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RESUMO

A propolis ¢ um produto natural fabricado pelas abelhas a partir de materiais
balsamicos coletados de plantas que circundam a colmeia, passando por posterior
modificacdo pelas enzimas desses insetos. Possui fungdes diversas na colmeia, tais como
selar rachaduras, servir como material de construcao e, principalmente, a¢do antimicrobiana.
Baseada nisso, a medicina popular em todo o mundo fez uso dessa resina em suas praticas
de saude, e a pesquisa moderna volta seus olhos para materiais naturais, a fim de que se
tornem fontes de novas moléculas, para tratar os mais diversos males. A explicacdo por tras
das incontédveis agdes atribuidas a propolis € o arsenal de moléculas que ela possui: cerca de
300 compostos. Isso varia de acordo com a flora que esta préxima das abelhas, sazonalidade,
método de coleta e de extragdao das amostras, bem como outros fatores diversos. Esse quadro
torna dificil a padroniza¢do de métodos e marcadores que garantam a qualidade da propolis,
dificultando seu uso na indistria farmacéutica, cosmética e alimenticia. A presente revisao
bibliografica teve como objetivo a coleta de informacgdes sobre trabalhos que testam a
atividade antioxidante da propolis, produzida pelas abelhas da espécie Apis mellifera, pelos
diversos métodos disponiveis. Os 173 artigos escolhidos apds minuciosas buscas trouxeram
dados quantitativos e qualitativos sobre o positivo potencial desse produto natural na area de
interesse. Isso traz evidéncias cientificas, in vitro e in vivo, que apoiam a ideia da prépolis
ser uma boa candidata para a producdo de novas formula¢des farmacéuticas e alimenticias
no futuro, bem como informag¢des mais detalhadas sobre o seu perfil quimico tdo diverso e

as metodologias normalmente empregadas pelos pesquisadores.

Palavras-chaves: Apis mellifera, propolis, atividade antioxidante.



ABSTRACT

Propolis is a natural product manufactured by bees from balsamic materials collected
from plants that surround the hive, undergoing subsequent modification by the enzymes of
these insects. It has several functions in the hive, such as sealing cracks, serving as a building
material, and, mainly, antimicrobial action. Based on this, popular medicine around the
world has used this resin in their health practices, and modern research turns its eyes to
natural materials, so that they become sources of new molecules, to treat the most diverse
ailments. The explanation behind the countless actions attributed to propolis is the arsenal
of molecules it has: around 300 compounds. This varies according to the flora that is close
to the bees, seasonality, method of collection and extraction of the samples, as well as other
diverse factors. This makes it difficult to standardize methods and markers that guarantee
the quality of propolis, making its use in the pharmaceutical, cosmetic and food industries
difficult. The present literature review aimed to collect information on studies that test the
antioxidant activity of propolis, produced by Apis mellifera bees, using the different methods
available. The 173 articles chosen after a thorough search brought quantitative and
qualitative data about the positive potential of this natural product in the area of interest.
This brings scientific evidences, in vitro and in vivo, that support the idea that propolis is a
good candidate for the production of new pharmaceutical and food formulations in the
future, as well as more detailed information about its very diverse chemical profile and the

methodologies normally employed by researchers.

Keywords: Apis mellifera, propolis, antioxidant activity.
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1. INTRODUCAO

Desde tempos imemoriais, a natureza tem sido fonte de moléculas amplamente
usadas pelos seres humanos como repelentes de insetos, conservantes, corantes, armas,
substancias alucindgenas, dentre outros. Porém, um dos principais usos destinados aos
produtos naturais € para o tratamento de enfermidades (VIEGAS JUNIOR; BOLZANTI;
BARREIRO, 2006; GOMES; 2017). Exemplos diversos podem ser citados ao redor do
mundo, j& que varios povos descobriram o grande arsenal quimico que a natureza poderia

ofertar.

Os microrganismos sao fontes importantes de produtos naturais. O caso mais famoso
de molécula obtida através desses seres ¢ a penicilina, isolada “acidentalmente” de fungos
do género Penicillium. Foi uma revolugao no quesito de antibioticos, a qual salvou a vida de
inimeras pessoas (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006). Soma-se aos
microrganismos, ainda, os produtos naturais provenientes de animais, na chamada
zooterapia. Porém, sdo escassos os trabalhos sobre esse assunto no Brasil € no mundo, ja que
muitas vezes os estudos com animais foram preteridos em relagdo a pesquisa vegetal. Nao
somente a medicina etnotradicional se beneficia desse ultimo segmento do conhecimento
terapéutico, como também a industria farmacéutica moderna (COSTA-NETO, 1999;

SILVA, 2010).

E inegavel que uma das maiores fontes de produtos naturais encontradas sio as
plantas, seja in natura ou em preparagdes galénicas, como extratos (PANDOLFO, 2014),
além de contribuir com a obtencdo de moléculas que sdo usadas como novos agentes
terapéuticos (DE LIMA et al., 2019b). Ha séculos, o 6pio, extraido dos bulbos da planta
Papaver somniferum, ¢ usado como anestésico (GOMES, 2017); a partir de novos estudos,
diversos alcaloides com menor potencial de dependéncia foram criados e até hoje sdo
destinados ao uso médico. Pode-se citar, ainda, o isolamento da quinina de uma espécie de
Cinchona, para o tratamento de malaria, e a descoberta dos salicilatos, advindos da espécie
vegetal Salix alba, como importantes anti-inflamatorios (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI;
BARREIRO, 2006).

Segundo trabalhos publicados no ano de 2006, ha indicativo de alta porcentagem de

prescrigdes, nos Estados Unidos, de principios ativos com origem natural, principalmente
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aqueles provenientes de plantas superiores (25%) (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI;
BARREIRO, 2006). Além disso, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) afirma que cerca
de 80% da populagdo dos paises em desenvolvimento (cerca de 4 bilhdes de pessoas)
beneficiam-se do uso de medicina tradicional como principal fonte, o que torna o comércio

de produtos naturais uma area de interesse para a industria farmacéutica (GOMES, 2017;

KALTHOFF; STRASSBURG, 2019).

Outro ponto importante sdo as politicas de satide publica implementadas com foco
em plantas medicinais. Tomando como exemplo o Brasil, a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterdpicos e a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) usa como base o conhecimento tradicional e tenta inserir nas praticas de promog¢ao

de satde produtos fitoterapicos (DE MENDONCA, 2014; GOMES, 2017).

Soma-se a isso o uso de plantas medicinais ter a capacidade de garantir o
cumprimento de um dos “Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel”: assegurar o acesso
de medicamentos a toda a populagao. Isso se deve a enorme biodiversidade natural existente
no Brasil e no mundo, e a possibilidade de se expandir as oportunidades de oferta de novas
moléculas, com apoio aos produtores regionais. Ainda, existe uma preocupacao global com
o processo produtivo, a fim de que se torne mais amigavel com o meio ambiente, além de
ser econdmica e socialmente viavel: o chamado desenvolvimento sustentavel

(GONCALVES; SANTOS; SREBERNICH, 2011; HASENCLEVER et al., 2017).

Nesse contexto, abundantes pesquisas da area farmacéutica sdo intrinsecas aos
produtos naturais, visando a elaboragdo de novas formulagdes com propriedades
farmacologicas adequadas, cosméticos, ¢ produtos quimicos que ajudem a melhorar a
qualidade de vida da populacao (CRAGG; NEWMAN, 2013; PATRIDGE et al., 2016). Essa
busca floresceu em resultados: até 1994, nos Estados Unidos, 78% dos novos antibioticos e

61% dos novos antitumorais eram advindos de produtos naturais (KOO et al., 2002).

Diante das informacgdes apresentadas, a propolis produzida pela espécie de abelha
Apis mellifera torna-se um alvo interessante, bem como um recurso valioso na busca de

novos farmacos.
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1.1.  Apis mellifera

A ordem Hymenoptera possui como um de seus principais grupos o monofilético
Aculeata, que inclui formigas, vespas e abelhas. Tem como caracteristica modificagdes do
ovopositor dos insetos fémeas para ferrdes (CALEGARI, 2018). O género Apis, inico
género da Tribo Apini, da ordem Hymenoptera, tem sua origem na Eurésia tropical, e migrou
para diversas partes do planeta. Dentro dele, existem 10 espécies de abelhas, sendo quatro
delas tradicionais: a abelha melifera gigante (Apis dorsata), a pequena abelha melifera (Apis
florea), a abelha melifera oriental (A4pis cerana), e a abelha melifera ocidental (Apis

mellifera) (DA SILVA; DA SILVA, 2007; DE SOUZA, 2016; HUANG et al., 2014).

Sao seres altamente sociais, que vivem em colonias, em uma sociedade avangada,
organizada em castas (WILSON, 1961). Ha uma Unica rainha, responsavel pela postura dos
ovos, cerca de 60.000 trabalhadoras, todas fémeas, e at¢ 400 zangdes por colonia. As abelhas
operarias sdo responsaveis pela manutencdo da homeostase da colmeia (PANDOLFO,

2014), e os zangoes, pela fecundagdo dos ovos da abelha rainha (ADELMAN, 2005).

As abelhas da espécie Apis mellifera, também chamadas de “abelhas ocidentais” ou
“abelhas europeias” (BONAMIGO et al., 2017), tem sua origem provavel na Asia, Oriente
Médio ou Africa, com globalizagdo em todos os continentes, sendo excegdo apenas nas areas
polares (CRANE, 1999). Chegaram na América por intervencao humana, por volta de 1622,
devido a sua capacidade de produgdo de mel (CRANE, 1999; HONEYBEE GENOME
SEQUENCING CONSORTIUM et al, 2006; DE SOUZA, 2016). Durante essas migracdes,
diversos grupos regionais e variagdes da espécie surgiram, baseados no habitat, clima e
vegetacao preferida por cada subespécie: Savana, florestas tropicais, deserto, regides
litoraneas e montanhosas (ADELMAN, 2005; DA SILVA; DA SILVA, 2007). Como
exemplos, podemos citar as abelhas italianas Apis mellifera lingustica e aurea, bem como a
africana, Apis mellifera scutellata, conhecida pela agressividade (Figura 01) (DE SOUZA,
2016). Sabe-se que existem 25 subespécies de A. mellifera (HUANG et al., 2014).

Ocorreu, ainda, miscigenagao entre as ragas; no Brasil, houve o escape de abelhas
africanas (4. mellifera scutellata) de suas colmeias controladas, que se reproduziram com as
racas europeias, formando um hibrido que hoje ¢ chamado de “abelha africanizada”

(PANDOLFO, 2014; CALEGARI, 2018). Inicialmente, essa ocorréncia foi vista como
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negativa, devido a agressividade da nova raga e a sua inclinagdo para enxameamento;
inclusive, houve morte de pessoas € animais, culminando no descarte da atividade apicola
por muitos apicultores. Porém, novos estudos na drea trouxeram vantajosas perspectivas
(CALEGARI, 2018). Embora essa nova raga de abelha seja muito agressiva, possui a
vantagem de ser muito produtiva (propolis e mel), inclusive em temperaturas mais baixas,
além de serem resistentes a doencas e¢ a escassez de alimentos (ADELMAN, 2005;
PANDOLFO, 2014). Ainda, possuem otima adaptacao a diversos habitats, com habilidades
migratorias (PANDOLFO, 2014), e sdo o6timas polinizadoras (ADELMAN, 2005;
FERREIRA, 2019). Por fim, a melhoria nas técnicas de criagdo desses insetos permitiu um
melhor controle dos apicultores sobre as abelhas e a criagao voltou a ocorrer na década de

70 (CALEGARI, 2018).

+
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Figura 01 Abelhas operarias africanas (4pis mellifera scutellata). Fonte: Adaptado de DA

SILVA; DA SILVA, 2007.

Existem quatro ragas com conhecido valor economico: Apis mellifera mellifera
(abelha alemad), Apis mellifera ligustica (abelha italiana), Apis mellifera carnica (abelha
carniola) e Apis mellifera caucasica (RUTTNER, 1986; TIVERON, 2015; FERREIRA,
2019).

Uma fun¢ao de destaque primordial desses insetos ¢ a polinizacdo (PANDOLFO,
2014), ou seja, o processo de movimento do poélen de uma flor a outra, seja em plantas
diferentes ou entre flores da mesma planta. Sabe-se que essa ¢ uma atividade que tais insetos

vém realizando por mais de 100 milhdes de anos (PUSPHA; REDDY, 2019). E uma agdo



22

essencial na manutencao da biodiversidade génica das plantas, principalmente as de interesse
agricola — as abelhas meliferas sdo vistas como as melhores polinizadoras para muitas
espécies vegetais (DA SILVA; DA SILVA, 2007; DE SOUZA, 2016), principalmente as
fémeas, ja que possuem excelente memoria de odor e reconhecimento de cor, além de serem
fiéis em suas coletas e precisarem do polen como fonte de proteinas e alimento para as larvas
(CALEGARI, 2018), fazendo com que a polinizagao seja uma atividade simbidtica entre as

abelhas e as plantas (PRASNIEWSKI, 2015).

Tendo isso em vista, € preocupante o aumento de estudos indicando a diminuigdo do
nimero de colonias e individuos polinizadores, visto que a quantidade de plantas
dependentes da polinizacdo por insetos cresceu quase 300% desde 1961 — as abelhas sao
vistas como uma das bases principais para manter a producdo agricola mundial
(ADELMAN, 2005; CALEGARI, 2018). Surge um alerta global para monitorar os fatores
que levam a destrui¢ao dessas espécies, tais como uso excessivo de defensivos agricolas,
queimadas, doencas diversas, parasitas, desmatamento, aquecimento global e esgotamento
de espécies, todos contribuindo de modo sinérgico para o cenario atual (CALEGARI, 2018).
A isso, soma-se outra questdo ecoldgica: a capacidade do trabalho das abelhas no combate
as mudangas climaticas. Sabe-se que 1 kg de mel produzido neutraliza até 16 mg de dioxido

de carbono (CO3) langados na atmosfera (DA SILVA, 2018).

Uma solucao possivel frente a esses cenarios, além do controle dos agentes
causadores de danos, ¢ o incentivo a apicultura, como forma de prevenc¢ao ao quadro relatado
(CALEGARI, 2018), ao promover a polinizacdo e aumento da producdo agricola. A
apicultura pode ser definida como a criagao de abelhas, com o objetivo econdmico de extrair
produtos apicolas (COELHO, 2013), ja que tais abelhas sao responsaveis pela produgao de
mercadorias valiosas no cenario mundial, como o mel — de longe, o mais importante, embora
sua producdo venha caindo nos ultimos anos (FERREIRA, 2015) -, apitoxina, geleia real,
cera e propolis (PANDOLFO, 2014). Ainda, deve-se lembrar que a apicultura possui
diversos pontos positivos, tais como a baixa necessidade de area para realizacdo das
atividades, baixo custo, e possui beneficios para o meio ambiente, sendo uma pratica

sustentavel (PRASNIEWSKI, 2015).

Esses insetos retiram da natureza diversas substancias necessdrias para a
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sobrevivéncia, alimentacdo e constru¢cdo da colmeia: agua, argila, exsudato de plantas e
néctar. O polen e o néctar sdo quase exclusivamente a unica fonte de alimentagdo das
abelhas, com excecao de espécies que aprenderam a roubar alimento de outras colmeias ou
dependem de restos de animais mortos (DA SILVA; DA SILVA, 2007). Eles provém as
necessidades dos insetos de 4agua, vitaminas, sais minerais, gorduras, proteinas e
carboidratos. Estima-se que uma colmeia, anualmente, consome cerca de 30 Kg de polen e

90 Kg de mel (CALEGARI, 2018).

Uma caracteristica que diferencia a A. mellifera de outras abelhas ¢ o uso de cera,
somente, para a construcao de seus favos, cobrindo-os posteriormente com uma fina camada

de propolis, com fungdes antimicrobianas e de preenchimento de rachaduras.
1.2 Propolis

E chamado de prépolis o conjunto complexo de substancias balsimicas advindas de
resinas de diversas partes das plantas (brotos, flores, ramos, latex, casca) e exsudatos
vegetais de lesdes (WAGH, 2013; PANDOLFO, 2014; FERREIRA, 2015; BONAMIGO et
al.,2017; CALEGARI et al., 2017) coletadas pelas abelhas operarias da espécie A. mellifera
e abelhas sem ferrdo (Meliponini) (BONAMIGO et al., 2017; DE SOUZA et al., 2018;
ALVES, 2018). Embora seja claramente um produto animal, boa parte dos componentes da
propolis, em especial os ativos, advém de plantas (FERREIRA, 2017) e ndo existem muitas

modifica¢des pelas abelhas (FALCAO, 2013).

