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RESUMO

PROPOLIS E GEOPROPOLIS VERDE DO SEMIARIDO DO BRASIL:
CARACTERIZACAO QUIMICA, ORIGEM BOTANICA E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE

FERREIRA, Joselena Mendonca. Propolis e geopropolis verde do semiarido do Brasil:
caracteriza¢io quimica, origem botanica e atividade antioxidante. 2019. 114 f. Tese
(Doutorado em Ciéncia Animal) — Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia Animal,
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossoré — RN, Brasil, 2019.

Na regido Nordeste do Brasil, estudos que objetivam identificar os compostos
presentes nas propolis tem se expandido nos ultimos anos. No entanto, até o presente
momento, o conhecimento sobre propolis e geopropolis da regido de semiarido do Nordeste
brasileiro é escasso. Para suprir essa necessidade, objetivou-se fazer uma investigagdo a
respeito de um tipo de propolis e de geoprdpolis, ambos de coloragdo verde, produzidos nessa
regido. Foram coletadas amostras de propolis e de geopropolis no estado do Rio Grande do
Norte, Brasil. Também foram coletados foliolos jovens ¢ maduros de jurema-preta (Mimosa
tenuiflora), principal suspeita de ser a fonte botdnica dessas amostras. As amostras de
prépolis, geopropolis e foliolos foram submetidas a extracdo etandlica em Soxhlet por 6
horas. Extratos das amostras de propolis e geopropolis foram utilizados para avaliagdo de
parametros basicos para comercializagdo de propolis no Brasil. Posteriormente, os extratos de
propolis, geoprdpolis e foliolos seguiram para anéalise em HPLC-DAD-MS/MS, onde foram
quantificados e identificados os seus respectivos compostos fendlicos. Por fim, as amostras
passaram por dois testes para identificacdo da origem botanica: 1) Comparag¢do de compostos
quimicos presentes nos extratos dos foliolos de M. tenuiflora, propolis e geopropolis. 2)
Comparagdo microscopica dos tecidos vegetais de M. fenuiflora com os encontrados nas
amostras de prdopolis e geopropolis. Na avaliagdo dos parametros béasicos para
comercializagdo, as amostras de propolis e geoprdpolis obtiveram valores aceitaveis conforme
a legislacdo vigente, apresentando alta atividade antioxidante. Estas possuiam niveis de
flavonoides totais acima do comum para propolis brasileiras (117 e 98,5 g/kg™!, propolis e
geopropolis, respectivamente). Foram encontrados 18 compostos fendlicos nos extratos
etandlicos de foliolos de M. tenuiflora e da propolis, na sua maioria flavonois e chalconas.
Desses, dez foram encontrados no extrato de geoprdpolis verde, além de outros 6 compostos

distintos. Na andlise microscdpica foram encontrados foliolos de M. tenuiflora, tanto na



propolis como na geoprdpolis. Também foi possivel descrever algumas estruturas epidérmicas
da planta e avaliar suas caracteristicas particulares. Conclui-se que prépolis e geoprdpolis
verdes do semiarido nordestino do Brasil possuem qualidade para comercializa¢do, estando
seus parametros dentro do indicado pela legislago, e que M. tenuiflora é a fonte botanica da
propolis e geopropolis verdes. Esse trabalho servird como base para pesquisas futuras que
visem a otimizacdo da apicultura no semidrido brasileiro e preservagdo de espécies endémicas

importantes como M. tenuiflora.

Palavras-chave: Resina das abelhas. Mimosa tenuiflora. Compostos fenolicos. Apicultura do

Semidrido. Caatinga.



ABSTRACT

GREEN PROPOLIS AND GEOPROPOLIS OF BRAZILIAN SEMIARID BIOME:
CHEMICAL CHARACTERIZATION, BOTANICAL ORIGIN AND ANTIOXIDANT
ACTIVITY

FERREIRA, Joselena Mendonga. Green propolis and geopropolis of Brazilian semiarid
biome: chemical characterization, botanical origin and antioxidant activity. 2019. 114 f.
Thesis (PhD in Animal Science) — Post-graduation Program in Animal Science, Federal Rural
Semi-Arid University (UFERSA), Mossoré - RN, Brazil, 2019.

Studies to identify compounds in propolis have been expanded in recent years in
northeast Brazil. However, up to now knowledge about the description of propolis and
geopropolis in the Brazilian semi-arid is scarce. The aim of this study was to investigate a
type of propolis and a geopropolis, both in green color, produced in this region. Samples of
propolis and geopropolis were collected in the state of Rio Grande do Norte, Brazil. Young
and ripe shoot of jurema-preta (Mimosa tenuiflora) were also collected, as suspected to be the
main botanical source of these samples. Propolis, geopropolis and shoot samples were
submitted to ethanolic extraction in Soxhlet for 6 hours. Extracts of propolis and geopropolis
samples were used to evaluate basic parameters for commercialization. In sequence, the
extracts were analyzed in HPLC-DAD-MS/MS, for identification and quantification of their
respective phenolic compounds. Finally, the samples underwent two tests to identify the
botanical origin: 1) Comparison of chemical compounds in M. tenuiflora shoot, propolis and
geopropolis extracts. 2) Microscopic comparison of M. tenuiflora plant tissues with those
found in propolis and geopropolis samples. According to current legislation, propolis and
geopropolis samples obtained acceptable evaluation for commercialization, presenting high
antioxidant activity. The analysis showed above-normal total flavonoid levels for Brazilian
propolis (117 and 98.5 g/kg, for propolis and geopropolis respectively). Eighteen phenolic
compounds were found in the ethanolic extracts of M. tenuiflora shoot and propolis, mostly
flavonols and chalcones. Ten of 18 were found in green geopropolis extract, plus 6 different
compounds. In microscopic analysis several shoot of M. tenuiflora were found, both in
propolis and in geopropolis. It was also possible to describe some epidermal structures of the
plant and to evaluate some of its characteristics. This study concluded that green propolis and

geopropolis of Caatinga semiarid biome are qualified for commercialization, with analytical



parameters according to indicated legislation, and M. tenuiflora is the botanical source of
green propolis and geopropolis of this semiarid biome. This study will guide future researches
aiming to optimize beekeeping in Caatinga Brazilian semiarid and protect important endemic

plant species as M. tenuiflora.

Keywords: Resins of bees. Mimosa tenuiflora. Phenolic compounds. Semiarid beekeeping.

Caatinga.



Capitulo IT
Figura 1

Capitulo 111
Figura 1

Capitulo IV
Figura 1

Figura 2

LISTA DE FIGURAS

Cromatogramas de HPLC de extratos etanolicos de apices da parte
acrea de "jurema-preta" [ Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir., Leguminosae,
Mimosoideae] e amostras de propolis de duas localidades do Rio Grande
do Norte (nordeste do Brasil)..........ccccoeviieiiiiiiiiiiieeeeee, 68

Cromatograma de HPLC de extratos etanolicos de geopropolis de
Scaptotrigona aff. depillis (Meliponini) do meliponario da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (estado do Rio Grande do Norte, nordeste
do Brasil), caracterizada por HPLC-DAD. Digitos dos cromatogramas
correspondem aos nimeros vistos na Tabela 2, utilizado para indicar
compostos caracterizados por HPLC-DAD-MS/MS. ........ccccovininnenn. 83

A e B. Vista frontal de folhas de Mimosa tenuiflora (jurema-preta). A.
Aspecto geral do foliolo de M. tenuiflora. B. Detalhe de tricomas
unicelulares tectores (setas) e estdmatos paraciticos (circulo). Notar
ainda tricoma glandular do tipo captado (Tg). C. Corte transversal do
foliolo de M. tenuiflora. Notar epiderme contendo compostos fenolicos
(Ed e Eb) e os tricomas tectores (Tt). Técnica: Inclusdo em parafina.
Coloragdo: Safranina e azul de Alcian (A, B e C) e teste com cloreto
férrico (C). Estomatos paraciticos (Circulos); Tricoma glandular captado
(Tg); Tricoma tector (Tt); Epiderme adaxial (Ed); Epiderme abaxial
(Eb); Parénquima palicddico (Pp); Parénquima lacunoso (PIl); Feixe
VaSCUIAr (FV)..viiiiiiiiiiice e, 95

Foliolos de Mimosa tenuiflora (jurema-preta) encontrados em amostras
dissociadas de propolis e geopropolis verde do semiarido, nos
municipios de Mossord, Lajes e Alto do Rodrigues, RN, Brasil. A e B.
Aspecto do foliolo de M. tenuiflora evidenciando o corte basal realizado
pelas mandibulas das abelhas, bem como seus tricomas tectores e
glandulares. C. Detalhe da disposi¢do dos tricomas unicelulares tectores
(setas) na epiderme de M. tenuiflora. D e E. Detalhe dos estdomatos
paraciticos (circulos) da epiderme, tricomas glandulares captados (Tg) e
tricomas unicelulares tectores (setas), idénticos ao da folha de M.
tenuiflora. Técnica: Dissociacdo epidérmica. Estdomatos paraciticos
(circulos); Tricoma glandular captado (Tg); Tricoma tector
(7S] 1) TSR Lo



Capitulo 1
Tabela 1

Capitulo IT
Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Capitulo 111
Tabela 1

Tabela 2

LISTA DE TABELAS

Atividades de propolis contra diferentes tipos de organismos patogé€nicos
e virus humanos e animais. Registro de trabalhos publicados nos tltimos
2T AINOS .ttt ettt e et et ae e aeaneieenne. 20

Pardmetros quimicos (g kg™!) de amostras de propolis verde de duas
localidades do estado do Rio Grande do Norte (Nordeste do Brasil) e
respectivos limites do RTIQP (Regulamento Técnico para fixacdo e
Identificagdo e Qualidade de Propolis) ........cccceeevvieviieniieciieiieeieeieees 66

Atividade antioxidante (EC50, pg mIL.—1) de amostras de prépolis verde
provenientes de municipios do estado do Rio Grande do Norte e de
quercetina, avaliados por dois métodos (DPPH e -caroteno) ............. 67

Distribui¢do de substancias fendlicas em 4apices de 'jurema-preta' e
amostras de propolis de Afonso Bezerra (Af. Bez.) e Alto do Rodrigues
(Alt. Rodr.), dois municipios do estado do Rio Grande do Norte (Nordeste
do Brasil), caracterizados por andlise HPLC-DAD-ESI-MS/MS ou
comparagdo com PaAdrA0 ........cevviiriiniiieiiieieeieeee e 09

Parametros quimicos (g kg ~!) e atividade de eliminacéo do radical DPPH
(ug mL ~ ') de uma amostra de geopropolis de Scaptotrigona aff. depillis
de Mossord (estado do Rio Grande do Norte, nordeste do Brasil),
comparado com valores médios de propolis de jurema-preta e valores-
limite do Regulamento Técnico para fixagdo de Identidade e Qualidade de
Propolis (RTIQP) .eooeiiiiieiieee et 81

Distribui¢do dos constituintes dos extratos etanolicos da geoprdpolis de
Scaptotrigona aff. depillis (Meliponini) do meliponario da Universidade
Federal Rural do Semiarido (estado do Rio Grande do Norte, nordeste do
Brasil), caracterizada pela andlise HPLC-DAD-ESI-MS/MS. Dados
também sdo fornecidos sobre a presenga/auséncia dos constituintes na
propolis de Apis mellifera da mesma érea, derivada de 4pices de jurema-
preta (Mimosa tenuiflora, Leguminosae), segundo dados ja publicados.



CAPE
CAPES
CLAE
DAD
DPPH
Dr
ECso

ELC
FAAso

FAPESP
MS

RN

rpm
RTIQP
UERN
UFERSA
USP

uv

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Ester fenil-etilico do 4cido cafeico

Coordenacdo de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Sistema de detec¢do que utiliza arranjos de diodos

2,2-difenil-1-picrilhidrazil

Doutor

Do inglés: median Effective Concentration. Refere-se a quantidade antioxidante
necessaria para decrescer a concentragao inicial de DPPH em 50%

Extrato livre de cera

Fixador contendo formaldeido, acido acético glacial e alcool etilico 50% nas
proporgdes 5:5:90

Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo

Espectrometro de massa

Rio Grande do Norte

Rotagdo por minuto

Regulamento Técnico para fixacdo de Identidade e Qualidade de Propolis
Universidade do Estado do Rio Grande do Norte

Universidade Federal Rural do Semi-Arido

Universidade de Sao Paulo

Espectro ultravioleta



SUMARIO

INTRODUGAQ........cieeereeeerssesesssssssssessssssessesessssssssssssssssesssssssssasssssssssssessssssssessessssssens 17
OBJIETIVOS..c..ooeveeresressessessessessssssssssssssssssessessessessessessssassessessessessessessessessssssssssssssssessesss 20
OBJETIVO GERAL ..o 20
OBJETIVOS ESPECIFICOS ... 20
REFERENCIAS ......cortieneressessncssessessessesssssssssssssssssssssssessassssssssessasssssssssassassasssessassassas 21
CAPITULO I —- REFERENCIAL TEORICO.......cucooiueerereeressersessessessessesssssssssssessessense 25
ESTUDOS COM PROPOLIS .......oooiioieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 25
Propolis de abelhas Apis MeIlIfera.............ccoovvevviieciieeoiiiiiieiiecieeie e 27
Geopropolis de abelhas sem ferr@o.........coevieviiiiiiiiiiini e 29
Propolis € geoprdpolis do Brasil..........coieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiceccceceeee e 31
COMPOSICAO QUIMICA DA PROPOLIS E GEOPROPOLIS, SEPARACAO E
IDENTIFICACAO DE SEUS COMPOSTOS .....ooioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 34
ORIGEM BOTANICA DA PROPOLIS E GEOPROPOLIS .........coovvovioeeeeeeeeeeeee 38
Tipos de estudos realizados na identificacio da origem botanica ..........cceceevueevervucnnnee 39
CaracterizagAo UIMECA .............ccoeeviiiiiiiiiieiiiee ettt e e ebee e b eeesebeeenaneeen 40
Avaliacio de estruturas anatomiCAS .................cccoeoiiiiiiiiiiiiec e 42
REFERENCIAS ....oucoveerisssssessecssessesssesssessessssssessasssssssessassssssssssassssssssssasssessasssssssessasses 43

CAPITULO I1 -NOVO TIPO DE PROPOLIS DO NORDESTE DO BRASIL:
COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E ORIGEM
BOTANICA c.eeeeeeeeeeeeeeeevesessssssssssesassasessssssssasssssssssssasasasssssssssasesssssssssasssssssssasesssssssass 59

CAPITULO III - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA GEOPROPOLIS DO
NORDESTE DO BRASIL: CARACTERIZACAO QUIMICA E PROVAVEL
ORIGEM BOTANICA ..eeeeeeeeeeeeeeeevesessssssssssssesssasssesssssssssssssssssssassssssssassssassssesssssassssssns 75

CAPITULO IV — JUREMA-PRETA (Mimosa tenuiflora) COMO FONTE DE
RESINA DE PROPOLIS E GEOPROPOLIS DO SEMIARIDO BRASILEIRO....... 90

APENDICE A — Artigo Primeiro: New propolis type from north-east Brazil: chemical
composition, antioxidant activity and botanical origin ...........cueecveisercseniecireensnne 100

APENDICE B - Artigo Segundo: Antioxidant Activity of a Geopropolis from
Northeast Brazil: Chemical Characterization and Likely Botanical Origin........ 109



17

INTRODUCAO

Propolis € o termo denominado a uma mistura de resina vegetal e cera, produzida
pelas abelhas. A extragdo da resina ocorre a partir da coleta de partes diversas das plantas
(brotos, botdes florais, cascas e exsudados resinosos), acrescida de cera da propria abelha e de
secre¢Oes produzidas nas suas glandulas salivares. Depois de pronta para uso, as abelhas
empregam esse material para fechar frestas na colmeia, fazer a assepsia das células do favo e
embalsamar insetos invasores que ocasionalmente invadem seus ninhos (GHISALBERTI,

1979).

A composicdo quimica da propolis depende da vegetagdo da regido onde € produzida,
podendo variar também nas diferentes épocas do ano numa mesma regido (BANKOVA;
CASTRO; MARCUCCI, 2000; SFORCIN et al., 2000). Além disso, outros fatores como a
técnica de coleta, extracdo e metodologia de condugdo de ensaios, também podem ter
influéncia sobre o maior ou menor grau de compostos fenolicos extraidos e atividade
bioldgica (COTTICA et al., 2011; MACHADO, et al., 2016; PAPOTTI et al., 2010;
TRUSHEVA; TRUNKOVA; BANKOVA, 2007).

Nas ultimas décadas, pesquisadores de todo o mundo tém despertado o interesse por
este produto apicola e verificado que ele possui muitas propriedades, principalmente em
relacdo as atividades bioldgicas contra agentes patogénicos humanos e, mais recentemente, no
combate a células cancerigenas (FREIRES et al., 2016; MONZOTE-FIDALGO et al., 2011;
MORA et al., 2019; PATEL et al., 2016; SHIMIZU et al., 2011).

Devido a abundancia da flora nacional, ao longo dos anos, a propolis brasileira tornou-
se uma fonte rica de informacgdes, pela diversidade de compostos bioativos existentes em sua
composi¢do. As pesquisas com a propolis do Brasil geraram variadas informagdes que
culminaram com o crescimento desta area produtiva na apicultura nacional (BASTOS et al.,
2008; MENDONCA et al., 2015; NEVES et al., 2016; SFORCIN; BANKOVA, 2011;
TEIXEIRA et al., 2010).

Os estudos relacionados a propolis, produzida por abelhas africanizadas (A4pis
mellifera L.) no Brasil, se iniciaram na década de 1980 (MOREIRA, 1986; SZEWCZAK;

GODOY, 1984). Mais recentemente, também foram publicados trabalhos concernentes a
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propolis de abelhas nativas (abelhas sem ferrdo, Apidae: Meliponini) (CARDOZO et al.,
2015; COELHO et al., 2018; SOUZA et al., 2013).

Quando acrescida de algum percentual de terra (barro), a propolis das abelhas nativas
¢ conhecida como “geoprdpolis”. A maioria das abelhas nativas produz propolis misturada a
particulas de solo, sendo, portanto, “geoprépolis” um termo comum dado a resina produzida
por elas (ARAUJO et al., 2010; CARDOZO et al., 2015; DUTRA et al., 2008; MACIEL et
al., 2015; SILVA et al., 2016). Os trabalhos com ambas, propolis de abelhas africanizadas e
geopropolis de abelhas nativas do Brasil, t€ém trazido uma contribui¢éo significativa, pois, a
partir da avaliacdo de seus extratos, tem sido possivel obter resultados positivos quanto as

suas atividades bioldgicas e potencial terapéutico.

Diante da diversidade da flora nacional, até o presente momento j4 foi encontrada uma
variedade consideravel de tipos de propolis e geopropolis brasileiras (CAMPOS et al., 2015;
COELHO et al., 2018; DAUGSCH et al., 2008; PARK; ALENCAR; AGUIAR, 2002).
Levando-se em consideragdo caracteristicas fisico-quimicas a aparéncia e coloragdo dos
extratos e propriedades biologicas de amostras de propolis coletadas em diferentes regides
brasileiras, Park, Alencar e Aguiar (2002) classificaram as propolis em doze tipos, sendo
cinco tipos de propolis na regido sul (grupo 1, 2, 3, 4 e 5), seis grupos na regido nordeste
(grupo 6, 7, 8, 9, 10 e 11) e um grupo na regido sudeste (grupo 12). Mais recentemente,
especificamente na regido nordeste do Brasil, foi encontrado o 13° tipo, a propolis vermelha,

nos estados de Alagoas, Bahia e Pernambuco (DAUGSCH et al., 2008).

Os dois que se destacaram em termos produtivos, foram os conhecidos popularmente
como propolis verde (de alecrim-do-campo) e propolis vermelha de mangue. Estas prépolis
sdo produzidas em regides distintas do pais, possuindo também origens botanicas distintas. A
propolis verde provem de apices vegetativos da Baccharis dracunculifolia (BANKOVA;
CASTRO; MARCUCCI, 2000; OLIVEIRA; BASTOS, 1998; TEIXEIRA et al., 2005), ¢ a
prépolis vermelha é obtida a partir de exsudados resinosos da Dalbergia ecastophyllum

(DAUGSCH et al., 2008).

Entretanto, os estudos sobre estes e outros tipos de propolis ja conhecidos, em um pais
continental como o Brasil, ndo param por ai. Além das propolis verde e vermelha, outros tipos
de propolis brasileiras ja foram avaliados em alguns aspectos — composi¢do quimica e

atividades biologicas (COSTA et al., 2013; ALBUQUERQUE et al., 2007; FERNANDES
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JUNIOR et al., 2006; FERREIRA et al., 2017). Esses estudos objetivaram contribuir com a
obten¢do de um panorama mais amplo sobre o potencial da prépolis e suas caracteristicas de

interesse farmacologico no territorio nacional.

