pelos autores foi obtido
apos extracdo em etanol (80%), a temperatura ambiente, durante 18 horas com posterior
evaporacao do solvente. Os flavondides foram os principais constituintes presentes nas
amostras estudadas. Com o uso de extrator Soxhlet, conforme descrito para o preparo dos
extratos testados nesta pesquisa, a extracao efetuada € mais eficiente, havendo possibilidade
de obtencdo de alguns constituintes em maior concentragdo. Ainda, a origem do produto
deve ser considerada ao confrontarem-se tais resultados, sendo determinante quanto aos
constituintes quimicos presentes nas amostras. Os extratos metanolicos secos obtidos em
Itapecerica e em Paula Candido apresentaram teor de fendis de 20,5% e de 21,88%,
respectivamente, enquanto o teor obtido para o extrato metandélico seco de Virginopolis foi
apenas de 1,5%. Dados preliminares referentes a composicdo desses extratos, analisados

por CG-MS, confirmaram tais resultados e indicaram que os acidos fendlicos sdo os
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principais constituintes presentes no EMS-It e no EMS-PC, com poucos flavondides
presentes. Para o EMS-V, o perfil quimico é bastante diferenciado, constituindo-se
principalmente de triterpendides.

Ito et al. (2001) constataram que concentracGes de 0,2 a 100 pg/mL ou mais de
compostos isolados de propolis produzida na Regido Sul do Brasil promoveram efeito
citotoxico em células TH9. Dentre 0s compostos testados estavam presentes triterpendides,
além de compostos aromaticos. N&o se observou relacdo entre a classe do composto testado
e a concentracdo causadora de efeito citotdxico.

Dados publicados pela literatura especializada apresentam variac6es em relacdo ao
teor de flavondides presentes na prdpolis brasileira. Alguns autores, como Park et al. (1998)
e Koo et al. (1999), atribuiram ao conteddo dos flavonoides pinocembrina, crisina,
acacetina e galangina de amostras de propolis oriundas da Regido Sul do Brasil a maior
eficiéncia cariostatica por eles observada. Contudo, resultados obtidos por Woisky et al.
(1998) indicaram que o contetdo de flavonoides de amostras também originarias de
municipios localizados na Regido Sul do Brasil € considerado baixo (6,79 g/100g de
propolis bruta) e inferior ao conteldo observado em amostras de regides temperadas.
Também Bovehi & Coll (1994) e Bovehi et al. (1994), ao analisarem amostras oriundas da
China, Uruguai e Brasil, constataram que os menores valores encontrados para as analises

do teor de flavonoides correspondiam as amostras brasileiras.

Efeito no titulo viral

Os efeitos dos materiais testados em relacdo a multiplicacdo do virus PRV, usando-
se células VERO, e do virus BHV-1, usando-se células MDBK, encontram-se na Tabela 8.
Observou-se que 72 horas ap6s a infeccdo, a concentracdo de 20 pug/mL de EMS-V, de
EMS-PC e de AcB, diante do virus PRV, promoveu diminui¢cdo do titulo viral, quando
comparado com o controle. A magnitude dessa diminui¢éo foi variavel
(90%, 85,2% e 40,8%, respectivamente), sendo a melhor atividade apresentada pelo EMS-
V. Ja 0 EMS-It promoveu aumento da ordem de 46,35% no titulo do virus. A mesma
tendéncia ndo foi observada quando se testaram os extratos metanolicos secos (20 ug/mL) e

0 AcB (15 pg/mL) com o virus BHV-1, muito embora ambos pertencam a familia
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Herpesviridae, subfamilia Alfaherpesvirinae, sendo, segundo Murphy et al. (1999),
revestidos e constituidos de DNA com fita dupla linear. Os resultados revelaram que para o
virus BHV-1 os titulos foram 0s mesmos ou superiores aos observados para 0s respectivos
controles.