Esse material pode ser misturado com polen e néctar (FIANCO, 2014; CAO et al.,
2017; GRAIKOU et al., 2016) em diferentes proporcdes, dependendo da espécie do inseto
produtor (CAO et al., 2017). As abelhas adicionam, ainda, enzimas salivares (FIANCO,
2014; FERREIRA, 2015; BONAMIGO et al., 2017), como a p-glicosidase, e ceras
(PANDOLFO, 2014; DA SILVA et al., 2019; JANSEN, 2015), tornando esse material
moldavel. As enzimas sdo responsaveis pela digestdo parcial, por meio de hidrolise de
flavonoides glicosilados a agliconas (flavonas e flavanonas) (JUG; KONCIC; KOSALEC,
2014; ALVES, 2018). Além disso, esses insetos podem fornecer as resinas coletadas acidos
graxos poli-insaturados, a fim de aumentar as propriedades bioldgicas dos componentes
vegetais. Como exemplo, pode-se citar o ganho de um ion pelo flavonoide pinocembrina,

aumentando sua capacidade fotoprotetora (GARCIA et al., 2004).
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Geralmente, poucas operarias (1,02%), com menos de 15 dias de vida, estdo
incumbidas de realizar essa coleta, sendo especializadas na forragem de propolis (abelhas
campeiras). O processo inicia-se com os insetos coletando a resina das plantas usando como
ferramenta suas mandibulas e, posteriormente, passando-a para as duas pernas traseiras, para
o local chamado de corbicula. Quando ambas as pernas estdo completamente carregadas,
apo6s cerca de apenas sete minutos, as operarias voltam ao ninho e tem a resina retirada de
suas pernas traseiras pelas mandibulas de abelhas cementadoras. Sabe-se que ha a coleta de
cerca de 10 mg de propolis a cada voo de uma abelha de forragem (FALCAO, 2013;
FERREIRA, 2019).

Por ser um composto basicamente lipofilico, a propolis possui aspecto duro e fragil
a temperatura ambiente, mas mostra-se pegajoso € elastico em temperaturas mais altas
(GONCALVES; SANTOS; SREBERNICH, 2011; WAGH, 2013). Por conta de suas
caracteristicas pegajosas e adesivas — devido a sua grande intera¢do com o6leos e proteinas
da pele (AGUIAR, 2015) -, surgiu a expressdo inglesa “bee glue” (cola de abelha)
(ADELMAN, 2005; FREIRES et al., 2019; WAGH, 2013). A prépolis possui a capacidade
de se distender seu tamanho em até 200% (DA SILVA, 2018).

Possui odor caracteristico e coloragdo variavel, de marrom até verde, passando por
tons vermelhos, de acordo com sua procedéncia; porém, a mais comum ¢ a marrom escura
(KASOTE et al., 2017). Um fato curioso € que até mesmo propolis transparente ja foi
descrita (WAGH, 2013). A cor da propolis estd intimamente ligada ao seu valor comercial e
a parametros de qualidade (KASOTE et al., 2017), sendo especialmente valorizadas as que
possuem cor verde (sudeste brasileiro) e vermelha (nordeste do Brasil) (FERREIRA, 2017).
Alguns estudos demonstraram que os extratos com coloracdo avermelhada possuiam
maiores quantidades de compostos fendlicos, quando comparados aos amarelos e os

incolores (TORETI, 2011).

Quanto outras propriedades fisicas, o ponto de fusdo varia de 60 °C até 100 °C,
tornando-se maleavel a temperatura de 25 - 45 °C (WAGH, 2013). No que tange ao sabor,
mostra-se amargo e adstringente; em especial, desagradavel ao paladar das criangas

(BUCIO-VILLALOBOS; MARTINEZ-JAIME, 2017).

Nas colmeias, a propolis tem papel importante no recobrimento de rachaduras,
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constru¢ao (WAGH, 2013; PANDOLFO, 2014), e reparo (AGUIAR, 2015), protecao contra
o vento (FERREIRA, 2015), embalsamamento de corpos de invasores (GONCALVES;
SANTOS; SREBERNICH, 2011), promogdo de isolamento térmico (PANDOLFO, 2014;
BONAMIGO et al., 2017; CECERE et al., 2021), manutencdo da umidade (CECERE et al.,
2021), impermeabilizagdio (COELHO, 2013), diminuicdo de vibracdes (MONCAYO
LUJAN et al., 2018) e, principalmente, tem fungdo de barrar o crescimento microbiano em
areas essenciais da colmeia (MIGUEL et al., 2014; CALEGARI et al., 2017), como o
ambiente de postura de ovos pela rainha (PANDOLFO, 2014).

Reflete bem a origem de seu nome: do grego pro-, em defesa, e polis-, cidade ou
comunidade, isto ¢, em defesa da comunidade (colmeia) (WAGH, 2013; PANDOLFO,
2014). Em algumas publicagdes, também pode ser encontrada com o nome de “Guardia da
Cidade” ou “Penicilina Russa” (MARCUSSI, 1996; ADELMAN, 2005; LUSTOSA et al.,
2008; BALBOA et al., 2018; ALSAYED et al., 2020).

A produgdo de propolis esta intimamente ligada a espécie de abelha analisada. As
espécies Apis cerana e Apis florea nao fazem uso desse bioproduto, enquanto Apis dorsata
reforca sua colmeia com a propolis. Ainda, estd ganhando espago na pesquisa de produtos
naturais a propolis produzida por abelhas sem ferrdo, que também usam esse material para
construcao de suas colmeias. Porém, costumam acrescentar outros materiais, como o solo e

argila, passando ento a ser chamado de geopropolis (FALCAO, 2013).

Embora existam varias espécies aptas a produzir propolis, a 4. mellifera ¢
reconhecida como a principal produtora dentre todas as abelhas (ADELMAN, 2005;
BONAMIGO et al., 2017; FALCAO, 2013). De cada colmeia de 4. mellifera, podem ser
extraidas de 100 a 300 gramas de propolis anualmente (FALCAO, 2013), o que torna essa

espécie um produtor muito eficiente.
1.2.1 Historico

Um dos primeiros relatos do uso da propolis data da Mesopotamia (DE-MELO et al.,
2014) e do Egito antigo, onde era chamada de ‘“cera negra” e tinha funcao de
embalsamamento de mortos (propriedades anti-putrefativas) (WAGH, 2013; PANDOLFO,

2014; AGUIAR, 2015). Ainda, com o mesmo objetivo, os caddveres de guerreiros eram
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tratados com propolis, por civilizagdes sumérias, persas e assirias, a fim de transporta-los

durante longos periodos (PANDOLFO, 2014).

Também existem notas do uso desse produto natural na Grécia antiga e Roma, sendo
receitada por médicos como Hipodcerates, Galeno, Aristoteles e Plinio, para o tratamento de
feridas, desinfeccdo bucal (PANDOLFO, 2014), tratamento de inchago e diminui¢do das
dores (PEREIRA; SEIXAS; DE AQUINO NETO, 2002). Nessa mesma época, as mulheres
abastadas faziam uso da propolis para obter alivio das dores durante o periodo menstrual
(ADELMAN, 2005) e os soldados romanos carregavam a propolis consigo como um
remédio de emergéncia para tratar feridas (FALCAO, 2013). H4 cerca de 1700 anos a.C, o
papiro de Ebers, "Livro de produgdao de Medicamentos para todas as partes do Corpo
Humano", conhecido como o primeiro texto médico, ja fazia referéncia ao uso desse produto
natural (ADELMAN, 2005). Existe, ainda, citacdo da propolis na Biblia Sagrada, chamada
em hebraico de “tzori”, comumente traduzida como balsamo (LACERDA, 2012; FALCAO,
2013).

Na segunda metade do século XX, o uso da propolis na medicina foi disseminada
pelo mundo e adotada nas praticas integrativas e complementares de satide, bem como no
ambito de produgdo de suplementos e alimentos (FUNARI; FERRO, 2006). Suas supostas
atividades antibacterianas, antiacne e tuberlostatica foram aproveitadas por diversos povos,
além de existirem relatos de uso para tratamento de halitose, abcessos, problemas coronarios
e hipertensdo (ADELMAN, 2005). H4, ainda, a cultura dos apicultores de mastigar propolis
para tratar feridas bucais e problemas do trato digestivo (MORENO et al., 1999).

Notou-se importancia de seu uso durante a Segunda Guerra Mundial, nos hospitais
da Unido Soviética, com a utilizagcdo da propolis nas intengdes de cicatrizagdo e tratamento
da tuberculose (WAGH, 2013), bem como seu uso veterinario (SALGUEIRO, 2016). Teve
papel importante também na guerra Anglo-Boer (CAO et al., 2017), ocorrida na Africa do
Sul, mostrando suas propriedades cicatrizantes quando usada em pomadas (DE OLIVEIRA,
2015). Nas Américas, pode ser citado o uso pelos indios brasileiros, como os Guarani m 'bya
(LACERDA, 2012), e povos Incas, que manipulavam o geoprdpolis das abelhas da regido
para confeccionar ferramentas e oferendas em sepultamentos (DE-MELO et al., 2014). Hoje,

a industria farmacéutica beneficia-se das atividades desse composto, conhecidas ha séculos,
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em diversas preparagdes farmacéuticas (DE SOUZA, 2016).

Outro uso interessante da propolis foi descoberto na Italia e usado por fabricantes de
violino (WAGH, 2013). Sua adi¢do em vernizes e polidores deixava uma cor marcante nos

instrumentos musicais (MOURA, 2000; ADELMAN, 2005).

Os primeiros trabalhos com foco nesse produto natural e sua composicdo quimica
foram publicados no Chemical Abstracts, em 1908 (WAGH, 2013; PANDOLFO, 2014).
Sessenta anos depois, na Roménia, surgia a primeira patente com o uso da propolis, em
logdes para banho (PEREIRA; SEIXAS; DE AQUINO NETO, 2002). Atualmente, a
propolis € o produto apicola mais estudado do mundo (DA COSTA et al., 2016), e o nimero
de patentes com foco nessa resina cresce a cada ano (PANDOLFO, 2014), em especial, no

mercado japonés.

No Brasil, até os anos 80, a propolis foi vista como um material indesejado, devido
ao fato de que ndo se conheciam bem suas propriedades bioldgicas e ela dificultava o acesso
a colmeia, ja que as abelhas usavam esse material para vedar frestas e unir partes da colmeia.
Também se pensava que as abelhas “gastavam” seu tempo coletando propolis, que poderia
estar sendo otimizado para produgdo de mel. Somente apds os primeiros estudos serem
concluidos, os apicultores passaram a ver o grande potencial desse produto natural, que era

comercializado em lojas de produtos alternativos (CALEGARI, 2018; FERREIRA, 2019).

A propolis ¢ reconhecida como um dos produtos naturais que manteve a sua
popularidade mesmo com o passar de varios séculos (GARGOURI et al., 2019). Atualmente,
¢ utilizada em diversas 4reas, tais como em ambito veterindrio, agricola e industrial

(JANSEN, 2015).
1.2.2 Atividades bioldégicas e usos

Popularmente, a propolis € conhecida por ter atividades antimicrobiana (FERREIRA,
2015), anti-inflamatoria, antiviral (FIANCO, 2014; PANDOLFO, 2014; FERREIRA, 2017),
hepatoprotetora, estimulante do sistema imune (PANDOLFO, 2014), adstringente (DA
SILVA et al., 2013), antipirética, além de ser usada no tratamento de queimaduras (WAGH,
2013), tlceras (PANDOLFO, 2014; FERREIRA, 2015) e feridas (WAGH, 2013; CAQO et

al., 2017). Cientificamente, tem-se comprovagdo de sua agdo antimicrobiana contra varias
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espécies de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, leveduras e fungos, bem como
fungdes anticarcinogénica, anti-inflamatéria, antioxidante, anestésica (CALEGARI et al.,
2017, COELHO et al., 2017), imunoestimulante (KUMAZAWA et al., 2013), anti-
protozoaria (PANDOLFO, 2014; FIANCO, 2014; FERREIRA, 2015; BONAMIGO et al.,
2017), cicatrizante (COELHO et al., 2017), anticarie (PANDOLFO, 2014) e antimutagénica
(DA COSTA et al., 2016).

Estudos recentes demonstraram a efetividade da propolis no combate ao coronavirus
(COVID-19) (OZKOK et al., 2021), enfatizando a importancia atual desse produto. O estudo
promovido por YONAR et al. (2017) demonstrou, ainda, a capacidade protetiva da propolis
contra a infertilidade, aumentando a motilidade das células reprodutivas, além do acréscimo

a produgao de testosterona (YONAR et al., 2017).

Devido ao papel da propolis na colmeia, servindo como uma verdadeira arma natural,
ndo ¢ surpresa que um elevado numero de pesquisas surjam nessa area (LUIS-VILLAROYA
et al.,2015). Uma atividade extremamente estudada e que coleta o maior nimero de patentes
desse produto natural ¢ o tratamento odontoldgico, com significativa diminuicdo da
incidéncia de caries, bem como dificulta a formagao do biofilme nos dentes (PANDOLFO,
2014). Existem ainda relatos e estudos do uso desse material para o tratamento de pressdo
alta e diabetes (CASTALDO; CAPASSO, 2002; PANDOLFO, 2014; COELHO et al.,
2017). A Farmacopeia chinesa (2015) descreve a propolis como um suplemento, a fim de
prevenir doencas degenerativas cronicas como diabetes e cancer (YUAN et al., 2020).
Porém, o crédito dado a propolis para tantas atividades bioldgicas a tornaram uma panaceia,

levantando duvidas de aceitagao por parte da comunidade de saide (ADELMAN, 2005).

E sabido que a propolis tem uma baixa toxicidade inata (WAGH, 2013). Isso era
esperado, ja que os principais constituintes quimicos da prépolis, os flavonoides, também
possuem baixa toxicidade (KUNRATH; SAVOLDI, 2014). Roedores que consumiram uma
dose diaria de 1400 mg/Kg desse produto natural ndo tiveram nenhum efeito colateral. Em
gatos, foi bem tolerado 100 mg/Kg, por injecdes subcutaneas. Estudos inferiram que
humanos podem ingerir de forma segura até 1,4 mg/Kg por dia (cerca de 70 mg/dia)
(ADELMAN, 2005; WAGH, 2013; DA CUNHA, 2017). Tendo isso em vista, a propolis ¢

considerada segura para consumo, possuindo status GRAS (Generally Recognised as Safe)
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(LUIS-VILLAROYA et al., 2015).

Contudo, a ingesta de grandes quantidades da prépolis em seu estado bruto pode
causar desconfortos do trato gastrointestinal, bem como tem sido notado aumento nos casos
de dermatite de contato, em formulagdes cosméticas (QUINTERO-MORA et al., 2008;
KALOGEROPOULOS et al., 2009; WAGH, 2013).

No que se refere a alergias, nota-se uma tendéncia de maior susceptibilidade a
reagoes a propolis — e a outros produtos apicolas - em pessoas que também sdo alérgicas a
picada de abelha. Alguns autores afirmam que essa alergia pode advir da secre¢do salivar
dos insetos, enquanto outros afirmam que outras substancias podem estar envolvidas, como
o0 acido cinamico e a vanilina (MOURA, 2000; ADELMAN, 2005). Na prépolis a qual tem
como fonte botanica o alamo, ¢ sugerido que as dermatites alérgicas sao causadas por

derivados do acido cafeico, como o cafeato de 3-metil-butil-2-enil (ADELMAN, 2005).

Outro ponto importante no que tange a propolis € seu alto valor comercial, com
imensa valorizagdo: em 2010, o quilo de prépolis custava USS 84,87, saltando para U$S
129,47 em dois anos (PANDOLFO, 2014). Em algumas cidades, como Téquio, no Japao, o
frasco pode chegar até a 150 ddlares e a grama da propolis produzida em Minas Gerais custa

cerca de US$ 200 (PEREIRA; SEIXAS; DE AQUINO NETO, 2002; ADELMAN, 2005).

Segundo Lustosa et al. (2008), sdo consumidas no mundo cerca de 800 toneladas de
propolis, anualmente (LUSTOSA et al., 2008); a producdo brasileira ¢ a terceira maior do
mundo, estimada em 150 toneladas (FERREIRA, 2015; FERREIRA, 2017). Cerca de 75%
dessa quantidade ¢ resguardada para exportacdo (CAVALARO, 2017). Levando em conta
somente o mercado brasileiro em 2005, o comércio de préopolis estava avaliado em 360
milhdes de dolares anuais (ADELMAN, 2005). O Japao, sozinho, por ano, importa 60
toneladas de propolis do Brasil (FERNANDES JUNIOR et al., 2001), sendo responsavel por
92% da propolis comprada pelo pais asidtico (PANDOLFO, 2014; FERREIRA, 2017),
conhecido por ter uma notavel preferéncia pelo produto brasileiro (FERREIRA, 2017).

No Brasil, pode-se encontrar atividades apicolas em todo o territorio, o que gera fonte
de renda para muitas familias (CALEGARI, 2018). Tem especial destaque os estados da

Regido Sudeste, como Minas Gerais (com cerca de 70% da produgao nacional, equivalendo
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a 29 toneladas, sendo 20 delas apenas de propolis verde) e Sao Paulo, devido a sua alta
capacidade de exportagdo da propolis verde, uma das mais bem avaliadas internacionalmente

(JANSEN, 2015; CAVALARO, 2017; DE LIMA et al., 2019b).

Além disso, o pais ainda tem a vantagem de apresentar vasta regido territorial e
climas variados, associado com a presenga de abelhas africanizadas, com a possibilidade de
criacdo desses insetos durante todo o ano (CALEGARI, 2018). Porém, o pais ainda enfrenta
dificuldades para se colocar de forma competitiva no mercado mundial, com baixa
produtividade, mesmo com grandes volumes de vendas, devido a falta de pesquisas e novas
tecnologias na area (JANSEN, 2015). Isso pode ser exemplificado quando se nota a baixa
quantidade de patentes envolvendo a propolis depositadas no Brasil, mesmo com altos niveis
de trabalhos publicados a partir dos anos 90, quando comparada com paises como o Japao

(FERREIRA, 2017).

