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RESUMO
A proépolis é uma substancia complexa e é composta de substancias como: flavonoides,
esterdides, acidos fenolicos, gutiferonas, entre outros compostos. O interesse em relacdo a
este produto de origem natural é oriundo do potencial farmacoldgico que ela possui, por
exemplo, antibacteriano, antiflngica, cicatrizante, anticancerigeno, anti-HIV, antioxidante.
No Brasil a prépolis vermelha foi classificada como o décimo terceiro grupo e a propolis
vermelha de Alagoas é produzida por abelhas da espécie Apis melifera e sua origem botéanica
é a planta Dalbergia ecastophyllum. Diante da existéncia da necessidade de padronizacao dos
bioprodutos oriundo da PVA, o objetivo deste trabalho foi avaliar as caracteristicas da
propolis vermelha de Alagoas durante estudo de sazonalidade, através de ensaios quimico-
biolégicos usando os métodos de determinacdo de: fendis totais, atividade antioxidante,
atividade anti-tripanossoma e atividade antimicrobiana coletadas em trés apiarios de Alagoas.
As amostras foram coletadas mensalmente nos apiarios Ilha do Porto, Primavera e Paripueira,
localizados nos municipios de Marechal Deodoro, dois primeiros, e Paripueira,
respectivamente. Os ensaios de fenois totais e flavonoides totais pelas metodologias de: UV-
vis, LC-DAD e LC-MS, demonstraram variabilidade da concentracdo ao longo do ciclo de 12
meses com picos de concentracdo maximo nos meses de julho e agosto, setembro e novembro
para flavonoides e picos de concentracdo maximo entre novembro e marco para gutiferonas.
Pode-se observar através da atividade antioxidante e da concentracéo inibitéria minima (CIM)
uma relacdo inversa com a concentracdo de flavonoides, em que altos valores de ICso (51.0
png/mL) da atividade antioxidante e altos valores de CIM (210 pg/mL) foram observados nos
meses de menor concentracdo de flavonoides. Todas as amostras mostraram atividade contra
tripomastigotas, possuindo eficiéncia frente a esse patdgeno. Os dados de correlacdo
multivariada demonstraram correlacdo entre os 4 métodos analiticos utilizados para
quantificacdo de flavonoides com correlacdo de Pearson maior que 60%. Correlacdo
multivariada também demonstrada entre concentracdo de flavonoides e a sazonalidade.
Gutiferonas sdo mais concentradas no extrato quando a incidéncia solar &€ maior que 2000
kJ/m? e flavonoides foram mais intensos nos meses de chuvas com intensidade maior que 260
mm de chuvas com umidade relativa acima de 78%. A producgdo de fendis, flavonoides, e

gutiferonas € dependente da sazonalidade climatica.

Palavras-chave: Propolis vermelha de Alagoas, flavonoides, acido fendlicos.



ABSTRACT
Propolis is a complex substance and is composed of substances such as: flavonoids, steroids,
phenolic acids, gutiferones, among other compounds. Interest in this product of natural origin
comes from the pharmacological potential that it possesses, for example, antibacterial,
antifungal, healing, anticancer, anti-HIV, antioxidant. In Brazil the red propolis was classified
as the thirteenth group and the red propolis of Alagoas is produced by bees of the Apis
melifera species and its botanical origin is the Dalbergia ecastophyllum plant. Given the
existence of the need for standardization of bioproducts from PVA, the objective of this work
was to evaluate the characteristics of the red propolis of Alagoas during a seasonal study,
through chemical-biological tests using the methods of determination of: total phenols,
antioxidant activity, anti-trypanosome activity and antimicrobial activity collected in three
apiaries of Alagoas. Samples were collected monthly in the apiary islands of Porto, Primavera
and Paripueira, located in the municipalities of Marechal Deodoro, first two, and Paripueira,
respectively. The total phenolics and total flavonoids tests by UV-vis, LC-DAD and LC-MS
showed a variability of the concentration over the 12-month cycle with peaks of maximum
concentration in the months of july and august, september and november for flavonoids and
peaks of maximum concentration between November and March for guttiferones. An inverse
relationship with the flavonoid concentration can be observed through antioxidant activity and
minimal inhibitory concentration (MIC), in which high IC 50 (51.0 pg / mL) of the
antioxidant activity and high MIC values (210 pg / mL) ) were observed in the months of
lower concentration of flavonoids. All samples showed activity against trypomastigotes,
having efficiency against this pathogen. The multivariate correlation data showed a
correlation between the 4 analytical methods used for quantification of flavonoids with
Pearson correlation greater than 60%. Multivariate correlation was also demonstrated between
flavonoid concentration and seasonality. Guttiferones are more concentrated in the extract
when the solar incidence is higher than 2000 kJ / m2 and flavonoids were more intense in the
months of rains with intensity greater than 260 mm of rainfall with relative humidity above
78%. The production of phenols, flavonoids, and gutiferones is dependent on climatic

seasonality.

Key words: Red propolis of Alagoas, flavonoids and phenolic acid.
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1 INTRODUCAO

A propolis € uma mistura complexa, que as abelhas (Apis melifera) produzem a partir
dos exsudatos de varias plantas que cercam o apiario. A prépolis é regularmente composta de
50 % de resina (contendo flavonoides e acidos fendlicos), 30 % de cera, 10 % de 6leos
essenciais, 5 % de pdlen e 5% de outros compostos organicos, incluindo aminodcidos,
vitaminas e minerais. As abelhas usam a prépolis para o beneficio da colméia, como protecédo
contra chuva, vento e umidade (BUENO-SILVA et al., 2013).

Os tipos de prépolis sdo caracterizados em fungdo do ambiente onde estdo inseridas,
sendo influenciadas pelo clima, regido geogréfica, temperatura, vegetacdo, entre outros
fatores. No Brasil eram catalogadas doze tipos de prépolis, algumas destas como a verde,
presente na regido sudeste; ja a propolis vermelha foi catalogada como o décimo terceiro
grupo existente no pais, presente na regido nordeste, principalmente nos estados de Alagoas,
Paraiba, Bahia e Pernambuco, possuindo origem botéanica na planta Dalbergia ecastophyllum
(FRANCHIN et al., 2018).

Obter informacdes sobre a composicdo da prépolis vermelha de Alagoas torna-se cada
vez mais necessaria, visto que esse produto natural ganhou alta visibilidade e importancia
frente a economia do estado, exigindo que a padronizacdo lote a lote seja imprescindivel para
as industrias farmacéutica e alimenticia, resultando em ganho ndo sé para o consumidor, mas
também para o pequeno, médio e grande produtor. Neste sentido a importancia para o estudo
de sazonalidade estd vinculada ao controle de qualidade da matéria prima, pois a partir da
mesma consegue-se observar a variacdo de compostos bioativos e, consequentemente,
minimizar essa variabilidade na composicdo quimica do produto final, mantendo sua
qualidade nutracéutica, bem como, seus efeitos bioldgicos e terapéuticos deste bioproduto.

Com base nestas premissas, 0 objetivo desse trabalho foi realizar estudo de
sazonalidade da propolis vermelha de Alagoas produzidas em 3 apiarios monitorado pela
composigdo quimica, atividade antioxidante, agdo tripanossomicida e atividade
antimicrobiana, no periodo de marco de 2011 a fevereiro de 2012. Monitoramento de
compostos fendlicos foi realizado por diferentes técnicas analiticas e monitoramento da

atividade bioldgica através de ensaios microbiologico e tripanossomicida.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Propolis - Generalidades

O significado da palavra propolis vem do grego, Pro “em defesa” e Polis “cidade”,
protecdo da colméia (RAMOS; MIRANDA, 2007). A prépolis é um produto proveniente das
abelhas que coletam resinas de diversas partes da planta, tais como: brotos das folhas, polen,
ramos e posteriormente adicionam saliva a ela. Diversas espécies de abelhas conseguem
produzir esse material, entre elas a Apis melifera. Na colméia, esse produto possui inimeras
funcbes, como a reparacdo de danos ou rachaduras, dessa forma protegendo contra a entrada
de micro-organismos. Além disso, relaciona-se com as propriedades mecanicas, assim
utilizada tanto na construcao, quanto na adaptacdo da colméia e ainda garante um ambiente
asséptico (FUNARI; FERRO, 2006). Outro uso é a mumificacdo de insetos mortos, evitando a
contaminacgdo da colméia por sua decomposi¢do (BONAMIGO et al.,2017).

A utilizacdo desta resina por humanos é algo bastante antigo. Durante séculos este
composto resinoso vem sendo empregado como remeédio popular em varias regides do
planeta, principalmente por sua atividade antimicrobiana, ja evidenciada nas colmeéias
(OMAR et al., 2016). O uso da propolis ja era descrita nos povos da antiguidade, os egipcios
também utilizavam a propolis para embalsamar os mortos (OSES et al., 2016; DANTAS-
SILVA et al, 2017). Os gregos denominavam a propolis como ‘“cola de abelha”, e
reconheciam suas propriedades medicinais, utilizando-a como antisséptico e cicatrizante
(DANTA-SILVA et al.,, 2017). Durante a guerra os soldados romanos utilizavam com
frequéncia a propolis, como medicamento de emergéncia em suas feridas. Com isso seu uso
foi se disseminado cada vez mais, e durante os séculos XVII e XX tornou-se o remédio mais
popular na Europa (BRIDI et al., 2015).

A composicdo quimica da prépolis esta relacionada diretamente com o ecossistema
onde o apiario esta inserido, ou seja, a biodiversidade da regido que as abelhas retiram as
substancias para a sua producao. Portanto, 0s componentes que estardo presentes na propolis,
sdo caracteristicos a composi¢do do material vegetal coletado da sua regido (CABRAL et al.,
2009).

2.2 Tipos de proépolis
A prépolis era classificada em 12 grupos, essa divisdo é baseada nas caracteristicas
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fisico quimicas, e em relagdo a sua localizacdo, cinco grupos estdo na regido sul, um na regido

sudeste e seis no nordeste do Brasil. Dentre alguns exemplos estdo a prépolis do grupo 3,

sendo catalogada como resina do botéo floral de Populus (Salicaceae). Ja as origens botanicas

das propolis dos grupos 6 e 12, sdo a Hyptis divaricata (Lamiaceae) e Baccharis

dracunculifolia (Asteracea), respectivamente, tabela 1 (PARK et al., 2006).

H& alguns anos foi catalogada um novo tipo de propolis no Brasil, a propolis

vermelha, oriunda dos manguezais do litoral e das margens de rios no Nordeste (Park et al.,

2002). Cuja origem botanica foi identificada como sendo resina da espécie Dalbergia

ecastophyllum, popularmente conhecida como “rabo de bugio” (SILVA et al., 2006).

Tabela 1- Classificagéo da propolis brasileira.

Prépolis Cor Origem geografica ~ Origem botanica Composicao quimica Referéncia
Grupo 1 Amarelo Sul (RS) - PARK et al., 2002
Grupo 2 Castanho claro Sul (RS) - PARK et al., 2002;
SILVA 2008
Grupo 3 Castanho escuro Sul (PR) Populus alba - PARK et al., 2000 e
2002; SILVA 2008
Grupo 4 Castanho claro Sul (PR) - PARK et al., 2000 e
2002; SILVA 2008
Grupo 5 Marrom esverdeado Sul (PR) - PARK et al., 2000 e
2002; SILVA 2008
Grupo 6 Marrom avermelhado Nordeste (BA) Hyptis divaricata  Esteres de acido compostos PARK et al., 2000 e
aromaticos, 0s graxos, 2002; SILVA 2008
Terpenos, flavonoides
Grupo 7 Marrom esverdeado Nordeste (BA) - PARK et al., 2000 e
2002; SILVA 2008
Grupo 8 Castanho escuro Nordeste (PE) - PARK et al., 2000 e
2002; SILVA 2008
Grupo 9 Amarelo Nordeste (PE) - PARK et al., 2000 e
2002; SILVA 2008
Grupo 10 Amarelo escuro Nordeste (CE) - PARK et al., 2002
Grupo 11 Amarelo Nordeste (PI) - PARK et al., 2002
Grupo 12 Verde ou marrom Sudeste (MG, SP) Baccharis Flavonoides, &cidos PARK, 2004 e 2002;
esverdeado dracunculifolia fendlicos,cetonas, aldeidos FUNARI e FERO,
aromaticos,Alcodis, terpenos, 2006; MARCUCCI
acidos graxos,aminoacidos, ,2007; BANKOVA,
oligoelementos, 2000; SOUSA, 2007
vitaminas B1, B2, B6, E, C e
hidrocarbonetos.
Grupo 13 Vermelha Nordeste (AL, Dalbergia Flavonoides: pinocem- SILVA et al., 2008;
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BA, PB) ecastophillum brina,Formononetina, Daugsch et al,
rutina,quercetina, dalbergina 2007; SIQUEIRA,
entre
outros); Acido: fenélico

(&cidofelurico), Gutiferonas

2.3 Composigdo quimica da propolis

A prépolis é considerada um dos produtos mais heterogéneos produzidos por fontes
naturais e pesquisas mostram que mais de 300 componentes estdo presentes em diferentes
tipos de propolis. Dentre esses compostos ja identificados, observa-se a presenca de acidos
fendlicos, flavonoides, ésteres, aldeidos aromaéticos, alcodis, diterpenos, sesquiterpenos,
vitaminas, minerais, lignanas, aminoécidos e &cidos graxos (RIGHI; NEGRI; SALATINO,
2013).

Dentre os compostos presentes nesse produto de origem natural, destacam-se 0s
flavonoides e os acidos fendlicos, pois acdes terapéuticas sao atribuidas a eles (FUNARI;
FERRO,2006). Os flavonoides séo definidos como compostos fenolicos, que possuem origem
de plantas, que atuam em variados processos fisioldgicos, por exemplo, na absorcdo de
vitaminas, cicatrizacdo, dentre outras funcGes (BARBOSA, 2009). Na figura 1, fica
explicitado a estrutura geral desta classe.

Flavonoides representam mais de 60% da composi¢do da propolis vermelha brasileira,

como: flavonas, flavanonas, isoflavonas e flavonois (REGUEIRA NETO et al., 2017).