Tabela 8. Efeito dos extratos metandlicos secos e do acetato de bauerenila na multiplicacéo
dos virus PRV (com células VERO) e BHV-1 (com células MDBK)

Efeito sobre o titulo viral ®

Origem e concentracéo® dos extratos PRV BHV-1
(VERO) (MDBK)
EMS-Itapecerica (20 ug/mL) +46,35 *
EMS-Paula Candido (20 ug/mL) -85,20 +85,50
EMS-Virginopolis (20 png/mL) -90,00 +32,33
Acetato de bauerenila (20 e 15 pg/mL) -40,80 *

Concentracdo maxima néo-toxica de cada material testado, para cada tipo de célula; “Porcentagem de
inibicdo causada pelo material testado, em relacdo ao controle, determinada pela avaliagdo do efeito citopético
(ECP);+ representa aumento do titulo viral; - representa diminuigdo do titulo viral; * representa inalteracdo do
titulo viral.

Saliente-se que os testes foram realizados com células de diferentes linhagens para
os dois virus testados, podendo o tipo de célula ser uma importante fonte de variacao.
AvaliacGes morfoldgicas foram empregadas para a identificacdo de presenga ou auséncia de
efeito citopatico, ndo tendo sido efetuados testes que avaliassem o estado fisioldgico das
células utlizadas. Esses fatores, associados a formacdo de sinsicios mais evidentes
promovidos pelo virus PRV, podem ter contribuido para a obtencédo de tais resultados.

Constatou-se que, embora haja importante contribuicdo de triterpendides na
composicdo do EMS-V, acidos fendlicos estdo também presentes em pequenas
quantidades. Estas observacdes sugerem a existéncia de importante sinergismo entre esses
compostos quanto a atividade antiviral observada, ja que o AcB, um triterpendide
pentaciclico, apresentou menor atividade frente ao PRV. Por outro lado, apesar do EMS-PC
ter apresentado considerdvel atividade diante desse virus, o EMS-It ndo apresentou a
mesma tendéncia, apesar dos perfis quimicos semelhantes desses extratos, quanto as

principais classes de compostos presentes.
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Amoros et al. (1992b), ao efetuarem combinacdes entre flavondides presentes na
propolis francesa, constataram interacBes sinérgicas entre duas ou mais classes desses
contituintes contra o herpesvirus simplex tipo 1 (HSV-1). Os autores afirmaram que o
sinergismo observado por meio das combinagdes efetuadas pode explicar porque a propolis
é mais ativa do que seus componentes quando avaliados individualmente. Para Ahmad et
al. (1986) e Ayisi et al. (1985), citados por Amoros et al. (1992b), a teoria do efeito da
combinacdo de drogas sugere que apenas drogas com diferentes modos de acdo podem
exibir sinergismo e que tal sinergismo pode resultar de bloqueios seqlenciais ou de
inibicdes concorrentes ou complementares das drogas.

Ito et al. (2001), testando a atividade anti-HIV de compostos isolados de propolis
brasileira produzida no Municipio de Uruguaiana (em células TH9), constataram a presenca
de um tripterpendide com elevada atividade (quantidade inferior a 0,1 pug/mL de &cido
mordnico foi suficiente para inibir a replicacdo viral, considerando 50% de células
afetadas). Em funcdo da abundancia de Myrceugenia euosma (Myrtaceae) na regido, 0s
autores sugeriram que o produto teria se originado dessa espécie vegetal. No entanto, outros
triterpendides testados, além de outras classes de compostos isolados, ndo apresentaram

resultados satisfatdrios, observando-se pouca ou nenhuma agao.

Efeito virucida dos EMSs e do AcB

AvaliacGes do efeito direto dos extratos metandlicos secos e do acetato de
bauerenila sobre os virus PRV e BHV-1 encontram-se apresentados na Tabela 9.