Mais precisamente na regido Nordeste, alguns trabalhos foram realizados na tentativa
de explorar mais os tipos de propolis produzidas nessa area geografica do pais. Em estados
como Ceara, Bahia, Alagoas e Piaui as propolis produzidas ja se tornaram conhecidas, gracas
as descrigdes quanto as suas caracteristicas fisico-quimicas, caracterizacdo quimica e
atividades biolégicas (ALENCAR et al., 2007; CABRAL et al., 2009; CASTRO et al., 2007;
ALBUQUERQUE et al., 2007, FERREIRA et al., 2017; OLDONI et al., 2011; RIGHI;
NEGRI; SALATINO, 2013; SILVA et al., 2008). Ainda que esses estudos preliminares
tenham elucidado alguns aspectos, antes obscuros, relacionados a propolis nordestina, faz-se
necessario continuagdo destas pesquisas, tanto para aprofundar o conhecimento ja existente,

quanto para avaliar outros novos tipos ainda ndo estudados.

Embora na regido nordeste a propolis vermelha tenha se tornado destaque nos ultimos
anos, sua produgdo ¢ registra apenas a zonas litordneas, em ecossistemas de manguezal.
Pouco se sabe a respeito dos tipos de propolis e geopropolis produzidas em areas de caatinga

e nada foi publicado a respeito de suas fontes botanicas.

A regido do semiarido, onde se encontra o bioma caatinga, esta localizada em uma
area denominada poligono das secas. Essa regido tem sofrido com a seca e, durante séculos,
foi classificada entre as piores do pais em percentuais de pobreza (CROCITTI; VALLANCE,
2011). Portanto, estudos que tratam a respeito de estratégias produtivas para essa regido sio
considerados urgentes, para dar melhores condi¢des e alternativas, principalmente ao pequeno
produtor rural. Esses resultados serdo valiosos tanto do ponto de vista socioecondmico,
quanto ecologico, buscando também incentivar a valorizagdo e preservagdo da flora presente

na caatinga (SILVA; PAZ, 2012).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL
Avaliar a propolis e a geopropolis verde do semidrido do Brasil quanto a

caracterizacdo quimica, origem botanica e atividade bioldgica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Descrever o perfil quimico da propolis verde e da geoprdpolis do semiarido potiguar,
produzidas por Apis mellifera e Scaptotrigona aff. depillis;

v Avaliar sua atividade antioxidante;

v’ Investigar a origem botanica da propolis verde e da geopropolis através métodos

quimicos e morfologicos.
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CAPITULO I - REFERENCIAL TEORICO

ESTUDOS COM PROPOLIS

O estudo da préopolis tem se expandido nas ultimas décadas a partir de diferentes
vertentes: caracterizagdo quimica padrido e efeitos biologicos (MEYER; ULRICH, 1956;
MIRANDA et al., 2019; TOMAS-BARBERAN et al., 1993; VELIKOVA et al., 2000a;
WILSON et al., 2015), isolamento de determinadas substancias quimicas de interesse
terapéutico (HERRERA-LOPEZ et al., 2019; LI et al., 2010; TAZAWA et al., 2016; VEIGA
et al., 2017), investigacdo de suas fontes vegetais (BANKOVA et al, 1999, 2016;
DAUGSCH et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2005); estudo do comportamento de coleta por
abelhas (SANTOS, 1996; TEIXEIRA et al., 2005) e manejo para otimizagdo da sua produgdo
(INOUE et al., 2007).

Em se tratando de pesquisas biomédicas, a prépolis tem sido estudada atualmente nas
mais variadas 4areas, com estudos que testam principalmente os seus efeitos contra
microrganismos patogénicos. Dentro desse espectro, tem-se uma vasta gama de trabalhos que
ja comprovaram a sua atividade na acgéo antimicrobiana (Tabela 1). Um fator importante, que
deve ser levado em consideracdo, ¢ que estes estudos se utilizaram de mais de uma técnica de
ensaios (in vitro e/ou in vivo), o que leva a uma valida¢do ainda mais confiavel da sua
atividade antimicrobiana.

Esses trabalhos tém sido realizados a partir de extratos obtidos de propolis de
diferentes localidades, algumas vezes com a verificagdo de variacdes sazonais nesta resina.
Verificaram também que ha diferenca quantitativa e qualitativa dos diferentes componentes
da propolis em diferentes localidades e épocas do ano (CASTRO et al., 2007; NUNES et al.,
2009; TEIXEIRA et al., 2010; TEMIZ et al., 2011; VALENCIA et al., 2012)..

Uma outra area que vem se expandido nas pesquisas com extratos de prépolis é
aquelas que visam testar seus efeitos em varias linhagens de células cancerigenas (AWALE et
al., 2008; BUFALO; CANDEIAS; SFORCIN, 2009; FRION-HERRERA et al., 2015;
FROZZA et al., 2017; MOUSE et al., 2012; NANI et al., 2018; OLDONI et al., 2011;
FROZZA et al., 2013; SZLISZKA et al., 2011). Outros trabalhos t€ém verificado a sua
atividade antioxidante (HATANO et al., 2012; MASEK et al., 2018; MAVRI et al., 2012;
NASCIMENTO et al., 2018; RIGHI et al., 2011; TEIXEIRA et al., 2010) e esses resultados

tém obtido sucesso na comprovagdo do potencial da propolis na captura de radicais livres.
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Outros estudos com propolis em areas diversas, embora menos abrangentes, também
foram realizados recentemente, como: o uso em vacinas (EL ASHRY; AHMAD, 2012), agédo
hepatoprotetora (BANSKOTA et al., 2001), atividade cardioprotetora (DALEPRANE;
ABDALLA, 2013), imunossupressora (AL-HARIRI, 2019; YONAR; MISE YONAR;
SILICI, 2011) cicatrizante de dermatofitoses (CAM et al., 2009) e de ulcera gastrica aguda
(BARROS et al., 2008); anti-inflamatoria e redutora de peso (MIRANDA et al., 2019).

Propolis de abelhas Apis mellifera

As abelhas Apis mellifera sdo insetos sociais que localizam fontes vegetais aonde quer
que estejam para producdo de propolis e ndo se limitam a uma regido especifica. Prova disso
sdo os estudos realizados com propolis desta espécie em varias partes do mundo (Taiwan:
CHEN et al. 2004; Turquia: ARSLAN et al., 2012 Frangca: AMOROS et al. 1992; Croécia:
BARBARIC et al. 2011; Egito: EL-BASSUONY 2009; EUA: WILSON et al., 2015; México:
LI et al. 2010; Brasil: RIGHI; NEGRI; SALATINO, 2013; Bolivia: NINA et al. 2016).

A propolis tem sua importancia nas colonias de abelhas por ser um recurso
multifuncional, sendo este um material que pode servir tanto na prote¢do, quanto no
isolamento e reparo das colonias. Assim, ela pode permitir tanto a assepsia da coldnia, agindo
contra microrganismos no seu interior, como também funcionar como uma espécie de “cola”
para a colmeia, podendo fixar suas partes moveis e fechar frestas (GHISALBERTI, 1979).

Varios tipos de propolis produzidos por A. mellifera ja foram descobertos e estudados.
No entanto, o conjunto de estratégias que as abelhas utilizam para desfrutarem o potencial das
plantas propoliniferas (plantas que fornecem material as abelhas para producdo de prépolis)
de uma dada regido, até o presente momento foi pouco desvendado (MEYER; ULRICH,
1956; OLIVEIRA; BASTOS, 1998; SANTOS, 1996; TEIXEIRA et al., 2005).

Algumas observacdes comportamentais na coleta de prépolis dependentes de fatores
climaticos ja foram descritas, como, por exemplo, o fato de que as abelhas A. mellifera
possuem preferéncia para coleta desse material em horarios mais quentes do dia (MEYER;
ULRICH, 1956; SANTOS, 1996). Na Europa, Crane (1990) verificou que a fonte de resina
adquirida para sua fabricagdo so estaria disponivel em temperaturas acima de 18°C. Esse fator
pode estar relacionado com a volatiliza¢do de alguns componentes presentes nas resinas, com
consequente deteccdo pelas abelhas e com o favorecimento de uma melhor maleabilidade

desse material quando se encontra em temperaturas mais altas.
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Outro estudo comportamental, que ajudou a elucidar alguns fatores importantes de
coleta e produgdo de propolis por abelhas africanizadas no Brasil (4pis mellifera 1.), foi o
realizado por Santos (1996). Em seu trabalho ele construiu um sistema de alvado (entrada da
colmeia) adaptado para o monitoramento de abelhas operarias coletoras de propolis. Foi
avaliado através desse sistema o padrdo e os efeitos do forrageamento de propolis por abelhas
a partir do monitoramento das coldnias. Assim, esse autor pode identificar que a propor¢do de
abelhas campeiras destinadas a coletar propolis na colmeia € pouco representativa, com média
de 1,02%, quando comparada aquelas destinadas a forrageamento de pdlen e outros materiais
(36,20 e 62,78% respectivamente).

Estudos como estes ajudaram na compreensdo de fatores ambientais na coleta de
prépolis, bem como fatores organizacionais (divisdo de tarefas dentre as operarias)
relacionados ao comportamento de forrageamento desse material nas plantas e seu transporte
para dentro das colmeias. Sabe-se que, ao coletar a propolis e deposita-la em suas corbiculas,
a abelha operdria volta para o seu ninho e, com ajuda de operarias auxiliares, consegue se
desprender da massa de resina. Posteriormente, as operarias ajudantes manipulam esse
material e o depositam dentro da colmeia (WINSTON, 2003).

Quando se trata de producdo de propolis na espécie 4. mellifera, as ragas (subespécies)
europeias, juntamente com as abelhas africanizadas (poli-hibrido resultante do cruzamento
entre abelhas europeias e africana), sdo atualmente as mais utilizadas na produg¢do de prépolis
mundial. As ragas europeias mais conhecidas que tem sido destinadas para esse fim sdo: A.
mellifera mellifera (abelha alemd), A. mellifera ligustica (italiana), A. mellifera carnica
(abelha carnica) e A. mellifera caucasica (abelha caucasiana) (ARSLAN et al., 2012;
ATTALLA; OWAYSS; MOHANNY, 2007; BERTRAMS; KUNZ; MULLER, 2013). No
entanto, a hibridizacdo entre as ragas tem ocorrido em vérias partes do mundo e, atualmente,
identificar os tipos de propolis desta forma tem sido cada vez mais dificil (WINSTON, 2003).

Devido a essa dificuldade, poucos estudos comparando possiveis variacdes de
preferéncias por fontes vegetais entre ragas de 4. mellifera foram realizados até o presente
momento. Estes indicam que provavelmente a localizacdo das diferentes racas e a
disponibilidade de material vegetal sejam fatores de maior relevancia na escolha de fontes de
prépolis por abelhas desta espécie (SILICI et al., 2005; SILICI; KUTLUCA, 2005). O mesmo
ocorre para a coleta de polen, indicando que a variag¢do da atividade de forrageamento entre as
ragas ndo sdo significativas quando se encontram em mesma area de pastagem (KOPPLER;

VORWOHL; KOENIGER, 2007).
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Ainda quanto aos resultados de hibridizacdo entre as racas de Apis mellifera, um
exemplo que deve ser levado em consideracdo ¢ o poli-hibrido conhecido como abelha
africanizada (Apis mellifera L.). Essa abelha foi gerada no Brasil a partir de um cruzamento
entre ragas de abelhas europeias e africana (4. mellifera mellifera, A. mellifera ligustica, A.
mellifera carnica, A. mellifera caucasica e A. mellifera scutellata). Apesar de ter adquirido
caracteristicas um tanto quando desfavoraveis para a sua criagdo racional, tipicas da abelha
africana (4. mellifera scutellata), como altas taxas de enxameagao e defensibilidade, a abelha
africanizada ganhou destaque nas Américas devido a sua alta produtividade de mel e propolis,
e servigo de polinizacdo eficiente (GONCALVES, 2001).

Devido a produgéo de mel por essas abelhas, atualmente o Brasil é considerado o nono
maior exportador mundial desse produto, numa média de aproximadamente 42 mil toneladas
anuais produzidas em 3.879 municipios brasileiros, sendo as regides sul e nordeste as que
mais se destacaram nos ultimos anos (IBGE, 2018). Nas ultimas décadas os seus produtos,
juntamente com seu servi¢o de polinizagdo, tém sido objeto de diversos estudos no Brasil e no
mundo (ARRUDA et al., 2017; FROZZA et al., 2017; KIELISZEK et al., 2018; KIMOTO et
al., 1998; LONDONO OR et al., 2010; SOUTHWICK; SOUTHWICK, 1992; VERGARA;
BADANO, 2009).

Os estudos com amostras de propolis de abelhas da espécie Apis mellifera t€ém sido os
mais abrangentes em todo o mundo. Embora esta espécie seja nativa da regifio da Africa, se
estendendo até o norte da Europa e Escandinavia meridional, posteriormente expandiu-se por
quase todo o globo. As atividades farmacolodgicas das propolis coletas por essa espécie sdo
diversas. Dentre elas, as que mais se destacam sdo as atividades antioxidantes (BARUD et al.,
2013; NASCIMENTO et al., 2018), antimicrobianas (HEGAZI et al., 2012; POPOVA et al.,
2013), hepatoprotetora (BANSKOTA et al., 2001; BATATUNDE et al., 2015; MOUNIEB et
al., 2017) e anticancer (BEGNINI et al., 2014; FROZZA et al., 2017, WATANABE et al.,
2011).

Geoproépolis de abelhas sem ferrdo

As abelhas sem ferrdo da Tribo Meliponini s@o abelhas sociais que vivem em ninhos
permanentes e de arquitetura peculiar. Esses ninhos sdo construidos com areas especificas
para a postura de crias (em formato de cacho ou de discos horizontais de cera), e para o

armazenamento de alimento (em formato de potes) (HEARD, 1999; MICHENER, 1974). A
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geopropolis é um produto elaborado por essas abelhas. E semelhante a propolis de abelhas A.
mellifera, uma vez que ambos possuem matéria-prima andloga (conteudo vegetal e cera de
abelha). Entretanto, além de cera e resina vegetal, a geoprdpolis também possui conteudo
variavel de material de solo e/ou barro. Outros materiais também podem ser acrescentados a
geopropolis, como flores, folhas e sementes (NOGUEIRA-NETO, 1997).

Assim como na propolis de abelhas do género Apis, a geopropolis também ¢ usada
para fechar frestas e manter a assepsia do ninho. Foi relatado que algumas espécies de abelhas
sem ferrdo manipulam esse material com pouco ou nenhum conteudo de solos, sendo este
descrito, por vezes, como “propolis”, simplesmente (LAVINAS et al., 2018; NOGUEIRA-
NETO, 1997).

Em uma recente revisdo sobre composi¢cdo quimica das propolis e geopropolis
brasileiras de abelhas sem ferrdo, esses dois tipos de resinas foram discriminados de acordo
com as espécies de abelhas envolvidas nos diferentes estudos. Sendo geoprdpolis o termo
usado para a resina produzida principalmente por abelhas do género Melipona e propolis para
a resina produzida por abelhas de outros géneros como Frieseomelitta sp., Tetragonisca
angustula e Trigona spinipes (LAVINAS et al., 2018).

Apesar disso, ainda h4 controvérsias quanto a terminologia desse produto de abelhas
sem ferrdo, pois trabalhos recentes que tratam desse material descrevem-no utilizando os dois
termos. Por vezes essa divergéncia ocorre até mesmo quando se trata da mesma espécie de
abelha produtora (ARAUJO et al., 2010, 2011; COELHO et al.,, 2015, 2018). Em
Scaptotrigona postica, por exemplo, enquanto Coelho et al. (2015, 2018), utilizam o termo
“geopropolis”, Aratjo et al. (2010, 2011), usam o termo “prépolis™ para a resina coletada por
esta espécie.

Embora esse dissenso ocorra principalmente com espécies de abelhas sem ferrdo que
aparentemente agregam pouco ou nenhum conteido de solo/barro ao manipular a resina
(CAMPOS et al., 2015; GASTAUER; CAMPOS; SAN,TOS et al., 2009), algumas vezes o
termo “prdopolis” também tem sido usado para designar o material coletado por meliponideos
que agregam quantidade consideravel de solo em sua composi¢do (BANKOVA et al., 1998a;
CAMPOS et al., 2014; VELIKOVA et al., 2000b).

Como ainda existe certa discordancia quanto a terminologia e, tendo em vista que a
maioria das abelhas sem ferrdo agregam outros conteidos extras a sua propolis (SANCHES;
PEREIRA; SERRAO, 2017), neste trabalho optou-se por utilizar o termo “prépolis” para

designar aquela oriunda de abelhas Apis mellifera e o termo “geopropolis” para designar
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aquela oriunda de abelhas sem ferrdo, independente do conteudo variavel de solo que esta
ultima possa ter.

Quanto as atividades bioldgicas das geopropolis, os trabalhos s@o mais escassos
quando comparado a prépolis de Apis mellifera. Estes tém buscando avaliar, principalmente,
as acOes antioxidantes e antimicrobianas (LAVINAS et al., 2018; SANPA et al., 2015).
Outros tratam de atividades imunomoduladora (SULAEMAN et al., 2019), anticancer,
associada ou ndo a agentes terapéuticos convencionais (BARTOLOMEU et al., 2016;
CINEGAGLIA et al., 2013), cicatrizante de feridas (SILVA et al., 2016) e antinociceptiva
(FRANCHIN et al., 2012).

Propolis e geopropolis do Brasil

A investigacdo quanto aos tipos de atividades biologicas de propolis e geopropolis
brasileiras tem sido o foco de maior interesse entre pesquisadores e criadores de abelhas que
trabalham com a sua produgéo no pais. No Brasil, esse panorama tem sido intensificado de
forma crescente nas ultimas décadas, principalmente quando se refere a propolis de abelhas
africanizadas. Isso se deu sobretudo apo6s o isolamento de compostos bioativos de amostras
produzidas em seu territorio (CARDOZO et al., 2015; KIMOTO et al., 1998; MATSUNO,
1995; OLIVEIRA et al., 2013; SZLISZKA et al., 2012) e da descoberta da origem botanica
destas (BANKOVA et al., 1999; FERREIRA et al., 2017a; OLIVEIRA; BASTOS, 1998).

A partir desses dados, apicultores e meliponicultores puderam ter duas informacdes
basicas para o investimento na atividade: Se a propolis ou geoprdpolis que coletavam era
apropriada para a comercializacdo (avaliacdo de composi¢do quimica e atividade biologica) e
onde colocar seus ninhos racionais para uma melhor producéo (a sua origem botanica).

No entanto, antes destas pesquisas iniciarem no Brasil, na década de 1980, essa resina
das abelhas era considerada como algo descartavel dentre os produtos da colmeia
(MOREIRA, 1986; SZEWCZAK, E. H.; GODOY, 1984). Ela dificultava o0 manejo do ninho
devido & sua utilizagdo pelas abelhas para vedar frestas entre as diferentes partes da
colmeia (tampa, melgueira, ninho), fazendo com que estas ficassem firmemente unidas umas
as outras (SIMONE-FINSTROM; SPIVAK, 2010). Os apicultores ndo entendiam para que
exatamente essa resina servia. Inicialmente, acreditavam que era apenas uma espécie de “cola
das abelhas” e, entdo, era continuamente descartada. De acordo com Simone-Finstrom e

Spivak (2010), isso foi algo que provavelmente fez com que inicialmente os apicultores
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brasileiros selecionassem linhagens de abelhas Apis mellifera que produzissem pouca propolis
em suas coldnias. Felizmente essa perspectiva mudou ao se descobrir o valor da resina.

Grande parte da mudanca de pensamento quanto a importancia da prépolis se deu a
partir de pesquisas anteriores que possibilitaram a abertura do comércio para esse material, no
territério nacional e no exterior. O primeiro tipo de propolis que ganhou destaque no comércio
do pais foi a prépolis verde provinda de 4apices vegetativos do alecrim-do-campo (B.
dracunculifolia), ou “prépolis de alecrim”(BANKOVA et al., 1999; SHIMIZU et al., 2011;
TEIXEIRA et al., 2005). Esse material ganhou espaco significativo no mercado nos ultimos
anos e tem sido atualmente uma boa fonte de renda, agregada a venda do mel nas regides sul e
sudeste do pais (RESENDE; BORGES, 2008).

Posteriormente, um outro tipo de propolis brasileira, da regido nordeste, também
ganhou a atengfo de apicultores e pesquisadores do pais. Logo se popularizou e foi
denominada "prdépolis vermelha brasileira” (DAUGSCH et al., 2006). Esta propolis é
proveniente de regides de manguezais, e possui como a principal fonte botanica a planta
Dalbergia ecastophyllum, conhecida popularmente como rabo-de-bugio (DAUGSCH et al.,
2008).