Figura 1- Nucleo fundamental dos flavonoides

Fonte: SIMOES,2007.
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Quadro 1- Exemplos de estruturas isoladas da propolis vermelha.

Estrutura Nome

Acido caféico
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Isoliquirritigenina

Liquirritigenina

Medicarpina

Narigenina

Pinombaquisina

Vestitol

FONTE: DE MENDONCA, 2015.

Os acidos fenolicos sdo identificados por possuirem um anel benzénico, um
grupamento carboxilico e ainda um ou mais grupamentos hidroxilicos ou metoxilicos, dessa
forma conferindo caracteristicas antioxidantes, a organismos, e alimentos, possuindo um
potencial de uso para tratamento de enfermidades como: como céancer, doengas vasculares,
entre outras (BRAVO, 1998). Dividem-se em trés grupos principais, existindo diferengas
significativas entre eles. O primeiro e o mais simples encontrado na natureza é o acido
benzoico e derivados, que possuem sete atomos de carbono. Os acidos cinamicos formam o
segundo grupo, e em sua estrutura estdo contidas as cumarinas e nove atomos de carbono, que
sdo derivadas do &cido cindmico por ciclizagdo da cadeia lateral do &cido o-cumarico. Os
acidos fenolicos podem apresentar-se tanto em sua forma natural, ligados entre si ou com
outros compostos (SOARES, 2002).
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2.4 Propolis vermelha de Alagoas (PVA)

A propolis vermelha foi classificada como um novo tipo de prépolis brasileira, o tipo
13 (SILVA et al., 2007), possuindo origem botanica na Dalbergia ecastophillum, conhecida
como “rabo de bugio”, responsavel por sua colora¢do avermelhada. Esse tipo de propolis se
assemelha a prépolis encontrada em Cuba e Venezuela, as quais possuem origem boténica na
Clusia nemorosa e Clusia scrobiculata, respectivamente. Essas similaridades estdo
relacionadas a presenca de isoflavonas e benzofenonas isopreniladas. A prépolis encontrada
em Maceio-AL foi a primeira evidenciada com essas caracteristicas.

Alencar et al.,, (2007) conseguiu identificar quatro isoflavonas presentes na
composicdo da propolis vermelha, até entdo ndo encontradas nos outros 12 grupos de
prépolis, dentre estas isoflavonas estdo a dihidroxisoflavona, homopterocarpina, medicarpina
e 4’,7-dimethoxi-2’-isoflavona. As pesquisas realizadas por Cabral et al., 2009, ndo
conseguiram quantificar a grande maioria das substancias usadas como padrdo nas demais
propolis, como &cido cindmico, encontrada na prépolis verde, assim demonstrando uma
composicao unica da propolis vermelha, ratificando o que foi mostrado por Alencar et al.,
2007.

A prépolis vermelha de Alagoas possui um perfil fitoquimico semelhante a propolis
encontrada em uma regido de Cuba chamada de Pinar Del Rio, mas se diferenciando, pois esta
ndo possui benzofenona. Em contrapartida, a prépolis de Pinar Del rio possui isoflavonas e os
pterocarpanos, como medicarpina e hemoterocapina, dessa forma assemelha-se a PVA
(PICCINELLI et al., 2005).

TRUSHEVA et al. (2006) evidenciou a presenca de isoflavonoides e pterocarpanos em
propolis vermelha. Estes compostos, como medicarpina, sdo caracteristicos da familia
Leguminosae. Diversos isoflavonoides foram identificados em Dalbergia ecastophillum,
confirmando que esta espécie é a origem boténica da resina para a producdo de prépolis
vermelha brasileira (AWALE, et al., 2005).

2.5 Atividades bioldgicas

A propolis vem sendo utilizada em varias areas da medicina, por possuir diversas
acOes terapéuticas ja comprovadas, como atividade antimicrobiana, atividade antioxidante,
anti-HIV, anti-carcinogénica, anti-inflamatorias, dentre outras (SILVA et al., 2006; PARK et
al., 2002).
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A atividade anti-inflamatéria também € caracteristica da propolis vermelha de
Alagoas e estudos apontam que essa caracteristica estd ligada aos flavonoides e esses
compostos podem inibir a ciclooxigenase (COX) e a lipooxigenase, dessa forma inibindo o
processo inflamatorio (NETTO et al., 2013). Bueno-Silva et al., (2013) confirmaram essa
acdo da PVA em sua pesquisa, pois demostrou atividade inibitoria contra a migracdo de
neutr6filos a uma dose de 10 mg/kg . E importante notar que o extrato de propolis é tdo
efetivo quanto o padrdo-ouro dexametasona a 10 mg/kg na prevencdo da migracdo de
neutrofilos para a cavidade peritoneal, demonstrando que possui um notavel potencial anti-
inflamatorio que deve ser explorado no futuro.

Demir et al. (2016) mostrou que a propolis turca tem efeito carcinogénico, uma vez
gue extrato etandlico da propolis bloqueou o ciclo celular de células cerebrais em ratos na fase
GO0/G1 em uma concentracdo dependente. Esse achado é significativo, pois as células ndo
alcancaram a préxima fase S envolvendo proteina e sintese de DNA. Tanto a prépolis quanto
seus constituintes, tais como crisina, quercetina e éster fenetilico do &cido cafeico (CAPE),
pode induzir ao ciclo celular em diferentes estagios dele, dependendo do tipo de célula
canceringena, aumentando os niveis de progressdo do ciclo celular dos inibidores ou
reduzindo os niveis de ciclinas e CDKSs.

Outra acdo muito importante que estad relacionada com os compostos fendlicos é a
atividade antioxidante, que estd diretamente ligada a sua estrutura e propriedade redutora.
Essas caracteristicas desempenham um papel importante na neutralizacdo ou sequestro de
radicais livres e quelacdo de metais de transicdo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na

propagacéo do processo oxidativo (SOUZA et al., 2007).

2.5.1 Atividade antimicrobiana
A acdo antimicrobiana desse produto deve-se muito provavelmente por dois
outro causando danos funcionais e estruturais, por agirem na membrana e na parede celular do
microrganismo, confirmando esse processo por meio da propolis de Anatolia na Turquia.
Possuindo acdo mais eficiente frente a cepas de bactérias gram-positivas do que em cepas
gram-negativas (LUSTOSA et al., 2008).
Sforcin et al., 2000, por meio de sua pesquisa, pode verificar propolis verde,
coletada na Secdo de Apicultura da Escola de Medicina Veterindria da UNESP, que

Stafilococcus aureus sdo suscetiveis a baixas concentrac@es de extratos etandlicos de e por
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outro lado, bactérias gram negativas foram inibidas em altas concentragdes. tanto a CIM de
90%, quanto a de 50% de cepas, sendo estudadas em diferentes estaces do ano. O CIM 90%
de propolis contra cepas de Pseudomonas aeruginosa foi de cerca de 5,70%, enquanto
Escherichia coli e Salmonella typhimurium eram mais resistentes.

Além da propolis brasileira, a qual estudos confirmaram efeitos contra cepas
bacterianas, a prépolis sérvia comprovou que amostras de prépolis com certa combinagéo de
compostos fendlicos predominantes como: galangina, crisina e pinocembrina; sdo muito
eficazes contra bactérias gram positivas e gram negativas. Em relacdo as Gram positivas as
mais sensiveis foram a Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis e
Staphylococcus Aureus as cepas apresentaram valores de CIM de 0.1 pg/mL, 0.3 pg/mL, 0.3
pg/mL e 0.5 pg/mL, respectivamente (RISTIVOJEVIC et al., 2016).

A estrutura da parede celular das bactérias gram positivas, com participacdo
predominante de peptidoglicano, permite que moléculas hidrofobicas penetrem nas células e
atuem na parede, bem como na membrana celular e dentro do citoplasma. A parede celular
das bactérias gram-negativas é mais complexo com menos peptidoglicano e com membrana
externa composta de dupla camada de fosfolipidos ligados a membrana interna por
lipopolissacarideos (NAZZARO et al., 2013). A membrana externa é quase impermeavel as
moléculas hidrofébicas, embora algumas possam percorrer lentamente as porinas (NIKAIDO,
1996). Os compostos fendlicos geralmente mostram atividade antimicrobiana contra bactérias
gram positivas. Seu efeito depende da concentracdo; em baixa concentracdo podem interferir
com enzimas de producdo de energia e em maior concentracdo podem desnaturar proteinas
(TIWARI et al., 2009).

2.5.2 Atividade tripanossomicida

Estudos mostram que o extrato etanodlico da propolis verde possui atividade in vitro
para a inibicdo do desenvolvimento de trés formas de Tripanossoma cruzi,que € 0 agente
etioldgico da doenca de Chagas, uma doenca grave e de alta incidéncia em varios paises da
América Latina. As medidas de IDso/24h, por exemplo, foram 102.7+ 3.8,90.4 £+ 2.4 e 25.4 +
2.5 pg/mL para amastigotas, epimastigotas e tripomastigotas, respectivamente (HIGASHI,
CASTRO, 1994). Algumas caracteristicas definem essa doenca como: possuir uma fase aguda
com parasitemia detectavel e outra com uma longa duracdo e assintomatica. Dois sistemas
estdo diretamente relacionados com essa doenca, como O sistema imunitdrio que esta

envolvido na persisténcia do parasita e o sistema linfoide que € um alvo possivel desse
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patégeno (DANTAS et al., 2006). Para que ocorra a prevencao da trasmissdo transfusional
desta doenca, recomenda-se 0 uso do cristal de violeta em &reas endémicas. O problema do
seu uso esta relacionado a intolerancia por parte dos pacientes e alguns estudos apontam para
uma possibilidade de causar cancer (MARCUCCI et al., 2001).

Dantas et al.,(2006) mostraram,em sua pesquisa, que o uso da propolis do sudeste da
Bulgaria em ratos infectados interferiu nas propriedades bésicas das células imunitarias
durante a infeccdo por Tripanossoma cruzi, levando a uma diminuicdo no nivel da
parasitemia. A administracdo do extrato da propolis bulgara fez-se por via oral e variou-se a
dose em relagcdo ao peso dos ratos infectados com Tripanossoma cruzi.O extrato etandlico
utilizado ndo se mostrou toxico aos animais, mesmo com o uso de altas dosagens, com
destaque a concentracdo de 50 mg/kg de extrato etandlico por peso corporal. O tratamento
com esse tipo de propolis em solucdo etandlica, mostrou uma diminui¢do na massa do baco e
modulou a reagdo inflamatéria. Nenhuma diferenca importante foi detectada ao comparar a
sobrevivéncia dos animais. A diminuicdo no peso corporal dos ratos tratados com todas as
doses do extrato foi semelhante aos de ratos infectados ndo tratados. Assim, investigacdes
adicionais do efeito da propolis sobre a producdo de citocinas, sobre a atividade de processos
regulatorios, na infeccdo por Trypanossoma cruzi e estudos a longo prazo, sdo necessarios
para testar se este produto pode ser considerado como um potencial imunomodulador natural,
influenciando diferentes fases das respostas imunes.

A prépolis por ser um produto com uma rica composicao, é utilizada em estudos que
buscam a efetividade ndo s6 contra o Tripanossoma cruzi, mas para as variacdes de patologias
relacionadas ao Tripanossoma sp, pois esse produto de origem natural possui atividade
antiparasitaria. Como descrito por Gressler et al.,(2012) a terapia atual de infecgdes por
Trypanosoma evansi ndo é eficaz para a grande maioria dos animais com parasitemia
recidivante e sinais clinicos.Faz anos que a atencdo esta sendo focada na atividade
antiparasitaria da prépolis. Tal estudo avaliou a susceptibilidade do Trypanosoma evansi
frente a extratos de propolis do Rio Grande Sul in vitro e in vivo. E os resultados foram
satisfatdrios, todas as tripomastigotas foram mortas ap6s 1 h de incubag&o com 10 pg mL™ do
extrato. In vivo, as concentracdes de 100, 200, 300 e 400 mg kg™ administrados por via oral
durante 10 dias consecutivos ndo mostraram efeitos curativos, e os ratos morreram da doenca.
No entanto, ratos tratados com as duas maiores concentracdes de extrato de propolis (300 e
400 mg kg™) mostraram maior longevidade que os outros grupos, baseado nesses dados o

Trypanosoma evansi se mostrou susceptivel ao extratos de propolis.
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2.6 Sazonalidade

Com relacdo a variacdo sazonal, quando se observa a diminuicdo de alguns
componentes, como 0s acidos fendlicos, essa diminui¢cdo é acompanhada pelo aumento de
outras classes, como, os acidos diterpenoides. Assim sendo, espera-se que dependendo da
época do ano, atividades bioldgicas relacionadas a eles, estejam ligados a sua presenca ou a
sua auséncia (NUNES et al., 2009).

A sazonalidade estd relacionada com as caracteristicas que um determinado
bioproduto apresenta, em um periodo estabelecido, sendo importantes novas pesquisas
relacionadas a esse tdpico, pois para que ocorra o desenvolvimento de bioprodutos, a
manutencdo do perfil quimico efetivo deve ser mantida durante todo o periodo de coleta. Ela
tem papel importante na atividade de coleta, producdo e comercializacdo da propolis. Os
perfis sazonais estdo relacionados com diversos fatores como: umidade relativa,
luminosidade, intensidade das chuvas, temperatura, pressdo atmosférica, velocidade dos
ventos, ponto de orvalho, dentre outros fatores (INOUE et al., 2007).

A pesquisa de Nunes et al. (2009), mostrou que a propolis vermelha de Pernambuco
manteve o mesmo perfil fitoquimico entre os meses de coleta (fevereiro, junho e outubro),
apresentando terpenos e derivados fenodlicos como metabolitos secundarios em maior
concentracdo, além de agUcares.

Isla et al. (2009) estudaram a sazonalidade da prdpolis Argentina e conseguiram
observar a variacdo de compostos e atividades, assim mostrou que os melhores meses de
coleta foram os de outubro a dezembro. Essas propriedades funcionais da prépolis Argentina
a dependem de seus constituintes quimicos, que tem relacdo direta com a estacdo do ano,
geografia e fontes vegetais, sendo assim, as regides do Noroeste, Oeste e Sul da Argentina
possuem propriedades bioldgicas diferentes. Além disto, a metodologia usada para coleta que
nessas regides sdo a raspagem e malha de fio, interferem nas variages sazonais.