Viérias formulag¢des contendo préopolis estdo disponiveis no mercado: capsulas, pos,
xaropes, enxaguantes bucais, sabonetes, cremes, pomadas e dentifricios, bem como sdo
usados na fabricacdo de varios cosméticos (WAGH, 2013; JANSEN, 2015). Existem
trabalhos demonstrando uma maior prote¢do contra os raios solares em formulagdes nas
quais foram adicionados extratos de propolis (LACERDA, 2012). Um estudo de 2005
mostrou a habilidade da propolis de inibir a enzima hialuronidase, fazendo com que as
células envelhecam mais lentamente, o que tornou esse produto natural interessante para a
composi¢ao de cremes anti-idade (ADELMAN, 2005; ALENCAR et al., 2005; MOREIRA
et al.,2008).

E importante salientar que a propolis também vem sendo estudada no quesito de
producdo de alimentos funcionais (OLDONI et al., 2015), mesmo que a propolis nao tenha
nenhum valor nutritivo por si s6 (ISLA et al., 2009). Sao chamados alimentos funcionais
aqueles que promovem a saude e previnem doengas, tais como problemas cardiovasculares
e patologias cronicas, ao modularem componentes do sistema bioldgico (IKEGAKI, 2001).
Ainda no ramo alimenticio, a propolis ¢ usada como antioxidante em produtos de origem
animal, bem como ¢é empregada como antimicrobiana em ragdes (OLIVEIRA, 2019). A
propolis se torna um produto especialmente popular, ja que os consumidores estdo cada vez

mais empenhados em obter “produtos verdes” e naturais (LUIS-VILLAROYA et al., 2015).
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Ainda, tem-se o uso desse bioproduto no ambito veterinario, em especial, em casos
de tratamento de ferimentos e de mastite bovina, dada as boas atividades antimicrobianas da
propolis. Pela mesma razdo, ¢ usada no combate a doencas agricolas que ameacam

plantacdes (JANSEN, 2015).

Tendo esse contexto em vista, o interesse pela propolis cresceu imensamente nos
ultimos anos. O enorme numero de estudos envolvendo esse produto natural visam um
melhor entendimento das suas varias atividades bioldgicas, bem como das propriedades
advindas de cada um de seus constituintes quimicos. Isso ajuda a construir uma padronizagdo
de referéncia para os produtores que usam essa matéria-prima, aumentando seu valor
econdmico, bem como pode vir a se tornar fonte de novas drogas (BOONSAI;
PHUWAPRAISIRISAN; CHANCHAO, 2014; OLIVEIRA, 2019). Cabe lembrar que essa
forma padronizada deve ser simples e barata, a fim de se tornar acessivel para os varios
produtores rurais de propolis (MENEZES et al., 1997), melhorando a qualidade de vida dos
pequenos, médios e grandes produtores da prépolis, bem como dos consumidores

(ARRUDA, 2019).
1.2.3 Composicao quimica

As abelhas produzem a propolis usando a matéria-prima vegetal proveniente da
vegetacao que se encontra em volta da colmeia, em um raio de até 5 km — embora, caso haja
necessidade, podem ir até mais longe -, de acordo com sua habilidade biosseletora
(LACERDA, 2012). Por isso, sua composi¢do quimica varia enormemente de acordo com
as espécies vegetais disponiveis na regido (GONCALVES; SANTOS; SREBERNICH,
2011; KUMAZAWA et al., 2013; PANDOLFO, 2014; FERREIRA, 2015; BONAMIGO et
al., 2017; CALEGARI et al., 2017; DE LIMA et al., 2019a). Além disso, outros fatores
podem influenciar nesse quesito, como a espécie e raga da abelha (ARSLAN et al., 2021),
perfil genético da rainha (FERREIRA, 2015; FERREIRA, 2017), outros componentes
misturados a propolis, umidade, altitude (DE LIMA et al., 2019a), sazonalidade
(PANDOLFO, 2014), forma de coleta desse produto (FERREIRA, 2015; DE LIMA et al.,
2019a), metodologia de extracao (WAGH, 2013; ANDRADE et al., 2018), dentre outros.
No Brasil, também nota-se importincia do impacto do grau de africaniza¢do das abelhas

meliferas (JANSEN, 2015).
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Alguns autores afirmam que ainda ndo se sabe exatamente o que as direciona para
uma espécie vegetal tao seletivamente (FERREIRA, 2017; DE OLIVEIRA, 2015). Porém,
segundo IKEGAKI (2001), as abelhas possuem um grupo de genes que codifica informagdes
sobre o estilo de vegetagdo a ser visitada. Isso sugere que abelhas da mesma espécie
produzem propolis semelhantes mesmo em locais diferentes do globo. Outros fatores

importantes sao o formato da flor, a luz e a temperatura do ano (CALEGARI et al., 2017).

De modo geral, esse produto natural contém 50 - 60% de resinas e balsamos, 30 -
40% de ceras, 5 - 10% de o6leos essenciais e 5% de grao de podlen, além de outros

componentes (WAGH, 2013; PANDOLFO, 2014).

Devido a essa grande variacdo da propolis provenientes de diferentes partes do
mundo, muitos pesquisadores almejam a criagcdo de métodos para a uniformizagao desse
produto natural, tendo em vista seu uso na industria farmacéutica e alimenticia (CASTRO et
al., 2014). Isso se mostra um desafio cada vez maior, visto que cada pais tem suas proprias
regras de qual metodologia usar e qual substancia quimica marca a qualidade do material
(TALERO; HERNANDEZ; FIGUEROA, 2012). E um problema global que nio haja
padronizagdo desse produto natural, gerando desvalorizag¢do da propolis, diminui¢do do seu

potencial exploratério industrial e qualidade/seguranca de uso (JANSEN, 2015).

Como exemplo, pode-se citar a variacdo de compostos encontrados entre a propolis
europeia e a brasileira: enquanto a primeira € rica em flavonas, flavononas e acidos fenolicos
(MIGUEL et al., 2014), a brasileira possui maior quantidade de fenilpropanoides pré-
fenilados, alcoois triterpénicos e flavonoides (MASSARO et al., 2015). Isso se explica pela
origem botanica comum das amostras provenientes da Europa: a arvore de Alamo (Populus
deltoides e Populus balsamifera) s6 cresce em zonas temperadas, enquanto a espécie
Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae) ¢ uma das visitas preferidas no Brasil

(KUMAZAWA et al., 2013).

As primeiras analises da heterogeneidade composicional da propolis estdo
intimamente ligados ao progresso das metodologias de analises quimicas e fisicas, por volta
da década de 70, por meio do surgimento e aperfeicoamento de técnicas como cromatografia
de camada fina, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e Cromatografia Gasosa
Acoplada a Espectroscopia de Massas (CG/EM) (FERREIRA, 2017).
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Hoje, sabe-se que esse produto natural tem porcdes fixas e volateis — de 80 a 300
componentes no total (alguns autores afirmam que chega a 500 compostos) (SILICI;
KUTLUCA, 2005; MIHALI et al., 2012; PEIXOTO et al., 2021), ¢ ¢ considerada um dos
materiais naturais mais heterogéneos (ADELMAN, 2005). Desses, apenas cerca de 3%
possuem alguma atividade bioldgica, sendo essa obtida, geralmente, através da interagao
sinérgica entre varias substancias (BASTOS et al., 2008; QUINTERO-MORA et al., 2008).
Embora ja se tenha descoberto um ntimero tdo grande de constituintes, nota-se que muitos
trabalhos nao almejam analisar a composi¢ao completa da propolis, mas sim estudar aqueles
que sdo conhecidos por possuirem atividades bioldgicas importantes, como os flavonoides

(SULAIMAN et al., 2011).

Dentre as moléculas cientificamente reconhecidas da parte fixa, pode-se citar
compostos fenodlicos, flavondides (flavonoéis, flavonas, flavononas, di-hidroflavonoéis e
chalconas), terpenos, f-esteroides, aldeidos e ésteres aromaticos, benzofenonas preniladas,
alcoois e cetonas (IKEGAKI, 2001; KUMAZAWA et al., 2013; MIGUEL et al., 2014;
PANDOLFO, 2014; BONAMIGO et al., 2017). Além disso, ainda podem ser encontrados
acucares diversos (sacarose, frutose, ribose, gulose e rhamnose), outros hidrocarbonetos,
aminoacidos, elementos minerais (MIGUEL et al., 2014; YURTERI, 2015; CAO et al.,
2017; DA SILVA et al., 2019) (manganés, cobre, calcio, aluminio, silicio, vanadio, niquel,
zinco e cromo) (PANDOLFO, 2014), antocianinas, saponinas, taninos, lecitinas (RAMON-
SIERRA et al., 2019) e pequenas quantidades de vitaminas A, B1, B2, B6, C, E ¢ PP
(PANDOLFO, 2014).

Quanto a parte volétil, ¢ encontrada em baixas porcentagens em amostras de propolis,
ajudando na caracterizacao organolética dos tipos desse material e da origem botanica. Essa
fragdo contém mono e sesquiterpenos, bem como alcanos e varios compostos aromaticos
(LACERDA, 2012; FALCAO, 2013; DE SOUZA et al., 2018). Na Europa, a parte volatil
da amostra contém, predominantemente, eudesmol e benzoato de benzila, enquanto amostras
provenientes da Grécia sdo ricas em o-pineno. Embora ndo seja ampla em quantidade,
muitos dos compostos nela presentes estdo associados a algumas das atividades biologicas.
Como exemplo, pode-se citar que o a-pineno e o f-pineno possuem atividade antimicrobiana

contra o fungo Candida albicans e a bactéria Staphilococcus aureus (LACERDA, 2012).

Contudo, nota-se que a maioria dos artigos utiliza-se de extratos de propolis, € poucos
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demonstram as atividades bioldgicas advindas de o6leos essenciais. Os solventes etanol e
misturas de etanol e 4gua sempre foram escolhas populares quando se fala sobre extracao de
produtos naturais (KASOTE et al., 201), e a propolis ndo € excegdo. Geralmente, a propolis
¢ utilizada sob a forma de extratos etanolicos (70%) (EEP) ou metandlicos (EMP), ja que
sdo bons solventes para a extragdo de compostos fendlicos (MIGUEL et al., 2014;

PANDOLFO, 2014; ANDRADE et al., 2017).

As ceras sao caracterizadas por um conjunto de compostos apolares de cadeia longa.
As presentes na propolis apresentam-se como um fator de qualidade importante: a legislagao
brasileira permite um teor maximo de 25% (g/g) nas amostras de prépolis (BRASIL, 2001).
Quando os insetos ndo encontram material suficiente ao redor da colmeia, ha um incremento
da proporcao de ceras, o que leva a desvalorizacao do produto (PANDOLFO, 2014; DE
FRANCISCO et al., 2018), devido a falta de compostos fenolicos (FERREIRA, 2015); isso
costuma ocorrer, particularmente, na propolis coletada durante o periodo de inverno

(PANDOLFO, 2014; DE FRANCISCO et al., 2018).

Quando h4 uma maior propor¢ao de ceras, a propolis torna-se mais maleavel. Por
isso, um produto rigido € visto como possuidor de uma melhor qualidade, dado que possui
uma maior quantidade de resinas (JANSEN, 2015). Além disso, uma maior quantidade de
ceras torna o extrato turvo, mesmo quando armazenados em baixas temperaturas

(SALGUEIRO, 2016).

Embora ndo sejam amplamente estudadas, sabe-se que as ceras possuem
hidrocarbonetos, ésteres de alcool graxo com 4acidos graxos de cadeia longa, acidos
carboxilicos e alcoois alifaticos. Sao especialmente importantes na textura e consisténcia

desse material natural (PANDOLFO, 2014).

Na Tabela 01, estdo listados alguns compostos ja identificados em amostras de

propolis.

Tabela 01 Algumas das substancias quimicas comumente presentes em amostras de propolis.

Classe Exemplos

Hidrocarbonetos Superiores Penta, hexa e nonacosanoshexanos

Alcoois Alcoois cinamico, fenetilico, prenilico, isobutenol, benzilico, glicerol
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Acidos Alifaticos

Acidos acético, angélico, butirico, fumarico, isobutirico, metilbutirico,

crotonico

Esteres derivados de acidos

alifaticos

Acetatos de isobutila, isopentila e isopentelina

Acidos Aromaticos

Acido cafeico, clorogénico, cinAmico, cumaricos (-0, -m, -p), ferilico,
galico, salicilico, 3-4-dimetoxicindmico, gentisico, hidroxicinamico,
diidrocinamico, isoferulico, vanilico, p-anisico, p-hidroxibenzoico,

isoferulico, 4-metoxicinamico, protocatéquico, salicilico, 3,4,5-

trimetoxidihidrocindmico, veratrico

Esteres derivados de acidos

aromaticos

Acetato de benzila, acetato de isobutila, acetato de isopentila, acetato de
isopentenila, benzoato de benzila, benzoato de cinamila, cafeato de
benzila, cumarato de benzila, cafeato de fenil etila, ferulato de prenila,
salicilato de benzila, cafeato de butenila, cafeato de butila, cafeato de
cinamila, cafeato de butila, benzoato de etila, benzoato de metila,
salicilato de metila; ésteres do acido cafeico com alcoois graxos de

cadeia longa — dodecanol, tetradecanol, tetradecenol, hexadecanol

Acidos graxos superiores

tipicos de ceras e usuais

Acido araquidico, behénico, cerdtico, lignocérico, estedrico, laurico,

linoleico, palmitico, oleico, laurico, miristico, montanico,

Esteres de acidos graxos

Hexacosilhexadecanoato

Aldeidos Benzaldeido, aldeido caproico, vanilina, isovanilina, p-
hidroxibenzaldeido, protocatecaldeido, 2-hexenal
Cetonas Acetofenona, p-acetofenol, diidroxicetofenona, metilacetofenona

Flavonas e Flavonois

Acacetina, apigenina, apigenina-7-metil éster, crisina, galangina,
galangina-3-metil éster, quercetina, canferol, tectocrisina, kaempferol;
3,7,4°, 5’-tetrametil éter da quercetina, alnusina, alpinetina, betuletol,

canferisa, canferol, fisetina, isalpinina, isorramnetina, pectolinarigenina,

ramnazina, ramnetina, ramnocitrina, tectocrisina

Flavanonas

Naringenina, pinobanksina, pinobanksina-3-acetato, pinobanksina-3-
butirato, pinobanksina-3-metil éter, pinocembrina, pinostrobina,

alnusitol, alpinetina, sakuranetina

Chalconas e Diidrochalconas

Alpinetina, naringenina, pinobanksina, pinobanksina-3-acetato,

pinocembrina, pinostrombina, sakuranetina, 3-O-acetilpinobanksina

Terpenoides Farnesol, geraniol, cimeno, limoneno, estireno, naftaleno, 5- bisabolol,
1,8-cineol, derivados de clerodane, derivados do labdane, pamirina,
sesquiterpenoides, ledol, espatulenol, germacreno
Esteroides Acetatos de estigmasterol e calinasterol

Lignanas

Sesamina, aschantina, sesartenina, dihidrobenzofuran
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Aminoacidos Alanina, p-alanina, acido a-aminobutirico, &cido-6- aminobutirico,
arginina, asparagina, acido aspartico, cistina, cisteina, acido glutamico,
glicina, histidina, hidroxiprolina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,

ornitina, fenilalanina, prolina, acido piroglutamico, sarcosina,

triptofano, valina, serina, treonina, tirosina

Agucares D-ribofuranose, d-frutose, d-glucitol, d-glucose, talose, sacarose ¢
xilitol, xilose, galactose, manose, acido galacturdnico, lactose, maltose,
melibiose, eritritol, inositol

Vitaminas A,B-1,B2,B6,CeE

Minerais Sédio, potassio, magnésio, bario, estroncio, cadmio, chumbo, cobre,
manganés, ferro, calcio, vanadio, silicio, aluminio, niquel, zinco, cromo,

titanio, prata, molibdénio, cobalto, vanadio

Outros Estireno, hexanolactona, pteroestilbeno, xantorreol

Fonte: MARCUSSI, 1996; ADELMAN, 2005; LUSTOSA et al., 2008.
1.2.4 Tipos de propolis

Existem diferentes tipos de propolis, classificadas segundo perfis quimicos, origem
geografica e vegetal, além das propriedades biologicas (DA CRUZ ALMEIDA et al., 2017),
tais como antioxidante e antimicrobiana. No Brasil, foram classificados 13 grupos. Os
encontrados na Regido Sul compreendem a propolis amarela (01), castanha clara (02 e 04),
castanho escuro/alamo (03) e marrom esverdeado (05). Os provenientes da Regido Nordeste
sao a marrom avermelhada (06), marrom esverdeada (07), castanho escuro (08 e 10), amarela
(09 e 11) e vermelha (13). Por fim, o grupo 12, de propolis verde ou marrom esverdeada, ¢
tipica da Regido Sudeste do Brasil (PANDOLFO, 2014; DA SILVA, 2018). A Figura 02

mostra um pouco da beleza e diversidade das diversas colora¢des desse produto natural.