Diferentemente da propolis verde, a prdopolis vermelha € produzida a partir de
exsudados resinosos liberados dos ramos da planta D. ecastophyllum, quando estes sdo
submetidos a estresse ambiental. Esse estresse pode ser natural, através de insetos sugadores
de seiva, ou artificial, através de orificios induzidos pelos apicultores. Desta forma, quando a
seiva da planta fica exposta, as abelhas fazem a coleta desse material, transportando-o para
seus ninhos em suas corbiculas (DAUGSCH et al., 2008; PRADO, 1996).

Devido descobertas recentes sobre suas propriedades farmacologicas e suas fontes
vegetais, esses dois tipos de propolis brasileiras, verde e vermelha, produzidas por abelhas
africanizadas (Apis mellifera), atualmente sdo os mais estudados do pais (DAUGSCH et al.,
2008; FERREIRA; NEGRI, 2019; KUJUMGIEV et al., 1999; MARIANO et al., 2018;
OLIVEIRA et al., 2013; PAULINO et al., 2008; SENA-LOPES et al., 2018; SZLISZKA et
al., 2012). Além desses, estudos com outros tipos de prépolis e geopropolis do Brasil também
surgiram, com resultados promissores na Bahia (COSTA et al., 2013; CUNHA et al., 2013),
Santa Catarina (MARASCHIN et al., 2016) e Parana (TAZAWA et al., 2016).

Em geral esses estudos objetivaram contribuir com a obtengdo de um panorama mais
amplo sobre o potencial de plantas apicolas no territério brasileiro. Consequentemente, esses
resultados refletiram em uma maior produgdo da propolis nas diferentes regides do pais

(RESENDE; BORGES, 2008; SEBRAE 2014). Com o crescimento da produg¢do, em 2008 o
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Brasil atingiu o primeiro lugar na produg¢do mundial de propolis (RESENDE; BORGES,
2008) e, em 2014, foi considerado o terceiro maior produtor mundial (SEBRAE, 2014). A
valorizagdo da propolis brasileira no mercado também foi significativa, chegando a R$
500,00/kg (SEBRAE, 2014). Ainda em 2014, o Japdo se destacou na importagdo da prépolis
brasileira, com um percentual de 92% no consumo total de propolis in natura importada do
Brasil. Entre os estados produtores, Minas Gerais alcanga o primeiro lugar, produzindo
prépolis verde, sendo responsavel por 70% da producdo de todo o pais (SEBRAE, 2014).

Quanto a produgdo e identificacdo das geopropolis brasileiras, os dados da literatura
sd0 mais recentes e em menor numero. Apesar de terem iniciado no final da década de 1990
(BANKOVA et al., 1998a), os trabalhos com geoprdpolis nativas sd passaram a ter uma
maior producdo na ultima década (ARAUJ Oetal., 2016; CUNHA et al., 2013; DUTRA et al.,
2014).

Um dos primeiros trabalhos com geoprdpolis brasileira fez a caracterizagdo quimica
por CG-MS de trés tipos diferentes de resinas, produzidas pelas espécies Melipona
compressipes, Melipona quadrifasciata anthidioides e Tetragona clavipes ( BANKOVA et al.,
1998a). Esse estudo sugeriu que as amostras de geopropolis poderiam ter fontes botanicas
diferentes devido a variagdo nas suas respectivas composi¢des que se mostraram muito
complexas. Estas amostras também apresentaram perfis quimicos bastante distintos daqueles
encontrados em amostras brasileiras de extratos de propolis de 4. mellifera.

Posteriormente, Velikova et al. (2000a), fizeram um estudo amplo, de caracterizagdo
quimica e atividade biologica de geopropolis brasileiras. Desta vez, foram coletadas amostras
produzidas por 12 espécies diferentes de abelhas, sendo estas classificadas de acordo com os
tipos predominantes de compostos que possuiam. Algumas apresentaram atividade
significativa contra o Staphylococcus aureus, atividade esta que foi relacionada as altas
concentragdes de acidos diterpénicos nas amostras.

Na regido Nordeste, alguns trabalhos foram realizados na tentativa de explorar mais os
tipos de propolis e geoprdopolis produzidos nessa area geografica do pais. Em estados como
Ceard, Bahia, Alagoas, Rio Grande do Norte e Piaui as propolis produzidas ja se tornaram
conhecidas, gracas as descobertas de seus componentes quimicos e atividades bioldgicas
(ALBUQUERQUE et al., 2007; ALENCAR et al., 2007; BISPO JUNIOR et al., 2012;
CABRAL et al., 2009; CASTRO et al., 2009; FERREIRA et al., 2017b; FRANCHIN et al.,
2012; RIGHI; NEGRI; SALATINO, 2013; SILVA et al., 2016).

No estado do Rio Grande do Norte (RN), o estudo da prépolis de abelhas africanizadas

e da geopropolis de abelhas nativas ainda € escasso. Até o presente momento, poucos
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trabalhos trazem informagdes a respeito da propolis desse estado. Os trabalhos de Orsi et al.
(2005) e Fernandes Junior et al. (2006), trazem informacdes bdésicas sobre a atividade
antibacteriana da prépolis potiguar. Dantas et al. (2010) descreveram a possibilidade de um
sistema de microemulsdo para a sua aplicagdo topica da propolis do Rio Grande do Norte
(RN). Por fim, Silva et al. (2016) avaliaram as atividades antimicrobianas e cicatrizante de
geopropolis de Plebeia aff. flavocincta. Os trabalhos originarios do presente estudo foram,
portanto, pioneiros na investigagdo quanto a caracterizacdo quimica e fonte botanica da
prépolis e geoprdopolis do RN.

O estado do RN esté localizado em uma area da regido historicamente conhecida como
o "poligono da seca". A vegetacdo nessa localidade € exclusiva de caatinga, caracterizada
anualmente por longos periodos de seca severa (CROCITTI; VALLANCE, 2012). Por esta
razdo, encontrar recursos naturais capazes de aliviar as consequéncias trazidas pela seca a
populag@o no nordeste brasileiro ¢ uma prioridade na investigagdo cientifica, especialmente,

com estudos que tratem sobre a atividade biologica de produtos dessa regido.

COMPOSICAO QUIMICA DA PROPOLIS E GEOPROPOLIS, SEPARACAO E
IDENTIFICACAO DE SEUS COMPOSTOS

Para separag¢do e identificagdo de compostos quimicos de propolis e geopropolis, uma
técnica comumente utilizada é a cromatografia. A cromatografia é um método fisico-quimico
que tem por objetivo a separacdo de componentes de uma mistura. Essa técnica ¢ realizada
através da distribui¢do de elementos de uma mistura em duas fases (mével e estaciondria), que
estdo em contato intimo uma com a outra (JARDIM; COLLINS; GUIMARAES, 20006).

Um dos tipos mais bem estudados de cromatografias é a Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) ou HPLC (do inglés, high-performance liquid chromatography). A
CLAE, por utilizar colunas metalicas e pressdes de fase modvel elevadas, obtidas com o
auxilio de bombas de alta pressdo, garante uma vazao mais rapida da fase movel, permitindo
assim uma alta velocidade na separacdo dos componentes da mistura (JARDIM; COLLINS;
GUIMARAES, 2006).

Desta forma, na CLAE ¢ possivel separar misturas que contenham muitos compostos
similares. Podendo realizar separacdes e andlises quantitativas de uma grande variedade de
compostos presentes em diversos tipos de amostras, em escala de tempo de poucos minutos,

com alta resolucdo, eficiéncia e detectabilidade (JARDIM; COLLINS; GUIMARAES, 2000).
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A alta resolugdo e detectabilidade da CLAE devem-se ao desenvolvimento de seus
detectores, que podem ser diversos e especificos de acordo com o que se quer identificar nas
diferentes misturas estudadas (detectores por arranjos de diodos, infravermelho,
espectrometro de massas, eletroquimicos etc.). Em suma, sdo os detectores que medem, de
forma continua, a propriedade fisico-quimica da amostra e envia os sinais para registro. Esse
sinal, por sua vez, ¢ diretamente proporcional a concentragdo do componente da amostra
(JARDIM; COLLINS; GUIMARAES, 2006).

Nas pesquisas com préopolis o uso da CLAE tem sido realizado a fim de analisar e
identificar com precisdo seus componentes majoritarios (KUMAZAWA, SHIGENORI;
YONEDA et al., 2003; VOLPI; BERGONZINI, 2006). Esse método tem sido preferido entre
as técnicas cromatograficas existentes (BANKOVA et al., 2016). A identificagdo desses
compostos tem trazido informag¢des novas quanto a caracterizagdo quimica e quantificagdo em
diferentes tipos de extratos (FALCAO et al., 2013).

No estudo realizado por Kumazawa, Shigenori e Yoneda (2003), por exemplo, as
analises em CLAE foram realizadas para confirmar a origem botanica da propolis de alecrim-
do-campo (B. dracunculifolia). Acrescido a esse procedimento, os autores fizeram
observagdes e gravagdes prévias da coleta por abelhas operarias diretamente na planta.

Volpi e Bergonzini (2006), fizeram a separacdo qualitativa e quantitativa para
determinag@o de componentes polifenolicos de propolis da Argentina, Italia e Espanha, com o
objetivo de verificar padrdes nos extratos para possiveis preparacdes farmacéuticas de
qualidade. Por sua vez, Maciejewicz et al. (2002), identificaram 37 tipos de componentes
presentes em propolis de Populus nigra, através de CLAE, juntamente com a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-MS).

Inumeros outros trabalhos vem se valendo dessa técnica desde entdo para
caracterizacdo quimica de amostras de propolis e geopropolis (BARBARIC et al., 2011;
FERNANDES-SILVA et al., 2013; MARASCHIN et al., 2016; NEGRI; SALATINO;
SALATINO, 2003; TAZAWA et al., 2016). E por meio desta técnica e de outras similares,
tem-se atualmente, mais de 300 compostos quimicos j& identificados na propolis
(MARCUCKCI, 1996). Entre estes compostos, os flavonoides, 4cidos fendlicos e seus ésteres
derivados sdo apontados como sendo as substancias responsaveis pelas suas atividades
bioldgicas (BANKOVA, 2005; SALATINO et al. 2011).

Estudos em diferentes tipos de propolis deram grandes contribui¢des na identificacio
dos componentes quimicos (ALENCAR et al., 2007; PARK; ALENCAR; AGUIAR, 2002;
PARK et al., 2004; SILVA et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2005).
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Park, Alencar e Aguiar (2002), classificaram as propolis brasileiras produzidas em
diferentes estados em 12 tipos, de acordo com andlise fisico-quimica, caracteristicas
organolépticas, atividades antioxidante e antimicrobiana das 500 amostras que foram
identificadas. Estas foram produzidas nas regides sul, nordeste e sudeste do pais. Apds isto,
outras pesquisas foram desenvolvidas com o intuito de analisar mais profundamente as
caracteristicas dos componentes destas propolis brasileiras (ALENCAR et al., 2007;
CASTRO et al., 2007)

A propolis verde produzida nas regides sul e sudeste ganhou atenc¢do especial e
destaque devido as diferentes atividades bioldgicas que passaram a ser estudadas, a descoberta
da sua origem botdnica e isolamento de seus constituintes (TEIXEIRA et al., 2005;
KUMAZAWA; SHIGENORI; YONEDA, 2003).

Na propolis verde brasileira, o acido fenolico Artepillin C foi descoberto e
caracterizado como um marcador quimico. Isso possibilitou que estudos mais abrangentes
fossem desenvolvidos e houvesse garantia de exportacdo dessa propolis através de andlise
quimica, como parte da sua padronizagdo para comercializagdo (KIMOTO et al., 1998;
MATSUNO et al., 1995; PAULINO et al., 2008). Além disso, outros compostos da propolis
verde brasileira também foram identificados como os compostos prenilados e ndo prenilados,
fenilpropanoides, terpendides, etc. (TEIXEIRA et al., 2005).

Seis anos mais tarde, apds a identificacdo dos 12 tipos de prépolis brasileiras, Daugsch
et al. (2006), estudaram uma amostra de propolis vermelha de manguezal, verificaram seus
constituintes quimicos e sua origem botanica (Dalbergia ecastophyllum) e a classificaram
como propolis tipo 13. Em um estudo posterior verificaram também uma relagdo entre os
niveis de constituintes quimicos presentes em propolis produzidas em areas de maior e menor
quantidade de D. ecastophyllum com sua atividade antimicrobiana (DAUGSCH et al., 2008).

Numa comparagdo entre os constituintes da propolis vermelha com a sua atividade
antibacteriana em S. aureus, Daugsch et al. (2006), constataram que, quanto maior a
quantidade de constituintes quimicos presentes nesta propolis (liquiritigenina, daidzeina,
dalbergina, isoliquiritigenina, formononetina e biochanina A) e também encontrados na planta
de origem, maior os niveis de inibi¢do bacteriana (DAUGSCH et al., 2008). Posteriormente,
Silva et al. (2008), identificaram nesta propolis os isoflavondides 3-hidroxi-8,9-
dimethoxypterocarpan e medicarpina, sendo esta classe de compostos comumente encontrada
na familia Leguminosae.

Em paralelo a estas pesquisas, estudos que associaram a constituicdo quimica da

prépolis com suas atividades biologicas em geral estdo sendo realizados nos ultimos anos
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(CHAN; CHEUNG:; SZE, 2013; ENDO et al., 2018; FROZZA et al., 2013, 2017; KARUSKY
et al., 2015; LI et al., 2010; MACHADO et al., 2016; NANI et al., 2018). Um exemplo
recente foi o estudo de Endo et al. (2018), que, com base em seus resultados, sugeriram que o
composto bioativo Artepillin C, da propolis verde brasileira, quando combinado com
inibidores da autofagia celular pode ser um novo tratamento complementar alternativo para o
cancer de prostata.

Ja os trabalhos que tratam sobre a quimica da geopropolis sdo bem mais escassos,
quando comparados aqueles com propolis de abelhas A. mellifera. A maioria destes trabalhos
sobre a quimica da geopropolis produzida por abelhas nativas descrevem resultados a respeito
da geoprdpolis produzida por espécies do género Melipona. Foi visto que a geoprdpolis de
Melipona fasciculata possui diferentes tipos de compostos como carboidratos, triterpenos,
4cido anacardico, alquilresorcinois e alcoois de agucar (ARAUJO et al., 2015). Compostos
fenolicos e os 4acidos galico e eldgico foram caracterizados na geoprdpolis desta abelha da
regido oeste do estado do Maranhdo (DUTRA et al., 2008, 2014).

A abelha M. subnitida, do estado do Paraiba, produz geopropolis contendo
fenilpropanoides e flavonoides (SOUZA et al., 2013), enquanto que M. scutellaris do estado
da Bahia, produz tipos distintos de geopropolis, podendo conter benzofenonas (CUNHA et
al., 2013) ou ésteres de acido cindmico e cumarinas como constituintes principais (CUNHA et
al., 2015). Os compostos fenolicos e terpenos foram relatados em geopropolis de M. orbignyi
do Mato Grosso do Sul (CAMPOS et al., 2014) e glicosideos flavonoides foram detectados
em amostras de geopropolis de M. interrupta e M. seminigra, ambas da regido amazoOnica
(SILVA et al., 2013). Flavonoides, terpenos e polifendis foram considerados os constituintes
majoritarios da geopropolis de M. quadrifasciata quadrifasciata em Santa Catarina, sendo o
principal componente desta o 4acido isocupressico (diterpeno) (TORRES et al., 2018).

J4 quanto aos demais tipos de geoprdpolis, produzidos por abelhas nativas de outros
géneros, o niumero de trabalhos publicados ¢ ainda menor. Amostras de geoprdpolis de
Trigona spinipes possuem em sua composicao triterpenos e acido magniferdlico (FREITAS et
al., 2008); de Scaptotrigona postica do Maranhdo contém acidos cafeoilquinicos, flavonoides-

C-glicosideos e o alcaldide pirrolizidina derivado de retronecina (COELHO et al., 2015).
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ORIGEM BOTANICA DA PROPOLIS E GEOPROPOLIS

Em paralelo aos estudos das atividades bioldgicas e composicdo quimica da propolis e
geopropolis, o estudo das plantas que atraem as abelhas para a coleta de resinas tem se
tornado, nos ultimos anos, um referencial no &mbito da pesquisa nessa area. Isso tem revelado
a diversidade mundial de fontes vegetais utilizadas, mesmo que as abelhas possuam certas
limitagcdes quanto a extragdo de sua matéria-prima (SALATINO et al., 2011; SALATINO;
SALATINO, 2017).

Identificar as fontes das quais as abelhas coletam resina para produ¢do de propolis é
uma tarefa complexa e valiosa. Isso porque existem fatores que podem interferir na coleta de
material pelas abelhas e, consequentemente, na composicdo da propolis. As abelhas podem,
por exemplo, coletar matéria prima para produzir propolis a partir de mais de uma fonte
botanica (BANKOVA, 2005; DAUGSCH et al., 2008). Elas também podem ter preferéncia
por determinado tipo de planta local, mesmo que este ndo esteja em abundancia, como ¢ o
caso da propolis provinda de Populus nigra em regides temperadas (BANKOVA, 2005).

Fatores ambientais como mudangas na temperatura também podem interferir na coleta
da propolis. Por exemplo, algumas resinas sé ficam disponiveis para as abelhas a partir de
uma temperatura especifica, quando estard maledvel para manipulagdo. As mandibulas das
abelhas sdo delicadas e ndo conseguem cortar ou manipular materiais mais rigidos, por isso ha
uma certa restricdo quanto ao tipo de matéria-prima que podem ou ndo utilizar para este fim
(SALATINO; SALATINO, 2017).

Até o presente momento, embora ja se tenha conhecimento da origem botanica de
alguns tipos de prdpolis brasileiras (SANTOS et al. 1996; OLIVEIRA; BASTOS, 1998;
TEIXEIRA et al., 2005 SALATINO et al., 2011), uma estimativa da abundancia das espécies
de plantas propoliniferas existentes nas diferentes regides do Brasil ainda ndo foi realizada. O
conhecimento obtido sobre os grupos de plantas propoliniferas brasileiras € relevante para as
pesquisas nacionais com propolis, pois, com base nos resultados de estudos anteriores, é
possivel identificar novas substancias terapéuticas presentes em seus extratos (KIMOTO et
al., 1998; ALBUQUERQUE et al., 2007). Assim, a ampliagdo do conhecimento destas plantas
poderd auxiliar nas diretrizes nacionais quanto a preservacdo da flora apicola e contribuir para

o avango da apicultura e da meliponicultura no pais.
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Tipos de estudos realizados na identificacio da origem botinica

Em geral, os estudos que trataram sobre a origem da prépolis s@o divididos em duas
principais vertentes, aqueles que se propuseram a avaliar as estruturas anatomicas que sdo
encontradas na amostra e aqueles que se utilizaram da caracterizacdo quimica.

Além desses, existem outros tipos de estudos utilizando ferramentas diversificadas
para avaliacdo da origem boténica da propolis. Uma ferramenta complementar usada para a
confirmacdo é a observagdo da coleta realizada pelas abelhas in loco através de registros
fotograficos ou videos (KUMAZAWA, SHIGENORI; YONEDA et al., 2003). Outros estudos
utilizaram extragdo de DNA seguida da técnica de amplificagdo por PCR para fazer a
identificacdo da origem botanica (JAIN et al., 2014a, 2014b). No entanto, os dois primeiros
métodos genéricos (avaliagdo de estruturas anatdmicas e os de caracterizacdo quimica) sdo
considerados 0s mais convencionais € possuem um maior numero de publicagdes.

Em geral, esses estudos levam em consideracdo a coleta de material vegetal in loco
(em plantas suspeitas), coleta de prépolis no ninho de abelhas e, em alguns casos, a coleta de
material nas corbiculas de abelhas recém-chegadas na colmeia (PICCINELLI et al., 2011;
SILICI; UNLU; VARDAR-UNLU, 2007; SILVA et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2005).

Bankova et al. (2016), realizaram um trabalho minucioso descrevendo as diferentes
etapas para se obter uma amostra de propolis de qualidade, bem como diferentes métodos
utilizados para estudar propolis — como coletar propolis, métodos de extragdo de compostos
quimicos, identificacdo de fontes vegetais e atividades biologicas. Quanto a coleta da amostra,
os autores também relataram que esta pode ser coletada das trés diferentes fontes, de forma
individual: da(s) planta(s) suspeita(s), das corbiculas das abelhas ¢ de dentro da colmeia.
Também foi especificado os métodos que podem ser empregados nessas coletas.