Valéncia et al.(2012) conseguiram resultados que mostram mudanga de concentragao
de compostos ndo apenas nas propolis do continente sul americano; em sua pesquisa com a
prépolis mexicana da regido de sonora, 0s autores detectaram aumento nos compostos
fenolicos e flavonoides no verdo (junho de 2008 até setembro de 2008) e outono (setembro de
2008 até dezembro de 2008), quando comparados a primavera (mar¢co de 2008 até junho de
2008) e inverno (dezembro de 2008 até marco de 2009).

No Brasil, estudos apontam que as amostras de propolis de Minas Gerais, em termo
de composicédo e propriedades fisicas, desviam-se do padrdo verde usual sendo relativamente
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comuns no sudeste do Brasil. Aparentemente, em amostras de propolis de alecrim (Baccharis
dracunculifolia), had um gradiente com quantidades inversamente proporcionais de
triterpenoides e fenolicos, uma vez que a maioria das amostras sdo caracterizadas por grandes
quantidades de compostos fenolicos e baixo contetdo de triterpenoides. O padrdo de alecrim
caracteristico é duro e escuro verde, com grandes quantidades de compostos fendlicos e
pequenas quantidades de triterpenoides, ou nenhum. Aumentando as quantidades de
triterpenoides e, consequentemente, diminuindo aqueles de compostos fendlicos, amostras
progressivamente tornam-se macias, escuras, engorduradas e pegajosas, ou creme e em po.
PadrGes como o descrito sdo incomum e representam extremos, caracterizados por grandes

quantidades de triterpenoides e auséncia defendlicos (TEIXEIRA et al., 2010).

2.7 Método para quantificacao de fenois totais

Estudos para a quantificacdo de fendis totais sdo feitos desde o inicio do século XX,
Folin e Denis em 1912 publicaram trabalhos, que se baseavam no uso de substancias com
estrutura fosfotungstica-fosfomolibdica como reagente cromogénico. Essa reacdo é simples,
pois ocorre uma oxirreducdo na qual o ion fenolato é oxidado em meio alcalino, a0 mesmo
tempo em que reduz o complexo fosfotlngstico-fosfomolibdico e essa reagdo resultara um
produto de coloracdo azul por parte da solugdo. Em 1927 Folin e Ciolcateau, melhoraram o
reagente Folin-Denis, pois conseguiram diminuir a precipitacdo,que ocorria na reagdo e
tornou mais sensivel a sua reducao pelos fendis (R10, 1996).

A quantificacdo dos compostos fenolicos totais pela metodologia que emprega o
reagente de Folin-Ciocalteu baseia-se na reducdo dos acidos fosfotungstico (H3PW12040) €
fosfomolibdico (H3PMo01,040), presentes no reagente de Folin-Ciocalteu, pelos fendlicos
presentes na amostra a 0xido de tungsténio (WgO,3) e dxido de molibdénio (MogO,3) em meio
alcalino, como mostrado na equacdo abaixo. Quando esses 0xidos sdo formados, a coloracao
azul é predominante, dessa forma podem ser medidos no comprimento de onda de 720nm,
utilizando o espectrofotdmetro UV-Vis (CRUZ, 2008).

Como descrito por Oliveira; Valentim; Goulart (2009), foi mostrada a desprotonacgao
de compostos fenolicos, em relacdo ao &cido galico, em meio basico, por isso é justificavel o
uso do carbonato de sédio na reacdo, dessa forma ird gerar os anions fenolatos, como na
figura 2. Como resultado dessa reacdo, ocorrera uma oxirreducéo entre o reagente Folin e 0
ion fenolato, na qual o molibdénio, que esta presente no reagente Folin, sofrerd reducédo e a

coloracédo da solucao serd modificada do amarelo para o azul, como mostrado na figura 3.
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Figura 2- Reacéo do 4cido galico com molibdénio, componente do reagente Folin-Ciocalteau.
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Fonte: OLIVEIRA; VALENTIM; GOULART, 2009.

2.8 Método de avaliacdo da capacidade antioxidante pelo uso de radical DPPH

Alguns métodos sdo usados para a avaliacdo da atividade antioxidante em extratos, um
dos mais usados, utiliza o reagente DPPH (2,2- difenil-1-picril-hidrazila). Esse método se
baseia na avaliacdo da atividade sequestradora desse radical livre. O DPPH é reduzido a
difenil-picril-hidrazina, que ocorre por acdo de uma espécie radicalar ou um antioxidante,
dessa forma acontecendo um desaparecimento da absorcdo, sendo assim monitora-se 0
decréscimo da absorbancia de diversas solugdes, a diminuicdo que ocorre é calculada em
relagcdo ao consumo do radical livre DPPH (Figura 3). A partir dos resultados obtidos, calcula-
se a capacidade antioxidante em porcentagem, a mesma corresponde a quantidade de DPPH
que foi consumida pelo antioxidante. Para que ocorra o decréscimo na concentracdo inicial do
reagente em 50%, uma certa quantidade do antioxidante é necessaria, sendo chamada de
concentracdo inibitdria (ICsp). O consumo de DPPH ¢ diretamente proporcional a atividade

antioxidante e inversamente proporcional a ICsy (SOUZA et al., 2007).
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Figura 3- Reacdo radicalar de reducao do DPPH"por uma espécie antioxidante (AH).

a0

+ AH ———
O3N NO, O,N NO,
NO, NO,
DPPH DPPH-H
(violeta , 517 nm) (amarela)

Fonte: Adaptado de HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007.

Atividades antioxidantessdo dependentes de estruturas de compostos fendélicos.Por
exemplo, assumindo padrbes idénticos de hidroxila e substituicdo de metoxilo, acidos
hidroxicinamicos sdo mais eficazes do que os acidos hidroxibenzoicos. Além disso, a
atividade antioxidante de derivados de &cido fendlico depende das caracteristicas da cadeia
lateral do propanoe hidroxilas fendlicas. Assim, aspectos estruturais sdo importantes na
determinacdo da atividade antioxidante, que torna o assunto da atividade antioxidante muito
complexo para ser explicado apenas em termos de quantidade de compostos fendlicos
(TEIXEIRA et al., 2010).

2.9 Método de determinacdo da atividade tripanossomicida por alamar blue

O reagente Alamar Blue baseia-se no principio de reducdo do reagente ndo
fluorescente (resazurina) a um composto fluorescente (resarufina), pela reducéo intracelular
em ambiente de células vivas ao longo do tempo (MUNSHI; TWINNING; DAHL, 2014).

O ensaio Alamar Blue é projetado para medir quantitativamente a proliferacdo de
células animais, bactérias e fungos. O bioensaio também pode ser utilizado para estabelecer a
citotoxicidade relativa de agentesde diferentes classes quimicas. Utilizando o indicador
REDOX resazuina (forma oxidada), € possivel espectrofotometricamente medir a proliferacéo
celular. A resazurina € azul e ndo fluorescente, enquanto a resarufina (forma reduzida) é
vermelha e altamente fluorescente (figura 4). Assim, pode-se medir as mudancas do corante
no meio intracelular por meio da técnica fluorescéncia, modificacbes no numero dos

metabolitos ativos das células podem ser detectados (BONNIER et al., 2015).
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O indicador também tem sido empregado em ensaios de sensibilidade aos farmacos
por cultura adaptada das formas sanguineas de Tripanosoma brucei gambiense e
Tripanossoma brucei rhodesiense. Alamar Blue ndo é tdxico para as células, mesmo durante
longos tempos de incubacgdo. O ensaio Alamar Blue permite um método simples, reprodutivel
e de confianga paratriagem de drogas leishmanicidas. (MIKUS; STERVERDING, 1999).

Figura 4- Reacdo quimica da reducéo da resazurina em resarufina, com mudanca de cor.

HO fo} o) HO. (o) (o]
ENZIMA
+NADH+H ——» +NAD™ + H,O
P /
z N

0

RESAZURINA RESARUFINA
(AZUL 610 nm) (VERMELHO 580 nm)

Fonte: MUNSHI; TWINING; DAHL, 2014.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar estudo de sazonalidade da prdpolis vermelha de Alagoas produzidas em 3
apiarios monitorado pela composicdo quimica, atividade antioxidante, acdo tripanossomicida

e atividade antimicrobiana, no periodo de marco de 2011 a fevereiro de 2012.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar ensaios quimicos de determinacdo de flavonoides e compostos fendlicos por
espectroscopia no UV-vis durante o monitoramento sazonal;

e Efetuar estudos da determinacdo da composi¢do quimica dos principais compostos
fendlicos usando LC-UV-DAD e LC-MS/MS durante monitoramento sazonal;

e Estudar a capacidade antioxidante dos extratos brutos de prépolis vermelha de
Alagoas durante ciclo de 12 meses nos diferentes apiarios;

e Proceder estudos de atividade tripanossomicida dos extratos brutos de diferentes
apiarios durante monitoramento sazonal,

e Executar estudos de atividade antimicrobiana dos extratos brutos de diferentes apiarios
durante ciclo de 12 meses dos diferentes apiarios;

e Proceder estudos de correlagdo estatistica multivariada com os dados quimicos-

bioldgicos-meteoroldgicos durante monitoramento sazonal.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes quimicos e biologicos

Os padrdes analiticos acido cafeico, acido ferulico, &cido p-cumarico, crisina,
catequina, biochanina A, daidzeina, dalbergina, formononetina, genisteina, galangina,
isoliquirritigenina, narigenina, pinobanquisina, pinocembrina, kaempferol, quercetina,
luteolina, foram adquiridos na Sigma-aldrich (St. Louis, EUA), a liquirritigenina e a
epicatequina foram adquiridos na Extrasynthese® (Lyon Nord, Franca). Os padrdes
laboratoriais gutiferona E (mistura isomérica) e a gutiferona B foram isolados e identificados
no Laboratdrio de Anélises Farmacéuticas no Instituto de Farmécia e Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Strathclyde em Glasgow/UK (SIPBS/Glasgow/UK).

Foi utilizada a forma tripomastigota do Tripanossoma brucei brucei S427.0 meio de
cultura para andlise da atividade tripanossomicida foi o HMI-9 (Invitrogen®, Nova York.
EUA). Suramina foi utilizado como controle positivo, DMSO e resazurina (Alamar Blue),
foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

Reagentes analiticos: etanol, dihidrogénio fosfato de potassio, acido formico e metanol
grau HPLC foram comprados da J. T. Baker (Mallinckrodt, México), acetonitrila grau HPLC
foi comprado da Fisher Scientific (Leicestershire, UK) e agua Mili-Q foi produzida no
laboratério.

4.2 Coleta das amostras de propolis vermelha

Esta pesquisa foi autorizada previamente pela agéncia regulatéria para controle de
Patrimdnio genético brasileiro e conservacdo da biodiversidade para acesso e transporte
(Ndmero de documento de autorizagdo 010124/2012-8 e pode ser acessado em
http://www.cnpg.br/documents/10157/e7fec3ea-f4cd-4832-9cc0-4adcf789ab51 ).

A propolis vermelha (30g) foi coletada entre os meses de margo de 2011 a fevereiro de
2012 perfazendo um ciclo de 12 meses. O apiario Ilha do Porto (Marechal Deodoro- AL)
(Prépolis A) com coordenadas geograficas de latitude sul: 9° 44.555°, latitude oeste: 35°
52.080" e altura de 18,1 metros; O apiario Primavera (Marechal Deodoro- AL) (Prépolis B)
com coordenadas geogréaficas de latitude sul: 9° 42.258", latitude oeste: 35° 54.391" e altura
de 35,5 metros e o apiario Paripueira (Prépolis C) com coordenadas geogréaficas de latitude
sul: 9° 26.448", latitude oeste: 35° 31.710" e altura de 4,7 metros. Os dados meteorologicos da

intensidade da chuva, luz solar, umidade, temperatura, pressdo, velocidade do vento foram
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adquiridos no Instituto Nacional de Meteorologia do governo brasilerio no local

(www.inmet.gov.br), a fim de correlacionar os dados quimicos e biolégicos com dados

meteorologicos.

Ja para a identificacdo dos marcadores da propolis vermelha, coletou-se em abril de
2011, de Marechal Deodoro -Alagoas, Brasil, no apiario llha do Porto com coordenadas
geogréficas da latitude sul : 9 ° 44.555, latitude oeste: 35 ° 52,080 e a altura de 18,1 me
Apiario Primavera (Propolis B) com coordenadas geograficas da latitude sul : 9 © 42,258, a
latitude oeste: 35 ° 54,391 e a altura de 35,5 m.

4.3 Preparacao das amostras

Uma quantidade de 10 g de prépolis vermelha dos trés apiarios estudados foi usada
para extrair os constituintes ativos usando, o método maceracdo exaustiva com solucdo
hidroalcodlica (80% a etanol), trés extracdes de 150 mL foram realizadas. E no final de 3
ciclos de extracdo com renovacdo do solvente, os extratos foram concentrados por
rotaevaporador (Fisatom, Brasil), transferido para frascos tipo ampicilina e deixados por 3
dias sobre a estufa aquecida a 45°C para completa secagem do extrato bruto de prépolis
vermelha. Uma quantidade de 5 a 7 gramas de extrato bruto de prépolis foi obtido para as 36
amostras. A massa seca foi estocada em freezer a -20°C, até o momento das analises. A massa
de 100 mg foi exatamente pesada e solubilizada em etanol, diluido e submetido para
desenvolvimento de métodos, validacdo e quantificacdo em métodos LC-UV-DAD e LC-
Orbitrap-FT-MS/MS.

4.4 Ensaios quimicos
4.4.1Determinacdo da atividade antioxidante com DPPH

Pesou-se em um béquer 0,0039 g de DPPH em uma balanca analitica da marca
Shimadzu®, modelo AY220, adicionou-se 3 mL de etanol absoluto no béquer e levou-se ao
ultrassom por 5 minutos, para que solubilizasse. Posteriormente, transferiu-se para um balao
de 100 mL e o volume foi completado com etanol absoluto, dessa forma possuindo uma
solugéo de DPPH de concentragdo 0,1 mM (SILVA et al.,2008).