E chamada de propolis verde (12°) aquela obtida no Sudeste e no Centro do pais, e
tem como fonte botanica principal as folhas da espécie vegetal Baccharis dracunculifolia
DC (alecrim-do-campo, vassourinha, alecrim de vassoura) (FIANCO, 2014; PANDOLFO,
2014; DE SOUZA et al., 2018; DA SILVA et al., 2019; QUINTINO et al., 2020). Possui
como marcador um derivado do acido hidrocinamico prenilado, a artepilina C (COELHO et
al.,2017; CAVALARO, 2017), bem como a bacarina (BASTOS et al., 2008); além desses,
observa-se a presenca de acido p-cumadrico e drupanina (FIANCO, 2014; PANDOLFO,

2014). E considerada pelos pesquisadores, dentre todos os tipos, a mais estudada e mais
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abundante (FIANCO, 2014; PANDOLFO, 2014), ja que apresenta grande variedade de
atividades biologicas (PAZIN et al., 2017).

Figura 02 Exemplos de coloragdo que a propolis pode ser produzida. A) marrom, B) verde

escura, C) verde seiva, D) laranja, E) marrom escura. Fonte: Adaptado de FERREIRA, 2015.

Dentre as caracteristicas da propolis verde, pode-se destacar seu aspecto duro e
friavel, com facilidade em se transformar em po frente a uma forca mecanica, bem como
suas diversas tonalidades de verde, advinda da clorofila existente nas folhas jovens da sua
fonte vegetal, com agradavel odor resinoso (COELHO et al., 2017; DA CUNHA, 2017).
Deve-se lembrar que ¢ encontrada unicamente no Brasil (AUGUSTO-OBARA et al., 2019).

Ja a propolis vermelha (13° tipo de propolis brasileira, a mais recente a ser
classificada, em 2007) ¢ encontrada no litoral e na costa de rios nordestinos (Maceio,
Alagoas), com fonte botanica sendo a leguminosa Dalbergia ecastapillum (rabo-de-bugio)
(FIANCO, 2014; PANDOLFO, 2014). E conhecida por ser rica em chalconas, pterocarpanos
e isoflavavonoides (DA SILVA et al.,2019; DE MORAIS et al., 2021). Esse tipo especifico
de propolis (clusia) € reconhecido como sendo tipico de paises como Cuba e Venezuela, com
as espécies vegetais originarias sendo Clusia nemorosa (Clusiaceae) e Clusia scrobiculata,

respectivamente (AGUIAR, 2015; DA CUNHA, 2017).

Como as pesquisas com esse novo tipo sao incipientes, mais dados sao necessarios
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para se ter informacodes mais especificas. Porém, ja se sabe que esse grupo possui uma grande
poténcia em suas atividades biologicas, devido a presenca de algumas substancias que sdao
encontradas exclusivamente nela, tais como vestiol, neovestiol, formononetina e
medicarpina (Figura 03). Ela pode valer até cinco vezes mais que a propolis verde. Tem
como marcadores 0os compostos quercetina, biochanina A e pinocembrina. (ANDRADE et

al.,2017; BASTOS et al., 2008).
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Figura 03 Constituintes quimicos do 13° tipo de prépolis brasileira (vermelha). Fonte:

Adaptado de LUSTOSA et al., 2008.

Outros grupos também ja tiveram sua identificacdo da origem botanica
satisfatoriamente analisada. O tipo 06 (marrom avermelhada) teve como principal fonte
vegetal a planta Iptis divaricata (PANDOLFO, 2014), com abundancia do composto
hipérbone A, enquanto o grupo 03 (poplar/dlamo) teve preferéncia pelo dlamo (COELHO
et al., 2017; DA SILVA, 2018). A propolis de origem amazdnica tem exsudato vegetal
provavel das espécies de Clusia spp. (DA SILVA et al., 2019), com grande quantidade de
benzofenonas polipreniladas (COELHO et al., 2017); a amarela tem como base a planta
Clusiarosea (Copey), sendo especialmente abundante as benzofenonas poli-isopreniladas
(DA SILVA, 2018). Por fim, a propolis marrom, tipica do Parana, teve sua origem botanica

identificada como Araucaria heteropilla (FERREIRA, 2017).

Na Europa, América do Norte e regides nio tropicais da Asia, hd a chamada “prépolis
de alamo” (poplar type) (DA SILVA et al., 2019), assim denominada pela espécie vegetal
preferida das abelhas locais: brotos de Populus spp., com composicdo quimica rica em,

principalmente, flavonoides (marcadamente pinocembrina, pinobanksina, crisina, galangina,



41

kaempferol e pinobanksina-3-acetato), mas também de acidos fendlicos e seus ésteres
(BASTOS et al., 2008; ADELMAN, 2005; BOONSAI;, PHUWAPRAISIRISAN;
CHANCHADO, 2014; COELHO et al., 2017).

Na Russia, pode ser encontrada a propolis do tipo Vidoeiro, cuja espécie botanica €
Betula verrucosa. Também possuem flavonas e flavonoides, porém, os compostos siao
diferentes dos normalmente encontrados na préopolis de alamo. Nas regides de ilhas do
Pacifico, como Okinawa, Taiwan, Indonésia, predomina o tipo Pacifico, com riqueza de
prenilflavonas advindas da espécie vegetal Macaranga tanarius. A propolis do tipo
Mediterraneo ¢ encontrada na Grécia, Sicilia e Malta (fonte vegetal: coniferas), composta

por diterpenos (MARQUES, 2015; DA CUNHA, 2017; DA SILVA et al., 2019).

Na Bolivia, encontra-se abundancia de fenil propanoides prenilados e triterpenos. Por
fim, a propolis produzida em Oman, chamada de tipo Omani, teve identificada sua origem
botanica como Azadirachta indica, Acacia spp. (MARQUES, 2015; DA CUNHA, 2017; DA
SILVA et al., 2019).

Um breve resumo pode ser encontrado na Tabela 02.

Tabela 02. Classificacdo da propolis brasileira segundo coloracdo, origem geografica e botanica. Ainda, sdo

apresentados dados de composic¢do quimica.

Prépolis Cor Origem Origem boténica Composicio
geografica quimica
Grupo 01 Amarelo Sul (RS) - -
Grupo 02 Castanho claro Sul (RS) - -
Grupo 03 Castanho escuro Sul (PR) Populus alba Ester do 4acido
dimetil dialil
cafeico;
flavonoides:

crisina e

galangina;
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Grupo 04 Castanho claro Sul (PR) - -
Grupo 05 Marrom Sul (PR) - -
esverdeado
Grupo 06 Marrom Nordeste (BA) Hyptis divaricata Esteres de 4cidos
avermelhado graxos; compostos
aromaticos;
terpenos;
flavonoides;
Grupo 07 Marrom Nordeste (BA) - -
esverdeado
Grupo 08 Castanho escuro Nordeste (PE) - -
Grupo 09 Amarelo Nordeste (PE) - -
Grupo 10 Amarelo escuro Nordeste (PE) - -
Grupo 11 Amarelo Nordeste (PI) - -
Grupo 12 Verde ou marrom  Sudeste (MG, SP) Baccharis Flavonoides;
avermelhado dracunculifolia acidos fenolicos;
aldeidos
aromaticos;
cetonas; alcoois,
terpenos; acidos
graxos;
aminoacidos;
oligoelementos;
vitaminas;
hidrocarbonetos;
Grupo 13 Verde Nordeste (BA, PB, Dalbergia Flavonoides:

pinocembrina,




43

AL) ecastophyllum formonnetina,
rutina, quercetina,
dalbergina; Acidos

fenolicos: 4cido

ferulico;

Fonte: Adaptado de DE ALMEIDA, 2017.

Ainda, ouve-se falar em um outro tipo de propolis, j4 que os comerciantes estao
mudando seu jeito de producao. A modernidade trouxe a possibilidade de se obter a chamada
propolis organica, ou seja, aquela produzida em reservas ambientais ou areas reflorestadas,
sem danos ao ecossistema da regido. Os requisitos para que esse material tenha o titulo de
“organico”, de acordo com a Instru¢do Normativa n® 64, sdo: as colmeias devem estar
localizadas a pelo menos 3 km de qualquer areas de agricultura convencional ou outras fontes
de contaminagdo (aterros, depositos de lixo, zonas industriais ou urbanas), estando
preferencialmente em localidades de agricultura orgénica ou mata nativa (BRASIL, 2008).
Porém, deve-se lembrar que abelhas possuem um arco de voo ao redor da colmeia de cerca
de 5 km, podendo atingir distancias ainda maiores em casos especiais (LACERDA, 2012).

Por isso, essas especificagdes possam estar defasadas.

Ainda segundo essa normativa, ndo ¢ permitido o uso de radia¢do ionizante, aditivos
artificiais, agrotdxicos sintéticos, seres transgénicos, fertilizantes minerais soluveis e drogas
veterinarias convencionais (BRASIL, 2008). A fim de garantir a continuidade da producgado
organica ¢ o cumprimento dos requisitos, o Ministério da Agricultura realiza auditorias

periddicas nessas regioes de producdo (LACERDA, 2012).

A propolis organica possui menores teores de contaminantes e polui¢do, tornando-a
popular entre os entusiastas de uma alimentagdo mais saudavel, livre de agrotoxicos, bem
como pelos defensores ambientais. Sugere-se, ainda, que a propolis produzida por esse
sistema pode ter majoritariamente compostos como acidos fendlicos, aumentando algumas
de suas capacidades biologicas, como a antioxidante. Isso pode ser explicado pelo seu
ambiente de cultivo, ja que estdo geralmente longe de grandes centros urbanos ou areas
agricolas (LACERDA, 2012). Além disso, por ser proibido o uso de agentes quimicos contra

pragas, as plantas da regido sdo for¢adas a uma maior producdo desses compostos ativos, a
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fim de se proteger (PANDOLFO, 2014).

1.3 Atividade antioxidante

A discussdo sobre a importancia do combate a radicais livres e outros agentes
oxidantes ndo ¢ recente. Muitos estudos apontam a influéncia destes em processos de
envelhecimento e degeneracdo celular (MOUHOUBI-TAFININE; OUCHEMOUKH;
TAMENDIJARI, 2016), tais como cancer (CALEGARI et al.,2017; DE LIMA et al., 2019a),
disfungdes do sistema imunologico, artrite, diabetes, problemas hepaticos e renais,
Parkinson, e Alzheimer (WAGH, 2013; BONAMIGO et al., 2017). Segundo FERREIRA;
MATSUBARA (1997), compostos oxidantes, como as Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs), estao ligados a mais de cinquenta disturbios fisiolégicos (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997).

Embora ainda haja a prevaléncia da definicdo antiga — aumento do numero de
oxigénios na molécula -, a oxidacdo pode ser caracterizada por uma reacao de transferéncia
de elétrons ou de hidrogénios para a substancia que sera reduzida. Sdo chamados de radicais
livres moléculas com elétrons desemparelhados, altamente reativas e instaveis, possuindo
tempo de meia vida curto (ALVES et al., 2010; MOUHOUBI-TAFININE;
OUCHEMOUKH; TAMENDJARLI, 2016).

As proprias reagdes do metabolismo organico sao capazes de produzi-los (CASTRO
et al., 2014; OLDONI et al., 2015; CAO et al., 2017), como a respiracdo aerobica. As
mitocondrias sdo uma das principais fontes de radicais livres e, por esse motivo, suas
membranas e proteinas que ali se encontram sofrem com os danos (COELHO, 2013). O O,
quando no interior da mitocondria, ¢ reduzido até tornar-se tetravalente na producao de dgua
(Figura 04). Ainda, podem ser produzidos pelo metabolismo do nitrogénio, pelas reacdes de
detoxificacdo de xenobidticos pelo citocromo P450, pelas reagdes de outras enzimas
citoplasmaticas (catecolaminas e riboflavinas) e fagociticas (mieloperoxidases). Além disso,
podem advir do meio externo, pela exposicdo a radiacdo ultravioleta, xenobidticos
(benzopirenos e quinonas), dieta inadequada, e uso de cigarro (FERREIRA; MATSUBARA,
1997; ARANGUENA SALAZAR, 2019; KALTHOFF; STRASSBURG, 2019).
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Figura 04 Etapas da transformacdo do oxigénio em agua, gerando espécies parcialmente
reduzidas. Também sdo mostradas as defesas antioxidantes enzimaticas. Fonte: Adaptado de

MOREIRA, 2002.

Isso leva a um paradoxo da vida aerobica, ja que depende exclusivamente de
oxigénio, mas esse também causa uma série de danos quando em excesso, € associado a
falhas nos mecanismos antioxidantes celulares (estresse oxidativo) (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; DE FRANCISCO et al., 2018). Cerca de 5% de todo o oxigé€nio
diario consumido torna-se EROs (TIVERON, 2015).

As mais famosas substancias estudadas nesse aspecto sdo os chamados EROs, ou
Espécies Reativas de Oxigénio, os quais podem-se citar o radical hidroxila — o mais reativo
deles- ("OH), o radical superéxido (O2*) e hidroperoxila (ROO®) (GONCALVES;
SANTOS; SREBERNICH, 2011). Tais compostos podem interagir rapidamente com as
bases nitrogenadas do DNA, causando mutagdes, quebras de fitas simples ou duplas,
modificagdes de bases nitrogenadas e ligagdes cruzadas (JUG; KONCIC; KOSALEC,
2014). Além disso, sdo relatados danos a proteinas e lipideos, causando mé enovelamento e
peroxidagdo lipidica, respectivamente (GONCALVES; SANTOS; SREBERNICH, 2011;
PANDOLFO, 2014).

Um dos grandes problemas relacionadas aos EROs ¢ sua rapida amplificagao, ja que
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seus produtos também podem danificar outras moléculas, propagando o efeito indesejavel e
tornando-se acumulativos, como no caso de moléculas de acido graxos poli-insaturados

(LIMA; ABDALLA, 2001).

Os efeitos deletérios dos compostos oxidantes também sdao observados em alimentos
e bebidas, ja que causam alteragdes no odor e sabor, além do fator nutricional perdido, o que
acarreta em desperdicio de alimentos. Entre as principais reagdes observadas, cita-se a
peroxidacao lipidica, a principal fonte deteriorante de compostos graxos, com a producdo de
aldeidos volateis, principais responsaveis pelo ranco (ou rancidez oxidativa) (CAVALARO,
2017). A peroxidacao lipidica também possui efeitos a niveis celulares, ja& que membranas
plasmaticas sdo especialmente sensiveis a ataque de EROs. Isso gera mudangas em sua
permeabilidade e pode levar até mesmo a morte celular pelo extravasamento de enzimas

citotoxicas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Sao denominadas substancias antioxidantes, sintéticas ou naturais, aquelas presentes
no meio, mesmo que em pouca quantidade, com o poder de inibir a oxidac¢do de substratos
(ADELMAN, 2005; DA COSTA et al., 2016). O organismo tem, naturalmente, mecanismos
de controle de agentes oxidantes, como enzimas de degradagdo (catalase, superdxido
dismutase, glutationa redutase, glutationa peroxidas, glutationa S-transferase, dentre outras),
e diferentes moléculas de suporte, como a glutationa reduzida, um cofator para enzimas, que
possui grupos tidis responsaveis por eliminar radicais livres; caso tais moléculas tenham
falha de producdo ou sejam inibidas, ha diminui¢do do potencial redox das células e o
organismo entra em estresse oxidativo, levando a dano celular (YONAR et al., 2012), dano

mitocondrial, ativagdo de caspases e apoptose (BONAMIGO et al., 2017).

Outra forma de protecdo pode advir da dieta (GONCALVES; SANTOS;
SREBERNICH, 2011; SARAL et al., 2019). O antioxidante natural mais conhecido de
fontes exdgenas ¢ a vitamina C, ou acido ascorbico, presentes em frutas citricas. Ainda se
pode citar os carotenoides, tocoferois e flavonoides (SUCUPIRA et al., 2012; BONAMIGO
etal., 2017).

O mecanismo de ag¢do das substancias antioxidantes baseia-se na desativa¢do das
moléculas degradantes antes de seu encontro e interagdo com seus alvos biologicos, por meio

da doagdo de elétrons ou hidrogénios (antioxidantes primarios). O resultado das reagdes de



47

inibicao produz moléculas ndo reativas, mais estaveis, e essas podem, posteriormente, ser
degradadas por meio de outras enzimas e processos. Podem, inclusive, agir como quelantes,
sequestrando metais de transi¢ao, ja que sdo geralmente catalizadores de reagdes oxidativas,
absorverem radia¢do ultravioleta (antioxidantes secundérios), e sequestrarem oxigénio
(SILVA et al., 2010; GONCALVES; SANTOS; SREBERNICH, 2011; SUCUPIRA et al.,
2012; MORAIS et al., 2013; TIVERON, 2015; CALEGARI, 2018).

Deve-se observar certas caracteristicas para que uma molécula seja considerada
como um bom antioxidante. Primeiramente, deve ser atdxica e possuir boa interagdo com
outros antioxidantes presentes. Ainda, deve ter alta capacidade de sequestro, mesmo em
baixas concentra¢des no meio: quando for usado apenas um antioxidante, sua concentracao
ndo deve ultrapassar 0,01%. Porém, quando mais de um tipo for escolhido, a quantidade
deve ser menor do que 0,02% (nenhum deles individualmente devem ultrapassar o valor de
0,01%). E, ainda, seu poder de acdo em diferentes meios, baseado em sua solubilidade, deve
ser satisfatorio (ADELMAN, 2005; KUNRATH; SAVOLDI, 2014). Nao deve haver
modificacdes das caracteristicas organolépticas originais do produto, devendo ser
compativel com a formulacdo e os processos gerais do produto (CAVALARO, 2017). Por
fim, deve ter meia vida longa e aceitavel biodisponibilidade, com capacidade atravessar

membranas bioldgicas e chegar até seu local de acao (TIVERON, 2015).