Em estudos de caracterizagdo quimica, a andlise ¢ feita por comparacdo dos perfis
quimicos encontrados em amostras de prépolis com aqueles encontrados nos tecidos vegetais
ou exsudados resinosos das plantas. Compostos fenolicos sdo caracterizados e uma avaliagdo
comparativa ¢ realizada. Muitas vezes pode-se chegar a uma conclusdo a partir dessa andlise.
Especialmente em caso de amostras de propolis em que as abelhas coletam apenas exsudados
resinosos, esse tipo de estudo foi bastante explorado e demonstrou resultados conclusivos
(BANKOVA et al., 2016; DAUGSCH et al., 2008; PICCINELLI et al., 2011; TOMAS-
BARBERAN et al., 1993).
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Os estudos de avaliacdo anatomica das estruturas de plantas que estejam presentes na
propolis sdo um pouco mais restritos, quando comparados aqueles de caracterizagdo quimica.
Provavelmente porque as abelhas ndo coletam apenas dpices vegetativos, mas também podem
incluir exsudados resinosos na sua composi¢do. No entanto, esses trabalhos sdo considerados
uma ferramenta util para avaliar minuciosamente quais sdo exatamente as estruturas que as
abelhas tém selecionado e coletado para a produgdo da propolis (NEVES et al., 2016b;
OLIVEIRA; BASTOS, 1998; SENA-LOPES et al., 2018; TEIXEIRA et al., 2005).

Trabalhos com descrigdes anatomicas de tecidos vegetais encontrados em propolis
também podem ser uteis para confirmacdo da fonte, principalmente em casos onde existem
mais de uma espécie de planta sendo coletada, mas ndo se sabe exatamente quais. Ou ainda
quando as espécies suspeitas sdo de mesmo género ou mesma familia. Nesses casos, apenas
dados de composi¢do quimica podem ser insuficientes, ja que plantas filogeneticamente
proximas podem produzir os mesmos compostos (TEIXEIRA et al., 2010).

Outro fator que pode colaborar para que essa técnica seja mais confiavel na descri¢do
das fontes, € o fato de que as plantas podem variar o conteudo de suas secre¢des quimicas em
diferentes épocas do ano. Se coletadas em dias diferentes, amostras de prépolis e tecidos de
plantas suspeitas podem apresentar perfis quimicos diferentes e, consequentemente, alguma
davida quanto a confiabilidade dos resultados podera surgir (BANKOVA et al., 1998b;
TEIXEIRA et al., 2010). Assim, em todos esses casos a anatomia pode ser uma ferramenta

crucial para se obter um resultado mais fidedigno na pesquisa.

Caracterizacao quimica

Tem sido crescente o numero de estudos que se dedicaram a avaliar a origem da
propolis através de uma analise comparativa da quimica de plantas suspeitas (CUNHA et al.,
2013; FALCAO et al., 2013; TEIXEIRA et al., 2005). No entanto, em detrimento da falta de
material vegetal coletado, muitos ndo chegaram a uma andlise conclusiva, fazendo apenas
sugestoes a respeito das possiveis fontes (TRUSHEVA et al., 2011). Por isso, para que seja
facilitada a descoberta da fonte vegetal, ¢ importante a coleta de ambos (BANKOVA et al.,
2016).

Essas pesquisas tém sido dedicadas principalmente a avaliarem o perfil de compostos
fenolicos e terpendides presentes nas amostras de propolis e compard-los com aqueles de
plantas suspeitas. Além disso, também ¢ importante utilizar-se de ferramentas extras, como ¢
o caso da quimiotaxonomia, método de classificacdo bioldgica baseado em semelhangas na

estrutura de certos compostos entre os organismos que estdo sendo classificados (MACIEL et
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al., 2002). Esse método tem contribuido significativamente para dar pistas quanto a possiveis
grupos de plantas que podem produzir determinados metabolitos secundarios particulares e
tem sido util para as descobertas em estudos com préopolis nos ultimos anos (SALATINO et
al., 2011).

Os compostos encontrados em amostras de propolis e geoprdpolis sdo diversificados,
estdo disponiveis para a abelha apenas em determinadas estruturas especificas da planta e seus
niveis tendem a diminuirem consideravelmente ao longo do amadurecimento dessas estruturas
(PARK et al., 2004).

Por exemplo, Park et al. (2004), coletaram brotos foliares, folhas ndo expandidas e
folhas expandidas da planta Baccharis dracunculifolia, origem boténica da propolis verde
brasileira, para avaliarem o conteddo de compostos fenolicos presentes. Os autores
constataram que o conteudo de compostos fenolicos dos brotos foliares era significativamente
maior quando comparado aqueles presentes em folhas ndo expandidas. Também verificaram
que, em folhas expandidas, os niveis dos compostos estavam severamente comprometidos ou
tinham desaparecido completamente. Um dos compostos que ndo foi encontrado nas folhas
expandidas foi o acido fendlico Artepillin C (dcido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico),
considerado o marcador quimico desta propolis.

Alguns desses estudos tém se preocupado também quanto a identificacdo e isolamento
de marcadores quimicos que caracterizem a origem botanica de uma determinada prépolis ou
geopropolis. Isso ndo s6 traz vantagens para estudos subsequentes quanto a possiveis
atividades biologicas do composto isolado, como também auxilia na tarefa de padronizagio de
um determinado tipo de propolis de uma regifio (BANKOVA, 2005; LOPEZ et al., 2014). Em
geral essa descoberta ocorre juntamente com estudos que visam identificar a fonte da propolis
ou geopropolis.

Assim ocorreu na descoberta do Artepillin C, marcador da prépolis verde brasileira
provinda de B. dracunculifolia (BARTH et al., 2013); do CAPE (éster fenetil acido caféico,
do inglés, caffeic acid phenethyl ester), marcador das prépolis tipica das regides temperadas
(BANSKOTA et al., 2001); e da Formononetina (7 Hidroxi, 4’metoxi Isoflavona) e
Biochanina A, marcadores da propolis vermelha brasileira, provinda de D. ecastaphyllum
(ZULUETA; ESTEVE; FRIGOLA, 2009).

Ja os estudos sobre a origem botanica da geopropolis a partir dessa técnica sdo
escassos. Ha evidéncias de que os frutos de Corymbia torelliana (Myrtaceae) fornecem resina
para a produgdo de geoprdpolis pela Tetragonula carbonaria australiana (Meliponini), devido

a grande semelhanca nos perfis quimicos de flavanonas entre os dois (MASSARO et al.,
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2014). Nenhuma evidéncia quanto a origem botanica de geoprdpolis brasileira foi relatada

antes do trabalho produzido a partir do presente estudo.

Avaliac¢io de estruturas anatomicas

Estudar a origem botanica da prépolis através de um trabalho anatomico é uma tarefa
complexa. Antes de tudo ¢ preciso fazer uma coleta adequada do material vegetal e, no caso
de amostras de prdpolis, € preciso separar os tecidos vegetais do seu conteudo de cera. Em
estudos com geoprdpolis, também & preciso retirar todo o contetido variavel de material de
solo encontrado na amostra (BANKOVA et al., 2016).

Como as abelhas podem coletar material de diferentes o6rgdos da planta, o primeiro
passo ¢ tentar identificar de que regido da planta ela estd coletando o material. Se € da regido
onde se encontram os brotos foliares, florais ou de regides onde podem ser extraidos
exsudados resinosos (DAUGSCH et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2005). Nem sempre ¢
possivel ver a abelha coletando in loco, mas, de acordo com o material que € verificado dentro
da colmeia ou nos coletores de propolis, o pesquisador poderd ter uma nocdo de que material
a abelha pode estar coletando para este fim. Em geral, quando abelhas coletam brotos foliares,
pedagos desses tecidos sdo evidenciados nas amostras coletadas. Nesse caso, coleta-se o
material cuidadosamente para gerar resultados confidveis (BANKOVA et al., 2016).

Para trabalhos em que o pesquisador ndo tem nenhum indicio de quais plantas podem
ser fonte de propolis, o indicado € que o pesquisador avalie em um guia de plantas resinosas
quais as plantas da regido que se encontram com essa caracteristica e faga uma busca prévia
na area para identifica-las. Apds isso, € necessdrio realizar a coleta das plantas individuais. O
ideal ¢ que se colete de 4 a 6 brotos/folhas resinosas por planta ou, se for o caso, a resina
fresca de pelo menos trés plantas da mesma espécie, armazenando esse material em frascos
EPA ambar (BANKOVA et al., 2016).

No Brasil, alguns trabalhos utilizaram essa técnica, sendo estes estudos considerados
pioneiros. Oliveira ¢ Bastos (1998) fizeram um estudo da anatomia da folha de Baccharis
dracunculifolia em varias fases de seu desenvolvimento para auxiliar na identificacdo dessas
estruturas quando encontradas em propolis verde da regido sudeste do pais. Assim, esses
autores fizeram a caracterizag@o de estruturas secretoras e tricomas foliares para auxiliar na
identificacdo de origem botanica para este tipo especifico de propolis brasileira.

Posteriormente, Teixeira et al. (2005), fizeram uma caracterizagdo de estruturas
presentes em apices vegetativos de B. dracunculifolia encontradas em amostras de propolis.

Estas foram analisadas microscopicamente pela técnica de inclusdo em metacrilato, sendo
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identificados varios ductos resiniferos conspicuos da planta, tricomas glandulares e nao
glandulares, sendo todos correspondentes a folhas de plantas jovens. Quanto ao uso dessa
técnica para analise microscopica de geopropolis, até o presente momento ndo ha estudos que

descrevem essa técnica.
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Novo tipo de propolis do nordeste do Brasil: composicio quimica, atividade antioxidante

e origem botanica

Joselena Mendonga Ferreira; Caroline Cristina Fernandes-Silva; Antonio Salatino;
Giuseppina Negria e Dejair Message

RESUMO

Introdugdo: A propolis € um produto com uma atividade bioldgica bem diversificada. Ela
possui uma composi¢do complexa que varia de acordo com sua fonte botanica. No presente
trabalho, objetivou-se determinar o perfil quimico de duas amostras de propolis verde
provenientes de duas localizag¢des distintas do estado do Rio Grande do Norte (RN), regido
nordeste do Brasil.

Resultados: As caracteristicas dos padrdes quimicos da propolis do RN s@o similares ou
superiores as propolis verdes brasileiras, da regido sudeste, comercializadas
internacionalmente. Os extratos das duas amostras apresentaram alta atividade antioxidante,
correspondendo a 10% (municipio de Afonso Bezerra) e a 13% (municipio de Alto do
Rodrigues) da atividade da quercetina pelo método do 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e de
15% (em ambos os locais) pelo método de descoloragdo de f-caroteno. A Cromatografia
liquida de alta eficiéncia com deteccdo de arranjo de diodos (CLAE/DAD) acoplada a
espectrometria de massa em conjunto com ionizagdo por eletropulverizagdo (ESI-MS/MS),
revelou que a maioria dos constituintes da propolis do RN séo flavonoides, principalmente
flavonois e chalconas. A analise por CLAE/DAD revelou uma grande semelhanga entre o
perfil quimico da propolis e apices vegetativos da planta “jurema-preta” (Mimosa tenuiflora,
Leguminosae, Mimosoideae).

Coclusdo: Os apices foliares da jurema-preta (Mimosa tenuiflora) sdo provavelmente a fonte
da resina obtida para produgdo da prépolis do RN. As caracteristicas quimicas e propriedades
antioxidantes da propolis do RN fornecem perspectivas promissoras para a introducdo desse
tipo de prépolis no mercado apicola.

INTRODUCAO

A propolis é um produto feito pelas abelhas com uma composi¢do complexa. A cera
de abelha e as resinas vegetais sdo os principais constituintes desse produto. Outros materiais
normalmente encontrados na prépolis sdo pélen, acglicares e aminoacidos. O uso medicinal da
propolis remonta ao antigo Egito, Grécia e Roma. Nas tltimas décadas, o interesse na prépolis

aumentou consideravelmente em varias partes do mundo como resultado da publicagdo de
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evidéncias cientificas reveladoras que constataram que a prépolis tem diversas propriedades
benéficas para a sadde, incluindo as atividades antioxidantes, antimicrobianas,
imunoestimulante e anti-tumoral.!

As propriedades biologicas da propolis sdo o resultado de substancias presentes no
material vegetal desta, coletado pelas abelhas. Dentro da colmeia, a propolis € utilizada para
reduzir o risco de doengas, transmitidas por parasitas da colonia.> Em vérios paises, a propolis
¢ uma importante matéria-prima na fabricacdo de produtos alimentares e de higiene (por
exemplo, pasta de dentes, sabonete e shampoo). Tem-se defendido que alguns constituintes da
propolis (como cafeina, acido éster-fenetilico da propolis europeia e o artpillin C da propolis
verde brasileira) podem ser usados como compostos majoritarios em medicamentos.’

A composig¢do da prépolis depende das espécies vegetais usadas como fonte de resina
e as abelhas exibem uma preferéncia marcante para algumas espécies de plantas em relagdo a
sua produgdo. Por exemplo, a maior parte da propolis produzida no sudeste do Brasil pertence
ao tipo verde derivado de brotos foliares de Baccharis dracunculifolia DC.*
Comercialmente, a propolis verde brasileira estd entre as mais importantes do mundo, sendo
exportada para a China, Japao e Alemanha. Outro tipo comercialmente importante da prépolis
brasileira € a propolis vermelha do litoral do nordeste do Brasil, que ¢ derivada de exsudatos
de Dalbergia ecastophyllum L. Taub.® Os dados referentes & composi¢do quimica também
estdo disponiveis para propolis de outros estados nordestinos brasileiros, como o Piaui, Bahia,
7 e também do Ceara.?

Até o presente momento, nada foi publicado sobre a caracterizagdo quimica da
propolis do Rio Grande do Norte (RN), um estado localizado na regido mais oriental da
América do Sul. Este estado situa-se na regido do semiarido brasileiro denominada "poligono
das secas"’, uma regido nordeste com sérios problemas sociais € econdmicos, que, durante
séculos, foi classificada entre as piores do pais'’. A vegetacgdo tipica da regifio é exclusiva e ¢
conhecida como caatinga, um bioma ocupado por pequenas arvores espinhosas, arbustos e
cactos; plantas adaptadas para os periodos de secas prolongadas tipicos dessa floresta, com
grande biodiversidade. A apicultura ¢ economicamente importante no RN. No entanto, a
producdo da prépolis ainda € negligenciada pela maioria dos apicultores locais. Isto ¢
lamentavel, especialmente considerando que o pico da produgdo de propolis na area também
ocorre durante os meses mais secos, quando a agricultura e a pecuaria sdo prejudicadas.

Para introduzir a propolis no mercado da apicultura do RN, sdo necessarios varios
procedimentos, incluindo a determinagdo de parametros padrdes (odor, cor, textura, cera,

substancias fenolicas totais, flavonoides totais) analise do perfil quimico, avaliagdo da
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atividade biologica e identificacdo da fonte da planta. Especula-se que, no Nordeste do Brasil,
uma leguminosa abundante e resistente, popularmente conhecida como "jurema-preta"
(Mimosa tenuiflora [Willd.] Poir.) pode representar a origem botanica da propolis local.

No presente estudo objetivou-se determinar parametros padrdo da propolis do
semiarido, caracterizar seus constituintes quimicos, avaliar sua atividade antioxidante e testar
a hipdtese de que Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. é sua fonte botanica através da avaliagdo

dos perfis quimicos.

MATERIAL E METODOS
Coleta de propolis e material de planta

Amostras de propolis foram coletadas em apidrios localizados nos municipios de
Afonso Bezerra (5°29'45.7"S; 36°31'10.3"W) em fevereiro 2014 e Alto do Rodrigues
(5°15'21"S; 36°45'29"W) em junho/julho de 2013, durante um periodo de seca prolongada.
Ambos os apiarios eram cercados por vegetagdo de caatinga, afetada pela invasio da planta
asiatica Prosopis juliflora (Sw.) DC. (Leguminosae, Mimosoideae) ¢ areas de plantacdo de
meldo. As amostras foram obtidas de colmeias racionais Langstroth contendo abelhas
africanizadas (Apis mellifera L.). O método para estimular a produc¢do de propolis foi um
sistema de ripas de madeira (370 x 20 x 20 mm) na frente e na parte de tras das colmeias,
entre a melgueira e o ninho, mantendo uma folga de 20 mm em ambos os lados. As amostras
foram coletadas raspando o produto acumulado nas frestas de ambos os lados. As propolis
depositadas em outras partes das colmeias foram descartadas. As amostras foram colocadas
dentro de sacos de pléstico e mantidos no congelador.

Apices vegetativos de jurema-preta bem como espécimes de 'jurema-preta' em floragio
foram coletados em uma area de caatinga no municipio de Afonso Bezerra. Os apices foram
secos ao ar ¢ mantido no congelador dentro de sacos de plasticos. Os espécimes de
comprovagdo foram preparados e depositados no Herbario SPF (Departamento de Botanica,
Universidade de Sao Paulo, Brasil). A espécie foi identificada pelo Dr. Luciano Paganucci de
Queiroz (Universidade Estadual de Feira de Santana, estado da Bahia, Brasil) por Mimosa

tenuiflora (Willd.) Poir. (syn Mimosa hostilis Benth.).



63

Preparacio dos extratos etanélicos

As amostras de propolis das duas localidades foram pulverizadas com nitrogénio
liquido utilizando almofariz e pistilo. Triplicatas de 10 g de propolis de cada localidade foram
tratados com 150 mL de etanol em Soxhlet por 6 horas. Os extratos foram filtrados e
mantidos em frascos dmbar durante a noite em freezer a —20°C. Posteriormente, foram
filtrados novamente para eliminar o excesso de cera. Os apices secos de "jurema-preta"
também foram pulverizados com nitrogénio liquido em um almofariz. Uma por¢éo de 1g do
p6d foi extraido em Soxhlet com etanol por 6 horas. Para Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com detecgdo de arranjo de diodos (CLAE/DAD) e analises por espectrometria de
massa em conjunto com ionizagdo por electropulverizagdo por CLAE-DAD (ESI-MS / MS),
aliquotas dos extratos de propolis das duas localidades e os é4pices da jurema-preta foram
evaporados até secarem sob fluxo de nitrogénio e os residuos foram dissolvido em metanol

para obter solugdes a 10 mg/mL™".

Parametros Quimicos Padrio

Para determinagdo de sdlidos totais e cera, os extratos de cada localidade foram
utilizados. O solvente (etanol) foi evaporado até secagem total sob fluxo de nitrogénio, em
seguida foram pesados para determinacdo de sdlidos totais. O teor de cera também foi
determinado usando solventes combinados (extragdo com diclorometano por 5h seguida de
extragdio em etanol a quente posteriormente resfriada a 0°C, conforme metodologia padrdo) .
Triplicatas de amostras de cada localidade foram utilizadas para determinag@o dos teores de
substancias fendlicas totais e flavonoides totais, o primeiro pelo método de Folin-Ciocalteau e
o ultimo pelo método do cloreto de aluminio. Os procedimentos foram realizados de acordo

1

com metodologia padrdo.!! O 4cido p-cumérico foi usado como referéncia para a

determinagfo de substancias fendlicas totais e a quercetina para flavonoéides totais.

Atividade antioxidante

Para avaliacdo da atividade antioxidante foram empregados dois diferentes
procedimentos que utilizavam o 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (método do DPPH) e a
descoloragdo de [-caroteno (método B-caroteno/acido linoleico) com amostras triplicadas de
cada localidade, como descrito anteriormente, '> com algumas modifica¢des. Para o primeiro

método, solugdes dos extratos metanolicos de propolis foram preparadas a 15, 30, 45 e 60 ug
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mL™!. Solu¢des metanolicas de quercetina em 2,5, 5,0, 7.5, 10,0, 15,0 e 30,0 ug mL™ ! foram
utilizados como referéncia. Para o método S-caroteno/acido linoléico, solugdes de metanol a
40, 80 e 120 pg mL ~ ! dos extratos e solu¢des de metanol da quercetina em 5, 10, 15, 20, 25 ¢
30 pg mL ~ ! foram utilizadas. O metanol foi usado como branco para ambos os métodos. Os

resultados sdo expressos como ECso (ug mL ~1). 13

Analises HPLC / DAD e HPLC-DAD-ESI-MS / MS

Os extratos metanolicos (solugdes a 10 mg/mL™! obtidas previamente) de ambas as
amostras de propolis foram purificados através de filtros de 0,45 pum. Aliquotas de 5 pl das
solugdes das duas amostras e do extrato do 4pice da "jurema-preta" (Mimosa tenuiflora)
foram analisadas com Cromatégrafo HPLC HP 1260 (Agilent Technologies Inc., Santa Clara,
CA, EUA) equipado com um detector de arranjo de diodos, Coluna Zorbax 5B-RP-18 (4.6 x
250 mm, 5 um; Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, EUA) a 40 °C. Os solventes utilizados foram
acido acético 0,1% (A) e metanol (B), com o gradiente de concentragdo B: 0 a 10 min, 10 a
20%; 10 a 20min, 20 a 40%; 20 a 30min, 40 a 50%; 30 a 38min, 50 a 60%; 38-47,9min, 60%:;
47.9-48min, 60-65%: 48 a 55min, 65 a 70%. O caudal foi estabelecido em 0.5 mL min "' e a
temperatura da coluna foi de 40 °C. O detector de arranjo de diodos foi ajustado para deteccao
em 254 e 352 nm.