As solucbes estoques dos extratos brutos produzidos nos trés apiarios e coletados
mensalmente no periodo de margo de 2011 a fevereiro de 2012, foram obtidas pela
solubilizacdo de 0,1000 g do extrato bruto com etanol em baldo volumétrico de 10 mL. A
partir dessa solugdo estoque retiraram-se aliquotas de 5, 15, 30, 60, 180 e 400 pL e adicionou-
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se 2 mL de DPPH, completando o volume com etanol absoluto em bal&o volumétrico de 5
mL. Obtendo-se as concentragdes finais de 1, 3, 6, 12, 36 e 80 pg/mL.

Para a obtencdo da absorbancia das solugdes, usou-se um espectrofotémetro UV-Vis
da marca Shimadzu®, modeloUV-mini 1240, no modo fotometria em um comprimento de
onda de 520 nm.A partir desses resultados, conseguiu-se avaliar a atividade antioxidante
através da seguinte equacéo:

Equacdo 1- Expressdo para determinacéo da atividade antioxidante

100 — ((Ab amostra — Ab branco) x 100)
Ab controle

% Atividade antioxidante =

Onde: Ab amostra = absorbancia da solugdo DPPH (amostras); Ab branco = absorbancia da
solucdo das amostras sem adi¢do de DPPH; Ab controle = absorbancia da solucéo referéncia
de DPPH (etanol).

4.4.2 Determinacéo de flavonoides por analise em UV-Vis

Para a curva de calibragdo da catequina, usou-se uma solucéo estoque de 500 pg/mL e
fizeram-se diluigdes de 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 15 e 10 ug/mL. Essas amostras foram lidas
em 280 nm no espectrofotdmetro Uv-vis.

Usou-se uma balanca analitica da marca Shimadzu®, modelo AX200, para pesar em
triplicata 100 mg de extrato bruto de propolis vermelha, posteriormente solubilizou-se em
etanol 96°GL e transferiu-se para um baldo volumétrico de 10 mL, possuindo assim uma
concentracdo final de 10.000 ug/mL. Em seguida, foi retirado uma aliquota de 50 pL das
amostras (meses do ano) solubilizadas e adicionadas a um baldo volumétrico de 10 mL,
obtendo uma concentragdo de 50 pg/mL,sendo essa ultima concentragdo analisada em UV-
Vis.

O calculo da concentracéo de flavonoides pelo método de leitura direta em UV-Vis foi
obtido a partir da curva de calibragcdo do padréo de catequina na faixa de concentracdo entre 1
a 20 pg/mL, a qual foi previamente validada com dados de precisdo intermedidria, exatidao e
linearidade. Os dados foram expressos em mg de catequina por 100 mg de extrato de propolis

vermelha pelo valor medio encontrado.
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4.4.3 Determinacdo de fenois totais

a) Preparacdo da curva de calibracao do acido galico

Inicialmente duas diluicdes foram feitas para a obtencdo da solucdo estoque final do
acido gélico:
1° Diluigdo: Pesou-se 0,0100g do padrdo e solubilizou-se em &gua destilada em um bal&o
volumétrico de 10 mL, concentracéo final de 1000 pg/mL.
2° Diluicédo (solucdo estoque): Retirou-se 1 ml, dessa solucdo, solubilizou-se em agua
destilada em um baldo volumétrico, concentracdo de 100 pug/mL. A esta solugdo adicionou-se
250 pL de Folin-Ciocolteau, 6 mL de agua destilada (1 minuto em agitagdo) e 1 mL de
carbonato de sodio 20% (30 segundos sob agitacdo), o volume foi completado com agua
destilada.

Para a construcdo da curva de calibracdo do acido galico, usaram-se as concentrages
de 2,5 pg/mL, 5,0 pg/mL, 7,5 pg/mL 10 pg/mL, 12,5 pg/mL, 15 pg/mL e 17,5 pg/mL. A

leitura em UV-vis foi realizada em comprimento de 750 nm.

b) Obtencdo do perfil fendlico dos extratos brutos

As solucbes estoques mensais dos trés apiarios foram obtidas da seguinte maneira
(duplicata):
1° Passo: Solubilizacdo de 0,1000 g do extrato bruto com etanol em baldo volumétrico de 10
mL.
2° Passo: Retirou-se aliquotas da solucdo estoque de 250 pL, 350 pL, 500 pL, 650 uL e 750
ML.
3° Passo: Adicionou-se 0,25 mL de Folin-Ciocalteau + 6 mL de agua destilada (agitando por
1 minuto).
4° Passo: Acrescentou-se 1 mL de carbonato de célcio a 20% (agitando por 30 segundos).
5° Passo: Obtendo-se as concentracdes de 25 pg/mL, 35 pg/mL, 50 pg/mL, 65 pg/mL e 75
pug/mL.

4.4.4 Determinacéo de compostos fendlicos por Cromatografia Liquida (LC)
a) Anélise de flavonoides por LC-DAD-UV

A identificacdo dos marcadores da prépolis vermelha nas tinturas foi realizada

utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de arranjo de diodos
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(HPLC/DAD) (Shimadzu, Téquio, Japdo). As tinturas de prépolis foram preparadas em uma
concentracdo de 100 mg/mL usando etanol como solvente e depois diluido para uma
concentracéo de 1,0 mg/mL.

A fase movel consistiu em um sistema gradiente: 0,1% de &acido formico em agua
Milli-Q (A) e metanol grau HPLC (B). A separagdo foi obtida usando uma coluna Cig
Phenomenex, equipada com uma coluna Cig phenomenex security guard e mantida a uma
temperatura de 33°C. A taxa de fluxo foi de 0,80 mL/min.

O sistema gradiente foi programado para: 30% do solvente B no intervalo entre 0 e 7
min, 40% do solvente B em 15 min, 45% de solvente B em 30 min, 60% do solvente B em 40
min, 80% do solvente B em 50 min, 90% do solvente B em 60 min, e entdo o solvente B foi
reduzido para 30% em 65 min e permaneceu nesta condic¢do isocratica por 70 min. As
amostras foram introduzidas no HPLC usando injetor Rheodyne com um volume de injecéo
de 20 pL.

Os padrdes analiticos foram pesados (10 mg), solubilizados com metanol grau HPLC
para obter concentracdo de 1000 pg/mL. Em seguida, foram diluidos para concentracdes de
15,0 pg/mL; 12,5 pg/mL; 10,0 pg/mL; 7,5 pg/mL e 5,0 pg/mL e diretamente injetados no
LC-DAD-UV. Os extratos brutos de propolis vermelha (100 mg) foram solubilizados em
etanol absoluto e diluidos para concentragdo de 250ug/mL e diretamente injetados no LC-
DAD-UV.

b) Analise de flavonoides e gutiferonas por LC/Orbitrap/FTMS

O LC/Orbitrap/FTMS foi usado nas seguintes condicdes: a coluna C;3 do ACE® como
fase estacionaria e taxa de fluxo de 300 pL/min.

A fase movel consistiu de um sistema gradiente: 0,1% de &cido formico em agua(A) e
0,1% de &cido férmico em acetonitrila (B) (V/V). A coluna foi eluida em modo gradiente da
seguinte forma: 0 min 30% de B, 6 min 45% de B, 10 min 60% de B, 14 min 75% de B, 18
min 90% de B, 22 min 100% de B, 22-47 min 100% de B, e diminuiu para 30% de B em 52
min, entdo realizada a 30% de B em 52-58 min. O FTMS foi definido para adquirir ions em
um modo negativo com uma tensdo da agulha de 4,0 kV e bainha (50) e auxiliares (10) fluxos
de gés e unidades arbitrarias. O instrumento foi programando para detectar os ions, no modo
fullscan, no intervalo de 50 a 1200 nm. Um volume de 10 pL foi injetado no
LC/ESI/FTMS/Orbitrap.
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4.5 Ensaios bioldgicos

4.5.1 Determinacéo da atividade tripanossomicida

Usou-se para o teste de atividade tripanossomicida usando a espécime Tripanossoma
brucei brucei $247 (forma tripomastigota) na concentracéo do parasita de 3 x10* células/mL.
As amostras dos extratos brutos dos trés apiarios (Prépolis A, Prépolis B e Propolis C) nas
concentragdes de 10 e 20 pug/mL foram desafiadas contra o Tripanossoma brucei brucei S247.

A Suramina (Sigma-aldrich) foi usada como controle positivo e preparou-se usando
10uM (diluicéo de 1:100 (HMI-9) diluido em série de 1:1 (em modelo de dilui¢do), isto &, nas
concentragdes de 10 uM, 5 uM, 2.5 puM, 0.625 uM e 0,008 pM.

Os extratos brutos de propolis vermelha foram pesados (10mg/mL) em DMSO. As
amostras de extrato bruto 200 pg/mL das solucdes-teste, foram preparadas em coluna 2 por
pipetagem de 10 pL da solucdo estoque (10mg/mL) e adicionou 190 pL do meio HMI-9
(Invitrogen®) em cada poco, ou 20 pL da solucéo estoque (10 mg/mL) e adicionou 180 puL do
meio HMI-9 (Invitrogen) em cada poco. As concentrac@es finais do extrato bruto de prépolis
vermelha em cada poco foram de 20 e 10ug/mL, respectivamente.

Posteriormente, 100 pL do meio HMI-9 contendo extrato bruto de propolis vermelha
foi pipetado nos pogos e uma série de diluicGes de 1:1 foram realizadas usando uma pipeta
multicanal. Adicionou-se 100uL de meio HMI-9 contendo tripanossoma com carga de
parasita 3 x10* células/mL em cada poco e incubou-se a 37°C em estufa de CO, a 5% por 48
horas.

Depois desse tempo adicionou-se 20 pL de Alamar Blue e incubou-se sob as
condicBes anteriores ja& mencionadas por mais 24 horas. A concentracdo foi determinada pelo
método de fluorescéncia com o Wallac Victor microplacas. O comprimento de onda da

excitacdo foi de 530 nm e da emissdo de 590 nm foi ajustado para quantificacao.

4.5.2 Teste de atividade antimicrobiana contra cepas gram positivos e gram negativas

O teste de atividade antimicrobiana (AAM) foi realizado utilizando ensaio de
microdiluicdo de caldo em microplacas de 96 pocos, contendo 100 plL/pogo de caldo Muller
Hinton, seguindo o procedimento descrito por CLSI (CLSI, 2006), com algumas
modificagdes. Uma solucdo de reserva preparada a 10 mg/mL utilizando etanol 96 °GLfoi
diluida com tampéo de fosfato (pH 7,4) no caldo Muller Hinton. As diluicdes em série (na
proporcdo de 3:4; V:V) foram preparadas em concentragdes variando entre 66 pg/mL e 500
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pug/mL, em microplacas. Foram adicionadas aliquotas (30 pL) de suspensdo bacteriana (cerca
de 1,5x10° UFC/mL) aos pocos contendo 100 pL de meio de caldo Muller Hinton com
diferentes concentracbes de extrato bruto de propolis vermelha. Os resultados foram
observados ap6s a adigao de 40 uL de solugdo de resazurina (100 ug/mL) e reincubacao a
36°C por 2 horas. A diluicdo em série de etanol a 96°GL em caldo Muller Hinton foi realizada
como controle negativo. Os valores de CIM foram definidos como a menor concentragdode
extrato bruto de propolis vermelha que inibiu o crescimento bacteriano. O teste foi realizado

em triplicata.

4.6 Correlacéo de dados experimentais usando estatistica multivariada

A analise multivariada foi estabelecida entre as concentracdes de flavonoides e
concentracdo de gutiferonas e dados meteoroldgicos (umidade relativa /%, intensidade da
chuva/mm, radiacdo solar/kim? —temperatura/K) obtidos do Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET.gov.br). gréficos de superficie de resposta usando o software
Statistica, versdo 13.0.

As correlagdes comparativas multivariadas entre os métodos quimico, UV-visivel e
cromatografico foram expressas usando graficos Matrix Scatter e, a correlacdo de Pearson
usando a versdo Software ORIGIN 8.0 foi aplicada. O mesmo método foi utilizado para
estabelecer correlagdo multivariada entre os dados de LC-Orbitrap-FTMS (isoliquiritigenina,
formononetina, soma dos flavonoides totais, gutiferona E em concentracdes isoméricas da
mistura) e 1Cso do método DPPH para todos os meses do estudo de sazonalidade da prépolis
A e propolis C.

A analise de correlacdes entre a concentracdo de compostos fendlicos nos meses
com crescimento de microrganismos foi estabelecida usando as estatisticas multivariadas
PCA-X e PLS-DA, atraves do software SIMCA P, versdo 12.0. Foi realizada uma matriz 36 x
12 (36 amostras da sazonalidade da propolis A, propolis B, préopolis C e 12 variaveis
importantes do estudo de sazonalidade usando dados LC/Orbitrap/FTMS). As variaveis
importantes foram definidas como: 36 amostras de sazonalidade (componente primario),
concentracdo de isoliquiritigenina (componente 2), concentracdo de formononetina
(componente 3), concentracdo da soma dos flavonoides (componente 4), concentracdo de
gutiferona E (componente 5), além das oito concentraces de CIM testadas (componente 6)
500 pg/mL, (componente 7) 375 pg/mL, (componente 8) 280 pg/mL, (componente 9) 210
pg/mL, (componente 10) 158 pg/mL, (componente 11) 118 pg/mL, (componente 12)

88ug/mL e (componente 13) 66 pg/mL. Esta matriz foi utilizada para avaliar a correlacdo
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entre cada concentragdo de compostos fendlicos e sua influéncia nos resultados de CIM em
Staphylococcus aureus ou Pseudomonas aeruginosa. O resultado da inibi¢cdo do crescimento
do microrganismo recebeu a notacdo 1 e os resultados de crescimento do microrganismo
receberam a notacdo 0. Outras andlises de correlacdo foram estabelecidas entre algumas
concentragdes especificas de flavonoides a partir de dados de LCMS e anélise de outliers em
gréaficos de PCA.

4.7 Andlises estatisticas

Os ensaios de determinacdo de flavonoides totais usando andlise direta em UV-vis,
fendis totais, atividade antioxidante foram realizados em triplicata e expressos graficamente
por meio de média e desvio padrdo utilizando o software graphpad Prisma verséo 5.0.