Porém, diante de todos esses fatos apresentados, € necessario notar que as reagoes de
oxidagdo sdo essenciais em um sistema bioldgico e fundamentais para a vida, participando
do carreamento de elétrons, fagocitose, quimiotaxia, crescimento tecidual, sintese de
colageno e prostaglandinas, apoptose, expressdo génica, sinaliza¢do celular, ativagdo de
enzimas (BONAMIGO et al., 2017; DE FRANCISCO et al., 2018; ARANGUENA
SALAZAR, 2019), além do processo de capacitagao de espermatozoides (CAPUCHO et al.,
2012). Além disso, muitas reagdes oxidativas estdo presentes em processos industriais, como
por exemplo, na conservagdo de alimentos, borracha e gasolina, bem como na produgdo de
cosméticos ¢ na sintese de novas moléculas organicas (GONCALVES; SANTOS;
SREBERNICH, 2011). Os antioxidantes biologicos ndo possuem a fun¢do de inibir
completamente os radicais; um equilibrio deve ser mantido em um nivel basal (VIZZOTTO,

2017).

Embora exista uma variedade de compostos antioxidantes sintéticos, como butil
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hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT), t-butil-hidroquinona (TBHQ), e o galato
de propila (PG), seus possiveis efeitos colaterais, toxicos e carcinogénicos guiam as
pesquisas para alvos naturais, a fim de reduzir os riscos (GONCALVES; SANTOS;
SREBERNICH, 2011; PANDOLFO, 2014). A literatura afirma que os efeitos colaterais de
tais moléculas incluem aumento do peso do figado, proliferacao do reticulo endoplasmatico
(DEGASPARI; WASZCZYNSKY]J, 2004), além dos efeitos de iniciagdo e promogio da
geracao de tumores (ABUBAKER; FAGEER, 2017).

Em alguns locais, como no Canada e na Unido Europeia, o antioxidante TBHQ ¢
proibido. Com relagdo a legislacdo brasileira, tem-se limites maximos permitidos para eles:
0,02 g/100 g de 6leos e gorduras para BHA e TBHQ, e 0,01 g/100 g de BHT (BRASIL,
2005). Ainda, sabe-se que tais compostos, a depender de sua concentracdo, podem agir como
pro-oxidantes quando em contato com alimentos (CAVALARO; FABRICIO; VIEIRA,
2020), além de serem volateis e se decomporem em altas temperaturas (TIVERON, 2015).

Além disso, os numerosos estudos afiliando o consumo de frutas e outros alimentos
com altos niveis de antioxidante com o baixo risco de doencas tem levantado o interesse
populacional por esses compostos (PANDOLFO, 2014); os consumidores buscam nao
somente qualidade nutricional, mas também alimentos que promovam qualidade na satude
(DE FRANCISCO et al., 2018). Por fim, segundo RAMON-SIERRA et al. (2019),
substancias antioxidantes de origem natural podem ter grande impacto em doencas como

diabetes mellitus, obesidade e hipertensio arterial (RAMON-SIERRA et al., 2019).

Nesse contexto, pesquisas no ramo de produtos naturais sdo essenciais, a fim de se
obter substitutos para essas moléculas sintéticas, mantendo a qualidade, seguranca e
caracteristicas organolépticas originais dos produtos (GONCALVES; SANTOS;
SREBERNICH, 2011; LUIS-VILLAROYA et al., 2015). A propolis, rica em compostos
fenolicos ativos, mostra-se como uma alternativa de substituicdo em formulagdes e

medicamentos (ARSLAN et al., 2021).

2 OBJETIVOS

2.2 Objetivo geral



49

Realizar revisdo bibliografica sobre a atividade antioxidante dos diversos tipos de
propolis produzidas pela abelha Apis mellifera, bem como observar os fatores que levam as
possiveis diferencas dos resultados e avaliar a composi¢do quimica das amostras. Desse
modo, esse estudo também visa contribuir para a produgdo de conhecimento no ambito dos

produtos naturais.
2.3  Objetivos especificos

o Analisar a atividade antioxidante dos estratos de propolis de abelha Apis mellifera

provenientes de diversas partes do planeta;

. Analisar as metodologias usadas para determinar a capacidade antioxidante da
propolis, tais como DPPH, FRAP, ABTS, ORAC, teste em células, in vivo, em produtos

alimenticios, dentre outros;

. Observar os fatores que levam a variagao de resultados (periodo e local de coleta,

metodologia de extragdo, dentre outros);

3 PROCEDIMENTO METODOLOGICO

O desenho que guiou a presente revisdo bibliografica baseou-se nos seguintes passos:
determinagdo do tema, objetivo e informag¢des a serem obtidos de cada material,
estabelecimento de critérios para a inclusao e exclusao, escolha das bases de dados, selecao
da amostra, anélise dos materiais encontrados, discussdo e apresentacao dos resultados sob

a forma de uma revisdo.
3.1 Critérios de inclusao

Trabalhos experimentais (artigos, teses e dissertacdes) que apresentam testes que
avaliam a atividade antioxidante da propolis de Apis mellifera, in vivo e in vitro, foram
elegiveis. Estudos que faziam paralelos entre a atividade antioxidante e a composicao

quimica da propolis foram considerados.
3.2 Critérios de exclusao

Os seguintes trabalhos foram excluidos: (1) aqueles fora do periodo de tempo

especificado (2011 a 2021); (2) aqueles com o formato inadequado (revisdes, livros,
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capitulos, resumos e posteres de congresso, cartas, e artigos de opinido); (3) aqueles escritos
em outras linguas fora portugués, inglés e espanhol; (4) aqueles que ndo testaram a atividade
antioxidante; (5) aqueles que ndo utilizaram a prépolis como material de estudo; (6) aqueles
que ndo especificaram a espécie de abelha produtora da propolis; (7) aqueles que usaram
outras espécies de abelhas, com excecdo da Apis mellifera; (8) aqueles que ndo especificaram
o processo de preparo do extrato ou o local de coleta da propolis; (9) aqueles que nao usaram
o extrato bruto da propolis, mas sim fizeram parti¢ao, isolamento de substancias, ou uso de
co-produtos e residuos; (10) aqueles que avaliaram a atividade antioxidante da propolis em

associacao com outras substancias.
3.3 Fontes de informacgdes e estratégias de busca

As bases de dados escolhidas para a busca foram: SciELO (Scientific Electronic
Library Online), Google Académico, PubMed, BVS (Biblioteca Virtual em Saude), Scopus,
Cochrane Library, Embase, Science Direct, CRD (Centre for Reviews and Dissemination),
e Catalogo de Teses e Dissertagdes da CAPES, a fim de garantir uma abrangéncia satisfatoria

sobre o tema.

Foram realizadas duas buscas em cada uma das bases citadas: a primeira, com o
termo em inglés e a segunda, em portugués (Anexo 01 — Tabela 16); embora artigos em
espanhol que eventualmente apareceram nas buscas tenham sido aceitos, nao houve a
pesquisa direta dos termos em espanhol. Dentro de cada base de dados, o critério de exclusao

por data j4 foi inserido.

Todos os termos foram submetidos a consulta aos descritores em satde, por meio do
site DeCS (Descritores em Ciéncias da Saude), além de busca MESH. Os termos “Apis
mellifera” e “propolis” foram devidamente identificados. Contudo, “atividade antioxidante”

ndo foi encontrada em DeCS/MESH.
3.4 Selecao dos estudos

Esta revisdo bibliografica compreendeu quatro etapas. Na primeira, foi realizada a
busca de acordo com os termos apropriados em cada base de dados. Posteriormente, na
segunda etapa, tais referéncias encontradas foram adicionadas ao programa de
gerenciamento de citagdes EndNote Web, onde foi realizada remocgao de duplicatas. Durante

a terceira etapa, foram removidos trabalhos que ndo respeitavam os critérios anteriormente
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descritos, por meio de leitura de titulo e resumo. Por fim, na quarta etapa, as referéncias

restantes foram novamente analisadas, porém dessa vez, por meio de leitura integral do texto.

Foram retiradas informag¢des dos materiais que compdem o acervo final dessa revisdo:
tipo de material (artigo, teses, dissertagao), ano de publicagdo, linguagem, tipo de propolis
usada, época e local da coleta da propolis, espécie e nomenclatura da abelha, tipo de extrato,

tipo de metodologia usada para avaliar a atividade antioxidante, e fonte vegetal da propolis.
4 RESULTADOS

Inicialmente, na primeira fase, foram identificados um total de 1.765 publicagdes no
periodo de 01 de janeiro de 2011 até o dia 29 de abril de 2021. Apos inser¢ao no gerenciador
online EndNote, 242 duplicatas foram excluidas. Dos 1.523 materiais restantes, 1.239 foram
eliminados apds andlise do titulo e dos resumos, uma vez que foi percebido que ndo se
enquadravam nos critérios pré-estabelecidos. Os 284 artigos remanescentes formaram o
acervo inicial, cuja leitura posterior seria integral. Uma analise de texto integral de cada
material eliminou outros 111 artigos. Por fim, a presente revisao baseou-se nos dados obtidos
em um total de 173 artigos cientificos, teses e dissertacdes, que formam o campo analitico,

como demonstrado no fluxograma da Figura 05.
4.1 Caracterizacio das producoes

As caracteristicas mais especificas, bem como as informagdes qualitativas
(referéncia, raca da abelha, local e época de coleta da propolis e seu tipo, processo de
extragdo da amostra e possivel fonte botanica) de cada trabalho escolhidos para essa revisao

bibliografica podem ser encontradas no Anexo 02 (Tabela 17).

Dentre os diversos paises de coleta do material natural, h4 a predominancia do Brasil
(37,37%), seguido pela Turquia (9,09%) e China (7,07%) (Figura 07-A). Isso pode ser
explicado por dois fatores: primeiro, metade das chaves de busca estavam escritas em
portugués, além de algumas bases de busca serem voltadas para trabalhos publicados na
América Latina. Soma-se a isso, ainda, o fato de que o Brasil alterna entre o segundo e
terceiro lugar de maior produtor de propolis do mundo, com volume de matéria-prima de
cerca de 150 toneladas anuais (PANDOLFO, 2014). A propolis brasileira ¢ uma das mais

estudadas globalmente, devido a sua grande qualidade organoléptica e baixo teor de metais
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pesados e outros contaminantes, bem como pelo fato de possuir atividades biologicas

satisfatorias (DE FRANCISCO et al., 2018).
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Figura 05 Fluxograma de materiais obtidos, excluidos, duplicados e aproveitados da

presente revisao bibliografica. Adaptado de PRISMA. Fonte: Adaptado SOUZA et al., 2017.
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Com relagdo aos estados brasileiros aonde houve coleta de amostras (Figura 06 — B)
destacam-se aqueles localizados na Regido Sul e Sudeste, como Parand, Santa Catarina e
Minas Gerais, amplamente reconhecidos como produtores eficientes de propolis verde e,
mais recentemente, da qualidade organica. O estado de Alagoas também se sobressai,

principalmente nos trabalhos desenvolvidos com a propolis vermelha.

A 37,37%

2222%

B Dadoausente e 2 80%
Paraiba mm 003%
Maranhao == 0,93%
Riodelaneiro = 2 30%
Ceara mm 00,93%
SHPaln mee— 5, 54%
S5agipe 7 80%
Bahia me—— 7%
Paré messm 187%
Mato Grosso do Sul e 7 80%
RioGrande doNorte —3 74%
RioGrande doSul  meeeeees— 7, 48%
Alzgpoas 13,08%
Minas Gerais 16,82%
Santalataring 11 71%
Parana 20,56%

Figura 06 Locais de coleta das amostras de propolis usadas nos experimentos dos trabalhos

da presente revisao bibliografica. A) Paises de coleta. O dado “outros” refere-se a diversas localidades
citadas poucas vezes: Republica Checa (0,51%), Tunisia (1,01%), Grécia (0,51%), Croacia (1,52%), Indonésia
(1,52%), Arabia Saudita (0,51%), Iraque (0,51%), Chile (1,52%), Peru (1,01%), Sudao (0,51%), Canada
(0,51%), Australia (1,52%), Roménia (1,01%), Coreia (1,01%), Polonia (1,01%), Libia (0,51%), Hungria
(0,51%), Bolivia (0,51%), Chipre (0,51%), Russia (0,51%), Colombia (0,51%), Tailandia (0,51%), Paquistdo
(0,51%), Uruguai (0,51%), Etiopia (0,51%), Bulgaria (0,51%), Libano (0,51%), Sérvia (1,01%), Oman
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(0,51%), e trabalhos que s6 citaram nome do continente (0,51%); B) Estados do Brasil aonde houve coleta de

propolis.

Com relacdo ao ano de publicagdo dos trabalhos, nota-se um aumento de interesse
pelo tema, com pico noss biénios de 2016/17 e 2019/20. O ano de 2021 nao pode ser
analisado com clareza, devido ao fato de essa pesquisa ter sido conduzida apenas com os
trabalhos publicados até o final de abril. Porém, nota-se que, mesmo sendo realizada a busca
no primeiro semestre de 2021, esse ano ainda obteve resultados mais expressivos quando

comparados com 2012 e 2013 (Figura 07).
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>:20% 4,62%
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Ano de publicacao

Figura 07 Ano de publicacao dos trabalhos que compdem o acervo da presente revisao

bibliografica.

Foram identificados 144 artigos cientificos (83,24%) e 29 teses/dissertagoes
(16,76%), publicados majoritariamente em inglés (80,92%), a lingua universal da ciéncia,
que facilita a comunicagdo e compartilhamento de informagdes a nivel mundial; mas

também houve trabalhos em portugués (17,34%) e em espanhol (1,73%).
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Quanto as abelhas usadas, 58,19% dos materiais trouxeram apenas a denominag¢ao
“Apis mellifera”, enquanto 5,65% especificaram o inseto como sendo “Africanizada” e
26,55%, como “Apis mellifera L.”. Por fim, em 9,60% dos trabalhos, outras ragas de abelha,
bem como uma mistura delas, foram estudadas (4. mellifera caucasica, carnica, anatolica)
(Figura 08). Essa variedade e auséncia de padronizagdo na descri¢do demonstra, novamente,
a dificuldade de comparacao entre as pesquisas e os resultados, dada a vasta diferenca de

racas de abelhas existentes, que surgiram ao longo dos anos.

A 58,19%
26,55%
9,60%
A. mellifera A. meliifera [africanizada) A mellifera L Qutras denominacdes
Denominacdo da abelha /G\

u A mellifera L {africanzada)
= A meliifera carnica, atoliaca, syriaca, caucsica
u Apis melifera caucssica
A meliifera genetcamente modificada
Apis melifera Lineau (afT icanizada)
= Apis melifica intermiza e Aps mellifica
szharenss
& Apis melifera anaolisca

Apismelffera carnica

® Apis meliifera carnica Pollmann

8 ApisM elliferasp

Figura 08 Representagdo grafica da nomenclatura da abelha utilizada em cada material

dessa revisao. A) Denominag¢des mais comuns nos trabalhos; B) Desmembramento de nomenclaturas usadas

menos frequentemente, incluidas anteriormente, na figura A, como “outras denominagdes”.
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5 DISCUSSAO
5.1 Epoca de coleta (sazonalidade)

As diferengas de resultados observados nesse levantamento bibliografico podem ter
causas diversas: variedade das amostras de propolis, diferencas no processo de extragdo e
coleta, diversidade de métodos de avaliacdo, parametros como temperatura, umidade, ¢

reagentes utilizados (GONCALVES; SANTOS; SREBERNICH, 2011; WAGH, 2013).

Além disso, foi notado que apenas 57,06% dos trabalhos traziam claramente a
informacdo da época de coleta das amostras de propolis. Isso torna dificil a comparacao de
resultados, ja que, em todo mundo, diversos grupos desse produto natural foram descritos,
com diferentes composicdes quimicas e atividades biologicas a depender das condigdes
edafocliméaticas. No que concerne a maneira a qual como essa informacao foi descrita,
31,52% dos autores citaram apenas a estacdo de coleta, enquanto 59,78% apresentaram esses
dados como més ou o periodo de meses do ano. Dentre as estacdes preferidas, a que
compreendeu o maior nimero de estudos foi o verao (10,87%). Alguns materiais, ainda,
associaram ambos os dados (meses e estacdes) (3,26%), enquanto uma pequena porcentagem
(5,43%) informou o tipo de clima presente na regido no momento da coleta (época de seca,

chuva, floragdo, dentre outros), além dos meses do ano (Figura 09).