Os constituintes das duas amostras de propolis foram caracterizados usando 10 pL da
solugdo filtrada e a técnica CLAE-DAD-ESI-MS/MS. O equipamento utilizado foi um
Cromatografo DADSPD-M10AVP (Shimadzu Corp., Kyoto, Japdo), equipado com um
desgaseificador, duas bombas L.C (LC-20), uma coluna CTO-20A forno, um auto-injetor SIL
20 AC e um conjunto de detectores diodos SPD-20A, ajustado para operar em 254 e 352 nm.
O cromatdgrafo foi acoplado a um espectrometro de massa Esquire 3000 Plus (Bruker
Daltonics, Billerica, MA, EUA), equipado com um analisador de massa quadrupolo de
armadilha de fons. Todos os componentes de hardware foram controlados pelo software
CBM-20A (Shimadzu Corp.). As andlises foram executadas com uma coluna de fase reversa
Gemini C-18 (Phenomenex, Torrance, CA, EUA) (4,6 x 250 mm, 5 um), protegido por uma
coluna de guarda. Os solventes, programa gradiente e vazdo utilizados foram os mesmos
descritos acima. A aquisi¢do de massa por varredura completa foi realizada por ionizagdo por
eletropulverizagdo no modo de ionizagdo positiva por digitalizacdo no intervalo m/z 100—

1200. O gas hélio foi usado como gas de colisdo e o azoto como gas de nebulizacdo. A
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nebulizacdo foi auxiliada com um gas coaxial de bainha de azoto, a uma pressdo de 27 psi. A
dessolvatag@o foi assistida utilizando um nitrogénio em fluxo contracorrente ajustado em
fluxo de 7,0 L min ~ ! e temperatura capilar de 320°C. Os eventos MS/ MS dependentes de
dados foram realizados nos fons intensos detectados na varredura completa da MS. A
acumulagdo maxima, tempo da armadilha de ions e os nimeros de MS para obter o MS os
espectros médios foram estabelecidos em 30 e 3MS, respectivamente. Todos os compostos
foram caracterizados pela interpretacdo dos respectivos espectros ultravioleta (UV) e de
massa, a partir de dados da literatura de EM (Espectrometria de Massas) e das seguintes bases
de dados quimicos online: Scifinder® (http: //www.scifinder.org), Reaxys®
(http://www.reaxys.com), Riken MSn Spectral banco de dados para fitoquimicos (Respect)
(http:  //www.reaxys.riken.jp), Fenol-Explorer (http://phenol-explorer.eu), Chem.Spider
(http://www.chemspider.com) e HMDB (http://www.hmdb.ca).

A quercetina foi identificada por comparagdo direta com um padrdo. Flavonois foram
caracterizados por bandas UV-visiveis em 345 a 360 nm (banda I) e 250 a 280 nm (banda II);
flavonas por bandas a 330-345nm (banda 1) e 254-272nm (banda II); chalconas por banda I a
370 nm; e di-hidroflavondis e di-hidroflavonas por bandas em 328 e 290 nm.'* Além dos ions
moleculares, a caracterizagdo dos EM de flavondides foram baseados em fragmentos gerados
por reacdo de Retro-Diels-Alder, fornecendo dados sobre os niimeros e tipos de substituintes
nos anéis A e B.>77

Sempre que possivel, a caracterizacdo dos compostos dependia da fragmentag@o,
modos de ionizagdo negativos e positivos e dados de literatura foram utilizados para adicionar
a caracterizacdo de fenilpropandides e flavonéides.'®!” Flavonéides metoxilados produziram
fragmentos gerados por perda de radicais metila.'>?° Um glicosideo ramnosil foi caracterizado
com base na perda de ramnose. A violantina foi caracterizada pela comparagéo do espectro de
MS com a literatura.?! A caracterizagdo de chalconas baseou-se em sua caracteristica de
comprimento UV Banda I (365-370 nm) e fragmentos obtidos por perdas de hidroxivinil

171922 As  flavononas isoméricas

benzenos gerados por reagdo Retro-Diels-Alder.
correspondentes com Espectros de MS semelhantes foram caracterizadas pelo menor

comprimento de UV Banda I (340 nm).

Analise estatistica

As diferencas entre médias de parametros quimicos padrdes e atividades antioxidantes

foram avaliadas usando o teste t de Student.



66

RESULTADOS
Parametros quimicos e atividade antioxidante

As amostras de propolis das duas localidades do RN possuem uma cor verde. A
amostra de Alto do Rodrigues tem um tom mais escuro que as de Afonso Bezerra. As
amostras possuem uma textura relativamente maleavel e sabor resinoso. A Tabela 1 apresenta
o conteudo de solidos soluveis, cera, substancias fendlicas totais e flavondides totais, bem
como os valores propostos no Regulamento Técnico para fixa¢do de Identidade e Qualidade
de Propolis (RTIQP)*, no que diz respeito as propriedades fisicas e quimicas caracteristicas
da prépolis produzida no Brasil. A amostra de Afonso Bezerra tem um conteddo menor de

cera e um conteudo mais alto de flavonoides em relagdo a amostra do Alto do Rodrigues.

Tabela 1. Parimetros quimicos (g kg™) de amostras de propolis verde de duas localidades do estado do Rio
Grande do Norte (Nordeste do Brasil) e respectivos limites do RTIQP (Regulamento Técnico para fixagdo e
Identificagio e Qualidade de Propolis.

Amostras Sélidos soltveis Ceras Substéncias fendlicas totais  Total de flavonoides
AB 530 54 137+32a 117+14a
AR 544 81 143+ 1.6a 94+23b

RTIQP Minimo 350 Maximo 250 Minimo 50 Minimo 5

As mesmas letras minisculas dentro de uma coluna indicam que os valores ndo sdo significativamente
distintos. AB = Afonso Bezerra, AR = Alto do Rodrigues.

Para a atividade antioxidante, os valores de ECso das duas amostras de propolis sdo
mostrados na Tabela 2, juntamente com os valores ECso das solugdes de quercetina. A
capacidade da amostra de Afonso Bezerra para sequestro do radical DPPH foi maior do que a
amostra de Alto do Rodrigues, mas quanto a descoloracdo do f-caroteno, as capacidades de
propolis de ambos os locais ndo obtiveram diferencas estatisticamente significativas.

A atividade das amostras de prdopolis para sequestrar o radical DPPH corresponde a
aproximadamente 10% (Alto do Rodrigues) e 13% (Afonso Bezerra) da atividade da
quercetina pura. A respeito de método de descoloragdo de B-caroteno, a atividade das duas

amostras esta perto de 15% da atividade da quercetina.
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Tabela 2. Atividade antioxidante (ECso, ug mL™") de amostras de propolis
verde provenientes de municipios do estado do Rio Grande do Norte e de
quercetina, avaliados por dois métodos (DPPH e fcaroteno).

Amostras DPPH f-caroteno
Afonso Bezerra 562+04a 101.1+£2.7a
Alto do Rodrigues 72.9+03Db 106.4+4.0a
Quercetina 74+0.1¢ 155€29b

As mesmas letras mintsculas dentro de uma coluna indicam que os valores
ndo sdo significativamente distintos.

Constituintes de amostras de propolis e apices de "jurema-preta"

Os perfis quimicos das amostras de propolis dos dois locais e os apices da planta sdo
muito semelhantes (Fig. 1).

Diferencas foram observadas apenas em relagdo as abundancias relativas dos
constituintes dos extratos. Apenas compostos fendlicos foram caracterizados como
constituintes dos extratos de propolis e apices analisados (Tabela 3).

Com exce¢do do composto 1 (fenilpropanoide), todos os outros constituintes sdo
flavonoides. Os compostos 3, 6 e 18 sdo flavonas; entre eles, 3 é um di-C-glicosideo e os
outros sdo agliconas. Os compostos 2, 4, 5, 8, 9 e 12-15 s@o flavondis; os dois primeiros sdo
glicosideos e os outros sdo agliconas.

O composto 11 € uma flavonona. Uma importante caracteristica quimica das amostras
de préopolis analisadas s@o as chalconas: entre os constituintes detectadas nas amostras
analisadas, quatro (7, 10, 16 e 17) correspondem a essa categoria de flavonoides. O composto
17 ¢ aparentemente o constituinte mais abundante de ambas as amostras de prépolis

analisadas (Figura 1).

DISCUSSAO

Parametros quimicos e atividade antioxidante

A propolis verde do RN possui caracteristicas organolépticas e fisicas distintas de
outros tipos de prépolis brasileiras. Os parametros quimicos quanto aos teores de cera, sélidos
soluveis, substincias fenolicas totais e flavonoides totais estio em conformidade com os
padrdoes de qualidade do RTIQP (Regulamento Técnico para fixacdo de Identidade e
Qualidade de Propolis).
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Figura 1. Cromatogramas de HPLC de extratos etandlicos de apices da parte aérea de

"jurema-preta" [Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir., Leguminosae, Mimosoideae] e

amostras de prépolis de duas localidades do Rio Grande do Norte (nordeste do Brasil).
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Os dados da Tabela 1 indicam que as duas amostras de propolis tém caracteristicas
quimicas padrdo altamente positivas, como baixo teor de cera e alto teor de substancias
fenolicas (correspondendo a aproximadamente 25% dos solidos soltiveis) e um alto teor de
flavonoides (aproximadamente 70% do total de substancias). Contetidos na faixa de 88 a 126
g kg' e 8227 g kg! de substancias fenolicas totais e flavonoides, respectivamente tém sido
relatados para a propolis verde do sudeste brasileiro.!! Os valores sio menores que o0s
respectivos dados da propolis do RN (Tabela 1). O conteudo de cera relatado para a propolis
verde do sudeste brasileiro (46-78 g/kg ™ ') ' sdo semelhantes aos dados da Tabela 1.

Entre os constituintes da propolis, a maioria dos compostos biologicos ativos sio
substancias fenodlicas. Por exemplo, pinocembrina (constituinte da prépolis europeia) € ativo
com relagdo a uma diversidade de efeitos bioldgicos comprovados.?* A crisina ¢ uma flavona
biologicamente ativa da propolis chinesa.?’ Em relagdo aos fenilpropanéides da propolis, uma
alta diversidade de efeitos tem sido atribuida ao CAPE (Acido fenil éster caféico) da propolis
européia® e ao artepillin C da propolis verde brasileira.?

Em geral os flavonodides e outros constituintes fendlicos da propolis sdo fortes
substancias antioxidantes.”” A quimica da prépolis boliviana compreende dois padrdes: ou
altamente fenolico ou altamente triterpenoide. O primeiro tem altas atividades antioxidantes e
antibacterianas, enquanto que os ultimos sdo fracamente ativos.?’ Resultados semelhantes
foram obtidos para propolis.?” Além disso, atividades anti-inflamatéria, antibacteriana,
antifiingica, citotéxicas, antitumoral e quimiopreventiva das chalconas foram reconhecidas.?®
32

Levando estes comentarios em consideracdo, os resultados do presente estudo indicam
que a propolis verde RN ¢ um promissor produto apicola, com baixo teor de cera e alto
conteudo de substancias fenolicas, principalmente chalconas e outros flavonoides (Tabela 1).
Assim, as duas amostras possuem alta atividade antioxidante (Tabela 2). A amostra de Afonso
Bezerra tem um menor teor de cera e maior teor de flavonoides (Tabela 1), bem como maior

atividade sequestradora de radicais livres (Tabela 2), do que a amostra de Alto do Rodrigues.

Constituintes quimicos e origem botinica

Uma peculiaridade do perfil quimico das amostras analisadas é o teor relativamente
alto de chalconas. Esses metabolitos sdo precursores biossintéticos de outras classes de
flavondides. No entanto, eles raramente se acumulam nos tecidos vegetais. Em particular,

diidrochalconas sdo incomuns em fontes naturais.>?
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As espécies da familia Leguminosae, como M. tenuiflora (presente trabalho) e Acacia
paradoxa (Leguminosae, Mimosoideae) sdo relatadas como fontes frequentes de prépolis.*
No entanto, analises quimicas e morfoldgicas s@o cruciais para a determina¢do do origem da
propolis.®* A similaridade dos cromatogramas dos extratos de propolis e dos apices da planta
M. tenuiflora mostrados na Fig. 1 pode ser considerada uma forte evidéncia, indicando que
"jurema-preta" ¢ a principal fonte de resina de prépolis verde do RN.

Tanto a origem botdnica como a composi¢do quimica distinguem a préopolis verde
analisada no presente estudo de outros tipos de prépolis brasileiras. Triagens com o objetivo
de caracterizar a propolis a partir de regides distintas do Brasil ndo relataram perfis quimicos
semelhantes para a prépolis do RN.”*> No Brasil, M. tenuiflora ocorre na maioria dos estados
do poligono da seca e em Minas Gerais (sudeste). Fora do Brasil, ela ocorre na Venezuela,
Coldmbia, El Salvador, Guatemala, Honduras, Panama e sul do México.?® Ela tem sido usada
em rituais indigenas brasileiros.?” A sua casca é o ingrediente principal do “vinho de jurema”,
uma bebida psicadélica usada em rituais afro-brasileiros e cultos enteogénicos.’®* A
substancia extraida da casca da "jurema-preta" é a dimetiltriptamina.*’ Esses tipos de
compostos contendo nitrogénio ndo foram detectados nos apices ou nos extratos de propolis
(Tabela 3). Também ha relatos de que M. tenuiflora tem efeitos toxicos em bovinos, ovinos e
caprinos, #' embora seu polen ndo seja toxico para A. mellifera e seja um relevante recurso no

semiarido brasileiro para alimentagio de abelhas.*?

CONSIDERACOES FINAIS

Levando em consideragdo a atividade bioldgica dos flavonoides, incluindo as
chalconas, os resultados do presente estudo sugerem que a propolis verde RN tem
perspectivas promissoras no mercado apicola. A implementa¢do de agdes destinadas a
estimular a produgdo de propolis no RN pode trazer beneficios para a economia,

particularmente durante as estagcdes secas mais severas.
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Atividade antioxidante da geopropolis do Nordeste do Brasil: caracterizacio quimica e
origem botanica

Joselena Mendonga Ferreira; Caroline Cristina Fernandes-Silva; Antonio Salatino; Dejair
Message e Giuseppina Negri

INTRODUCAO

Apidae e Meliponinae correspondem, respectivamente, a uma familia e uma
subfamilia de abelhas tropicais. Uma tribo importante no grupo ¢ a tribo Meliponini, cujos
membros sdo conhecidos como abelhas sem ferrdo (no inglés, stingless bees). Existem mais
de 300 espécies de Meliponini, distribuidas em varios géneros, incluindo Melipona e Trigona.
O primeiro género compreende cerca de 50 espécies exclusivamente neotropicais, enquanto o
segundo é um grupo maior, representado por cerca de 130 espécies pantropicais. Eles sdo
valiosos polinizadores de plantas nativas e de culturas (HEARD, 1999).

As colmeias de abelhas sem ferrdo sdo constituidas de discos de cera para as larvas e
com potes de cera para armazenamento de mel e pdlen [2, 3]. A geopropolis é um produto
elaborado por essas abelhas. Ela ¢ semelhante a prépolis da abelha Apis mellifera, uma vez
que ambos os produtos contém resina vegetal e cera de abelha. Elas s@o distintas, no entanto,
porque a geopropolis contém contetdo varidvel de material de solo. Assim como na propolis
de abelhas Apis, a geoprépolis também ¢ usada para alinhar a entrada e vedar aberturas extras
que possam existir no ninho. Muito tem sido publicado sobre a quimica da propolis, sua
origem botanica, e atividade biologica [4-6]. Em comparagdo, consideravelmente pouco foi
feito em relagdo a geopropolis, apesar da enorme diversidade de abelhas sem ferrdo [7, 8].

No Brasil, a geoprépolis tem sido usada para o tratamento de doengas respiratdrias e
dermatoses [9]. A geopropolis brasileira revelou atividades antioxidantes, anticancerigenas,
anti-inflamatorias e antimicrobianas [10], enquanto a geoprdpolis da Indonésia tem atividade
citotoxica contra varias linhas celulares de cancro humano [11]. A maioria dos trabalhos sobre
a quimica da geoprdpolis brasileira tem demonstrado resultados a respeito da geoprdpolis
produzida por espécies de Melipona. Por exemplo, Melipona fasciculata produz diferentes
tipos de geopropolis: carboidratos, triterpenos, acido anacardico, alquilresorcindis e alcoois de
acUcar caracterizam essa geopropolis do nordeste do Brasil [7], enquanto fendlicos como o
acido galico e eldgico, sdo constituintes de uma geopropolis das terras baixas da regido oeste

do estado do Maranho, nordeste do Brasil [2, 3]. A abelha Melipona subnitida do estado do
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Paraiba (nordeste do Brasil) produz geopropolis contendo fenilpropanodides e flavonoides
[12]. J& a Melipona scutellaris do estado da Bahia (sul do nordeste do Brasil) produz tipos
distintos de geopropolis, por exemplo, uma amostra contendo benzofenonas como
constituintes principais [13] e outra caracterizada por ésteres de acido cinamico e cumarinas
[8]. Glicosideos flavonoides foram detectados em geopropolis de duas abelhas sem ferrdo da
Amazodnia, Melipona interrupta e M. seminigra [14] e compostos fenolicos e terpenos foram
relatados para uma geoprdpolis de M. orbignyi de Mato Grosso do Sul (centro-oeste do
Brasil) [15].

Poucos trabalhos foram publicados sobre geoprdopolis de outras espécies de abelhas
sem ferrdo. A geopropolis de Trigona spinipes contém triterpenos e acido magniferdlico,
entre outros constituintes [9]. A geopropolis de Scaptotrigona postica do Maranhdo tem um
perfil quimico peculiar: além dos acidos cafeoilquinicos, contém flavondides-C-glicosideos
(principalmente vicenina-2) e o alcaldide pirrolizidina derivado de retronecina [16]. Estudos
sobre a origem botanica da geoprépolis sdo escassos. Ha evidéncias de que os frutos de
Corymbia torelliana (Myrtaceae) fornecem resina para a producdo de geopropolis pela
Tetragonula carbonaria australiana (Meliponini), devido a grande semelhanca nos perfis
quimicos de flavanonas entre os dois [17].

Até o momento, nada foi publicado sobre a quimica da geoprdpolis de Scaptotrigona
brasileira do Semiarido, uma regido designada como “poligono das secas”. Foi mostrado
recentemente que uma propolis de cor verde escura, de abelhas africanizadas (Apis mellifera)
do Rio Grande do Norte (RN) é produzida a partir de apices de Mimosa tenuiflora (Willd.)
Poir. (Leguminosae, Mimosoideae), uma planta conhecida localmente como “jurema-preta”
[18]. M. tenuiflora ¢ uma espécie resistente e abundante no bioma caatinga, uma floresta seca
tipica do nordeste brasileiro, caracterizada por pequenas arvores e arbustos espinhosos, cactos
e euforbias. A maioria das plantas da caatinga ficam desprovidas de folhas durante a longa
estagdo seca, mas a jurema-preta permanece com pequenas quantidades de brotos
germinativos nesse periodo do ano, e ¢ uma das plantas que germinam imediatamente apds as
primeiras chuvas.

Nessa area, uma geopropolis com cor verde escura é produzida por abelhas
Scaptotrigona aff. depillis, Moure, 1942, conhecida popularmente como “canudo” [37].
Embora nfo seja nativa da regido Nordeste, essa abelha é um polinizador ativo, difundida em
varias partes do Brasil.

O objetivo do presente estudo foi determinar alguns pardmetros padrdes (compostos

fenolicos e flavonoides totais, atividade antioxidante) de geoproépolis de Scaptotrigona aff.
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depillis, bem como fazer a caracterizacdo de seus constituintes quimicos e testar a hipotese de

que a jurema-preta seja sua fonte de resina.

MATERIAL E METODOS
Coleta da geopropolis

Uma amostra da geopropolis de S. depillis foi coletada em janeiro de 2014 no
meliponario da Fazenda Experimental Rafael Fernandes, UFERSA (Universidade Federal
Rural do Semiarido), municipio de Mossord, Estado do RN (nordeste do Brasil; 05°11°16°°S
37°20°38°°W). Cerca de 3 g de material foram coletados de trés caixas, raspando o produto
acumulado entre o ninho e a tampa. A geopropolis coletada tinha cor verde escuro e tem a
textura um pouco pegajosa, com cheiro resinoso e textura maleavel. A amostra foi limpa de
impurezas, colocada dentro de saco plastico atoxico, ¢ mantida em freezer a -20°C

(TEIXEIRA et al., 2005).

Preparaciio de extratos de etanol

A amostra da geopropolis foi pulverizada usando nitrogénio liquido, em almofariz e
pistilo. O material em pd (1 g) foi tratado com 150mL de etanol em Soxhlet por 6 horas. O
extrato foi filtrado e mantido durante a noite em frasco escuro em freezer a -20°C. O extrato

foi filtrado novamente para eliminar o excesso de cera.