Os ensaios de determinacdo de flavonoides individuais (métodos HPLC/DAD/UV-Vis
e LC/Orbitrap/FTMS) e determinacdo de gutiferonas (LC/Orbitrap/FTMS) foram expressos
graficamente por meio de média de ensaio em duplicata utilizando o software graphpad
Prisma versao 5.0.

Os ensaios de atividade tripanossomicida e MIC foram expressos como resultado
médio em duplicata.

CorrelagGes comparativas multivariada entre métodos quimicos e cromatograficos
foram normalizados e expressos em gréafico de matriz (Matrix Scatter) e correlacdo de Pearson
utilizando software Origin versao 8.0 foi aplicada.

Correlagbes inversas multivariadas foram estabelecidas entre as variacBes de
concentracdes de flavonoides e CIM de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa
foram estabelecidas utilizando OPLS-DA obtidos do software Simca P, versdo 12.0

Correlagdo multivariada foi estabelecida entra as variagbes de concentragOes de
flavonoides e dados meteoroldgicos obtidos do Instituto Nacional de Meteorologia

(INMET.gov.br) através de graficos de superficie utilizando o software Statistica, versdo 13.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo de marcadores da propolis vermelha por LC-UV e LC/Orbitrap/FTMS

O método HPLC-UV apresentou sinais no cromatograma do extrato de propolis
vermelha, demonstrando a complexidade das analises para esta matéria prima apicéutica, mas
foi possivel obter uma resolucéo relativa entre os picos utilizando o método cromatografico
proposto e fez ajustes no método gradiente LC/ESI/Orbitrap/FTMS, método baseado nesta
primeira metodologia. A analise de HPLC-UV demonstrou a presenca de acidos fenolicos,
flavanonas, flavonas, chalconas e isoflavonas na composicdo de extratos e da tintura da
prépolis vermelha de Alagoas (Figura 5). Por meio da comparacdo dos padrdes com a tintura
da prépolis vermelha a uma concentracdo de 1,0 mg/mL, foi possivel a indentificacdo dos

picos cromatogréaficos.

Figura 5- Perfil cromatogréafico da tintura de prdpolis vermelha do apiario Ilha do Porto na
concentracdo de 1,0 mg / mL. Os flavonoides foram identificados usando padrdes analiticos: (1)
catequina, (2) epicatequina, (3) acido cafeico, (4) acido p-cumarico, (5) acido ferulico, (6) rutina
(7) liquirritigenina, (8) quercetina, (9) luteolina, (10) isoliquirritigenina, (11) formononetina, (12)
pinocembrina, (13) biocanina A e (14) crisina.
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Os mesmos extratos brutos foram usados para preparar as tinturas A e B da prépolis

vermelha, que foram entéo injetadas em LC-ESI-FTMS-Orbitrap (Figura 6). A confirmagéo
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da presenca de isoflavonoides (daidzeina, genisteina, formononetina e biochanina A),
chalconas (iso-liquiritigenina), flavanonas (liquiritigenina, pinocembrina e naringenina),
pterocarpanos (medicarpina), flavonas (galangina) e acidos fendlicos na propolis vermelha
foram realizadas pela deteccdo do ion usando o modo negativo do LC-ESI-FTMS-Orbitrap e
as formulas foram geradas usando o softwareXcalibur da Thermo FisherScientific® (Tabela
2). Outras classes de compostos menos estudados também foram detectados na propolis
vermelha. Na faixa de 24 a 50 min, terpenos, propolonas e gutiferonas, foram detectados na
propolis vermelha. H& um interesse particular nas gutiferonas devido ao seu potencial
antibacteriano, antileishmania, atividades anti-HIV e tumoral ou neoplésico (DE MEDONGCA
et al., 2015). A gutiferona E foi identificada como um composto importante (PM 602,8) e
formulas (CsgHs006) em um tempo de retencdo de 32,9 min, durante a analise das tinturas A e
B (Tabela 2).

Figura 6- Perfil cromatograficotintura de propolis vermelha Ilha do Porto (A) e tintura de
proépolis vermelha Primavera (B) utilizando LC/Orbitrap/ESI/FTMS.
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Tabela2- Marcadores identificados na propolis vermelha de Alagoas em tinturas utilizando
LC/ESI/FTMS/Orbitrap.

PICO TR (min) [M-HJ(m/z) MW FORMULA COMPOSTO

1 2.95 179.0556 180.16 CgHgO, Acido caféico

2 2.98 193.0502 194.18 C10H1004 Acido ferdlico

3 3.00 178.0556  179.05 CoHsO, Acido umbélico

4 3.04 163.0243 164.16 CyHgO4 Acido p-cumarico

5 3.10 475.1232 476.43 Cy3H,4011 7-O-glucopyranosyl-4'-hydroxy-5-methoxi
isoflavona

6 4.50 461.1023 462.40 CH5,011 6-Methoxiluteolina 7-ramnosideo

7 7.05 269.0811 270.24 Ci5H1005 Genisteina

8 7.35 285.0395 286.24 C15H1005 Kaempferol

9 8.04 289.0711 290.27 C15H1406 Catequina

10 8.28 287.0553 288.25 Ci5H1206 Dalbergina

11 8.83 289.0711 290.27 C15H1406 Epicatequina

12 8.95 253.0499 254.24 Ci5H1004 Daidzeina

13 9.70 255.0654 256.27 Cis5H1204 Liquirritigenina

14 10.5 283.0384 284.26 C16H1205 2 -Hidroxiformononetina

15 11.3 331.0810 332.30 C17H1604 Evernicacido

16-17 11.9 271.0602 272.25 C15H1,05 Narigenina / Pinobanksina

18 12.4 285.0758 286.24 C15H1006 Calicosina

19 13.4 255.0654 256.27 C15H1,0, Isoliquiritigenina

20-21 13.77 267.0655 268.28 C16H1,0, Formononetina / Isoformononetina

22 14.2 269.0812 270.28 C16H140,4 4,4'-dihidroxi-2-methoxichalcona

23 14.2 269.0812 270.32 Ci6H1404 (7S)-dalbergifenol

24 14.66 271.0603 272.29 Ci6H1604 Vestitol

25 15.10 269.0813 270.28 C16H140, Pinostrobina

26 15.10 269.0813 270.27 Ci6H1404 Medicarpina

27 16.2 271.0607 272.29 C16H160.4 2',6'-dihidroxi-4'-methoxidihidrochalcona

28 16.2 283.0657 284.26 C16H1205 Thevetiaflavona

29 16.42 283.0603 284.26 Ci16H1205 Biochanina A

30 16.73 253.0865 254.25 CisH1004 Crisina

31 16.87 255.1019 256.27 CysH1,0, Pinocembrina

32 17.0 539.1699  540.56 Ca32H,505 3'4'-di-O-benzil-7-O-(2-hidroxietil)-3-O-
metilquercetina

33 18.2 285.1131  286.32 Cy7H150, (3S)-7-O-metilvestitol

34 18.2 285.1131 286.32 Cy7H150, 7,3'-Dihidroxi-4'-methoxi-8-metilflavano

35 21.4 425.1603 426.71 C3oHs500 Cicloartenol / a-amirina / B-amirina
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36 23.6 533.2906  534.69 CasHiOg  Hiperibone H

37 25.5 617.3480 618.82 CsgHs00;  16-hidroxigutiferona K
38 27.3 511.1383 512.50 C30H240s  Rhuschalcona V

39 32.80 601.3533  602.80 C3sH5005 Gutiferona F

40 32.88 601.3533 602.80 CagH5006 Xantoquimol

41 32.90 601.3533 602.80 CagH5006 Gutiferona E

42 34.10 347.2233 348.52 CyoH304 Acido Anacéardico

43 34.50 509.2744 510.59 Cy7H3504 AcidoMacassarico

44 39.24 669.4355 670.917 Cy3Hsg06 Gutiferona C

45 39.24 669.4355 670.917 Cy3Hsg06 Gutiferona D

46 39.24 669.4355 670.917 Cy3Hs5506 Gutiferona B

TR: Tempo de retengdo (min), MW: Peso molecular.

Utilizando LC/ESI/Orbitrap/FTMS, foi possivel observar similaridades entre as
tinturas A e B no tempo de retencédo de 2,0 a 22,0 min, que corresponde ao tempo de retengédo
de &cidos fendlicos e isoflavonoides. Entretanto, diferencas foram observadas nas menores
intensidades dos picos de 24,0 a 50,0 min e principalmente para o0 pico em 32,9 min
(identificado como gutiferona E) a qual foi detectada em ambas as tinturas. Tanto o método
de CLAE- UV, quanto o LC/ESI/Orbitrap/FTMS foram ferramentas Uteis na caracterizacdo
qguimica dos extratos de prépolis vermelha. O LC/ESI/Orbitrap/FTMS é considerado uma
técnica moderna para triagem fitoquimica, porque é um detector universal para identificar
diferentes compostos com uma grande variedade de massa. Além disso, o0
LC/ESI/Orbitrap/FTMS € considerado um detector especifico para identificar diferentes
marcadores de prépolis, independente das classes de metabdlitos secundarios e é uma técnica
de escolha para fins de triagem rapida, pois 0 modo Orbitrap é usado para ions concentrados,
mantendo a analise mais sensivel e robusta, enquanto detecta centenas de compostos em
apenas uma andlise. Entdo, esta técnica é escolhida para analisar o perfil quimico e
estabelecer uma impressdo digital de amostras complexas, como alimentos funcionais,
fitoquimicos, apicéuticos e outros (ZHANG et al., 2014).

Os dados de sazonalidade obtidos usando os métodos LC-UV-DAD e
LC/ESI/Orbitrap/FTMS tém demonstrado perfil sazonal semelhante aos métodos classicos
UV-vis e Folin-Ciocaulteau. Apesar do mesmo perfil sazonal obtido pelos 2 métodos
cromatograficos, observou-se uma superestimava na concentragdo dos flavonoides quando
realizou-se a determinacdo pelo método LC-UV-DAD. Isso foi observado devido a alguns

problemas de coelui¢do durante as corridas analiticas.
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5.2. Monitoramento sazonal dos marcadores de prépolis vermelha através de ensaios
LC-UV e LC-MS

A partir desta metodologia, pode-se observar que dependendo do flavonoide, ocorrera
variacdo durante todo o ano nos trés apiarios estudados. O apiério llha do Porto demonstrou
picos de concentracdo de formononetina nos meses de julho, agosto e setembro (figura 7 A),
igualmente ao apiario primavera, que mesmo possuindo uma quantidade menor dos
biomarcadores, conseguiu manter uma maior constancia. Diferentemente dos dois apiarios
citados anteriormente, o apiario Paripueira apresentou uma maior quantidade de meses, onde
ocorreram maiores Vvalores nas concentracbes do biomarcador formononetina, como
evidenciado na figura 7 C.

Ja em relacdo a presenca dos flavondides genisteina, luteolina, biochanina A,
pinocembrina e pinobanksina, fica claro valores maximos nas estaces do ano como outono e
inverno, este aumento na concentracdo dos flavonoides coincide com o periodo da incidéncia
de intensas chuvas no estado de Alagoas situado na regido nordeste do Brasil e teve uma forte
correlacdo com os dados meteorolégicos do Instituto Nacional de Meteorologia do governo

Brasileiro (www.inmet.gov.br), como mostrado nos anexos 5,6 e 7..
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Figura 7- Determinacdo da concentragdo de flavonoides usando HPLC-UV-DAD para
biomarcadores especificos. (A) e (B) apiario llha doPorto, (C) e (D) apiario Paripueira, (E) e (F)

apiario Primavera.
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J& pela metodologia LC/ESI/Orbitrap/FTMS, o apiario Ilha do Porto mostrou que os
meses de abril até agosto, conseguiram manter elevadas concentragcbes nos flavonoides
(formononetina, isoliquirritigenina, biocanina A), figura 8 A; mantendo esse mesmo perfil
qguando se observa os flavonoides (pinocembrina, daidezeina e galangina), além de mostrar
gue nos meses de setembro a janeiro ocorreu um aumento das gutiferonas em sua composicgéo,
figura 9 A. Diferentemente do apiério llha do Porto, o apiério Paripueira conseguiu manter a
concentracdo dos flavonoides majoritarios durante praticamente todo o periodo do estudo,
como observado na Figura 8 E, para os flavonoides minoritarios ocorreu uma elevacdo nos
meses de julho, agosto setembro e outubro. Além de mostrar uma elevacdo das gutiferonas

nos meses de outubro a fevereiro, figura 9 C.
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Figura 8- Determinacgédo da concentracéo de flavonoides usando LC/ESI/Orbitrap/FTMS para
biomarcadores especificos. (A) e (B) apiario llha do Porto, (C) e (D) apiario Paripueira, (E) (F)
apiario Primavera.
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Figura 9- Determinacéo de gutiferonas usando LC/ESI/Orbitrap/FTMS: (A) llha do Porto, (B)
Primavera e (C) Paripueira.
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5.3 Monitoramento sazonal dos marcadores de propolis vermelha atraves de ensaios

quimicos

5.3.1 Determinacéo de flavonoides e fendis totais nos extratos de propolis vermelha

As abelhas da espécie meliferas, que produzem prépolis vermelha, ja foram relatadas
em trés continentes: Africa (Nigéria), Asia (Arabia Saudita) e América (Brasil, Cuba, México
e Venezuela) (SADDIQ & MOHAMED, 2016). A propolis vermelha encontrada nesses locais
tem suas proprias particularidades em relacdo a composicdo quimica. Essas caracteristicas
especificas estdo associadas com a localizacdo geogréafica onde a propolis vermelha é
produzida. As condi¢des edafocliméaticas e a fonte boténica sdo fatores importantes, que
podem afetar a composicdo da propolis (SILVA et al., 2015).

A PVA é um caso atipico em relacio a presenca de isoflavonoides. E possivel
encontrar muitas classes de metabolitos secundérios, como flavanas (catequina) e isoflavanas
(vestitol) presentes na propolis vermelha, sem absor¢do na regido visivel e compostos que
possuem baixa reatividade com reagentes especificos, como o cloreto de aluminio nas reagdes
classicas para a determinacdo de flavonoides totais. Assim, a espectrofotometria UV é usada
para testar o conteido da totalidade deflavonoides, a qual foi baseada na leitura direta em um
comprimento de onda especifico, sem a presenca de reacGes quimicas quelantes e/ou
reagentes de derivatizacdo (REGUEIRA et al., 2017).