As concentracbes dos materiais testados foram estipuladas por abrangerem
concentrag0es menores, iguais ou maiores do que as determinadas como concentragfes
méaximas ndo-toxicas de cada material testado, para cada célula. E importante salientar que
ao terem sido efetuadas diluicOes seriadas das concentragOes testadas, juntamente com 0s

virus apos a incubacéo, foi possivel eliminar o efeito toxico sobre as células.
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Tabela 9. Efeito dos extratos metandlicos secos (EMSs) e do acetato de bauerenila no titulo

viral, apés incubagdo prévia, com o uso de diferentes concentracdes®

Concentracdo do material Concentracdo do material

Material testado testado (ug/mL) com PRV testado (ug/mL) com BHV-1
(cél. VERO) (cél. MDBK)

20 80 150 20 80 150
EMS-Itapecerica +32,33 * * +46,52 -87,4 +43,52
EMS-Paula Candido -56,33  +46,35 +46,35 +21,03  -81,30 -40,83
EMS-Virginopolis -72,53 -72,53 +94,11 * -68,83 -78,17
Acetato de Bauerenila ~ +68,31  +95,32 -78,65 * +32,33 +32,33

Porcentagem de inibicfo causada pelo material testado, em relacéo ao controle, determinada pela avaliagdo
do efeito citopatico (ECP); + representa aumento do titulo viral; - representa diminuigdo do titulo viral; *
representa manutencdo do titulo viral.

Embora ndo tenha sido possivel observar efeitos proporcionais nos titulos virais
com o0 aumento das concentracOes testadas, para o virus PRV, constatou-se que, com as
maiores concentra¢Bes, houve decréscimos da ordem de até 72,53% e 78,65% dos titulos
virais, obtidos com o EMS-V e com o AcB, respectivamente. Ja com o virus BHV-1, os
maiores valores de diminuicdo do titulo viral foram apresentadas pelo EMS-It e EMS-V,
também com as maiores concentragdes.

Amoros et al. (1992a), utilizando células VERO, constatou evidéncias da atividade
“in vitro” da prépolis francesa contra poliovirus (PV) e herpesvirus humano (HSV),
enguanto o virus da estomatite vesicular (VSV) e adenovirus foram menos susceptiveis.

Uma andlise da literatura cientifica quanto as pesquisas que objetivaram avaliar a
atividade antiviral da préopolis revela acentuadas discrepancias quanto aos resultados
obtidos. Para Amoros et al. (1992b), muitas dessas divergéncias podem ser explicadas pela
grande variagdo de metodologias adotadas, além das diferentes linhagens de virus e de
células utilizadas. Ainda, protocolos diferentes adotados para uma mesma técnica, por
exemplo tempo de incubagdo do virus com as drogas testadas ou mesmo diversos indices
adotados para a interpretacdo dos resultados obtidos, dificultam o estabelecimento de
parametros comparativos. Em geral, adota-se como critério de interpretacdo considerar

aumentos ou diminui¢fes do titulo viral da ordem de até duas unidades logaritmicas na
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base 10 simplesmente como inexisténcia de atividade antiviral. Os autores citados, por
exemplo, chegam a estabelecer discussdes diferenciadas para a adocdo de diferentes
critérios dentro de um mesmo trabalho.

Nesta pesquisa, apresentaram-se apenas 0s resultados constatados em termos
percentuais, a0 compararem-se os titulos virais obtidos com os diferentes extratos testados
e com o AcB, em relacdo ao controle. Saliente-se, conforme ja descrito, que a avaliacdo do
efeito citopatico foi feita comparando-se a morfologia celular nos orificios controles com
aquelas observadas nas células que haviam sido tratadas com EMS ou AcB. Os orificios
eram observados em toda a sua extensdo, e o tratamento, que nao permitia a integridade da
morfologia e viabilidade celular, havendo perda da monocamada, granulacdo ou
vacuolizacdo do citoplasma, era considerado como portador de efeito citopatico. Por tratar-
se de avaliacdo qualitativa, ndo foi considerada prudente a adogdo de parametros
quantitativos (faixas de niveis percentuais) quanto ao efeito citopatico observado, conforme
sugerido por Kujumgiev et al. (1999) ao estudar a atividade antiviral de amostras de
propolis de diferentes paises e regides.

Como alternativa, técnicas colorimétricas podem também ser utilizadas para
deteccdo de células viaveis (Serkedjieva e lvancheva, 1999, Mosmann, 1983). Investigando
a atividade antiviral de algumas espécies do género Hipericum, Schmitt et al. (2001)
propuseram 0 uso de técnicas de biologia molecular para obtencdo de informacdes mais
detalhadas quanto a forma de atuacdo de diferentes compostos na replicacdo viral. Trata-se
de técnicas mais poderosas, que, embora mais dispendiosas e demoradas, produzem
resultados mais acurados.