Parametros Quimicos

Uma aliquota de 20mL do extrato livre de cera (ELC) foi evaporada até a secura sob
fluxo de nitrogénio e pesada para determinag@o de solidos totais. Foram utilizadas triplicatas
de SmL do ELC para determina¢do do conteudo de substancias fenolicas totais e flavonoides
totais, o primeiro pelo método de Folin-Ciocalteu e o segundo pelo método do cloreto de
aluminio. Os procedimentos foram descritos em trabalho anterior [19]. Os compostos de
referéncia utilizados foram o acido p-cumadrico (fendis totais) e a quercetina (flavonoides

totais).

Atividade antioxidante

Triplicatas de SmL do ELC foram usadas para analise de DPPH (2,2-difenil-1-

picrilhidrazil) de atividade de eliminagdo de radicais livres, segundo Righi e colaboradores
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[21], com algumas modifica¢des necessarias. O procedimento detalhado estd disponivel em

uma publicacdo recente [18].

Analises HPLC / DAD ¢ HPLC-DAD-ESI-MS/MS.

Aliquotas de 1mL do ELC foram evaporadas até a secura sob fluxo de nitrogénio e o
residuo foi dissolvido em metanol grau de HPLC para obter solu¢des a 10 mg mL™!. As
solugdes foram purificadas através de filtros de 0,45 pm. Aliquotas (10 uL) foram analisadas
por HPLC-DAD com um cromatdgrafo HPLC HP 1260 (Agilent Technologies), usando uma
coluna Zorbax 5B-RP-18. A andlise também foi realizada por HPLC-DAD-ESI-MS/MS com
um cromatografo DAD-SPD-M10AVP Shimadzu equipado com desgaseificador, duas
bombas LC-20AC, coluna aquecedora CTO-20A, auto-injetor SIL 20AC e SPD-20A, e um
coluna de fase reversa Phenomenex Gemini C-18, protegida por uma coluna de guarda. O
cromatdgrafo foi acoplado a um Esquire 2000 Plus Bruker Daltonics espectrometro, equipado
com um analisador de massa de captura de ions quadrupolo. Detalhes dos procedimentos de
analise, tais como fluxos de gas, temperaturas do forno, gradientes de solventes e bases de
dados para caracterizacdo quimica constituintes, estdo disponiveis em uma publicagdo recente
[18]. A caracterizagdo dos constituintes foi baseada em UV-DAD e Dados MS nos modos de
ionizagdo negativa e positiva, e foi realizada compara¢do com dados previamente publicados

[22-25].

RESULTADOS E DISCUSAO

Parametros quimicos e atividade antioxidante

Os conteudos de solidos soluveis, compostos fendlicos totais e flavonoides totais séo
mostrados na Tabela 1, além dos dados de valores minimos aceitaveis pelo Regulamento
Técnico para fixacdo de Identidade e Qualidade de Propolis (RTIQP) (padrdes para
comparagdo de caracteristicas fisicas e quimicas da propolis produzida no Brasil) [20] Todos

os parametros analisados obedecem aos padrdes do RTIQP.
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Tabela 1: Parametros quimicos (g kg ~!) e atividade de eliminacfio do radical DPPH (ug mL
~ 1) de uma amostra de geoprdpolis de Scaptotrigona aff. depillis de Mossor6 (estado do Rio
Grande do Norte, nordeste do Brasil), comparado com valores médios de propolis de jurema-
preta [18] e valores-limite do Regulamento Técnico para fixacdo de Identidade e Qualidade de
Prépolis (RTIQP) [20]

Tipos Solidos Fenolicos Flavonoides ECso
soluveis totais totais

Geoproépolis 550 111.5+54 98.5+ 8.6 74,1 +£0,5

Propolis de jurema 537 140 105 65

TRPIQ Minimo 350 Minimo 50 Minimo 5 -

Quercetina - - - 7,4+0,1

Como visualizado na Tabela 1, eles sdo semelhantes aos valores relatados para a
prépolis verde do RN derivada de “jurema-preta” [18] e consideravelmente superior aos
parametros correspondentes a propolis verde comercializada internacionalmente do Sudeste
do Brasil [19]. A atividade antioxidante (ECso) da amostra de geoprdpolis também € mostrada
na Tabela 1. Como era esperado, houve semelhanga entre a geopropolis verde do RN ¢ a
prépolis de jurema-preta quanto a capacidade de eliminacdo dos radicais livres pelo método
do DPPH, e em ambas os resultados foram semelhantes. A atividade antioxidante da propolis

foi atribuida ao seu perfil fenolico [26].

Caracterizacdo quimica da geopropolis e comparaciao com apices de “Jurema-Preta

A Tabela 2 resume os dados de UV-DAD e MS nos modos de ionizagdo negativa e
positiva. Os flavonoides foram caracterizados por bandas UV/vis em 345 a 360 nm (banda I)
e 255 a 280 nm (banda II); as chalconas foram caracterizados por bandas de 340-370 nm
(banda I) e flavanonas por banda a 280 nm [22]. A caracterizag¢do de flavonoides metoxilados
foi baseado em fragmentos gerados por perda de um radical metoxil (-CH3) e as chalconas
caracterizadas por fragmentos gerados por reag¢do Retro-Diels-Alder [23-25]. Detalhes sobre a
caracterizacdo dos compostos baseados em UV/vis, MS-, MS+ e sédio ([M + Na]+) estdo
disponiveis no artigo de Ferreira e colaboradores [18]. Apenas compostos fenolicos
(flavonoides), foram caracterizados como constituintes dos extratos analisados de geopropolis
(Tabela 2). Esta observacdo é consistente com o teor excepcionalmente alto de flavonoides

mostrado na Tabela 1.
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As propriedades biologicas da propolis sdo frequentemente atribuidas aos seus
constituintes flavonoides. Os compostos 1, 4 e 11 sdo agliconas simples de flavonol. Os
compostos 2, 5, 7 e 9 sdo flavondis éteres metilicos; os compostos 3, 6, 8 e 13-15 sdo
chalconas, o composto 11 ¢ uma flavanona e os compostos 12 e 16 s@o flavonas. Assim, os
principais constituintes da geoprdpolis de S. aff. depillis sdo flavonois e chalconas. A Figura 1

representa o cromatograma (HPLC-DAD) do extrato etanolico da geopropolis.
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Figura 1: Cromatograma obtido por anélise de HPLC-DAD-MS/MS de extratos etanolicos de
geopropolis de Scaptotrigona aft. depillis (Meliponini) do meliponario da Universidade
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (estado do Rio Grande do Norte, nordeste do
Brasil). Digitos dos cromatogramas correspondem aos numeros vistos na Tabela 2, utilizado

para indicar compostos caracterizados por HPLC-DAD-MS/MS.

Até agora, a origem da resina de propolis contendo chalconas tem sido atribuida a
espécies de Leguminosae, como € o caso, por exemplo, de Dalbergia ecastophyllum, a fonte
vegetal da propolis vermelha brasileira [21, 27, 28]. As principais fontes vegetais de
chalconas s3o espécies de Asteraceae, Leguminosae, ¢ Moraceae [29]. O presente relato de
chalconas como constituintes da geopropolis de S. aff. depillis e da propolis verde de Apis
mellifera do RN € coerente com a hipotese de que a “jurema-preta” € uma de suas principais
fontes botanicas [18]. Os dados da Tabela 2 evidenciam a alta similaridade entre composigdes

quimicas de ambos os produtos. Entre os 16 constituintes detectados no extrato etanolico do
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geopropolis, 10 também foram detectados como constituintes da prépolis verde da mesma
area (Tabela 2). A “jurema-preta” ¢ abundante na vegeta¢do da caatinga e seu pdlen ¢ um

importante recurso nutricional para as abelhas locais.

Comparacio com outras Geopropolis

O perfil quimico visto na Tabela 2 ¢ distinto da composicdo relatada para outras
geopropolis brasileiras. Até agora chalconas ndo tinham sido detectadas anteriormente em
nenhum tipo de geopropolis.

Uma geopropolis de Plebeia aff. flavocincta do RN foi descrita por conter altos teores
de fendis e flavonoides, mas ndo houve uma andlise detalhada para caracterizagcdo de seus
constituintes individuais [30]. A geoprépolis analisada no presente trabalho é diferente de
uma geopropolis produzida por uma abelha de mesmo género, a Scaptotrigona postica do
Maranhio [16]. Vale a pena observar que colonias de abelhas sem ferrdo da mesma espécie
ou de mesmo género podem produzir geopropolis distintas uma da outra (como observado
com S. postica do estado do Maranh@o), enquanto abelhas filogeneticamente distintas (como
Scaptotrigona e Apis) podem elaborar produtos com composi¢do quimica similar. Essa
observagdo leva a conclusdo de que os fatores genéticos das abelhas desempenham um papel
irrisério na escolha de fontes vegetais para a produg¢do de geopropolis e propolis. A
disponibilidade de potenciais fontes de resina € provavelmente decisiva a este respeito.

A planta “jurema-preta” ¢ interessante como matéria prima da prépolis e geopropolis
devido a sua abundancia na caatinga, mesmo durante os periodos severos de seca. Além disso,
ela fornece tecidos frescos passiveis de serem mastigados pelas pequenas e relativamente

delicadas mandibulas do aparelho bucal das abelhas [31].

Perspectivas

As perspectivas favoraveis em relagdo as atividades bioldgicas sdo sugeridas pelo alto
conteudo de flavondis e chalconas e a expressiva atividade antioxidante da geopropolis de S.
aff. depillis do RN. Além de muitas outras atividades bioldgicas, flavonois como a quercetina
e derivados de isoramnetina favorecem a prevengdo da doenga cardiaca coronaria, bem como
atividade antioxidante, hepatoprotetora, anti-inflamatdria e efeitos anticancerigenos [32, 33].

As chalconas sdo flavonoides reconhecidos por possuirem muitas atividades, como
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antioxidante, anti-inflamatoria, antibacteriana, antifungica, citotdxica, antitumoral, e
atividades quimiopreventivas [29, 34-36].

CONCLUSAO

A maior parte da propolis no comércio nacional e internacional deriva das abelhas.
Algumas abelhas sem ferrdo, no entanto, podem produzir propolis em montantes
comercialmente viaveis, como é o caso da abelha “jatai” (Tetragonisca angustula), do
nordeste do Brasil. Abelhas de S. aff. depillis revelam perspectivas promissoras de tornarem-
se uma fonte relevante de geopropolis comercial. A alta qualidade de sua geoprdpolis
produzida no semidrido € vista a partir dos resultados do presente trabalho, como o alto poder
antioxidante e a predominancia de flavonoides, incluindo um alto teor de chalconas. Tendo
em conta as dificuldades econdmicas e sociais que afligem a populag¢do do nordeste do Brasil,
incluindo a populacdo do RN, a implementacgéo de agdes estimulando a produgéo de prépolis
e de geopropolis de S. aff. depillis, ambas derivadas de “jurema-preta”, podem trazer

beneficios para a economia local, principalmente durante as estagdes secas mais severas.
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CAPITULO IV — JUREMA-PRETA (Mimosa tenuiflora) COMO FONTE DE RESINA
DE PROPOLIS E GEOPROPOLIS DO SEMIARIDO BRASILEIRO

Mimosa tenuiflora as resin source of propolis and geopropolis from the Brazilian
Northeastern Semi-arid.
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Jurema-preta (Mimosa tenuiflora) como fonte de resina de propolis e geopropolis do

semiarido brasileiro

Joselena Mendonga Ferreira, Emilia Cristina Pereira de Arruda,
Alleson Silva Fernandes de Lima, Antonio Salatino, Caroline Cristina Fernandes-Silva,

Giuseppina Negri, Ramiro Gustavo Valera Camacho, Katia Peres Gramacho, Dejair Message

INTRODUCAO

As Abelhas desenvolveram uma maneira peculiar de se protegerem através de
compostos secundarios de vegetais. Estudos recentes com resinas coletadas e processadas por
abelhas sem ferrdo também t€ém mostrado que esse produto é bastante promissor (Cunha et
al., 2015; Ferreira et al., 2017a). Dentre as propriedades relatadas em ambas, se destacam as
atividades antioxidantes, antimicrobianas, imunoestimulante ¢ antitumoral (Burdock, 1998;
Coelho et al., 2018; Cunha ef al., 2015).

Recentemente verificou-se que um tipo de propolis e de geoprdpolis encontradas no
Rio Grande do Norte (RN), semiarido do Brasil, possuem muitos compostos fenolicos em sua
constitui¢do, apresentando alta atividade antioxidante, cor verde clara a escura e similaridade
em seus compostos. Porém, foi verificado que a composi¢do quimica destas amostras ¢
totalmente distinta da propolis verde encontrada nas regides sul e sudeste do pais. Também foi
verificado muitos compostos similares com aqueles encontrados nos apices vegetativos de
Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. (Leguminosae, Mimosoideae), uma planta conhecida
localmente como “jurema-preta” (Ferreira et al., 2017a; Ferreira ef al., 2017b).

Além do uso das técnicas de andlise de composi¢do quimica para avaliar a fonte
botanica de amostras de prépolis, a técnica de microscopia optica, que compara os tecidos
vegetais presentes na propolis com o de plantas presentes na regido, tem sido utilizada com
sucesso, obtendo resultados precisos quanto a fonte botanica desse material (Warakomska and
Maciejewic, 1992; Oliveira and Bastos, 1998; Montenegro et al., 2001; Teixeira et al., 2005).
Embora essa técnica seja encontrada de maneira mais escassa nos trabalhos com propolis,
quando comparada aquelas de caracterizagdo quimica, ela contribui muito para caracterizar a
origem de determinado tipo de propolis com maior confiabilidade e precisdo.

M. tenuiflora ¢ uma espécie resistente e abundante no bioma caatinga, um dos
ecossistemas brasileiros mais negligenciados devido a sua caracteristica semidrida e relativa

pobreza de espécies (Zanella and Martins, 2003). Embora a maioria das plantas da caatinga
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percam toda a sua folhagem durante a longa estacdo seca desse bioma, M. tenuiflora
permanece com pequenas quantidades de brotos germinativos e pode frutificar durante esse
periodo (Maia, 2004). E considerada uma espécie pioneira em areas degradadas e a sua
madeira ¢ bastante apreciada na fabricacdo de carvdo nas Américas (Leme, Cartwright and
Gasson, 2010; Azevédo et al., 2012). Recentemente foi identificada como importante planta
hospedeira para comunidades de fungos micorrizicos arbusculares do semiarido brasileiro
(Souza ef al., 2016). Em cultos afro-brasileiros, no estado de Pernambuco, o cha de cascas da
arvore ¢ usado no tratamento de infec¢des e inflamagdes, além de possuir efeitos
alucinogenos (Souza ef al., 2008).

As abelhas coletam néctar e polen de M. tenuiflora (Maia-Silva et al., 2012) e os
apicultores e pesquisadores locais t€ém utilizado do conhecimento quanto a aspectos da
fisiologia dessa planta para tornar a atividade mais rentavel. Eles induziram o florescimento
de plantas de M. tenuiflora, quando em estresse hidrico, com tratamentos que consistiam em
regéa-las com agua em quantidades a partir de 500 litros. Essa técnica simples tem se tornado
uma boa fonte de alimentag@o para as abelhas em épocas prolongadas de escassez de alimento
(Silva et al., 2015).

Tendo em vista as similaridades quanto a composi¢do quimica da propolis e da
geopropolis verde da caatinga com M. fenuiflora e a importancia desta planta no semidrido
brasileiro, objetivou-se testar a hipdtese de que ela seja a fonte majoritaria de propolis e
geopropolis do semidrido, através de avaliagdo anatdmica microscdpica; bem como também
reduzir a escassez de informagdo histologica a respeito desta espécie a partir do laminario de

referéncia obtido nesta pesquisa.

MATERIAL E METODOS

Coleta e identificacdo do material

Trés amostras de propolis verde de colonias de Apis mellifera e trés amostras de
geopropolis verde de colonias de Scaptotrigona aff. depillis foram coletadas em areas de
caatinga. A primeira amostra de propolis foi coletada na Estagdo Experimental da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), municipio de Mossord, estado do RN
(05°11'16"S 37°20'38"W), a segunda foi coletada no municipio de Alto do Rodrigues
(5°15"21"S; 36°4529"W) e a terceira no municipio de Lajes (5°42'31.5"S 36°13'56.9"W). Ja as
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trés amostras de geoprdpolis foram coletadas no municipio de Mossoré/RN (05°11'16"S
37°20'38"W). As amostras foram armazenadas em freezer para posterior analise microscopica.

Para a identificacdo da planta foi seguida a metodologia de Bankova et al. (2016),
onde foram coletados foliolos jovens e maduros de M. fenuiflora (n = 5), bem como seus
respectivos espécimes em floragdo. Estes foram coletados de pelo menos trés individuos da
mesma espécie em area de caatinga do municipio de Mossor6/RN. Em seguida foram
etiquetados e armazenados em frascos de vidro ambar contendo fixador FAAso. Os espécimes
de comprovacdo foram preparados e identificados como Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. (syn
Mimosa hostilis Benth.), pelo Prof. Dr. Ramiro Gustavo Valera Camacho da Universidade do
Estado do Rio Grande do Norte. Em seguida, foram depositados no Herbario Dardano de

Andrade Lima, (Universidade Federal Rural do Semi-Arido — UFERSA, RN, Brasil).

Laminario de referéncia

Para confec¢@o de um laminario de referéncia da espécie M. tenuiflora, apds a fixacdo em
FAAso (Johansen, 1940) as amostras de foliolos jovens e maduros dessa espécie (n = 5) foram
desidratadas em série etanol-butanol (50-100%), infiltradas e emblocadas em parafina (Kraus
and Arduin, 1997). Estas foram emblocadas e seccionadas com espessura de §-10pm em um
micrétomo rotativo Leica RM2125. Os cortes obtidos foram submetidos a dupla coloragdo
com safranina e azul de Alcian e, posteriormente, montados e fixados com balsamo do
Canada (Bukatsch, 1972).

Parte das amostras foi submetida também a técnica de dissociagdo que foi realizada com
hipoclorito de s6dio com concentragdes que variaram entre 50-100%, dependendo da amostra
(Bersier and Bocquet, 1960). As amostras foram clarificadas e lavadas com agua destilada,
coradas com safranina 1% em etanol 50% e montadas em glicerina 50% (Purvis, Collier and
Walls, 1964), e em seguida foram submetidas ao teste com cloreto férrico para deteccdo de

compostos fendlicos (Johansen, 1940).
Laminario de tecidos vegetais encontrados na propolis e geopropolis
Para a preparacdo das laminas com material vegetal das amostras de propolis e

geopropolis foi utilizada a técnica convencional (Warakomska and Maciejewic, 1992), na

qual é possivel obter os componentes insoluveis da propolis a partir do sedimento, pois, as
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partes com paredes celulares sao relativamente preservadas por serem insoluveis em solventes
organicos (Oliveira and Bastos, 1998).

Para isso, foi utilizado 0.5g de cada amostra (prépolis e geopropolis) em 15mL de
etanol P.A., sendo feitas agitagdes e descansos ao longo de 12 horas. Apos este tempo a
suspensdo foi centrifugada a 2.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e a mistura decantada
foi ressuspendida com 13mL de etanol, passada por uma nova centrifuga¢do, conforme
procedimento anterior. Ao material decantado foram adicionados 12 mL de KOH a 10% e
aquecido por 2 minutos & 100°C, em banho maria. A seguir, ainda quente, a mistura foi
sonificada por 5 minutos, centrifugada por 15 minutos a 2.000 rpm, desprezando-se o
sobrenadante. Apds a resuspensdo do sedimento com etanol P.A. parte do material foi
utilizado para montagem de laminas ndo permanentes, feitas em gelatina glicerinada. As
estruturas vegetais encontradas e observadas ao microscopio dptico foram comparadas com as
laminas de referéncia, avaliando estruturas relevantes para a identificacdo das espécies,
incluindo tricomas glandulares e tectores, entre outras estruturas morfo-anatomicas dos

foliolos (Warakomska and Maciejewic, 1992).

Analise dos dados

Foram confeccionadas 20 1aminas de cada uma das amostras de propolis e de geopropolis,
bem como dos foliolos jovens e maduros de M. fenuiflora. Foram analisadas e fotografadas
em fotomicroscopio Leica DMS500 com auxilio do software LAS EZ, utilizando ocular 10x e

objetivas 40x.

RESULTADOS E DISCUSAO

A partir do laminario de referéncia de M. fenuiflora, foi possivel identificar que seus
foliolos jovens (extraidos de apices vegetativos) e maduros (extraidos de folhas maduras)
apresentaram, em vista frontal, tricomas unicelulares tectores, tricomas glandulares do tipo
captado e estdmatos paraciticos, conforme apresentado na Figura 1. Estes udltimos, estdo
relacionados a secre¢do e armazenamento de substancias fendlicas de defesa da planta (Levin,
1973), dentre as quais os flavonoides se destacam, principalmente aqueles das classes

flavondis e chalconas.
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Figura 1. A e B. Vista frontal de folhas de Mimosa tenuiflora (jurema-reta). A. Aspecto geral do
foliolo de M. tenuiflora. B. Detalhe de tricomas unicelulares tectores (setas) e estdmatos paraciticos
(circulo). Notar ainda tricoma glandular do tipo captado (Tg). C. Corte transversal do foliolo de M.
tenuiflora. Notar epiderme contendo compostos fenolicos (Ed e Eb) e os tricomas tectores (Tt).
Técnica: Inclusdo em parafina. Coloragio: Safranina e azul de Alcian (A, B e C) e teste com cloreto
férrico (C). Estomatos paraciticos (Circulos); Tricoma glandular captado (Tg); Tricoma tector (Tt);
Epiderme adaxial (Ed); Epiderme abaxial (Eb); Parénquima paligadico (Pp); Parénquima lacunoso
(P1); Feixe vascular (Fv).