Em estudos anteriores, a tintura, extratos brutos, extrato de cloroférmio e
microcapsulas de prépolis vermelha apresentaram absorbancia maxima a 280 nm, semelhante
ao padréo de catequina e diferente do padrdo de quercetina, que apresentou comprimento de
onda méximo em 250 nm e 370 nm . Assim, VArios grupos de pesquisa desenvolveram um
método rapido de leitura direta no UV para o conteudo de flavonoides totais. O padrao
analitico de catequina apresenta um perfil espectrofotométrico (especifico) semelhante ao da
tintura de propolis vermelha e demonstra maior especificidade que a quercetina para o teor de
flavonoides totais. Uma das explicacbes para a maior especificidade da catequina esta
relacionada a grande quantidade de isoflavonas e isoflavanas presentes nas tinturas de
propolis vermelha, nas quais a absor¢do méxima ocorre a 280 nm.

Em relagdo a presenca de flavonoides, o apiario Ilha do Porto apresentou uma
concentracdo média de 26 mg de catequina a cada 100 mg do extrato. Os dados de
sazonalidade do apiario Ilha do Porto demonstraram uma variagdo sazonal bimodal (2 ciclos

de maxima concentra¢do) com maiores concentracdes de flavonoides para os meses de julho,
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agosto e setembro (34,5 mg de catequina / 100mg de extrato bruto) e outro pico de
concentracdo maxima nos meses de janeiro e fevereiro (31,8 mg de catequina / 100mg de
extrato bruto), como mostrado na Figura 10 Al. Os meses de marco, maio e dezembro
apresentaram concentracdo bem abaixo da média no ano (20 mg de catequina / 100mg de
extrato bruto).

J& o apiario Primavera demonstrou um perfil de manutencdo da concentragdo em
praticamente todo o periodo estudado (concentracdo média de 30 mg de catequina/ 100 mg do
extrato). Os meses de dezembro, janeiro e fevereiro, as concentragdes chegaram proximo de
33 mg de catequina / 100 mg de extrato bruto, entretanto os meses de junho e julho obtiveram
0s menores resultados(23 mg de catequina / 100mg de extrato bruto). Quando comparado com
0s outros dois apidrios, ele proporcionou uma elevada concentracdo lote a lote dessa matéria-
prima, Figura 10 B1.

Dos trés apiarios estudados, o apiario Paripueira mostrou os resultados mais inferiores
(concentracdo média de 23mg de catequina/ 100 mg do extrato), como pode ser observado na
Figura 10 C1 nos meses de abril, maio e junho, onde apenas se aproximaram de 13 mg/ 100
mg de extrato bruto e 0s meses onde conseguiu 0s resultados mais expressivos foram 0s
meses de julho e agosto (31,8 mg de catequina / 100mg de extrato).

Levando em consideracdo as exigéncias mostradas anteriormente, o método
apresentou linearidade, precisdo intermediaria e exatiddo na faixa de concentracdo entre 2 e
10 pg/mL. Fica evidenciado que pode ser feito no laboratério uma validacdo para o método de
Folin-Ciocalteau no ambito do laboratério (Tabela suplementar 2, Anexo 2).Todos 0s
resultados mostrados por esse trabalho, atende as exigéncias impostas pela ANVISA (RDC
899/2003), pois ficam abaixo dos 5,99% de variacdo de preciséo e exatiddo.

O perfil obtido da variagcdo sazonal de fendis totais do apiario Primavera (Marechal
Deodoro) mostrou baixa variagdo entre os meses, mantendo uma boa qualidade avaliado pelo
perfil sazonal. O més de junho ocorreu uma concentracdo distante do padrdo mostrando
durante o ano (16,8mg de acido galico/ 100mg de extrato bruto). Os meses que ganharam
destagque nesse estudo foram: agosto e novembro (24 mg e 25 mg de &cido galico/100mg de
extrato bruto) com maiores quantidades de fendis totais. E entre os trés apiarios, foi o que
apresentou o melhor resultado, observando na Figura 10 B2.

O apiario Ilha do Porto, mostrou um perfil interessante em relacdo a concentracdo de
acidos fenolicos durante o ano estudado, pois mostrou que 0s meses de agosto e setembro se

destacaram, se comparado aos outros meses, outros dois picos de concentracdo podem ser
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observados, nos meses de agosto e setembro, que obtiveram pouco mais de 22 mg/100 mg e
23 mg/100 mg de fendis no extrato bruto, respectivamente, e 0s meses onde ocorreu uma
diminuicdo da concentracéo, a diferenca nédo foi tdo grande em relacdo aos meses que ficaram
na média, 0s meses de outubro e novembro, obtiveram os resultados mais baixos, mas sem
destoar dos outros meses, como fica evidenciado na Figura 10 A2.

Observando o grafico do perfil do apiério Paripueira, percebe-se que se comparar
com os outros dois apiarios, ele apresentou as menores concentracdes durante todo o ano.
Entre os meses de julho e setembro mostraram picos elevados com concentracdes de 22,8
mg/100 mg e 21,7 mg/100 mg de fendis no extrato bruto, ja 0 més de abril 11,9 mg/100 mg de
fendis no extrato bruto, mostraram quase 50% da concentracdo dos picos maximos, mostrado
na figura 10 C.2. A variacdo encontrada em compostos quimicos de propolis vermelha é
devido a uma pressdo sazonal sofrida pela fonte boténica, pois o elemento méedio na producao
da prépolis vermelha é uma resina secretada pelas arvores Dalbergia ecastophyllum e a
producdo e acumulacdo de metabolitos secundarios de plantas séo influenciados por variacdes
sazonais (REGUEIRA-NETO et al., 2017).
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Figura 10- Perfil sazonal de flavonoides (A.1, B.1, C.1) e fendis totais (A.2, B.2, C.2) de extratos
brutos de PVA dos apiarios (Ilha do Porto: A, Primavera: B, Paripueira: C).
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Quando se fala sobre produto natural, ganha-se uma importancia muito grande a

padronizacdo lote a lote da PVA que sera produzida, pois a industria farmacéutica esta
investindo na prépolis vermelha de Alagoas, mas a qualidade precisa ser mantida durante todo

0 ano, pois nos Ultimos anos os produtos apicolas de forma geral, ganharam uma visibilidade
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por meio da midia (SENA-LOPEZ et al., 2018). Como diversos fatores influenciam na
concentracdo dos constituintes, como vegetacdo, clima, manuseio das caixas, o estudo de
sazonalidade torna-se muito importante como parametro, para observar o0 que acontece com
essas substancias e principalmente com os acidos fendlicos (SOUZA-MACHADO et
al.,2016).

5.3.2 Capacidade antioxidante dos extratos de PVVA estudo de sazonalidade

Muitos estudos tém relatado atividade antioxidante para os flavonoides, devido a sua
capacidade de reduzir a formacao de radicais livres e para eliminar os radicais livres (AHN et
al., 2004). A fracdo hexéanica da propolis vermelha apresentou a maior concentracdo de
flavonoides totais e mostrou a melhor atividade sequestradora para radicais livres
(ALENCAR et al., 2007). Cabra et al.(2009) também descobriu que a fracdo hexanica obtida
da prépolis vermelha mostrou a maior atividade antioxidante (74,4%), sequestrando o radical
livre DPPH. Além do mais, Frozza et al. (2013)demonstraram que o extrato hidroalcodlico da
propolis vermelha tem importante capacidade de eliminacdo de DPPH (ICs0270,13 pg/mL).

Todas as amostras do estudo sazonal apresentaram atividade antioxidante com
valores superiores a 80,6%, 81,5% e 78,5% na concentra¢do do extrato de 80 pg/mL para as
amostras de Prépolis do apiario Ilha do Porto (A), Primavera(B) e Paripueira (C),
respectivamente. Os estudos cientificos de De Mendonga et al.(2015) mostram que a prépolis
vermelha brasileira apresenta atividade antioxidante com valores de ICs, entre 5,0 e 8,0
pg/mL. No entanto, foram observadas variacdes no percentual de atividade antioxidante de
ICso para as amostras de prépolis A e prépolis C com valores de 1Csq superiores a 10-12
pg/mL nos meses entre mar¢o € agosto. Observou-se que nesses meses algumas amostras
apresentaram concentracGes maximas de flavonoides (més de agosto para propolis A e meses
de julho e agosto prépolis C). A prépolis A apresentou I1Cso de 25,73 pg/mL e 20,40 pg/mL
nos meses de julho e agosto, respectivamente. A prépolis B apresentou valores de ICsy de
9,25 ng/mL e 8,45 pg/mL para os meses de maio e julho, respectivamente. O propolis C
apresentou valores de ICsy de 35,47 pg/mL e 51,03 ug/mL para os meses de abril ¢ junho,
respectivamente (Tabela 3). A propolis de Sonora apresentou bons resultados de atividade
antioxidante utilizando o método DPPH na faixa de concentragdo de 12,5 pg/mL a 100
pg/mL. A prépolis San Juan da Argentina apresentou boa atividade antioxidante com valores

de ICsp entre 15 ug/mL e 42 pg/mL durante um ciclo sazonal anual.
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Figura 11- Perfil de atividade antioxidante e avaliacdo grafica da 1Cx, do apiério Ilha do Porto
durante ciclo de 12 meses de sazonalidade.
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Figura 12- Perfil de atividade antioxidante e avaliagdo gréafica da 1C50 do apiario Paripueira
durante ciclo de 12 meses de sazonalidade.
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Figura 13- Perfil de atividade antioxidante e avaliacdo grafica da 1Cs, do apiario Primavera
durante ciclo de 12 meses de sazonalidade.
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Nos ultimos anos, vem ocorrendo uma crescente busca por antioxidantes naturais, para
que sejam utilizados em diversos produtos alimenticios ou medicamentos, dessa forma
substituindo os antioxidantes sintéticos, pois eles podem causar diversos problemas e até
cancer. (NUNES et al., 2013).

Quando se faz uma breve comparacdo com a prépolis verde, que possui estudos mais
aprofundados, Zhag et al.(2017), mostrou que esse tipo de propolis possui um perfil em que
ndo apenas as quantidades de fendis totais, mas também de flavonoides totais variaram
amplamente em diferentes amostras de propolis verde brasileira, variando de 87,5mg/g a
148,6 mg/g e 38,4mg/g a 67,6 mg/g, respectivamente, todas as amostras mostraram uma boa
atividade de eliminacdo de radicais livres com valores de 1Csy variando de 93,51 pg/mL a
190,27 pg/mL.Os dados indicaram que sdo os fendis que contribuem para a atividade
antioxidante, a qual estad de acordo com Mello e Hubinger (2012), que relataram que a
atividade antioxidante da propolis verde brasileira é atribuida principalmente aos altos niveis
de contetdo fenolico.

No geral, os resultados sugerem que a propolis vermelha pode desempenhar um
papel vital nos caminhos metabolicos e protegem as células contra o estresse oxidativo, mas
pesquisas adicionais sdo necessarias para confirmar seu potencial. Embora existam varios
estudos que corroboram o potencial da atividade antioxidante da propolis, contudo ndo ha

dados robustos sobre a dose segura em humanos (FREIRES et al., 2016).

55



Observou-se que ha baixa relacdo na diminuicdo da ICsy (alta atividade
antioxidante) com os valores de concentracdo isolada de flavonoides, mas ocorre uma
correlacdo mais forte entre as gutiferonas E usando dados LC/Orbitrap/FTMS. Houve uma
boa correlacdo dos valores de diminuigédo de 1Cso com as altas concentracfes de gutiferonas E
e a soma da concentragédo total de compostos. A figura 14 mostra a correlagdo de Pearson
entre alguns flavonoides (formononetina, isoliquiritigenina), compostos totais, gutiferonas E,
gutiferonas B e gutiferonas totais e valores de 1Cso DPPH. As amostras de prépolis de Ilha do
Porto e Paripueira, que apresentaram altos valores de ICso (ou diminuicdo da atividade
antioxidante em alguns meses no periodo chuvoso), principalmente nos meses em que houve
diminuicdo na concentracdo da soma dos flavonoides totais e/ou gutiferonas (os meses de

marc¢o a agosto na propolis de Ilha doPorto; marco e junho até propolis de Paripueira).

Tabela 3- Concentracéo Inibitéria (1Csy) do extrato de prépolis vermelho brasileiro contra o
radical DPPH durante o estudo de sazonalidade (marc¢o/2011 a fevereiro/2012).

Apiario mar. abr. Mai jun.  jul ago.  set. out. nov. dez. jan. fev.

PropolisA 1066 1482 9.18 1553 2573 2040 296 345 310 297 7.68 195

Propolis B 839 1481 926 640 845 843 784 826 766 779 851 14.00

PropolisC 1243 3547 919 51.03 871 1216 10.65 804 836 6.19 644 8.02

Os ensaios antioxidantes e antibacterianos demonstraram a boa qualidade da matéria
prima vermelha da prépolis. O método DPPH e o teste de CIM (teste de microbiologia)
mostraram-se sensiveis para detectar variagdes nas concentracdes de compostos fendlicos
presentes nos extratos de propolis vermelha, sendo também ferramentas importantes para o
monitoramento da qualidade dos extratos da propolis vermelha brasileira. A analise estatistica
de Pearson demonstra correlacdo entre os valores de 1Csy do teste DPPH, com efeito sinérgico
entre as giferiferonas e a soma do total de compostos fenodlicos. A anélise de PCA e PLS-DA
revelou correlacdo entre os dados de LC/Orbitrap/FTMS (concentracfes de flavonoides e
fungicidas isoliquiritigenina) e teste de CIM e revelou baixa atividade antibacteriana da
propolis vermelha devido a baixos niveis de concentracdo ndo apenas de flavonoides mas

também de gutiferonas.
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Figura 14- Correlacéo entre 1Cs, do método DPPH e concentragdes de flavonoides e gutiferonas
E para a propolis A (A) e propolis C (B). Correlagdo de Pearson entre 1Cs, do método DPPH e
formononetina (C), flavonoides totais (D), gutiferonas E (E) e soma da concentracéo total de
compostos fendlicos (F) usando concentragdes dos dados de LC-Orbitrap-FTMS.
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5.4. Monitoramento sazonal dos marcadores de prépolis vermelha através de ensaios

biologicos

5.4.1 Ensaio tripanossomicida

O interesse da industria farmacéutica na procura por novos medicamentos
relacionados a esse patdgeno praticamente inexiste, isso ocorre pelo fato de ndo possuir
rentabilidade para ela. Os farmacos usados normalmente para o controle em areas endémicas
possuem uma baixa eficiéncia e foram descobertos a mais de 100 anos. Ja foi descrito em
diversas pesquisas a eficiéncia da propolis no uso antiparasitario. Como descrito por Higashi,
Castro, 1995, quando buscaram o perfil de efetividade de extratos da propolis frente ao
Tripanossoma cruzi e as interacfes com as células hospedeiras, comprovaram a lise total de
tripomastigotas presente na corrente sanguinea apds 24 horas, usou-se uma concentracdo de
100 pg/mL do extrato etanolico da propolis.