= VVerdo
Outono

= Inverno
Primavera

= Meses
Varias estagoes
Meses + estacOes

Meses + época

Figura 09 Denominacao da época de coleta das amostras de propolis nos materiais dessa

revisdo bibliografica.
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A sazonalidade estd associada com as diferencas de composi¢ao de um produto de
acordo com a estacdo do ano no qual ¢ coletado e analisado, estando diretamente relacionada
com as condi¢des climaticas do local, tais como indice pluviométrico, umidade relativa,
velocidade dos ventos, luminosidade, ritmo circadiano, pressdo atmosférica, temperatura,
altitude, idade e estresse da planta (herbivoria, ataque de patégenos), dentre outros fatores.
Tem importancia essencial no perfil quimico da prépolis, afetando a coleta, transporte,
formulacao e comercializagao dos produtos (TORETI, 2011; ARRUDA, 2019). Isso se deve
ao fato de que todos esses quesitos interferem na biossintese dos compostos ativos pelas
plantas visitadas pelas abelhas. Nao s6 os insetos sdo influenciados pelas mudancas das
estacdes, como também as plantas se adaptam as diferengas de luminosidade, umidade e
temperatura, produzindo maior ou menor quantidade de determinados compostos

(LACERDA, 2012).

Um dos artigos escolhidos demonstra bem o impacto de alguns fatores de variagao
na capacidade antioxidante e na composicdo da prépolis. CALEGARI et al. (2017)
coletaram 15 amostras de propolis (Parana, Brasil) provenientes de colmeias de abelhas
africanizadas durante os meses de marco a junho de 2013 e margo de 2015. Apds a producao
de EEP (2:25 — Etanol 80%), testes antioxidantes pelos métodos DPPH, FRAP, ABTS foram
realizados para todas as amostras, bem como a determinagdo de polifenodis, flavonoides e

outros componentes por CLAE (CALEGARI et al., 2017).

Os resultados indicaram que, no ano de 2013, houve uma maior capacidade
antioxidante nas amostras produzidas no més de margo, o que pode indicar uma diferenca
na composicao pela temperatura do ambiente na época da coleta. As abelhas trabalham mais
quando expostas a temperatura acima de 25 °C e com umidade relativa entre 60% e 70%
(CALEGARI et al., 2017). Os insetos coletam essa resina no periodo mais quente do dia
(acima de 18 °C) — e do ano -, ja que fica mais facil de se manusear a substancia grudenta
(PANDOLFO, 2014). Além disso, os periodos mais quentes favorecem a volatizacao de
compostos, 0 que permitem que os insetos encontrem as resinas com maior facilidade
(FEEREIRA, 2019). Isso pode ser explicado, também, pela menor disponibilidade de
material para a producao de propolis nas épocas frias. Além disso, ¢ importante salientar que
existem certas épocas do ano em que as abelhas tem maior afinco na coleta de néctar do que

de propolis (ADELMAN, 2005).
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Em relagdo a época do ano de escolha dos insetos para coleta do material base para
a propolis, observa-se preferéncia pelos meses quentes do ano. Nos paises do hemisfério
norte, as abelhas concentram seus esfor¢os no verao, final da primavera e inicio do outono
(DA CUNHA, 2017). Devido ao Brasil possuir um vasto territdrio, a coleta de propolis pode
ocorrer 0 ano todo. E esperado, portanto, variagdes sazonais. Porém, devido as altas
temperaturas constantes em grande parte do territorio brasileiro, ndo existem diferencas
significativas entre os meses dos anos no Brasil, a depender da regido analisada
(PANDOLFO, 2014; DA CUNHA, 2017). Na regido sudeste, hda a diminuicdo da
temperatura no inverno, ocasionando uma menor atividade das abelhas (CALEGARI et al.,

2017).

Dados diferenciando extrato aquoso do metanolico foram publicados por MIGUEL
et al. (2014). Varias amostras de propolis foram coletadas na regido de Algarve, em Portugal.
Nesse caso, corroborando com os estudos anteriores, os maiores valores de compostos
fenolicos foram encontrados no periodo mais quente da primavera. Além disso, o teor de
fenodis encontrados foi cerca de quatro vezes maior no extrato metandlico, quando
comparado com o aquoso; isso pode ser explicado pela descoberta de que a agua nao ¢ um
bom solvente para extrair compostos fendlicos nas amostras de propolis, embora alguns

sejam polares (MIGUEL et al., 2014).

Por fim, ainda no quesito da diferen¢a por sazonalidade, ADELMAN (2005) afirma
que as variagdes climaticas ndo sdo de grande relevancia quando se analisa amostras de
propolis provenientes das regides temperadas do planeta, ja que as abelhas coletam resinas
durante apenas 4 meses, diferente do que ocorre no Brasil — coleta anual completa
(PANDOLFO, 2014). De fato, alguns autores afirmam que a coleta de propolis no inverno
deve ser evitada, a fim de poupar a colmeia de eventuais danos e prejuizos (LACERDA,
2012; PANDOLFO, 2014). Em regides de clima temperado, a coleta da propolis ocorre antes
do inicio do inverno. Nas zonas tropicais, o evento acontece no inicio da estagdo chuvosa

(FALCAO, 2013), quando ocorre o brotamento de novas plantas (LACERDA, 2012).
5.2 Tipos de propolis e fontes vegetais

Dentre todos os trabalhos, apenas 35,26% descrevram explicitamente o tipo de propolis

coletado. As mais estudadas foram, também, as mais comuns, vendidas e conhecidas na
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literatura, como comentado anteriormente: propolis verde ou tipo 12 (38,75%), vermelha ou
tipo 13 (21,25%) e de dlamo (13,75%). Teve destaque, também, trabalhos que utilizaram-se
de propolis organica, produzida no sul e sudeste do Brasil (7,50%) (Figura 10). A quantidade
de trabalhos que especificaram a fonte vegetal da propolis foi ainda menor: 32,20% dos

materiais trouxeram essa informagao.

Eucalipto " 1,25%

Mediterranea W 1,25%
Zuccagnia A 2,50%

Amarela W 1,25%

Tipo 06 [l 1,25%

Tipo 02 [l 1,25%

Ambar W 1,25%

Orgéanica Bl 7,50%
Alamo B 13,75%
Marrom B 8,75%
Verde/Tipo 12 I 38,75%
Vermelha/Tipo 13 N 21,25%

Figura 10 Tipos de amostra de propolis utilizadas nas pesquisas dos trabalhos que compdem

0 acervo dessa revisao bibliografica.

A identificacdo da fonte botanica da propolis vem ganhando espago nas pesquisas
mundiais. E uma tarefa bastante complexa, ja que as abelhas sio influenciadas por inlimeros
fatores locais durante a coleta. Podem, por exemplo, coletar resinas de mais de uma fonte
vegetal ou ter preferéncia por espécies escassas na regido que circunda a colmeia

(FERREIRA, 2019).

O controle da qualidade da propolis e sua padronizagao estao intimamente ligados com
a descoberta da fonte vegetal desse produto natural, ja que a grande maioria dos compostos
ativos advém das resinas vegetais coletadas pelas abelhas. Inclusive, uma das melhores
metodologias para indicar sua origem vegetal ¢ a comparagao do perfil quimico das amostras

de propolis com extratos de plantas da regido de coleta das abelhas (TORETI, 2011;
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MARCUSSI; GUTIERREZ-GONCALVES, 2013). Para isso, os pesquisadores coletam
amostras dos vegetais suspeitos de serem as provaveis fontes e realizam a comparagao de
seu perfil quimico em laboratorios. Ainda, essa coleta pode ser feita diretamente das
corbiculas das abelhas e até mesmo de dentro da colmeia. Esse método ¢ especialmente 1til
quando a coleta ¢ realizada de uma tnica fonte, além de permitir a descoberta de marcadores
quimicos para ensaios de controle de qualidade. Como exemplo, pode-se citar a descoberta

da fonte B. dracunculifolia da propolis verde (Figura 11), bem como o seu marcador, a

artepilina C (FERREIRA, 2019).

a)

Figura 11 Exemplo de amostra de propolis verde coletada em um dos trabalhos da presente

revisdo bibliografica. A) propolis em seu estado bruto; B) propolis apos pulverizagio. Fonte: Adaptado de

SALGUEIRO, 2016.

Além disso, essa andlise resulta em dados que ajudam os apicultores a escolherem os
melhores locais para estabelecerem suas criacdes de abelhas, a fim de otimizar a produgao
com melhores niveis de compostos de interesse, além de estimular o reflorestamento dessas
plantas ao redor das colmeias. Isso aumenta o interesse por essa area produtiva e facilita o
comércio com as empresas que desejam utilizar a prépolis como um item farmacéutico,
promovendo uma maior certificagdo de qualidade do produto (TORETI, 2011; PAULA,
2012; VARGAS TAPIA, 2018)

Outro método para conhecer a fonte botanica (uni ou multifloral) da propolis advém da
analise do polen nela presente (analise palinoldgica). Porém, esses dados ndo devem ser
vistos como definitivos, ja que o pélen pode prover de outras fontes, como as demais plantas

visitadas para coleta de néctar ou pode ter sido trazido pelo vento. Por isso, os pesquisadores
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estudam ndao somente o pdlen nas amostras, mas também observam as estruturas
morfologicas dos pedagos vegetais que ficam aderidos na préopolis, como tecidos
epidérmicos, tricomas filamentosos, glandulas e estomatos. Sabe-se, ainda, que a fonte
botanica do pdlen encontrado na propolis influencia suas caracteristicas organolépticas,
fenodlicas e fisico-quimicas (PAULA, 2012; SANCHEZ et al., 2020). Esse tipo de anélise
permite ndo somente encontrar as fontes botanicas, mas também de se observar de qual

tecido da planta as abelhas coletam a propolis, como os brotos foliares (FERREIRA, 2019).

Ainda, pode-se obter tais dados através do estudo complementar por fotos e videos da
rotina das abelhas in loco, acompanhando-as até as plantas propoliferas de escolha; ou até
mesmo através da amplificacao, por PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase), do DNA obtido
nas amostras de propolis, a fim de se identificar as plantas. Esses, porém, sio métodos menos

utilizados (FERREIRA, 2019).

Sabe-se que as espécies vegetais mais visitadas por esses insetos sdao diversos tipos de
coniferas, choupos (Populus spp.), faia (Fagus sylvatica), castanha de cavalo (4esculus
hippocastanum), vidoeiro (Betula alba), amieiro (Alnus glutinosa), olmos (Ulmus spp.),
pinheiros (Pinus spp.), e carvalhos (Quercus spp). A escolha da coleta muda de acordo com
a regido. Como ja mencionado, nas regides temperadas, ha a maior prevaléncia de coleta de
espécies de dlamo, enquanto nas regides tropicais, as abelhas visitam as plantas Baccharis
dracunculifolia, Dalbergia ecastopillum, Iptis divaricata e Clusia spp. (FALCAO, 2013;
MARQUES, 2015).

No Brasil, os pesquisadores possuem ainda mais dificuldade em encontrar as espécies
vegetais resiniferas, ja que o pais possui uma flora riquissima, com grandes possibilidades
de escolhas pelas abelhas (SALGUEIRO, 2016). Embora poucas fontes tenham sido
identificadas, sabe-se que ha a visita dos insetos 4s plantas assapeixe, aroeira, alecrim
(TORETI, 2011), Araucaria angustifolia (pinheiro brasileiro) e FEucalyptus citriodora
(eucalipto) (VARGAS TAPIA, 2018).

E importante ressaltar que a identificacdo da fonte botanica da prépolis de uma
determinada regido ndo exclui a possibilidade de outras plantas também contribuirem para a
constituicdo de seus componentes quimicos, em menor quantidade. Ainda, sabe-se que as

abelhas procuram fontes vegetais que supram as suas necessidades e adaptam-se de acordo
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com o meio ambiente no entorno da colmeia (FALCAO, 2013).
5.3 Metodologia de coleta da propolis

No que se refere a metodologia de coleta da propolis nas colmeias, apenas 24,43% dos
trabalhos informaram como esse processo foi feito. As formas citadas foram: raspagem
(46,51%), uso de grades/telas/armadilhas semelhantes (31,21%), ambos os métodos

(13,95%), e um trabalho informou apenas que a coleta foi feita “com faca”.

Existem diversas formas de se coletar a propolis. A primeira delas, mais antiga e rastica,
¢ o método de raspagem, que consiste no uso de espatulas ou outras ferramentas apropriadas,
a fim de raspar todos os locais da colmeia nos quais as abelhas tenham depositado esse
material resinoso. Ha diversas desvantagens nesse processo, como a baixa produtividade, e
a propolis obtida por ele geralmente ¢ descartada pelas industrias farmacéuticas. Isso ocorre
pela contaminacdo das amostras por metais advindos das ferramentas, levando a oxidacao
dos compostos bioativos, ou outras contaminacdes durante o processo de raspagem, sendo

pouco higiénica (ARANGUENA SALAZAR, 2019).

Como alternativa, tem-se o uso de malhas ou grades de plastico, que sdao adicionadas
na colmeia (Figura 12). Como essas laminas de plastico possuem furos, as abelhas os
preenchem com propolis, a fim de proteger a colmeia de invasores e do frio. Na época da
coleta, esse processo fica mais facil e a propolis obtida pelas laminas sdo reconhecidas como
possuidoras de uma maior qualidade (ARANGUENA SALAZAR, 2019), pela menor
presenca de detritos (FALCAO, 2013).

Figura 12 Colheita da propolis com rede de plastico colocada no topo da colmeia. Fonte:
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Adaptado de FALCAO, 2013.

A partir do método de coleta, uma das classificagdes de qualidade da propolis pode ser
realizada — deve-se lembrar, porém, que esse pardmetro ndo deve ser observado
isoladamente, mas sim em conjunto com o perfil quimico e testes de atividades bioldgicas
de interesse. A de melhor qualidade ¢ aquela que possui um odor agradavel e caracteristico,
sem impurezas, com aparéncia granulada. A de segunda qualidade, intermediéria, também ¢
livre de impurezas, sendo coletada no alvado, na tampa e/ou nas paredes da colmeia. Por
fim, a de terceira qualidade ¢ aquela obtida pelo método de raspagem das paredes e da tampa

da colmeia, e, por isso, possui impurezas diversas (KUNRATH; SAVOLDI, 2014).
5.4 Extracao e formas farmacéuticas

Conquanto haja comércio de capsulas com propolis bruta triturada (SALGUEIRO,
2016), esse produto natural geralmente nao pode ser usado diretamente em sua forma
original, devido a sua natureza pegajosa (DA CUNHA, 2017). E necessario que sejam
removidos compostos indesejados primeiramente, como a cera, a fim de manter a fragdo de
polifendis. Por isso, existem varias formas de extracdo empregadas no processamento desse
produto natural. Muitos fatores podem influenciar no rendimento € nos compostos extraidos,
como o tipo de solvente, sua concentragdo, e as condi¢des de extragdo, como a temperatura
e o tempo de processo (OLDONI et al., 2015; ANDRADE et al., 2017). Essa ¢ uma etapa
essencial quando se pensa em andlises de amostras com matrizes complexas (DE LIMA et

al., 2019b).

Inicialmente, faz necessaria a reducao do tamanho da particula da prépolis, a fim de
otimizar a extragdo. Para isso, ela deve ser moida até um po fino, geralmente com o auxilio
de baixas temperaturas — sua natureza resinosa ndo permite trituracdo convencional
(SALGUEIRO, 2016). Nessa revisao, 35,03% trabalhos realizaram apenas o procedimento
de diminui¢do do tamanho de particula, sem informagdes sobre congelamento, enquanto
apenas 1 deles afirmou sobre o resfriamento da amostra, sem falar sobre cominuicgao.
Aqueles que nao informaram sobre a realizacdo de nenhuma das agdes somaram 39,55%, e
os trabalhos que fizeram ambas (congelaram e diminuiram o tamanho de particula das

amostras) foram 24,86%.

Os equipamentos usados para reduzir o tamanho de particula foram: moinho
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(15,09%), liquidificador (10,32%), almofariz e pistilo (12,26%), pulverizador (0,94%) e
3,77% informaram que esse processo foi feito “manualmente”. Por fim, 57,55% dos

trabalhos que realizaram essa acdo ndo descreveram como ela foi feita.

Com relagdo ao congelamento pré-cominuicdo, 62,22% ndo trouxeram detalhes
sobre a metodologia. O uso de congelador foi explicitado por apenas 2,22% dos materiais,
enquanto 33,33% apoiaram-se no uso de nitrogénio liquido. Apenas um deles citou o uso de

‘Ggelo’,.

A técnica ideal de extragcdo deve possuir altos niveis de rendimento, além de nao ser
destrutiva. As metodologias convencionais (solido-liquido) ainda sdo muito populares,
mesmo com as desvantagens de possuirem baixo rendimento, serem demoradas, e
modificarem as amostras apds extragdo, devido a degradacdo ocasionada por oxidacao,
hidrdlise e ionizagdo. Dentre as mais comuns, podem ser citadas maceragdo, processamento
de alta pressdo, ultrassom, irradiacdo gama, fluido supercritico, Soxhlet e micro-ondas

(CAVALARO, 2017; BAKKALOGLU; ARICI; KARASU, 2021).

Dentre os trabalhos dessa revisao, as metodologias mais aplicadas foram a maceragao
tradicional (29,18%) e a maceracdo dinamica (36,05%), seguidas pelo uso de ultrassom
(17,17%). Podem ser observados, ainda, métodos poucos usuais, como a extragao de 6leos
essenciais por Soxhlet, hidrodestilagdio e HS-SPME (Headspace Solid Phase

Microextraction) (Figura 13).