Nas laminas de propolis de abelhas A. mellifera e de geopropolis de abelhas S. aff.
depillis da caatinga foi possivel observar diversos foliolos de M. tenuiflora com tricomas
tectores unicelulares e glandulares do tipo captado (Fig. 2). Na amostra de propolis foi
possivel identificar também os estdmatos paraciticos (Fig. 2D e E). Muitos fragmentos dos
tricomas glandulares foram encontrados em todas as amostras (Fig. 2A, B e D). Estes se
desprenderam mais facilmente da epiderme foliar devido ao tratamento prévio que foram
submetidos.

Os tricomas tectores estavam presentes em abundancia e aderidos a epiderme dos
fragmentos dos foliolos encontrados nas amostras de propolis e geopropolis verde do
semiarido (Fig. 2A, B, C e E). Nao houve diferenca morfoldgica significativa das estruturas

entre os foliolos jovens e maduros analisados.
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Figura 2. Foliolos de Mimosa tenuiflora (jurema-preta) encontrados em amostras dissociadas de
propolis e geopropolis verde do semiarido, nos municipios de Mossoro, Lajes e Alto do Rodrigues, RN,
Brasil. A e B. Aspecto do foliolo de M. Tenuiflora evidenciando o corte basal realizado pelas
mandibulas das abelhas, bem como seus tricomas tectores e glandulares. C. Detalhe da disposi¢do dos
tricomas unicelulares tectores (setas) na epiderme de M. tenuiflora. D e E. Detalhe dos estomatos
paraciticos (circulos) da epiderme, tricomas glandulares captados (Tg) e tricomas unicelulares tectores
(setas), idénticos ao da folha de M. tenuiflora. Técnica: Dissocia¢do epidérmica. Estomatos paraciticos
(circulos); Tricoma glandular captado (Tg); Tricoma tector (setas).
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Foi possivel observar a presenca de fragmentos de foliolos e alguns tricomas soltos de
outras espécies ndo identificadas nas amostras de prépolis e de geoprdpolis, mas esses foram
menos frequentes.

E comum as abelhas escolherem plantas da familia Leguminosae (Fabaceae) para
producdo de prépolis. Por exemplo, Acacia paradoxa (Leguminosae, Mimosoideae) foi
identificada como a fonte da prépolis australiana (Tran et al, 2012) e Dalbergia
ecastophyllum (Leguminosae, Faboideae) ¢ a principal fonte da propolis vermelha brasileira e
cubana (Piccinelli et al., 2011). Essa escolha das abelhas estd relacionada a producdo de
grandes quantidades de metabolitos secundérios produzidos por esta familia, principalmente
do tipo flavonoides (Lima, Santos and La Porta, 2018).

Um exemplo de planta que, assim como M. fenuiflora, também possui tricomas
glandulares com potencial de atrair abelhas € a Baccharis dracunculifolia (Asteraceae), fonte
da prépolis verde das regides sul e sudeste do pais. Assim como M. tenuiflora, essa planta
também possui uma epiderme repleta de tricomas glandulares especificos tanto na regifo
abaxial, quanto na adaxial (Oliveira and Bastos, 1998), porém possuindo estomatos do tipo
anomociticos, tricomas tectores unicelulares ramificados e alguns sendo pluricelulares
isolados (Budel ef al., 2004).

Em estudo recente, Barth e Freitas (2015) chegaram a conclusdo que propolis e
geopropolis diferiram significativamente entre si em seus elementos acessorios, tendo a
geopropolis uma quantidade maior desses elementos (esporos de fungos, matéria organica
amorfa, areia e argila). No entanto, em ambas foram encontrados tricomas vegetais e
fragmentos de tecidos, embora na prépolis tenha sido encontrado um percentual maior (Barth
and Freitas, 2015). Esses dados corroboram com o presente trabalho, pois, fragmentos de M.
tenuiflora foram encontrados em maior densidade nas laminas de prépolis quando comparado
com as laminas de geoprépolis.

Em trabalhos anteriores foi verificado que os 18 compostos fendlicos encontrados em
extrato etanolico de dpices vegetativos de M. fenuiflora também estavam presentes em
amostras de propolis verde do semiarido e 10 estavam presentes na geopropolis (Ferreira et
al., 2017a; Ferreira et al., 2017b). Outros seis compostos distintos foram encontrados na
geopropolis, mas ndo estavam presentes em M. fenuiflora. Essa diferenga na composi¢do
quimica pode estar relacionada aos tipos de fontes variadas coletadas por abelhas sem ferrdo
(Scaptotrigona aff. depillis) ou mesmo pela variagdo na disponibilidade de apices de M.

tenuiflora nas diferentes areas em que foram coletadas. Variagdes na quantificagdo desses
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compostos podem estar relacionadas a quantidade de foliolos disponiveis e,
consequentemente, de estruturas glandulares utilizados para compor a propolis e geopropolis

do semidrido.

CONCLUSOES

Com base nos resultados anatomicos deste trabalho, pode-se concluir que jurema-preta
(M. tenuiflora) é a principal fonte de resina para a fabricagdo de propolis e geoprépolis verde
do semiarido brasileiro, corroborando com os resultados quimicos obtidos anteriormente. As
abelhas também agregam outros tipos de tecidos vegetais ndo identificados nas amostras de
prépolis e geopréopolis, porém, em menor densidade. Esse trabalho servird como base para
pesquisas futuras que visem o incentivo a apicultura local e a preservagdo de M. fenuiflora,

espécie ainda pouco conhecida e endémica do semidrido brasileiro.
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Abstract

BACKGROUND: Propolis is a bee product with wide diversity of biological activity. It has a complex composition, which is
dependent onits botanical source. The present study aimed to determine the chemical profile, antioxidant activity and botanical
origin of two samples of a propolis type from two locations of the state of Rio Grande do Norte (RN, north-east Brazil).

RESULTS: The standard chemical characteristics of the RN propolis are similar or superior to the internationally marketed
Brazilian green propolis. RN propolis from two locations have high antioxidant activity, corresponding to 10% (municipality of
Afonso Bezerra) and 13% (municipality of Alto do Rodrigues) of quercetin activity by the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl method
and to 15% (both locations) by the f-carotene discoloration method. High-performance liquid chromatography with diode
array detection (HPLC-DAD)-electrospray ionization-tandem mass spectrometry analyses revealed that most constituents of the
RN propolis are flavonoids, mainly flavonols and chalcones. HPLC-DAD analysis of ethanol extracts revealed a great similarity
between the chemical profile of RN propolis and shoot apices of ‘jurema-preta’ (Mimosa tenuiflora, Leguminosae, Mimosoideae).

CONCLUSION: Jurema-preta’ shoot apices are likely resin sources of RN propolis. The chemical characteristics and antioxidant
property of RN propolis provide promising prospects for the introduction of this type of propolis into the apicultural market.
© 2017 Society of Chemical Industry

Keywords: Mimosa tenuiflora; propolis; HPLC-DAD-MS/MS; phenolic substances; flavonoids; chalcones
|

INTRODUCTION

Propolis is a honeybee product with a complex composition.
Beeswax and plant resins are major constituents of propolis. Other
materials normally found in propolis are pollen, sugars and amino
acids. The medicinal uses of propolis date back to the ancient
Egyptians, Greeks and Romans. Over the last few decades, inter-
est in propolis has increased considerably in several parts of the
world as a result of the publication of scientific evidence revealing
that propolis has diverse properties beneficial to health, including
antioxidant, antimicrobial, immune-stimulating and anti-tumoral
effects.” The biological properties of propolis are a result of sub-
stances present in the plant material (resin) collected by honey-
bees. Propolis in the hive is considered to reduce the risk of disease
and parasite transmission through the colony.? In several coun-
tries, propolis is an important raw material in the manufacture of
food and hygiene products (e.g. toothpaste, soap and shampoo).
It has been advocated that some propolis constituents (e.g. caffeic
acid phenethyl ester from European propolis and artepillin c from
green Brazilian propolis) may have use as lead compounds in mod-
ern medicines.?

The composition of propolis is dependent on the plant species
used as a resin source. Honeybees exhibit a marked preference
for some plant species with respect to propolis production. For
example, most of the propolis produced in south-east Brazil
belongs to the green type derived from buds of Baccharis

dracunculifolia DC*®> Commercially, Brazilian green propolis
ranks among the most important in the world, being exported
to China, Japan and Germany. Another commercially important
Brazilian propolis is the red type from the littoral of the north-east
Brazil, which is derived from exudates of Dalbergia ecastophyllum
L. Taub.®

Data concerning chemical composition are also available for
propolis from other Brazilian North-eastern states, such as Piaui
and Bahia,” as well as from Ceara.® To our knowledge, nothing has
been published about the chemistry of propolis from Rio Grande
do Norte (RN), a state in the most eastern part of South Amer-
ica. It is situated in the Brazilian semi-arid ‘drought polygon’,®
a north-eastern region with serious social and economic prob-
lems, which, for centuries, have ranked among the worst in the
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Biociéncias, Rua do Matdo 277, BR-05508-090, Séo Paulo, SP, Brazil.
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country.'® The typical vegetation of the area is exclusive and is
referred to as caatinga, a dry forest dominated by small spiny trees
and shrubs, euphorbs and cacti.

Bee keeping is economically important in RN. However, propo-
lis production is still neglected by most local apiculturists. This is
unfortunate, especially considering that the peak of propolis pro-
duction in the area takes place during the drier months, when
farming and cattle ranching are hampered. To introduce RN propo-
lis into the apiculture market, several procedures are necessary,
including the determination of standard parameters (odor, color,
texture, total phenolic substances, total flavonoids), analysis of the
chemical profile, evaluation of biological activity and identifica-
tion of the plant source. It has been speculated that, in north-east
Brazil, an abundant and hardy leguminous plant, popularly known
as ‘jurema-preta’ might represent the botanical origin of the local
propolis.

The present study aimed to determine standard parameters,
characterize chemical constituents and evaluate the biological
activity of propolis samples from the apiaries of two municipalities
in RN, in addition to testing the hypothesis that ‘jurema-preta’ is
their resin source.

MATERIALS AND METHODS

Collection of propolis and plant material

Propolis samples were collected in apiaries located in the munic-
ipalities of Afonso Bezerra (5°29’45.7"'S; 36°31/10.3”’W) in Febru-
ary 2014, during a prolonged dry period, and Alto do Rodrigues
(5°15'21""S; 36°45'29"'W) in June/July 2013. Both apiaries were
surrounded by caatinga vegetation, affected by the invasion of
the Asiatic Prosopis juliflora (Sw.) DC. (Leguminosae, Mimosoideae)
and areas of melon plantation. The samples were obtained from
Langstroth rational hives of Africanized Apis mellifera L. Samples
were collected in Alto do Rodrigues in June/July 2013, and in
Afonso Bezerra in February 2014, amidst a prolonged dry period.
The method to stimulate propolis production was a system of
wooden battens (370 x 20 x 20 mm) on the front and back of the
boxes, between the super and the hive, maintaining a gap of 20 cm
on both sides. The samples were collected by scraping the product
accumulated in the gaps on both sides. Propolis deposited in other
parts of the hive was ignored. The samples were placed inside non-
toxic plastic bags and kept in freezer. Shoot apices and flowering
specimens of ‘jurema-preta’ were collected in a caatinga area in
the municipality of Afonso Bezerra. The apices were air dried and
kept in freezer inside plastic bags. Voucher specimens were pre-
pared and deposited in the SPF Herbarium (Department of Botany,
University of Sdo Paulo, Brazil). The species was identified by Dr
Luciano Paganucci de Queiroz (State University of Feira de Santana,
state of Bahia, Brazil) as Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. (syn. Mimosa
hostilis Benth.).

Preparation of ethanol extracts

Propolis samples from both localities were powdered using lig-
uid nitrogen, mortar and pestle. Triplicates of 10g of propolis
from each locality were treated with 150 mL of ethanol in Soxh-
let for 6 h. The extracts were filtered and kept overnight in dark
vials in freezer at —20 °C. The extract was filtered again to elim-
inate wax excess. Dried apices of ‘jurema-preta’ were also pow-
dered with liquid nitrogen in a mortar and pestle. A portion of 1g
of the powder was extracted in Soxhlet with ethanol for 6 h. For
high-performance liquid chromatography with diode array detec-
tion (HPLC/DAD) and HPLC-DAD-electrospray ionization-tandem

mass spectrometry (ESI-MS/MS) analyses, aliquots of extracts from
propolis of both localities and jurema-preta apices were evapo-
rated to dryness under nitrogen flow and the residue dissolved in
methanol to obtain solutions at 10 mgmL~".

Standard chemical parameters

For determination of total solids and wax, pooled extracts from
each locality were used. The solvent was evaporated to dryness
under nitrogen flow and weighed for determination of total solids.
The content of wax was also determined using pooled extracts.
Triplicates of samples from each locality were used for deter-
mination of the contents of total phenolic substances and total
flavonoids: the former by the method of Folin—Ciocalteau and the
latter by the method of aluminum chloride. The procedures are
described elsewhere.!” p-Coumaric acid was used as reference for
the determination of total phenolic substances, and quercetin for
total flavonoids.

Antioxidant activity

Procedures employing 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and
p-carotene discoloration (f-carotene/linoleic acid) were car-
ried out with triplicate samples from each locality as described
previously,’> with some modifications. For the former method,
methanol solutions were prepared at 15, 30, 45 and 60 pgmL~" of
the propolis extracts. Methanol solutions of quercetin at 2.5, 5.0,
7.5, 10.0, 15.0 and 30.0 pgmL~" were used as reference. For the
p-carotene/linoleic acid method, methanol solutions at 40, 80 and
120 pg mL~" of the extracts and quercetin methanol solutions at
5,10, 15, 20, 25 and 30 pgmL~" were used. Methanol was used
as blank for both methods. The results are expressed as ECg,
(”g mL—1 )'13

HPLC/DAD and HPLC-DAD-ESI-MS/MS analyses

The methanol extracts of both propolis samples were purified
through 0.45-pum filters. An aliquot of 5pL of the solutions of
the two samples of ‘jurema-preta’ apices was analyzed with a
HPLC HP 1260 chromatograph (Agilent Technologies Inc., Santa
Clara, CA, USA) equipped with a diode array detector, using a
Zorbax 5B-RP-18 column (4.6 x 250 mm, 5 pm; Hewlett-Packard,
Palo Alto, CA, USA) at 40 °C. The solvents used were 0.1% acetic
acid (A) and methanol (B), with the B concentration gradient:
0-10min, 10-20%; 10-20 min, 20-40%; 20-30 min, 40-50%;
30-38min, 50-60%; 38-47.9 min, 60%; 47.9-48 min, 60-65%;
48-55min, 65-70%. The flow rate was set at 0.5 mLmin~" and
the column temperature was 40 °C. The diode array detector was
adjusted for detection at 254 and 352 nm.

The constituents of the two propolis samples were char-
acterized using 10pL of the filtered solution and the tech-
nique HPLC-DAD-ESI-MS/MS. The equipment used was a
DADSPD-M10AVP chromatograph (Shimadzu Corp., Kyoto, Japan),
equipped with a degasser, two LC-20 AC pumps, a CTO-20A col-
umn oven, a SIL 20 AC auto-injector and a SPD-20A diode array
detector, adjusted to operate at 254 and 352 nm. The chromato-
graph was coupled to an Esquire 3000 Plus mass spectrometer
(Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA), equipped with a quadrupole
ion trap mass analyzer. All hardware components were controlled
by CBM-20A software (Shimadzu Corp.). The analyses were run
with a reverse phase column Gemini C-18 (Phenomenex, Torrance,
CA, USA) (4.6 x 250 mm, 5 pm), protected by a guard column. The
solvents, gradient program and flow rate used were the same as
described above. The full scan mass acquisition was performed
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official limits by TRPIQ

Table 1. Chemical parameters (g kg~") of samples of green propolis from two localities of the state of Rio Grande do Norte (north-east Brazil) and

Propolis location Soluble solids Wax Total phenolic substances Total flavonoids
Afonso Bezerra 530 54 137+3.2a 117+14a
Alto do Rodrigues 544 81 143+1.6a 94+23b
TRPIQ Minimum 350 Maximum 250 Minimum 50 Minimum 5

The same lowercase letters within a column indicate that the means are not significantly different.

using electrospray ionization in the positive ionization mode by
scanning in the m/z range 100-1200. Helium was used as collision
and nitrogen as nebulizing gas, respectively. Nebulization was
aided with a coaxial nitrogen sheath gas provided at a pressure of
27 psi. Desolvation was assisted using a counter current nitrogen
flow set at 7.0 Lmin~" flux and a capillary temperature of 320°C.
The data dependent MS/MS events were performed on the most
intense ions detected in MS full scan. Maximum accumulation
time of the ion trap and the numbers of MS to obtain the MS
average spectra were set at 30 and 3 MS, respectively.

All compounds were characterized by interpretation of the
respective ultraviolet (UV) and mass spectra, MS literature data
and on-line chemical databases Scifinder® (http://www.scifinder
.org), Reaxys® (http://www.reaxys.com), Riken MSn Spectral
database for Phytochemicals (Respect) (http://www.reaxys.riken
Jjp), Phenol-Explorer (http://phenol-explorer.eu), Chem.Spider
(http://www.chemspider.com) and HMDB (http://www.hmdb.ca).
Quercetin was identified by direct comparison with a standard.

Flavonols were characterized by UV-visible bands at
345-360 nm (band 1) and 250-280 nm (band II); flavones by bands
at 330-345nm (band I) and 254-272 nm (band Il); chalcones by
band I at 370 nm; and dihydroflavonols and dihydroflavones by
bands at 328 and 290 nm.'* In addition to molecular ions, MS char-
acterization of flavonoids were based on fragments generated by
the Retro-Diels—Alder reaction, providing data about the numbers
and types of substituents on the A and B rings.”>~'7 Whenever
possible, compound characterization relied on fragmentation by
both negative and positive ionization modes and literature data
were used to add in the characterization of phenylpropanoids and
flavonoids.'®'® Methoxylated flavonoids yielded fragments gen-
erated by loss of methyl radicals.’®?° A rhamnosyl glycoside was
characterized on the basis of the loss of rhamnose. Violanthin was
characterized by comparison of MS spectrum with the literature.?’
Chalcones characterization relied on their characteristic long UV
length Band | (365-370nm) and fragments obtained by losses
of hydroxyvynyl benzenes generated by the Retro-Diels—Alder
reaction.”’ 71922 The corresponding isomeric flavonones with
similar MS spectra were characterized by the shorter UV length
Band I (340 nm).

Statistical analysis

The significance of the differences between means of standard
chemical parameters and antioxidant activity were evaluated
using Student’s t-test.

RESULTS

Standard chemical parameters and antioxidant activity
Propolis from both localities have a green color. The samples from
Alto do Rodrigues have a darker hue than those from Afonso

Table 2. Antioxidant activity (ECso, pgmL™"), evaluated by two
methods, of samples of green propolis from two municipalities of Rio
Grande do Norte (north-east Brazil) and quercetin

Samples DPPH p-carotene discoloration
Afonso Bezerra 56.2+04a 101.1+£27a
Alto do Rodrigues 729+03b 1064 +4.0a
Quercetin 74+0.1c 15.5+29b

The same lowercase letters within a column indicate that the means
are not significantly different.

Bezerra. All samples are odorless, with a relatively moldable texture
and resinous taste. Table 1 gives the contents of soluble solids,
wayx, total phenolic substances and total flavonoids, as well as
the respective Técnico para Fixagao de Identidade e Qualidade de
Prépolis (TRPIQ) limits,?® with respect to the physical and chemical
characteristics of propolis produced in Brazil. The sample from
Afonso Bezerra has a lower content of wax and a higher content
of flavonoids compared to the sample from Alto do Rodrigues.

Antioxidant activity

The EC,, values of antioxidant activity of the two propolis samples
are shown in Table 2, together with the EC;, values of quercetin
solutions. The capacity of the sample from Afonso Bezerra to
sequester the DPPH radical was higher than the sample from Alto
do Rodrigues but, regarding f-carotene discoloration, the capac-
ity of propolis from both locations is not significantly different.
The activity of the propolis samples to sequester the DPPH radical
corresponds to approximately 10% (Alto do Rodrigues) and 13%
(Afonso Bezerra) of the activity of pure quercetin. Regarding the
method of f-carotene discoloration, the activity of the two sam-
ples is close to 15% of the activity of quercetin.