Brito e Lagrota (1981), ao avaliarem o emprego de microtécnicas na triagem de
substancias antivirais (naturais e sintéticas), concluiram que alguns extratos de plantas
podem ndo apresentar atividade, embora contenham uma grande variedade de compostos.
Segundo as autoras, esses compostos podem estar presentes em baixas concentracdes,
impedindo que uma substancia ativa revele seu potencial antiviral.

Resultados de atividade antiviral “in vivo” com o uso de prépolis sdo praticamente
inexistentes. Objetivando avaliar a eficacia do uso de ungiento a base de prépolis em
humanos portadores de virus herpes simplex tipo 2 (HSV-2), Vynograd et al. (2000)

constataram melhores beneficios proporcionados pelo ungiiento, quanto a cicatrizagcdo das
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lesbes herpéticas com reducdo dos sintomas locais, quando comparado a droga aciclovir. A
propolis utilizada foi produzida no Canada e extraida com agua e posteriormente com
etanol. Embora ndo tenham sido efetuadas analises quimicas do produto utilizado, 0s
autores atribuiram os efeitos obtidos ao provavel conteudo de flavonoides presentes.

Os processos de extracdo diferenciados adotados para o preparo de extratos de
propolis, associados aos fatores fenoldgicos e de origem botanica e geogréafica do produto,

contribuem sobremaneira para a amplitude dos resultados publicados.
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CONCLUSOES

Amostras de prépolis com contetido semelhante de substancias fendlicas apresentam
atividades bioldgicas diferenciadas, sugerindo a presenca de certos compostos ativos em
concentracOes diferentes entre as amostras.

Amostras de préopolis de origem botanica e perfil quimico semelhantes podem
apresentar diferencas quanto a eficiéncia na inibicdo da multiplicacdo de S. aureus. Ainda,
bactérias de uma mesma espécie podem apresentar sensibilidades diferentes a um mesmo
extrato de propolis.

Embora amostras de propolis com teores mais elevados de substancias fendlicas
sejam mais eficientes na inibicdo de S. aureus, os resultados sugeriram possivel sinergismo
desses compostos com triterpenos.

A sazonalidade é um fator determinante na atividade bioldgica da propolis.

Os resultados mostraram-se promissores quanto a possibilidade de utilizacdo da
propolis que tem como principal fonte B. dracunculifolia, como agente antioxidante e
antibacteriano (em relacdo a S. aureus.

A associacgdo de elevado teor de triterpendides e de alguns compostos fendlicos em
amostras de prépolis pode lhes garantir atividade anti-BHV-1 e anti-PRV. Sugere-se, neste

sentido, a proposicdo de pesquisas futuras.
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CHAPTER 5

Pentacyclic Triterpenoid Bauer-7-en-3B-yl acetate Isolated from Brazilian Propolis

Erica Weinstein Teixeira? Dejair Message®, Giuseppina Negri®, and Antonio Salatino®

Abstract - The triterpenoid pentacyclic Bauer-7-en-33-yl acetate was isolated by the
first time from brazilian propolis and represented 7% of the dry mater of the sample
analysed. The structure of the compound was elucidated on the basis of spectroscopic

analysis (IV, RMN *H and *3C and mass spectrometry).
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INTRODUCTION