A maceracdo com solvente ¢ uma das mais empregadas na extracao da parte soluvel
da propolis, chamada de balsamo. E chamado de maceragio o processo no qual a matéria-
prima ¢ colocada em contato com o solvente extrator, em recipiente fechado, geralmente em
temperatura ambiente, por um periodo pré-determinado. Ocasionalmente, hé agitacdes, e ndo
se costuma trocar o liquido extrator (FIANCO, 2014). Quando a amostra e o solvente
permanecem sob constante agitacdo, o processo passa a ser denominado maceragao
dinamica. Industrialmente, ¢ reconhecido como um processo simples e barato (ROCHA et

al., 2013).
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Figura 13 Metodologias de extracdao das amostras de prépolis (bruta ou cominuida)

escolhidas pelos autores dos trabalhos que compdem essa revisdo bibliografica. A)

Metodologias predominantes; B) Desmembramentos de “outras metodologias”, usadas em uma menor

frequéncia de vezes.

Nos ultimos anos, a extracao utilizando aparelho de ultrassom vem se popularizando
no ambito de extragdo de compostos bioativos advindos de fontes naturais (GARGOURI et
al., 2019). O uso de ultrassom na extracao solido-liquido possui vantagens com relagdo a
maceragdo tradicional, tais quais a diminui¢do do gasto de energia, solventes, tempo e
investimento financeiro, bem como a possibilidade de uma boa extragio mesmo em
temperaturas mais baixas, o que evita a degradacdo de compostos termosensiveis
(CAVALARO, 2017; JUG; KONCIC; KOSALEC, 2014). Dados da literatura afirmam que
o rendimento de extracdo pode ser aumentado em até 24% com o uso dessa técnica,

associado a menor quantidade de solventes e energia (“técnica verde”), além de haver a
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possibilidade desse usar solventes alternativos (CAVALARO, 2017; CAVALARO;
FABRICIO; VIEIRA, 2020). Tal aumento de rendimento advém de uma melhor
transferéncia de compostos, devido a alta formacao de cavitagdo. Existem dois modelos de
equipamentos de ultrassom disponiveis. O banho ultrassonico possibilita uma melhor
extracdo, por meio da solubilizacdo dos componentes presentes na amostra em interagao
como solvente extrator, geralmente dentro de um recipiente de vidro submerso. Ja a sonda
ultrassonica possui uma sonda imersa no balao de extragdo, sendo considerada um método

mais potente de extracdo (CAVALARO, 2017).

O trabalho desenvolvido por MONCAYO LUJAN et al. (2018) comparou os
métodos de extragdo por maceragdo convencional e ultrassom. Surpreendentemente, o
extrato etanolico obtido por maceragao apresentou melhor capacidade de extrair compostos
fenolicos, obtendo melhor atividade antioxidante no teste de DPPH. Porém, o extrato obtido

pela metodologia de ultrassom foi mais eficiente na extragao de flavonoides.

Outra forma de extragdo muito difundida para obter compostos organicos utiliza-se
do equipamento de Soxhlet. E uma metodologia antiga para extragdo continua a quente,
contando com um destilador e um aparelho de condensacdo, ambos ligados com um
recipiente principal de vidro, no qual estd presente a amostra. Com o aumento da temperatura
(geralmente, superior a 80 °C), o solvente escolhido evapora, carregando consigo
componentes da amostra. Em cada ciclo, o solvente renovado entra novamente em contato
com a propolis, promovendo uma extragio eficiente quantitativa e qualitativamente, usando
baixos volumes de solvente (SALGUEIRO, 2016; DE LIMA et al., 2019b). E uma
metodologia usada para obter os compostos volateis, ou seja, seu 6leo essencial (FALCAO,
2013). Essa porc¢ao volatil da propolis ndo representa uma quantidade significativa das
amostras, mas ¢ util para a avaliacdo de suas caracteristicas organolépticas e ajuda na
descoberta da sua fonte vegetal. Além disso, possuem atividades biologicas, tais como
antimicotico, antiviral, antiparasitario, antioxidante, anticancer e antidiabético (IKEDA,

2020).

Existem metodologias alternativas caso o objetivo da pesquisa cientifica seja a
analise dos compostos volateis da propolis: hidrodestilacdo com o auxilio do aparelho de
Clevenger, destilacao em um sistema de Likens-Nickerson e extragao com solvente a vacuo

(FALCAO, 2013).



67

Outra metodologia para extragao de compostos volateis da propolis ¢ a SPME (Solid
Phase Micro Extraction), geralmente associado a um sistema headspace (HS-SPME).
Considerada recente, acessivel, rapida e ndo destrutiva, tem como base um principio extrator
semelhantes a andlises cromatograficas. Inicialmente, ocorre retengdo dos compostos
presentes na amostra com a fase estaciondria (absor¢ao) e posterior dessor¢do da fibra. Esse
processo depende de diversos parametros, tais como o tipo de fibra (carbowax-
divenilbenzeno, PDMS- divenilbenzeno e carbozen-PDMS), temperatura, pH, forca ionica,
tempo de extragdo e volume da amostra (OLIVARES, 2006; HAMES-KOCABAS et al.,
2013).

E sabido que altas temperaturas aumentam a eficiéncia da extracdo de compostos
fenolicos. Os mecanismos por tras disso sdo diversos. H4 a diminui¢do da viscosidade, da
densidade e da tensdo superficial do solvente, permitindo uma melhor penetragdo na
amostra, com maior superficie de contato. Porém, esse pardmetro deve ser cuidadosamente
monitorado, pois o excesso de calor pode levar a evaporagdo do solvente, vaporizacio e
decomposi¢ao de compostos ativos (DE OLIVEIRA; ANDOLFATTO, 2014; DE MORAIS
et al., 2021). Alguns autores afirmam que o processo extrativo deve ser performado em
temperaturas de até, no maximo, 80 °C, a fim de evitar tais perdas por oxidagdo e

polimerizacao, prejudicando o rendimento da extracdo (SALGUEIRO, 2016).

Dentre as descrigdes de metodologia da obtengdo dos extratos usados nessa revisao,
69,10% dos autores informaram a temperatura na qual foi performada a extra¢do. Dados
qualitativos foram usados por 1,72% deles, com expressdes: “banho de gelo” (1,29%) e
“aquecimento suave” (0,43%). Outros 4,29% utilizaram-se mais de uma temperatura,
formando uma faixa; geralmente, essa forma de trabalho foi utilizada nos materiais que
testaram diversas formas de extragdo, a fim de otimizar esse processo com relacao a extracao
de compostos ativos e atividade bioldgica. Por fim, 63,09% dos materiais trouxeram dados
quantitativos especificos das temperaturas escolhidas, que podem ser observados abaixo, na

Figura 14.
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Figura 14 Temperaturas explicitadas de forma numérica nas metodologias de extragao das

amostras de propolis presentes nessa revisao bibliografica.

As temperaturas preferidas foram aquelas situadas na faixa ambiente, entre 20 e 30
°C. Isso pode ser explicado pelo grande nimero de trabalhos que optaram por maceragao
como seu modo de extracdao e, muitas vezes, esse processo ¢ realizado sem aquecimento.
Além disso, sdo temperaturas seguras quanto a degradacdo de compostos bioativos, com
baixo gasto de energia. Quando o aquecimento foi utilizado, preferiu-se temperaturas
proximas ao 70 °C (8,15%), abaixo do ponto de ebuli¢do do etanol (78,37 °C), o principal

solvente dos extratos dessa revisao.

O tempo do processo extrativo € outro parametro de grande importancia. Embora se
pense que um tempo elevado de extragdo aumente a solubiliza¢do de uma maior quantidade
de compostos, deve-se lembrar que um tempo muito alto aumenta a chance de ocorréncia de
reacoes de degradacdo, tais como oxidacao e epimerizacdo (DE MORAIS et al., 2021). A
depender dos parametros do processo, torna-se necessario acrescentar ao sistema agentes
redutores (DE OLIVEIRA; ANDOLFATTO, 2014). Com relagao aos autores dos trabalhos
que compdem o acervo dessa revisao, 89,27% informaram os dados de tempo de extragdo

(Figura 15).
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Figura 15 Tempo de extragdao das amostras de propolis escolhido pelos autores dos materiais

selecionados para compor essa revisao. Os graficos foram separados de acordo com a unidade de

medida apropriada (A: minutos; B) horas; C) dias), a fim de garantir melhor visualiza¢do dos dados.

Podem ser feitas algumas correlagdes entre o tempo de extracdo e as metodologias
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usadas. Por exemplo, autores que escolheram extragdo por ultrassom geralmente também
optavam por deixar as amostras em contato com o solvente durante 30 minutos. Ainda,
aqueles que utilizavam Soxhlet realizavam o processo durante 6 horas. A maceragao obteve
a maior quantidade de varia¢des no tempo de extrag¢@o. Por fim, cerca de 4,72% dos autores
trabalharam com varios tempos de extra¢do, ndo sendo adicionados aos graficos. Assim

como no caso da temperatura, estavam estudando otimizagao de extracao.

Soma-se a esses parametros de importancia a propor¢do entre a quantidade de
amostra e o volume de solvente, ja que pode influenciar diretamente na eficiéncia de extracao
dos compostos, ao promover saturagao do liquido. Nessa revisao, como pode ser visualizado
na Figura 16, os autores que informaram esses dados optaram, majoritariamente, pelas
propor¢des de 1:5, 1:10, 1:20, 2:25 e 3:10 (g/mL). Outras diversas proporg¢des foram usadas,
como por exemplo 1:1, 1:15, 1:25, 1:30, 1:50, 3:15, 5:12, dentre outras.

Outra metodologia de extragdo que vem se popularizando € a extragdo supercritica,
caracterizada pela solubilizacdo de substincias de uma matriz solida ou liquida em um
solvente supercritico. Tem como base a compressdo do didéxido de carbono (CO2) em
temperaturas e pressdoes acima do seu ponto critico (31 °C; 73 bar), até que se torne
liquefeito. Nesse momento, o CO»> atinge seu ponto critico, no qual tem propriedades
especiais, tais como a baixa viscosidade tipica de um gés e a grande capacidade de dissolugao
dos liquidos. Quando entra em contato com a amostra, dissolve os compostos de interesse,
que posteriormente depositam-se apos o solvente torna-se novamente um gas (FIANCO,

2014).

Dentre as vantagens dessa técnica, pode ser citado o fato de que o solvente nao ¢
inflamavel e explosivo, além de ndo ser toxico e nao deixar residuos; portanto, o produto
final dessa extra¢do ¢ considerado seguro (GRAS). A técnica pode ser desenvolvida em
baixas temperaturas, evitando perdas ocasionadas pelo calor. A extragdo supercritica ¢ vista
como uma técnica limpa, nao poluente, além de possui versatilidade advinda do controle dos
diversos parametros que afetam a extragdo, como pressao e temperatura (FIANCO, 2014;

MACHADO et al., 2016; DEVEQUI-NUNES et al., 2018).
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Figura 16 Propor¢ao (g/mL) entre a massa de amostra de propolis e volume de liquido

extrator utilizado nos trabalhos da presente revisdo bibliografica.

Outro ponto interessante ¢ que podem ser adicionados outros solventes durante a
extracdo, a fim de alterar a polaridade e extrair uma maior diversidade de classes quimicas.
Isso tem importancia crucial na extracdo de amostras de propolis, ja que estas ndo sao
soluveis em COy; isso ocasiona um baixo rendimento do processo, devido a grande
porcentagem de ceras e resinas, que, além de dificultar a extragdo por ndo permitirem a
passagem do fluido por toda a matriz da amostra, ainda acumulam-se no equipamento. Para
contornar essa questdo, pode-se adicionar etanol a extracdo (FIANCO, 2014), técnica

utilizada por 2 dos 3 trabalhos que usaram extragdo supercritica.

O trabalho conduzido por DEVEQUI-NUNES et al. (2018) demonstrou melhores
taxas de rendimento de extragdo e melhor atividade antioxidantes nos extratos obtidos por
maceracdo com etanol, em relacdo a extragdo supercritica com co-solvente etanol 1%
(DEVEQUI-NUNES et al., 2018). O mesmo foi observado no trabalho de MACHADO et
al. (2016); porém, embora a extracdo total tenha sido mais satisfatéria com a maceragao
convencional, o processo supercritico com CO; teve maior taxa de sucesso em extrair
compostos vistos como marcadores, como a artepilina C e o acido p-cumarico. Portanto,

pode-se inferir que, embora a eficiéncia total de extragao tenha sido baixa, essa € uma técnica
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seletiva (MACHADO et al., 2016). Diante desse quadro, alguns autores afirmam que a
extracdo supercritica pode ser usada como um pré-tratamento da propolis, antes que seja
extraida com etanol, (DEVEQUI-NUNES et al., 2018) ou em situacdes nas quais se deseja
obter fracdes da propolis ricas em compostos lipofilicos (MACHADO et al., 2016).

Tendo em vista que a propolis possui uma grande variedade de classe de compostos,
necessita-se, também, de diversidade de solventes, a fim de se extrair a maior quantidade
possivel de componentes (WAGH, 2013). Esse processo visa a separagao da parte balsamica
(resinas), na qual se encontra os compostos bioativos, daquela insolavel (“borra” da
propolis), que nao conta com grande propor¢do de atividades biologicas (SALGUEIRO,
2016).

A Figura 17 mostra a preferéncia dos autores dos trabalhos selecionados nessa

revisao.

= Etanol = Agua = Metanol Outros

Figura 17 Solventes utilizados pelos trabalhos dessa presente revisdo, durante o processo
de extragdo das amostras de propolis. Os dados “outros” englobam: CO», na extragdo supercritica
(1,29%), propilenoglicol (1,29%), hexano (0,43%), DMSO (0,86%), pentadieno + dietil éter (1:2) (0,43%),
DMSO + acetonitrila + dgua (1:2:7) (0,43%) e extragdo com HS-SPME (2,15%).



73

O metanol € o meio extrator com a maior capacidade de extrair classes de substancias,
tais como saponinas, antocianinas, lactonas, polifendis, dentre outros (WAGH, 2013).
Porém, apesar da excelente eficiéncia de extracdo, esse solvente mostra-se altamente toxico,
sendo invidvel para uso nos organismos. Geralmente, o extrato metandlico de propolis
(EMP) ¢ usado em pesquisas cientificas de estudo quimico (TORETI, 2011; SALGUEIRO,
2016). E possivel usar outros solventes, tais como acetona, para extrair flavondis;
cloroférmio, para flavonoides e terpenoides; e diclorometano, para terpenoides, taninos,
esterdis e alcaloides. Caso seja necessario extrair 4cidos graxos e cumarinas, o Unico solvente

possivel € o éter (WAGH, 2013).

Embora ndo tdo comuns, extragdes usando agua como solvente podem ser
encontradas. Geralmente, os chamados Extratos Aquosos de Propolis (EAP) apresentam-se
opacos, devido a nao solubilizacdo de componentes hidrofébicos. Sao usados em
formulagdes que ndo toleram a presenca de solventes organicos, como em aerossois ou pos
para nebulizagdo (ADELMAN, 2005), pois apresentam menor toxicidade (WAGH, 2013).
A agua, como composto polar, consegue solubilizar apenas uma pequena parte das
substancias da propolis — cerca de 10% (JUG; KONCIC; KOSALEC, 2014; SUN et al.,
2015), sendo encontrados nos extratos basicamente acidos fendlicos, com auséncia das

substancias lipofilicas (FALCAO, 2013).

A fim de otimizar a extracdo utilizando a 4gua como solvente, o trabalho de MELLO;
HUBINGER (2012) extraiu amostras de propolis com dgua em diferentes pHs (2,0 — 8,0).
Foi observado que a acidificacdo de pH nao teve melhoras significativas na extragdo. Esse
quadro tem como base uma provavel hidrolise acida de polifendis a agliconas, menos
soliveis em dgua. Porém, o aumento no pH (entre 6,0 e 8,0) conseguiu melhorar a quantidade
de compostos fenolicos e flavonoides extraidos, e, consequentemente, também teve bons
resultados nos testes antioxidantes. Isso pode ser explicado pelo fato de que compostos
fenolicos possuem muitos grupos acidos, que em pH alcalino, desprotonam-se, tornando-se
mais soluveis em agua e mais facilmente extraidos. Essa ¢ uma estratégia que pode ser
utilizada a fim de melhorar o rendimento de extracdo de compostos bioativos mesmo quando

se usa extratos aquosos (MELLO; HUBINGER, 2012).

Ainda, a literatura traz a possibilidade de se usar meios extratores com a presenca de

glicerol e propilenoglicol, com alta eficiéncia de extragdo de compostos fenolicos e
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flavonoides, mesmo quando comparados com extratos metanolicos e etanolicos

(SALGUEIRO, 2016).

O etanol ¢ o solvente mais popular para extragdao da propolis, como ja mencionado,
devido as suas caracteristicas anfifilicas de solubilizar tanto substancias polares quanto
apolares (DE LIMA et al., 2019b). Tem a capacidade de extrair principalmente alcaloides,
terpenoides, taninos, esteroides, poliacetilenos e polifenois (WAGH, 2013), com a
habilidade de solubilizar cerca de 50 a 70% dos constituintes da propolis (JUG; KONCIC;
KOSALEC, 2014). Além disso, o etanol nao ¢ toxico e pode ser facilmente removido das
formulagdes posteriormente, promovendo a chamada quimica segura (SALGUEIRO, 2016;
GARGOURI et al., 2019). Porém, deve-se ter em mente que nem todos os tipos de alcool
etilicos sdo seguros para uso humano, ja que podem conter impurezas e aditivos, como o
proprio metanol. Para tais finalidades terapéuticas, recomenda-se o uso de alcool de cereais
ou outros, de grau alimenticio (SALGUEIRO, 2016). Apenas 0,86% dos trabalhos dessa

revisdo especificaram o uso de alcool proprio para consumo humano.