Constatou-se que, todas as amostras da propolis vermelha de Alagoas, oriundas dos
trés apiarios durante o periodo utilizado (mar¢o/2011 a fevereiro/2012), mostraram atividade
tripanossomicida, pois a literatura relata que para se considerar o extrato ativo, a inibi¢cdo do
crescimento deve ser menor ou igual a 10%, como mostrada na Tabela 4. Quanto maior for a
concentragdo, menor sera o crescimento desse parasita, ocorrendo uma coeréncia na Tabela 4,
sendo assim todos os meses obtiveram resultados satisfatorios. Quando se compara as trés
prépolis em relacdo a média obtida durante o estudo, observa-se que a propolis A, B e C em
relacdo a concentragcdo de 20ug/mL, apresentaram inibi¢do de crescimento maior que 98%
(crescimento do parasita < 2%). Quando o ensaio foi realizado na concentracdo de 20ug/mL,
apenas a propolis B (Primavera) apresentou inibicdo de crescimento maior que 98%
(crescimento do parasita < 2%), enquanto as propolis A (llha do Porto) e C (Paripueira)
apresentaram inibicdo de crescimento maior que 97,2% (crescimento do parasita < 3,8%)
demonstrando que todas as amostras de prdpolis apresentam atividade tripanossomicida
contra a espécie de Tripanossoma brucei. Com esses resultados, abre-se um leque ainda maior

para o uso desse produto natural, como forma de tratamento.
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Tabela 4- Inibicdo do crescimento em (%) do Trypanossoma brucei brucei S0247 frente ao
extrato bruto da propolis durante o estudo de sazonalidade (margo/2011 a fevereiro/2012).

Apiario mar. abr. mai jun. jul. ago. set. out. nov. dez. jan. fev.

PropolisA® 07 07 05 03 01 00 00 19 11 01 00 04

PropolisA> 09 19 15 17 06 01 07 37 29 31 01 13

PropolisB* 11 09 01 02 02 09 05 00 03 01 05 02

PropolisB° 20 11 14 10 19 12 08 01 08 09 17 03

PropolisC" 09 06 04 09 01 03 00 03 02 11 05 12

PropolisC* 17 38 22 34 23 04 12 07 03 31 08 14

C1: Concentragdo de 20ug/mL; C2 : Concentragdo de 10 pg/mL; < 10% ¢ considerado bioativo contra forma

Tripomastigotas

Marcucci et al., (2001) além de conseguir o isolamento de quatro compostos presentes
na propolis, (1) acido 3-prenil-4-hidroxicindmico (PHCA), (2) 2,2-dimetil-6-carboxietenil-
2H-1-benzopirano (DCBEN), (3) &cido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (DHCA), e (4) 2,2-
dimetil-6-carboxietenil-8-prenil-2H-1-benzopirano (DPB), conseguiu comprovar que 0S
compostos 1 e 4, foram efetivos contra Tripanossoma cruzi, além de possuirem efetividade
em bactérias, com excecdo do composto 1. Testes in vitro e in vivo, comprovam que a
atividade tripanomicida da prépolis € dose dependente, mostrando um poder de reducdo das
promastigotas e amastigotas do Tripanossoma cruzi em meio de cultura, além de ocasionar a
ruptura da membrana de tripomastigostas, que estdo presentes na corrente sanguinea e ainda
acao contra o Tripanossoma envasi, que mostrou ser suscetivel a essa matéria prima, pois
observou-se a morte de tripomastigotas, ap6s 1 hora de incubacédo e ainda quando aumentou-
se as concentracOes da prépolis, aumentou também a longevidade de um determinado grupo
de ratos, comparando com outro grupo que ndo utilizou as maiores concentragdes
(GRESSLER et al., 2012). N&o apenas a propolis brasileira possui agdo antiparasitaria, um
bom exemplo de outro tipo, mas que mantém a efetividade desse produto € a propolis bulgara.
Comprovou-se que ela proporciona uma diminuicdo significativa na massa do bago dos ratos
estudados, e esse aumento foi ocasionado por reagdes inflamatdrias que ocorreram
inicialmente no tratamento, além de ocasionar uma diminuicdo na carga parasitaria do
Tripanossoma cruzi, e ainda tem o fato de n&do afetar toxicamente os ratos estudados
(DANTAS et al., 2006).
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5.4.2 Ensaios microbiolégico

No presente estudo, comparou-se concetragcdes da PVA dos trés apiarios em relacao
ao crescimento de cepas gram-positivas (Staphylococcus aureus) e gram-negativas
(Pseudomona aeruginosa). Quando se observa a variacdo sazonal em relagédo a cepa de
Staphylococcus aureus,0 apiario llha do Porto (Marechal Deodoro) conseguiu inibir o
crescimento dessa cepa na maioria dos meses do ano, exceto os meses de maio e julho com
crescimento nas concentraces de 66 pg/mL (maio e julho) e 88 pg/mL (julho),
respectivamente, tabela 5.

O apiério Paripueira demonstrou que seus resultados foram os menos satisfatorios
dos trés estudados, pois nos meses de abril (66 pug/mL até 210 pug/mL) e julho (66 pg/mL até
158 pg/mL) ocorreu o crescimento de Staphylococcus aureus, além do més de marco(66
pg/mL) (Tabela 6). Ja o apiario Primavera conseguiu inibir em todos os meses 0 crescimento
de Staphylococcus aureus, sendo assim, mostrando sua eficiéncia frente a esse patdgeno
(Tabela 7).

Tabela 5- Atividade antimicrobiana da prépolis A (llha do Porto) contraStaphylococcus aureus
em diferentes concentracgdes do extrato de propolis testadas.

pg/mL MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET ouT NOV DEZ JAN FEV
500 - - - - - - - - - - - -
375 - - - - - - - - - - - -
280 - - - - - - - - - - - -
210 - - - - - - - - - - - -
158 - - - - - - - - - - - -
118 - - - - - - - - - - - -
88 - - - - + - - - - - - -
66 - - + - + - - - - - - -

Legenda: -: Inibicdo de crescimento da cepa; +: Crescimento da cepa
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Tabela 6- Atividade antimicrobiana da propolis B (Primavera) contra Staphylococcus aureus em
diferentes concentracdes do extrato de propolis testadas

pg/mL MAR/11  ABR/11  MAI/11  JUN/11  JUL/11  AGO/11 SET/11 OUT/11 NOV/11 DEZ/11 JAN/12 FEV/12

500 - - - - - - - - - - - -

375 - - - - - - - - - - -

280 - - - - - - - - - - - -

210 - - - - - - - - - - - -

158 - - - - - - - - - - - -

118 - - - - - - - - - - - -

88 - - - - - - - - - - - -

66 - - - - - - - - - - - -

Legenda: -: Inibicao de crescimento da cepa; +: Crescimento da cepa

Tabela 7- Atividade antimicrobiana da propolis C (Paripueira) contra Staphylococcus aureus em
diferentes concentracdes do extrato de propolis testadas.

pg/mL MAR/11  ABR/11 MAI/11  JUN/11 JUL/11  AGO/11 SET/11 OUT/11 NOV/11 DEZ/11 JAN/12 FEV/12

500 - - - - - - - - - - - -
375 - - - - - - - - - - -
280 - - - - - - - - - - - -
210 - + - - - - - - - - - -
158 - + - - + - - - - - - -
118 - + - - + - - - - - - -
88 - + - - + - - - - - - -
66 + + - - + - - - - - - -

Legenda: -: Inibi¢éo de crescimento da cepa; +: Crescimento da cepa

Em relacdo ao estudo sobre o crescimento de Pseudomonas aeruginosa, a propolis do
apiario Primavera conseguiu inibir por completo. Ja o apiario Paripueira mostrou um perfil
semelhante em relacdo a Staphylococcus aureus, pois ocorreu crescimento nos meses de
marco (66 pg/mL), abril (66 pg/mL até 158 pg/mL) e ainda no més de junho (66 pg/mL até
118 pg/mL).O apiario llha do Porto ocorreu crescimento apenas no més de julho na
concentragdo de 66 pg/mL.

Em estudo desenvolvido por ODOLNI et al., (2011), fracbes cloroférmicas foram

ativas contra Staphylococcus aureus (CIM entre 31,2 pg/mL e 62,5 pg/mL) e Streptococcus
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mutans (CIM entre 62,5 e 125 pg/mL). A isoliquirritigenina foi a mais potente (CIM entre
15,6 e 31,2 pg/mL). Bispo Junior et al. (2012) verificou que extratos etandlicos de prépolis
vermelha mostraram atividade antimicrobiana contra gram positivas (100%) e gram negativas
(62,5%).

Tabela 8- Atividade antimicrobiana da propolis A (llha do Porto) contra Pseudomonas
aeruginosa em diferentes concentracdes do extrato de prépolis testadas.

pg/mL MAR/11  ABR/11  MAI/11  JUN/11 JUL/11  AGO/11 SET/11 OUT/11 NOV/11 DEZ/11 JAN/12 FEV/12

500 - - - - - - - - - - - -

375 - - - - - - - - - - -

280 - - - - - - - - - - - -

210 - - - - - - - - - - - -

158 - - - - - - - - - - - -

118 - - - - - - - - - - - -

88 - - - - - - - - - - - -

66 - - - - + - - - - - - -

Legenda: -: Inibigdo de crescimento da cepa; +: Crescimento da cepa

Tabela 9- Atividade antimicrobiana da prépolis B (Primavera) contra Pseudomonas aeruginosa
em diferentes concentracdes do extrato de propolis testadas.

pg/mL MAR/11  ABR/11 MAI/11  JUN/11 JUL/11  AGO/11 SET/11 OUT/11 NOV/11 DEZ/11 JAN/12 FEV/12

500 - - - - - - - - - - - -
375 - - - - - - - - - - -
280 - - - - - - - - - - - -
210 - - - - - - - - - - - -
158 - + _ - - - - - - - - -
118 - + _ + - - - - - - - -
88 - + _ + - - - - - - - -
66 + + + - - - - - - - -

Legenda: -: Inibi¢ao de crescimento da cepa; +: Crescimento da cepa
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Tabela 10- Atividade antimicrobiana da propolis C (Paripueira) contra Pseudomonas
aeruginosa em diferentes concentracGes do extrato de prépolis testadas.

pg/mL MAR/11  ABR/11 MAI/11  JUN/11 JUL/11  AGO/11 SET/11 OUT/11 NOV/11 DEZ/11 JAN/12 FEV/12

500 - - - - - - - - - - - -

375 - - - - - - - - - - -

280 - - - - - - - - - - - -

210 - - - - - - - - - - - -

158 - - - - - - - - - - - -

118 - - - - - - - - - - - -

88 - - - - - - - - - - - -

66 - - - - - - - - - - - -

Legenda: -: Inibi¢éo de crescimento da cepa; +: Crescimento da cepa

Regueira Neto et al. (2016),compararam a atividade antibacteriana das amostras de
propdlis vermelha do estado de Pernambuco nas estacdes chuvosas (abril até agosto de 2014)
e secas (dezembro/2015 até marco/2016), e observou sua efetividade contra Staphylococcus
aureuse Pseudomonas aeroginosa. Além disso, ocorreu variagdes sazonais nas MICs contra
Staphylococcus aureus, mas ndao em relacdo a Pseudomonas aeroginosa.

Em outras pesquisas relacionadas a variacdo sazonal da atividade antimicrobiana da
prépolis contra Staphylococcus aureuse Pseudomonas aeruginosa foram obeservadas, mas
sem diferencas significantes durante o ano da pesquisa (JORGE et al., 2012). No entanto,
amostras de propolis argentinas que foram coletadas no verdo (dezembro - margo) e no
outono, mostraram maiores atividades quando comparadas as outras épocas do ano (ISLA et
al., 2012).

5.5. Estudos de correlacdo multivariada

5.5.1 Estudo de correlagdo multivariada entre métodos analiticos de quantificacdo de
flavonoides

A correlacdo entre os metodos analiticos utilizados para quantificacdo de flavonoides
foi realizada usando estatistica de matrix scatter e correlagdo de Pearson.

Consegue-se observa que as metodologias utilizadas mantiveram um perfil bem
semelhante, como mostrado na Figura 17, onde consegue-se visualizar aumento e diminuigéo
nos diferentes meses do ano. Por exemplo, no més de julho ocorre um aumento similar nas
quatro metodologias, entretanto 0 método de fenadis totais e a leitura direta por UV-vis para

flavonoides, por serem metodologias espectrofotométricas, possuem uma relacdo direta e 0s
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dados da Figura 17 corroboram com essa informacgéo, pois apresenta um estreitamento na
elipse que esta relacionada com essas duas metodologias. Em termos de correlacdo de Pearson
elas possuem uma relacdo de 78%, tabela 10.

Ja as metodologias de LC-DAD e LC-MS, mostraram uma rela¢do proxima, como
observado na figura 18, com seus pontos mantendo um padrdo quase linear, possuindo uma

relacdo de 85%.

Figura 15- Comparacdo entre os métodos de Fendis totais, UV-Vis, LC-DAD E LC-MS em

relacéo ao apiario Ilha do Porto (A) e concentracdo normalizada (B).
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Figura 16- Correlacdo em matrizes dos métodos de Fendis totais, UV-Vis, LC-DAD e LC-MS do
apiario Ilha do Porto.
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Tabela 11- Correlacdo de Pearson do apiéario Ilha do Porto.