Propolis is a hive product, formed by a complex mixture of beeswax, plant exudates
collected by Apis mellifera and a suite of other substances (Bankova et al., 2000).
Biological activities, such as anticancer, antioxidant, anti-inflammatory and antibiotic
(towards bacteria, virus and fungi) have been reported for propolis and its constituents
(Banskota et al., 1998, 2001a,b; Burdock, 1998). Interest in its biological properties have
stimulated investigations about chemical composition of propolis. Many compounds have
been identified in propolis, among which phenolics predominate (Bankova et al., 2000;
Miridorikawa et al.,, 2001). Triterpenoids are ubiquitous non-steroidal secondary
metabolites of terrestrial and marine flora and fauna, occurring in the free form as well as in
the forms of ether, ester and glycoside. As the name implies, triterpenoids are isopentenoids
composed of thirty carbon atoms and may possess acyclic, mono, di, tri, tetra or pentacyclic
carbon skeletons. Isoprenoids, such as pentacyclic triterpenoids, have been obtained from
propolis in chloroform extracts (Negri et al., 2000, 2003b). Besides, some triterpenic
alcohols, such triterpenic alcohols of amyrin type and cycloartenol, have been found in
propolis from Brazil and Egypt (Bankova et al., 2000; Ito et al., 2001). Two new long-chain
alkanoic acid esters of lupeol were isolated together with amyrins, cycloartenol and lupeol
from Brazilian propolis produced with resin collected from alecrim plants (Furukawa et al.,
2002). The *“green propolis” have yielded predominantly prenylated chromane and
phenylpropanoid derivatives, but differently, other types of propolis have yielded different
classes of natural products, including triterpenoic alcools, because it is necessary to make a
continuing effort to characterize the different types of propolis. In this work, we are going
to report for the first time the isolating of the triterpenoid Bauer-7-en-33-yl acetate, which
was obtained in high amounts as the unique triterpenoid in one sample of propolis that do
not belong of the type of the propolis denominated the “Green propolis”. There has been
continued interest in the biological activity of triterpenoids and triterpenoid saponins
toward sweetness and anti-HIV, hypoglycaemic, hypotensive, hypocholesterolaemic,
antiartherosclerotic and antithrombotic activities (Connolly and Hill, 2001).
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MATERIALS AND METHODS

Propolis

Propolis samples produced by Apis mellifera (africanized) were collected in the dry
season (august/1999), in Paula Candido, Minas Gerais, Brazil. Seasonal Semideciduous
Mountain Forest fragments and its borders, with characteristic succession vegetation,

characterize the vegetation at the region.

Extraction

The samples were cut in small peaces (about 2-3mm) and the extract were made
with 5 g of sample, which were treated first with methanol and after with chloroform in a
Soxhlet extractor during 3 hours, with each solvent. The obtained extract was concentrated,
solubilized and filtered in methanol under heating. This compound was obtained as a white
crystal, that precipitated into the extract. A small amount (about 1g) of the residue retained
on filter paper was previously tested by TLC, dissolved in chloroform and incorporated in
silicagel (Merck 60- Fjs4). Different triterpenoids were used as reference compounds
(ursolic acid and lupeol). A mixture of CHCI3:Et,O:AcEt (30:40:40) was used as eluent.
TLC is practically always carried out on layers of silica gel. The revelation was made using
the most popular TLC employed for triterpenoids, the Carr-price reagent (Harborne, 1984),
i.e, 20% antimony chloride in chloroform. A range of colours were produced, on heating
sprayed plates for 10 minutes at 100° C. The recrystalization was made using

chloroform:methanol (5:2).

Dry residue free of volatile substances

The method adopted was that described by Woisky and Salatino (1998): 5 g of
powdered samples were heated in an oven at 105°C for 5 h, cooled to room temperature and

placed in a desiccator until constant weight.
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Apparatus

IR spectra were obtained with a RX IFT-IR Perkin-Elmer spectrophotometer, in KBr
tablet. EIMS spectra were obtained with a Hewlett Packard 5989B spectrometer, interface
with a Hewlett Packard gas chromatograph 5890 Series Il Plus operating in split mode and
using a direct inlet system at a ionization voltage of 70 eV. *H NMR (CDCl; — 500 MHz)
and **C NMR (CDCls, 500 MHz) spectra were obtained with a Bruker Avance DPX-500.