Constituents of propolis samples and apices of ‘jurema-preta’
The chemical profiles of the propolis samples of the two locations
and of the plant apices are very similar (Fig. 1). Differences were
noted only regarding the relative abundances of the constituents
of the extracts. Only phenolic compounds were characterized as
constituents of the analyzed extracts of propolis and plant apices
(Table 3). With the exception of compound 1 (a phenylpropanoid),
all other constituents are flavonoids. Compounds 3, 6 and 18 are
flavones; among them, 3 is a di-C-glycoside and the others are
aglycones. Compounds 2, 4, 5, 8, 9 and 12-15 are flavonols; the
first two are glycosides and the others are aglycones. Compound
11 is a flavonone. An important chemical characteristic of the
propolis samples analyzed are chalcones: among the constituents
detected in the samples analyzed, four (7, 10, 16 and 17) corre-
spond to this flavonoid category. Compound 17 is apparently the

wileyonlinelibrary.com/jsfa
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Figure 1. HPLC chromatograms of ethanol extracts of shoot apices of ‘jurema-preta’ [Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir., Leguminosae, Mimosoideae] and
propolis samples from two localities of Rio Grande do Norte (north-east Brazil).

most abundant constituent of both propolis samples analyzed
(Fig. 1).

DISCUSSION

Standard chemical parameters and antioxidant activity

RN green propolis has organoleptic and physical characteristics
distinct from other types of Brazilian propolis. The chemical param-
eters regarding the contents of wax, soluble residue, total phenolic
substances and total flavonoids comply with the TRPIQ standards
of quality. The data in Table 1 indicate that the two proplis samples
have highly positive standard chemical characteristics, such as
a low wax content and a high content of phenolic substances

(corresponding to approximately 25% of the soluble solids) and a
high flavonoid content (approximately 70% of the total phenolic
substances). Contents in the range 88—-126 gkg~' and 8-27 gkg™’
of total phenolic substances and flavonoids, respectively, have
been reported for south-east Brazilian green propolis."" These
values are lower than the respective data from RN propolis
(Table 1). The wax contents reported for south-east Brazilian green
propolis (46-78 gkg~")'" are similar to the data of Table 1.
Among the constituents of propolis, most compounds with bio-
logical activity are phenolic substances. For example, pinocembrin
(constituent of European propolis) is active toward a diversity of
biological effects.?* Chrysin is a relevant biologically active flavone
from Chinese propolis.?® Regarding the phenylpropanoids from
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propolis, a high diversity of effects has been attributed to caffeic
acid phenethyl ester from European propolis®® and artepillin
C from Brazilian green propolis.? Flavonoids and other propo-
lis phenolic constituents are strong antioxidant substances.?”
The chemistry of Bolivian propolis comprises two patterns:
either highly phenolic or highly triterpenoidal. The former have
high antioxidant and antibacterial activities, whereas the latter
are weakly active.?® Similar results were obtained for Brazilian
propolis.?’ Anti-inflammatory, antibacterial, antifungal, antioxi-
dant, cytotoxic, antitumoral and chemopreventive activities of
chalcones have been recognized.?2~32

Taking these comments into consideration, the results of the
present study indicate that the green RN propolis is a promising
apicultural product, with a low content of wax and a high content
of phenolic substances, mostly chalcones and other flavonoids
(Table 1). Accordingly, the two samples possess high antioxidant
activity (Table 2). The product from Afonso Bezerra has a lower
wax and higher flavonoid content (Table 1), as well as a higher
radical scavenging activity (Table 2), than the sample from Alto do
Rodrigues.

Chemical constituents and botanical origin
A peculiarity of the chemical profile of the samples analyzed is
the relatively high content of chalcones. Such metabolites are
biosynthetic precursors of other flavonoid classes. However, they
rarely accumulate in plant tissues. In particular, dihydrochalcones
are uncommon in natural sources.3? Frequent resin sources for
propolis are Leguminosae species, such as ‘jurema-preta’ (present
work) and Acacia paradoxa (Leguminosae, Mimosoideae).3?

Chemical analyses are crucial for determination of the botani-
cal origin of propolis.>* The similarity of the chromatograms of the
propolisand plantapices showninFig. 1is strong evidence indicat-
ing that jurema-preta’ is a major resin source of RN green propolis.
Both the botanical origin and chemical composition set apart the
green propolis analyzed in the present study from all other types of
Brazilian propolis. Screenings aiming to characterize propolis from
distinct regions of Brazil have reported no chemical profiles similar
to RN propolis.”3

In Brazil, M. tenuiflora occurs in most states of the drought poly-
gon and in Minas Gerais (south-east). Outside Brazil, it occurs in
Venezuela, Colombia, El Salvador, Guatemala, Honduras, Panama
and southern Mexico.3® ‘Jurema-preta’ has been used in ritu-
als by native Brazilian indians3’ The bark of ‘jurema-preta’ is
the main ingredient of jurema-wine, a psychedelic drink used in
Afro-Brazilian rituals and entheogen cults.®3° The main active
substance in ‘jurema-preta’ bark is dimethyltryptamine.®® How-
ever, nitrogen-containing compounds were not detected in either
the apices or the propolis extracts (Table 3). Jurema-preta’ has
been reported to have toxic effects in bovines, sheep and goats,*'
although its pollen is nontoxic to A.mellifera and is a relevant
resource in the Brazilian semi-arid for honeybee nourishment.*?

Taking into consideration the biological activity of flavonoids,
including chalcones, the results of the present study suggest that
RN green propolis has promising prospects in the apicultural
market. The implementation of actions aiming to stimulate the
production of propolis in RN might afford benefits to the local
economy, particularly during the harsher dry seasons.
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Geopropolis is a product containing wax, plant resin, and soil particles. It is elaborated by stingless bees of tribe Meliponini.
Methanol extracts of sample of geopropolis produced by Scaptotrigona postica (“mandaguari”) in the state of Rio Grande do Norte
(RN, northeast Brazil) were analyzed for the determination of standard parameters (total phenols, total flavonoids, and radical
scavenging activity) and chemical characterization by HPLC-DAD-MS/MS analysis. The sample analyzed has high contents of total
phenols and flavonoids, as well as high antioxidant activity. The constituents characterized were mainly flavonols, such as quercetin
methyl ethers, and methoxychalcones. Such chemical profile is similar to the composition of a green propolis from the same area of
RN, which is produced by Africanized Apis mellifera, using shoot apices of Mimosa tenuiflora, popularly known as “jurema-preta.”
This finding provides evidence that “mandaguari” geopropolis and honeybee propolis have the same botanical origin in RN. The
sharing of a plant resin source by phylogenetically distant bees (Apinae and Meliponinae) suggests that bee genetic factors play little
role in the choice of plants for resin collection and that the availability of potential botanical sources plays a decisive role.

1. Introduction

Apidae and Meliponinae correspond, respectively, to a family
and a subfamily of tropical bees. An important tribe in the
group is Meliponini, whose members are known as stingless
bees. There are over 300 species of Meliponini, distributed
into several genera, including Melipona and Trigona. The
former genus comprises about 50 exclusively neotropical
species, while the former is alarger group, represented by over
130 pantropical species. They are valuable pollinators of either
native or crop plants [1]. The hives of stingless bees are built as
honeycombs for the larvae and as pots for honey and pollen
keeping [2, 3].

Geopropolis is a product elaborated by stingless bees. It
is similar to honeybee propolis, since both products contain
plant resin and beeswax. They are distinct, however, because

geopropolis contains variable content of soil material. As is
the case with propolis, geopropolis is used to line the entrance
of the hive and seal holes on the hive nest. Much have been
published about chemistry of propolis, its botanical origin,
and biological activity [4-6]. In comparison, considerably
less has been done on geopropolis, in spite of the huge bio-
logical diversity of stingless bees [7, 8]. In Brazil, geopropolis
has been used for the treatment of respiratory diseases and
dermatoses [9]. Brazilian geopropolis revealed antioxidant,
anticancer, anti-inflammatory, and antimicrobial activities
[10], while Indonesian geopropolis has cytotoxic activity
against several human cancer cell lines [11]. Most papers
about chemistry of Brazilian geopropolis have dealt with
Melipona species. Melipona fasciculata produces different
types of geopropolis: carbohydrates, triterpenes, anacardic
acid, alkylresorcinols, and sugar alcohols characterize a



geopropolis from the northeast Brazil [7], while phenolic
acids, gallo- and ellagitannins, are constituents of a geo-
propolis from the lowlands of the state of Maranhao (western
northeast Brazil) [2, 3]. Melipona subnitida from the state of
Paraiba (northeast Brazil) produces geopropolis containing
phenylpropanoids and flavonoids [12]. Melipona scutellaris
from the state of Bahia (southern northeast Brazil) produces
distinct types of geopropolis, for example, a sample contain-
ing benzophenones as main constituents [13] and another
one characterized by cinnamic acid esters and coumarins
[8]. Flavonoid glycosides were detected in geopropolis of
two Amazonian stingless bees, Melipona interrupta and
M. seminigra [14], and phenolic compounds and terpenes
were reported for a geopropolis of M. orbignyi from Mato
Grosso do Sul (central-west Brazil) [15]. Much less has been
published about geopropolis of other species of stingless
bees. A geopropolis of Trigona spinipes contains triterpenes
and magniferolic acid, among other constituents [9]. A
geopropolis of Scaptotrigona postica from Maranhao has a
peculiar chemical profile: in addition to caffeoyl-quinic acids,
it contains flavone-C-glycosides (chiefly vicenin-2) and a
pyrrolizidine alkaloid derived from retronecine [16].

Studies about botanical origin of geopropolis are scarce.
Evidence has been raised that fruits of Corymbia torelliana
(Myrtaceae) provide resin for the production of geopropolis
by the Australian Tetragonula carbonaria (Meliponini), due to
a great similarity in the methylated flavanone profiles of both
materials [17].

To our knowledge, nothing has been published about the
chemistry of geopropolis of Scaptotrigona from the Brazilian
Semiarid, a region designated as the “drought polygon.” It
has been shown recently that a dark green honeybee propolis
from Rio Grande do Norte (RN) is produced with shoot
apices of Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. (Leguminosae,
Mimosoideae), a plant locally known as “jurema-preta” [18].
It is a hardy and abundant species in the caatinga biome,
a typical dry forest of Brazilian northeast, characterized by
spiny small trees and shrubs, cacti, and euphorbs. Most
caatinga plants are devoid of leaves over the long dry season,
but “jurema-preta” remains green all year long. In the same
area, a geopropolis with dark green color is produced by bees
of Scaptotrigona postica Latreille, 1807, popularly known as
“mandaguari.” It is a highly adaptable and active pollinator
stingless bee widespread in several parts of Brazil. Many
meliponaries produce “mandaguari” pollen and propolis,
the latter being reputed as having quality superior to the
green propolis from southeast Brazil. The aim of the present
study was to determine standard parameters (total phenolic
substances, total flavonoids, and antioxidant activity) of S.
postica geopropolis, characterize its constituents, and test the
hypothesis that “jurema-preta” might be its resin source.

2. Material and Methods

2.1. Material. A geopropolis sample of S. postica was collected
in January 2014 in the meliponary at UFERSA (Rural Fed-
eral University of the Semiarid), municipality of Mossoro,
RN state (eastern northeast Brazil; 05°11'16”S 37°20'38"'W).
Nearly 3 g of material was collected from three boxes, by
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scraping the product accumulated between the hive and its
cover. The geopropolis collected is dark green and somewhat
sticky, with resinous smell and moldable texture. The sample
was cleaned of impurities, placed inside plastic bags, and kept
in freezer.

2.2. Preparation of Ethanol Extracts. The geopropolis sample
was powdered using liquid nitrogen, mortar, and pestle.
Powdered material (1g) was treated with 150 mL of ethanol
in Soxhlet for 6 h. The extract was filtered and kept overnight
in a dark flask in freezer at —20°C. The cold extract was filtered
again to eliminate wax excess.

2.3. Standard Chemical Parameters. An aliquot of 20 mL of
the wax free extract (WFE) was evaporated to dryness under
nitrogen flow and weighed for determination of total solids.
Triplicates of 5mL of WFE were used for determination of
the contents of total phenolic substances and total flavonoids,
the former by the method of Folin-Ciocalteu and the latter by
the method of the aluminum chloride. The procedures were
described elsewhere [19]. Reference compounds used were p-
coumaric (total phenols) and quercetin (total flavonoids).

2.4. Antioxidant Activity. Triplicates of 5mL of WFE were
used for analysis of DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
free radical scavenging activity, according to Righi and
collaborators [21], with modifications. Detailed procedure is
available in a recent publication [18].

2.5. HPLC/DAD and HPLC-DAD-ESI-MS/MS Analyses.
Aliquots of 1mL of WEE were evaporated to dryness under
nitrogen flow and the residue was dissolved in HPLC grade
methanol to obtain solutions at 10 mgmL™". The solutions
were purified through 0.45 ym filters. Aliquots (10 uL) were
analyzed by HPLC-DAD with a HPLC HP 1260 chro-
matograph (Agilent Technologies), using a Zorbax 5B-RP-18
column. Analysis was also carried out by HPLC-DAD-ESI-
MS/MS with a DADSPD-MI10AVP Shimadzu chromatograph
equipped with degasser, two LC-20AC pumps, CTO-20A
column oven, SIL 20AC autoinjector and SPD-20A, and a
reverse phase column Phenomenex Gemini C-18, protected
by a guard column. The chromatograph was coupled to an
esquire 2000 Plus Bruker Daltonics spectrometer, equipped
with a quadrupole ion trap mass analyzer. Details of the
analysis procedures, such as gas flows, oven temperatures,
solvent gradients, and databases for chemical characteriza-
tion of constituents, are available in a recent publication [18].
Constituents’ characterization was based on UV-DAD and
MS data in the negative and positive ionization modes and
comparison with previously published data [22-25].

3. Results and Discussion

3.1. Standardization and Antioxidant Activity. The contents of
soluble solids, total phenolic compounds, and total flavonoids
are shown in Table 1, in addition to the minimum acceptable
values given by the Technical Regulation of Propolis Identity
and Quality (TRPIQ) (standards for comparison of physical



Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine

TasLE 1: Chemical parameters (gkg™) and DPPH radical scavenging activity (ug mL™") of a sample of geopropolis of Scaptotrigona postica
from Mossord (state of Rio Grande do Norte, northeast Brazil), compared with mean values of “jurema-preta” propolis [18] and limit values
of the Technical Regulation of Propolis Identity and Quality (TRPIQ) [20].

Sample Soluble solids Total phenols Total flavonoids EC;,
Geopropolis 550 1115 +5.4 98.5 £ 8.6 741%0.5
“Jurema-preta” propolis 537 140 105 65
TRPIQ Minimum 350 Minimum 50 Minimum 5 —
Quercetin — — — 74 + 0.1
and chemical characteristics of propolis produced in Brazil) 15
[20]. All parameters analyzed comply with TRPIQ standards. 400
As apparent in the table, they are similar to values reported 8
for RN green propolis derived from “jurema-preta” [18] and 10
considerably higher than the corresponding parameters of 300 1 ) [
the internationally marketed green propolis from southeast ‘, "
Brazil [19]. The EC5, antioxidant activity of the geopropolis % o
sample is also shown in Tablel. As expected from the £ 2004 | 5 7‘ ‘
similarity between RN green geopropolis and “jurema-preta” ‘ }6\ I
propolis, the DPPH radical scavenging capacity of both bee ’ I “ ‘ ‘ 1|6
products is also similar. The antioxidant activity of propolis 100 - . \i 12 ‘
has been attributed to its phenolic profile [26]. ! “3”‘“& ‘[ \ llll 13 \‘ ‘ “

0 et DV UL
3.2. Chemical Characterization and Comparison with - - - - - -

0 10 20 30 40 50 60

“Jurema-Preta” Propolis. Table2 summarizes UV-DAD
and MS data in the negative and positive ionization
modes. Flavonoids were characterized by UV/vis bands at
345-360 nm (band I) and 255-280 nm (band II); chalcones
were characterized by bands at 340-370nm (band I) and
flavanones by band at 280 nm [22]. The characterization of
methoxylated flavonoids was based on fragments generated
by loss of a methoxyl radical ("CH3) and chalcones were
characterized by fragments generated by Retro-Diels-Alder
reaction [23-25]. Details about characterization of the
compounds based on UV/vis, MS™, MS", and sodium
adducts ([M + Na]") are available in the paper by Ferreira
and collaborators [18].

Only phenolic compounds, virtually only flavonoids,
were characterized as constituents of the analyzed extracts
of geopropolis (Table 2). This observation is consistent with
the exceptionally high flavonoid content shown in Table 1.
Biological properties of propolis are often attributed to their
flavonoid constituents. Compounds 1, 4, and 11 are simple
flavonol aglycones. Compounds 2, 5, 7, and 9 are flavonol
methyl ethers, compounds 3, 6, 8, and 13-15 are chalcones,
compound 11 is a flavanone, and compounds 12 and 16
are flavones. Thus, the main constituents of the analyzed
S. postica geopropolis are flavonols and chalcones. Figure 1
depicts the HPLC-DAD chromatogram of the geopropolis
ethanol extract. So far the origin of resin of propolis contain-
ing chalcones has been attributed to Leguminosae species,
for example, Dalbergia ecastophyllum, the plant source of
Brazilian red propolis [21, 27, 28]. The main plant sources
of chalcones are species of Asteraceae, Leguminosae, and
Moraceae [29]. The present report of chalcones as major
constituents of both geopropolis of S. postica and green

(min)

FIGURE 1: HPLC chromatogram of ethanol extracts of geopropo-
lis of Scaptotrigona postica (“mandaguari”; Meliponini) from the
meliponary at the University of Mossor¢ (state of Rio Grande do
Norte, northeast Brazil), as characterized by HPLC-DAD. Digits of
the chromatogram peaks correspond to the numbers seen in Table 2,
used to indicate compounds characterized by HPLC-DAD-MS/MS.

propolis of Apis mellifera from RN is coherent with the
hypothesis that “jurema-preta” is one of their relevant botan-
ical sources [18]. Data of Table 2 evidences the high similarity
between chemical compositions of both products. Among
the 16 constituents detected in the ethanol extract of the
geopropolis, 10 were also detected as constituents of the
green propolis from the same area (Table 2). “Jurema-preta”
is abundant in the caatinga vegetation and its pollen is an
important nutritional resource for the local bees.

3.3. Comparison with Other Geopropolis. The chemical pro-
file seen in Table 2 is distinct from the composition reported
for other Brazilian geopropolis. To our knowledge, no chal-
cones have so far been detected in geopropolis. A geopropolis
of Plebeia aft. flavocincta from RN has been reported to
contain high contents of phenols and flavonoids, but no
detailed analysis was carried out for characterization of
individual constituents [30]. The geopropolis analyzed in the
present work is much distinct from a geopropolis produced
by Scaptotrigona postica from Maranhdo [16]. It is worth
observing that stingless bee colonies of the same species
may produce geopropolis much distinct from one another
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(as noted with S. postica from Maranhdo and RN), while
bees phylogenetically far apart (such as Scaptotrigona and
Apis) may elaborate products with similar chemical com-
position. This observation leads to the conclusion that bee
genetic factors play little role (if any) in the choice of
plant sources for geopropolis and propolis production. The
availability of potential resin sources is probably decisive in
this regard. “Jurema-preta” plants fit well as propolis and
geopropolis sources due to their abundance in the caatinga,
even during the severe dry periods. In addition, they provide
fresh tissues amenable to be chewed by the small and
relatively delicate mandibles of the mouth apparatus of bees
[31].

3.4. Perspectives. Favorable prospects regarding biological
activities are suggested by the high content of flavonols
and chalcones and the expressive antioxidant activity of the
RN “mandaguari” geopropolis. In addition to many other
biological activities, flavonols such as quercetin and isorham-
netin derivatives exhibit coronary heart disease prevention,
as well as antioxidant, hepatoprotective, anti-inflammatory,
and anticancer effects [32, 33]. Chalcones are flavonoids
recognized as possessing many activities, such as antioxidant,
anti-inflammatory, antibacterial, antifungal, cytotoxic, anti-
tumoral, and chemopreventive activities [29, 34-36].

4. Conclusion

Most propolis in the commerce derives from honeybees.
Some stingless bees, however, may produce propolis in
amounts commercially feasible, as is the case of “jatai”
(Tetragonisca angustula), from the northeast of Brazil. Bees
of S. postica (“mandaguari”) reveal promising prospects for
becoming a relevant source of commercial geopropolis. The
already reputed high quality of its geopropolis is consistent
with results of the present paper, such as the high antioxidant
activity and the exceptional predominance of flavonoids,
including a high content of chalcones.

Taking into account the economic and social difficul-
ties afflicting the population of northeast Brazil, includ-
ing the population of RN, the implementation of actions
stimulating the production of honeybee green propolis
and “mandaguari” geopropolis, both products derived from
“jurema-preta,” might afford benefits for the local economy,
mainly during the harsher dry seasons.
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