Fendis totais UV-Vis LC-DAD LCMS
Fendis totais - 78% 60% 44%
UV-Vis 78% - 75% 55%
LC-DAD 60% 75% - 85%
LCMS 44% 55% 85% -

Quando se compara as metodologias utilizadas em relacdo ao apiario Paripueira, fica
ainda mais claro a relagcdo proxima entre as metodologias espectroscopicas e cromatogréaficas.
Na figura 19, pode-se observa que os fendis totais e a leitura direta por UV-Vis, mostraram
perfis praticamente iguais (correlagdo de 69%), relacionado com a sensibilidade do método,
apenas no ultimo trimestre do estudo ocorreu uma inversdo. Ja em termos de correlacdo de
Pearson, um valor de 98% de proximidade entre 0 LC-DAD e o LC-MS, e isso se confirma

ainda mais quando observa a elipse entre o0s dois métodos, figura 20.
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Figura 17- Comparacao entre os métodos de Fendis, UV-Vis, LC-DAD E LC-MS em relacéo ao
apiario Paripueira (A) e concentragdo normalizada (B).
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Figura 18- Correlacdo em matrizes dos métodos de Fenois, UV-Vis, LC-DAD e LC-MS do
apiario Paripueira.
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Tabela 12- Correlacéo de Pearson do apiario Paripueira.

Fenois totais UV-Vis LC-DAD LCMS
Fenois totais - 69% 61% 56%
UV-Vis 69% - 67% 64%
LC-DAD 61% 67% - 98%
LCMS 56% 64% 98% -

Quando comparado com os outros dois apiarios, o apiario Primavera mostrou 0s
valores proximos entre as metodologias estudadas, observa-se um alargamento das elipses,
figura 22, mas a relagdo entre LC-MS E LC-DAD obteve um valor de correlagéo de 63 %.
Quando separa a comparacao em blocos, entender um perfil praticamente igual entre o fendis
totais e UV-Vis (correlacdo de 62%), com aumentos e diminui¢cdes bem claros, além disso as
outras duas metodologias demonstraram uma manutencdo praticamente todo o ano. Boa

correlacédo entre fenois totais e LC-MS (correlagdo de 85%).
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Figura 19- Comparacao entre os métodos de Fendis, UV-Vis, LC-DAD E LC-MS em relagéo aos
flavonoides do apiario Primavera(A) e concentracao normalizada (B).
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Figura 20- Correlagdo em matrizes dos métodos de Fenois, UV-Vis, LC-DAD e LC-MS do
apiario Primavera.
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Tabela 13- Correlagédo de Pearson do apiario Primavera.

Fendis totais UV-Vis LC-DAD LCMS
Fenois totais - 62% 54% 85%
UV-Vis 62% - 1% 58%
LC-DAD 54% 1% - 63%
LCMS 85% 58% 63% -

5.5.2 Estudo de correlagdo multivariada entre métodos analiticos de quantificacdo de

flavonoides e gutiferonas

Estudo de correlagdo de matriz entre os métodos analiticos de quantificacdo
apresentou boa correlagdo entre os métodos LC-DAD-UV e LC-MS para os apiarios Ilha do
Porto (-70% de correlacdo inversa), Primavera (correlagdo inversa de 62,5%) e Paripueira
(correlacdo inversa de 54%). A menor correlacdo em relacéo a correlacdo anterior apenas com
dados de flavonoides se deveu porque o método LC-DAD-UV ndo conseguiu quantificar as
gutiferonas devido a auséncia de padrdes na época. Apesar disso, 0s dados LC-MS foram
extremamente importantes para verificar o comportamento destes metabdlitos secundarios

gutiferonas ao longo do ano e correlacionar com dados de meteorologia.
69



Figura 21- Comparacdo entre os métodos de Fendis totais, UV-Vis, LC-DAD E LC-MS em
relacdo a concentragéo de flavonoides e gutiferonasdo apiario Ilha do Porto (A) e concentragéo
normalizada (B).
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Figura 22- Comparacao entre os métodos de Fenois, UV-Vis, LC-DAD E LC-MS em relacéo a
concentracao de flavonoides e gutiferonas do apiario Paripueira (A) e concentracdo normalizada

(B).
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Figura 23- Comparacéo entre os métodos de Fenois, UV-Vis, LC-DAD E LC-MS em relacéo a
concentracao de flavonoides e gutiferonas do apiario Primavera (A) e concentracdo normalizada

(B).
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5.5.3. Estudo de correlacdo multivariada-quimico e meteoroldgico durante estudo de
sazonalidade

Diversos fatores irdo influenciar diretamente a composicdo da préopolis estudada, seja
clima, temperatura, umidade, entre outros; influenciando diretamente na concentragdo de
flavonoides, &cidos fendlicos e gutiferonas. Nesse sentido, a partir da figura 24 pode-se
observar um perfil das gutiferonas presente na propolis, relacionando parametros. Ocorre um
aumento da concentracdo das gutiferonas E, quando aumenta a incidéncia da luz solar e a
temperatura e este aumento ocorre entre 0s meses de novembro a margo, sendo assim em

meses onde houve temperaturas mais amenas, diminuem a concentracdo desse componente,
como observado anteriormente nos apiarios estudados.

Figura 24- Variacdo na concentracao de gutiferonas em relagdo a luz solar e temperatura.
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Outro parametro importante a ser estudando em relacdo as gutiferonas, seria a relagdo
com as chuvas na regido. A figura 25 mostra que quanto maior a intensidade das chuvas
menor a concentracdo de gutiferonas, o que ja é de se esperar, pois elas possuem em sua
biossintese vias mistas de metabolismo secundéario (via chiquimato para fendis, via acetato
malonato para graxas e via acetato mevalonato para compostos isoprenpoides), ja que as
gutiferonas apresentam porgdes lipidicas e fendlicas em sua estrutura. Além disso, quanto

maior a radiacdo solar, maior a concentracao de gutiferonas na prépolis vermelha.

Figura 25- Variagdo na concentracdo de gutiferonas em relacdo a radiacao solar e intensidade
das chuvas.
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Os dados meteoroldgicos trazem consigo informagfes que proporcionam base para a
relacdo direta da biossintese de flavonoides com o ambiente. Quando se relaciona a propor¢édo
de chuvas e umidade, percebe-se que a quantidade de flavonoides esta diretamente ligada
intensidade das chuvas e a umidade relativa, dessa forma quanto maior esses dois parametros,
maior sera a concentracdo desse composto, como mostrado na figura 26.

A partir das figuras 26 e 27, pode-se visualizar, que a concentracdo de flavonoides
relaciona-se de forma limiar em relacéo & radiacéo solar (600 — 800 kJ/m?) e diretamente
proporcional a intensidade de chuvas, sendo assim, 0s meses onde ocorre maior concentracao

de flavonoides sdo os meses entre junho, julho e agosto e estes sd&o 0s meses onde a
concentracéo dos flavonoides aumentam.

Figura 26- Variacdo da concentracgéo de flavonoides em relacdo a umidade relativa e intensidade
das chuvas.
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Figura 27- Variacao da concentracéo de flavonoides em relacdo a radiacao solar e intensidade de
chuvas.
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5.5.4 Estudo de correlagcdo multivariada entre ensaios quimicos e microbiol6gicos

A andlise do componente principal (PCA) é uma técnica de reconhecimento de padréo
ndo supervisionada, desenvolvida para extrair e visualizar as principais informag6es em dados
multivariadas, como a formacdo de agrupamento entre as amostras; identificar as variaveis
gue possuem maior contribuicdo para diferencia-las; detectar amostras anémalas, entre outras.
Ja a analise discriminante pelos minimos quadrados parciais (PLS-DA), baseia-se no método
de regressdo PLS (minimos quadrados parciais). O método busca uma relacdo linear da

resposta instrumental “X” (variaveis independentes), com propriedades de interesse “Y”
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(variaveis dependentes). No contexto da classificacdo de amostras, a matriz Y representa
valores qualitativos, codificada com nimeros binarios 0 ou 1 (GONCALVES, M. I. S. 2015).
As analises PCA e PLS-DA mostraram uma correlacdo entre concentracdo de
compostos fendlicos (flavonoides + gutiferonas) extraidos dos dados LC-Orbitrap-FTMS com
dados de concentracdo inibitéria minima. Demonstrando que nos meses com queda na
producéo de flavonoides, ocorreu 0 aumento dos valores do teste de atividade microbiana dos

extratos, especialmente nos apiarios llha do Porto e Paripueira(Figuras 28 e 29).

Figura 28- Andlise de PCA e anélise de correlacdo PLS-DA para Concentracdo Inibitdria
Minima de Staphylococus aureus e concentragdo de flavonoides comparando propolis vermelha
Ilha do Porto (A), Primavera (B) e Paripueira (C).
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Figura 29- Analise de PCA e analise de correlacdo PLS-DA para Concentracdo Inibitéria
Minima de Pseudomonas aeroginosa e concentragdo de flavonoides comparando propolis
vermelha llha do Porto (A), Primavera (B) e Paripueira (C).
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6. CONCLUSAO

Os métodos de quantificacdo de fendis totais, leitura direta UV-vis, LC-DAD-UV e
LC-MS foram eficazes na caracterizacdo do perfil quimico da propolis vermelha durante
estudo sazonal. A presenca de flavondides e de gutiferonas na prépolis vermelha de Alagoas,
apresentaram variabilidade ao longo do ano, que pode ser explicada, em parte, devido as
variacdes climaticas de intensidades de chuvas, radiacédo solar, umidade relativa.

A metodologia de DPPH e os ensaios de microbiologia demonstraram serem sensiveis
as concentracBes de compostos fendlicos presentes nos extratos de prépolis vermelha e
demonstraram serem ferramentas importantes para monitorar a qualidade dos extratos.

O método de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massa detectou e quantificou gutiferonas e diversos flavonoides, acidos fendlicos presentes na
PVA, sendo importante para correlacionar concentracdo de gutiferonas em algumas épocas do
ano onde ocorrem em altas concentragoes.

Correlagbes quimico-meteoroldgicas e correlagdes quimico-microbiolégicas foram
Uteis para monitorar a qualidade dos extratos de propolis vermelha e dos apiarios produtores,
de forma a estabelecer novas ferramentas de certificacdo de apiarios e produtores de matérias-

primas de propolis vermelha com alto grau de rigorosidade.
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ANEXOS

Anexo 1- Curva de calibracéo do acido galico em triplicata e a média
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Anexo 2- Valores de Absorbancia do padréo &cido gélico nos 3 diferentes dias para o método

Folin —Ciocalteau.

Absorbancia (A)

Concentragéo (ug/mL) Dia 1l Dia 2 Dia 3 Média DP %CV
2,0 0,245 0,266 0,275 0,269 0,0052 1,93
2,5 0,313 0,314 0,336 0,325 0,0110 3,39
4,0 0,482 0,488 0,504 0,488 0,0155 3,17
50 0,571 0,605 0,6 0,602 0,0025 0,42
6,0 0,666 0,702 0,714 0,712 0,0092 1,29
7,0 0,774 0,793 0,795 0,802 0,0145 1,80
7,5 0,807 0,866 0,874 0,877 0,0072 0,82
8,0 0,845 0,899 0,941 0,919 0,0210 2,28
10,0 1,046 1,087 1,222 1,104 0,0175 1,59

Anexo 3- Determinacdo da precisdo inter-dia do padrdo &cido galico para o método Folin-

Ciocalteau.

Concentragao experimental (ug/mL)

Concentragdo tedrica(ug/mL) Dia 1l Dia2 Dia3 Meédia DP %CV
2,0 1,71 1,91 2,00 1,94 0,0504 2,59
2,5 2,37 2,38 2,59 2,49 0,1067 4,29
4,0 4,01 4,06 4,22 4,07 0,1502 3,69
50 4,87 5,20 5,15 5,17 0,0244 0,47
6,0 5,79 6,14 6,25 6,23 0,0888 1,42
7,0 6,84 7,02 7,04 7,11 0,1402 1,97
7,5 7,16 7,92 7,80 7,84 0,0701 0,89
8,0 7,52 8,05 8,45 8,25 0,2036 2,47
10,0 9,47 9,87 10,21 10,03 0,1698 1,69
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Anexo 4- Determinacdo da exatiddo do padrao acido gélico para o método Folin-Ciocalteau.

Concentragao

Concentragéo experimental (ug/mL)
tedrica(pg/mL)

Dial Dia 2 Dia3 Média % Bias 1 % Bias2 % Bias 3 %Bias

Me
2,0 1,71 191 2,00 1,94 -14,53 -4,36 0,00 -2,91
2,5 2,37 2,38 2,59 2,49 -5,27 -4,88 3,64 -0,49
4,0 4,01 4,06 4,22 4,07 0,15 1,60 5,47 1,68
50 4,87 5,20 5,15 5,17 -2,64 3,95 2,98 3,44
6,0 5,79 6,14 6,25 6,23 -3,52 2,29 4,23 3,91
7,0 6,84 7,02 7,04 7,11 -2,35 0,28 0,55 1,57
7,5 7,16 7,92 7,80 7,84 -4,60 5,61 4,06 4,53
8,0 7,52 8,05 8,45 8,25 -5,96 0,58 5,67 3,08
10,0 9,47 9,87 10,21 10,03 -5,29 -1,32 2,07 0,33
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Anexo 5- Dados meteoroldgicos de temperatura média para os meses do ano de 2011 (A) e para
0s meses do ano de 2012 (B). Dados extraidos do Instituto Nacional de Meteorologia / INMET,
(www.inmet.gov.br).
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Anexo 6- Dados meteoroldgicos de precipitacdo de chuvas para os meses do ano de 2011 (A) e
para os meses do ano de 2012 (B). Dados extraidos do Instituto Nacional de Meteorologia /
INMET, (www.inmet.gov.br).
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Anexo 7- Dados meteoroldgicos de radiacdo solar para os meses do ano de 2011 (A) e para 0s
meses do ano de 2012 (B). Dados extraidos do Instituto Nacional de Meteorologia / INMET,
(www.inmet.gov.br).
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