GC/MS analyses

1 uL of chloroformic solutions was injected into the gas chromatograph. An HP-5
fused silica capillary column (30 m x 0.25 mm), mass selective detector, He as a carrier gas
at 32 cm min™ and split ratio 1:10 were used. Oven temperatures ranged from 100 to 350°
C at 10° C min™, ending with an isothermal period of 15 minutes. Injector and detector

temperature was 300° C.
Spectral data of isolated compound

3-B-OAc-BAUERENYL ACETATE or Bauer-7-en-33-yl acetate: White crystal. Melting
point - 260-5° C. IR (KBr) vmax. 2948.96, 2850.1, 1732.79 (C=0, acetate) and 1249.6 (C-
0) cm™. EIMS m/z (rel.int.%) 468 (5%) (M*, C30,Hs,"), 453 (4%) (M* - CHs), 289
(92%, C100,H2g"), 229 (100%, Ci7Hos") (Shiojima et al., 1992). *H NMR (CDCls 500
MHz) ppm: & 5.387 (1H,d, J = 2.1 Hz, H-7), 4.516 (1H, dd, J = 2.1 and 2.1 Hz, H-3), 2.055
(3H, s, (CH3)32 linked to C=0 group). *C NMR (CDCls, 500 MHz) ppm: & 171,03 (C=0),
145.45 (C - 8), 116.24 (C - 7), 81.15 (C -3), 36.51 (C — 1), 24.19 (C -2), 37.68 (C — 4),
50.55 (C — 5), 23.96 (C — 6), 48.13 (C - 9), 34.86 (C - 10), 16.81 (C — 11), 32.36 (C -12),
37.72 (C - 13), 41.25 (C - 14), 28.87 (C — 15), 31.51 (C - 16), 32.04 (C — 17), 54.89 (C —
18), 35.18 (C - 19), 38.01 (C - 20), 29.19 (C - 21), 37.75 (C - 22), 27.50 (C - 23), 15.87
(C - 24), 13.03 (C - 25), 23.66 (C — 26), 22.66 (C — 27), 31.93 (C — 28), 25.64 (C — 29),
22.54 (C - 30), 22.48 (C - 32).
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RESULTS AND DISCUSSION

The Bauer-7-en-3p-yl acetate (Figure 1) was isolated as a white crystal. The
molecular formula is C3,0,Hs; and the IR spectrum showed the presence of a carboxylic
acid group in 1732.79 cm™. In the *H NMR spectrum, double bond was indicated by signal
at 6 5.40 ppm (1H,d, J = 2.1 Hz, H-7), the presence of a proton in carbon 3 linked to acetate
group at 6 4.51 (1H, dd, J = 2.1 and 2.1 Hz, H-3) and the presence of acetate group was
indicated by signal at 2.05 & (3H, s, (CH3)32 linked to C=0 group). In the *C NMR
spectrum, the principal chemical shifts are the signal at 6 171.03 (C=0), indicating the
presence of carbonyl group, the signals at & 145.45 (C - 8) and at & 116.24 (C - 7),
indicating the double bond among carbons seven and eight and the signal at 6 81.15 (C -3)
indicating that the acetate group is linked to position 3 of bauerane skeleton. The data are
according to Mahato and Kundu, 1994. The sample of propolis, in which this compound
was isolated, is different of the “green propolis” and in this sample, the derivates of
cinnamic and benzoic acids were not found. In this way, it is necessary to make a

continuing effort to characterize the different types of propolis.

CH,COO

Figure 1 - 3-B-OAc-BAUERENYL ACETATE
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CONCLUSOES GERAIS

Propolis com caracteristicas organolépticas diferentes das valorizadas pelo mercado
podem apresentar atividades bioldgicas importantes, as quais devem ser averiguadas a fim
de se evitar o desmerecimento de consideravel parcela da produc¢do nacional.

AvaliacGes das atividades bioldgicas da propolis devem estar atreladas a estudos da
origem boténica e perfil quimico do produto. Desta forma, as informagfes geradas
subsidiardo a indicacdo de acgdes farmacologicas especificas, passiveis de serem
reproduzidas.

A técnica de inclusdo de propolis em metacrilato permite seguranca no diagndstico
da origem botanica em virtude da nitidez e detalhamento das caracteristicas anatdbmicas
observadas nos fragmentos de tecidos vegetais e estruturas secretoras internas e externas

presentes, as quais se constituem em importantes indicadores de taxon.
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