Soma-se as vantagens apresentadas, ainda, o fato de que a temperatura de ebuli¢do
do etanol (78 °C) nao degradar substancias fenolicas, permitindo o uso de técnicas com
aquecimento, além da maceragdo habitual — embora esse seja considerado o método mais
adequado para a extragdo da propolis (SOUSA et al., 2019). Por fim, o alcool etilico nao ¢

caro e tem baixo impacto ambiental, sendo obtido por vias renovaveis (SALGUEIRO, 2016).

A extracdo etandlica ¢ considerada “de referéncia” pelos apicultores, preparando,
assim, tinturas comerciais populares (BUCIO-VILLALOBOS; MARTINEZ-JAIME, 2017).
Quanto maior a parte soltivel em etanol (resinas), maior sera o rendimento do extrato € maior
a qualidade do produto final, ja que os constituintes biologicos encontram-se ali (GARCIA
etal.,2010). Segundo a legislagdo brasileira, o extrato de propolis ¢ definido como “produto
proveniente da extracdo dos componentes soluveis da propolis em dalcool neutro (grau
alimenticio), por processo tecnoldgico adequado” (BRASIL, 2001; KUNRATH; SAVOLDI,
2014).

Geralmente, ¢ usada uma propor¢do na mistura entre solventes organicos e agua,
gerando melhores resultados extrativos de compostos fenolicos (WAGH, 2013), sendo as

mais populares concentragdes de etanol entre 70% e 80%, as quais geram solucdes coloridas,



75

limpidas e densas. O Ministério da Agricultura (Anexo VII da Instru¢do Normativa n° 11,
de 20/10/2000 do Ministério da Agricultura) afirma que os extratos alcoolicos de propolis

ndo devem ultrapassar a porcentagem de 70% de etanol (BRASIL, 2000).

O trabalho realizado por SUN et al. (2015) demonstrou que, dentre as varias
proporgdes de etanol e dgua utilizadas (0; 25; 50; 75 e 100%), a mistura de etanol 75% obteve

os melhores resultados de extragdo de polifendis e flavonoides totais (SUN et al., 2015).

Como a concentracdo de solventes usados para o preparo dos extratos de propolis
influencia no rendimento da extracdo de compostos bioativos e, consequentemente, na sua
atividade biologica (SHAHBAZ et al., 2021), sdo apresentados abaixo os dados constantes
nos trabalhos da presente revisao bibliografica, para extratos etandlicos em agua (Figura 18).
Foram deixados de fora os dados que usaram faixas de proporgdes (4,68%). Dentre os
materiais que fizeram uso de extratos metanolicos, 65% optaram pelo solvente puro. Ainda,
apareceram: metanol 90% (10%), metanol 80% (10%), metanol 65% (5%), metanol 50%
(5%) e metanol 40% (5%), todos em propor¢do com agua. Os outros solventes foram

utilizados em sua forma pura.

30% = 0,58%
35% m 0,58%
40% == 1,17%
50% wem 1,17%
60% wwmm 1,75%
65% mm 1,17%

70% 25,73%
75% ™ 0,58%
80% 24,56%

85% m 0,58%
90% mmmm 1,75%
93% m 0,58%

Porcentagem de etanol (%)

95% —— 9 94%
96% — G 43%
98% m 0,58%
100% / 99% 18,13%

Figura 18 Proporcdes entre etanol e agua escolhidas pelos autores dos materiais dessa

revisao, a fim de performar os processos de extragao das amostras de propolis.
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Porém, existem desvantagens ao escolher esse tipo de técnica. Extratos etanolicos
liquidos sdao geralmente associados a dificuldade de transporte, acondicionamento e
formulagdo. Nao sdo adequados para todos os tipos de consumidores, tais como criangas e
aqueles que ndo ingerem bebidas alcdolicas, seja por motivos pessoais ou por possuirem
intolerancia, bem como problemas de satde que seriam prejudicados pelo consumo, como
graves patologias hepaticas. Ainda, esses extratos possuem um forte sabor e odor
desagradavel, o que torna dificil a aceitagdo por alguns consumidores (JUG; KONCIC;
KOSALEC, 2014). Esse fator prejudica, também, o uso da propolis em formulagdes
alimenticias, ja que altera as propriedades organolépticas do produto, devido a grande
presenca de compostos fenodlicos, responsaveis pelo forte sabor amargo e adstringente. No
mercado, pode ser encontrados produtos com cerca de 3 a 30% de extratos de propolis (OSES

etal.,2016; DE FRANCISCO et al., 2018).

A fim de buscar solugdes para os problemas supracitados, diversos trabalhos na
literatura propuseram o uso da propolis em formula¢des contendo formas de liberagao
modificada. J& foram testadas microparticulas (ANDRADE et al., 2018), microcéapsulas
(NORI et al., 2011; TIVERON, 2015 ; DA CRUZ ALMEIDA et al., 2017; DE ALMEIDA,
2017; ALVES, 2018; DO NASCIMENTO et al., 2019), nanoparticulas (DO
NASCIMENTO et al.,2016; FARIAS AZEVEDO et al.,2018; SHUBHARANI; MAHESH;
YOGANANDA MURTHY, 2019), nanocarreadores (PERMANA et al., 2020), outros tipos
de carreadores (DA SILVA et al., 2013) e formulacdes (LUIS-VILLAROYA et al., 2015;
IRIGOITI; YAMUL; NAVARRO, 2021; SALAS et al.,2018), além do uso da propolis apos
processo de spray-dryer (DA SILVA et al.,2013; KUNRATH; SAVOLDI, 2014; DA CRUZ
ALMEIDA et al., 2017).

A técnica de spray-dryer consiste na rapida transformacdo para formas solidas dos
produtos liquidos ou semissolidos, por meio de um tnico processo de secagem. E
amplamente usada pela industria quando se deseja promover evaporacao do solvente de
forma répida, em formulagdes as quais sdo sensiveis a altas temperaturas. Esse processo
resulta na formagdo de gotas atomizadas, sendo uma parte essencial da produgdo de

microcapsulas (DE ALMEIDA, 2017; DO NASCIMENTO et al., 2019).

Os trabalhos de DO NASCIMENTO et al. (2016) e de FARIAS AZEVEDO et al.

(2018) produziram nanoparticulas com a propolis vermelha, e conseguiram encapsular
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satisfatoriamente seus compostos fendlicos ativos, promovendo boa atividade antioxidante

e anti-leishmaniose (DO NASCIMENTO et al., 2016; FARIAS AZEVEDO et al., 2018).

Existem diversas vantagens ao se utilizar a propolis dessa maneira. Pode-se mascarar
o sabor desagradavel, facilitando a administrac¢do, além de proteger as moléculas bioativas
de processos degradativos que geralmente ocorrem devido a presenga de oxigénio,
luminosidade e calor; esse aumento de estabilidade também leva a um aumento da vida de
prateleira do produto. Ainda, ha uma maior biodisponibilidade de substancias quando se usa
tais sistemas, em especial, com relacdo a flavonoides (NORI et al., 2011; DA CRUZ
ALMEIDA et al., 2017; ANDRADE et al., 2018). Sabe-se que os compostos bioativos, no
geral, tem dificil solubilidade (ANDRADE et al., 2018) e baixos perfis de dissolucdo, o que
dificulta a permeagao pelas membranas dos tecidos corporais (PERMANA et al., 2020).
Ainda, essas formulagdes permitem uma eliminagao mais lenta do organismo, aumentando
a biodisponibilidade dos compostos, e diminuindo sua toxicidade sist€émica ao promover a
entrega localizada dos ativos (DO NASCIMENTO et al., 2019). Por fim, outra estratégia
usada a fim de mascarar as caracteristicas desagradaveis da propolis € a sua associacdo com
ingredientes doces, como mel, flavorizantes e adocantes (IRIGOITIT; YAMUL; NAVARRO,
2021).

Geralmente, tais formulagdes especiais sdo fabricadas com matérias-primas
biocompativeis e biodegradaveis, sendo, portanto seguras para uso humano (GRAS) e nao
prejudiciais ao meio ambiente. Esses biopolimeros também ndo apresentam altos custos a

industria (DO NASCIMENTO et al., 2019).

Alguns trabalhos dessa revisao promoveram estudos que buscavam otimizar a
extracdo dos compostos, comparando pardmetros como temperatura, tempo de extracdo e
concentragdo do solvente. OLDONI et al. (2015) encontraram que, dentre as combinagdes
testadas, a que demonstrou melhor capacidade extrativa e antioxidante foi o processo que
utilizava etanol 80% (etanol:agua), 70 °C e 45 minutos de extracdo (OLDONI et al., 2015).
JACAVALARO (2017) encontrou propor¢ao de 1:30 (entre amostra e solvente) e 25 minutos
de extracdo como a melhor combinacdo de pardmetros (CAVALARO, 2017). DE
OLIVEIRA; ANDOLFATTO (2014) obteve como melhores pardmetros concentracdao de
etanol de 80%, tempo de extragdo de 45 minutos e temperatura de 70 °C (DE OLIVEIRA;
ANDOLFATTO, 2014). BAKKALOGLU; ARICI; KARASU (2021) estudaram os efeitos
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do uso de maceracao dinamica convencional e extragao por ultrassom, obtendo uma melhor
extracdo de compostos fenodlicos e capacidade antioxidante pelo método de ultrassom

(BAKKALOGLU; ARICI; KARASU, 2021).

A literatura sobre o tema ainda traz novas possibilidades para um melhor
aproveitamento da extracdo da propolis. Inicialmente, a parte que € extraida por solventes
possui muitos compostos bioativos. Porém, as sobras dessa extragdo, com componentes que
nao foram solubilizados, geralmente sdo descartadas. Atualmente, estudos demonstram a
possibilidade de usar, também, esses descartes, chamados de “co-produtos”. Sua composi¢ao
¢ rica em ceras, resinas e gomas, com grande potencial de ser usado como agente
estruturante. Ainda, outro potencial uso ¢ servir como matéria-prima para outras
subsequentes extracdes, a fim de esgotar as substancias ativas de interesse industrial. Esse
tipo de pesquisa mostra-se especialmente importante nos dias de hoje, devido ao anseio em
diminuir o desperdicio de alimentos e matérias-primas, além do impacto ambiental (DE

FRANCISCO et al., 2018; IKEDA, 2020).

Os grandes apidrios ja estdo mais acostumados em performar a extragdo mais de uma
vez, aproveitando melhor os descartes. Porém, isso ndo ¢ comum na rotina dos pequenos
produtores (CORREA et al., 2016). Embora seja uma area muito interessante ¢ inovadora,

esses dados nao foram explorados na presente revisao bibliografica.
5.5 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante pode ser definida, de forma simples, como a capacidade
redox em eliminar compostos oxidantes. H4 uma grande quantidade de estudos
comprovando a acdo antioxidante de amostras de propolis — segundo CASTRO et al. (2014),
ela possui a maior atividade dentre todos os produtos da colmeia (CASTRO et al., 2014).
Esse poder se deve, principalmente, a sua composi¢ao quimica rica em compostos bioativos,
como flavonoides e outros compostos fenolicos (KUMAZAWA et al., 2013; PANDOLFO,
2014; CAO et al., 2017).

Isso torna esse produto natural um alvo importante de estudos para novos fairmacos
e produtos cosméticos antienvelhecimento, ja que estudos mostram que a propolis possui
pelo menos dois mecanismos de inibir a formacao de compostos pro-oxidantes: captacao de

radicais livres e redug¢ao de ions metalicos em solugdo (GONCALVES; SANTOS;
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SREBERNICH, 2011; RAMON-SIERRA et al., 2019), como o cobre, um importante
iniciador de processos oxidativos de lipideos de baixa densidade (SULAIMAN et al., 2011).
Ainda, foi descoberto que a propolis consegue interagir com o sistema enzimatico da xantina
oxidase, precavendo a produgdo de radicais superéxido, bem como tem a capacidade de

diminuir o consumo de glutationa (YONAR et al., 2017).

Os compostos fendlicos sdo uma classe de moléculas formados por pelo menos um
anel aromatico com grupos hidroxilas ligados (PANDOLFO, 2014). Isso as torna capazes
de doar elétrons e, assim, estabilizar os radicais livres do meio; podem atuar tanto no inicio
quanto na propagacao das reacdes oxidativas (GONCALVES; SANTOS; SREBERNICH,
2011; BONAMIGO et al., 2017). Além disso, essas substancias podem inibir enzimas, tais
como a xantina oxidase, proteina quinase C, acido ascorbico oxidase, impedindo a producao
de EROs (ADELMAN, 2005; BONAMIGO et al., 2017; CAO et al., 2017), bem como
quelar metais de transicdo (GONCALVES; SANTOS; SREBERNICH, 2011).

Dentre os compostos fendlicos presentes na propolis, podem ser citados como
exemplo 4cidos fenodlicos e seus ésteres (ADELMAN, 2005). As moléculas de rutina e
apigenina, ambos flavonoides comumente encontrados nas resinas, sdo reconhecidas como
antioxidantes naturais (BONAMIGO et al., 2017). Soma-se a esses compostos a galangina

e pinocembrina (WAGH, 2013)

O controle da qualidade da propolis costuma ser feito com base no rendimento da
extracdo, quantidade de compostos fenolicos e analise da atividade antioxidante desse
material natural (KASOTE et al., 2017). Essa atividade tdo importante ¢ um dos principais
fatores para que a propolis tenha, ainda, tantas outras utilidades, como neuro e
hepatoprotecao. Umas das aplicagcdes mais viaveis desse poder antioxidante € no tratamento
de feridas cutaneas. Isso se deve ao fato de que a produ¢do exacerbada de radicais livres
dificulta a cicatrizagdo e cura desses processos inflamatorios (CAO et al., 2017). Uma
revisdo bibliografica conduzida por BARBOSA et al. (2009) concluiu que os estudos
realizados até o momento mostravam boas perspectivas para o uso da propolis nesse ramo,
sendo notado o crescimento da atividade antimicrobiana, anti-inflamatoria, analgésica e de

neoangiogénese nos tecidos (BARBOSA et al., 2009).

Ainda, essa habilidade da propolis pode ser empregada no tratamento de outras
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enfermidades, tais como glaucoma, neuropatias oculares advindas de complicacdo da
diabetes e isquemias cerebrais, ja que todos esses casos sao agravados pelo estresse oxidativo

(LACERDA, 2012).

Existem diversos métodos para a avaliacao da capacidade antioxidante, tanto in vitro
quanto in vivo, ja que as amostras a serem analisadas também diferem muito entre si. Aqueles
in vitro podem ser realizados por meio de ensaios instrumentais, colorimétricos, bioldgicos
e eletroquimicos. Possuem a desvantagem de nao conseguirem levar em consideracao fatores
biologicos, como biodisponibilidade, transporte e absorcdo por tecidos organicos e

estabilidade no organismo (CAVALARO, 2017).

Geralmente, os estudos trazem mais de um método para avaliacdo de uma mesma
amostra, conferindo maior credibilidade aos dados. Quando se observa os resultados obtidos
por diferentes metodologias, nota-se que existem diferencas. Isso se deve ao mecanismo de
reacdo ¢ da natureza das condig¢des nas quais os radicais sao gerados (ANDRADE et al.,
2018). Cada metodologia possui vantagens, desvantagens e limitagdes, com diferentes
mecanismos de reagdo, complexos, solubilidades e compostos. Porém, a maioria delas tem
foco no sequestro de radicais livres (LACERDA, 2012; KASOTE et al., 2017). No geral, as
metodologias possuem um agente oxidante, um substrato e uma forma de se medir o estado
final do meio reacional (DE CARVALHO, 2011). Para a escolha do melhor método de
estudo, deve-se levar em consideracdo a matriz da amostra, sua forma de preparo e a

solubilidade do antioxidante (CALEGARI, 2018).

Esses ensaios podem ser divididos em duas categorias. Sdo chamados de ensaios
indiretos aqueles que estudam a transferéncia de elétrons, apos provocada uma reagao de
oxido-reducdao. Ocorre a mudanca de coloracdo que pode ser percebida por aparelhos
espectrofotométricos, quando a substdncia oxidante reage com a antioxidante. Sao
normalmente usados para analise in vitro, sendo baseados no sequestro de radicais livres
gerados no meio, capacidade de doacdo do 4&tomo de hidrogénio ou de elétrons. Os métodos
diretos, geralmente usados in vivo, estudam a cinética de uma reagao quimica (LACERDA,

2012; PANDOLFO, 2014).

Outra forma de classificagdo dos testes antioxidante ¢ agrupa-los de acordo com o

seu mecanismo de a¢do. Os chamados métodos HAT (Hidrogen Atom Transfer) sao aqueles
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que medem a capacidade antioxidante de uma molécula pela desativagdo ou eliminacao de
radicais livres por meio da doagdo de atomos de hidrogénio. Sao metodologias dependentes
de fatores como tipo de solvente e pH, além de possuirem interferéncias de agentes redutores.
Em grande parte dos casos, o0 ensaio ocorre por meio da competicdo entre o antioxidante e o
substrato pelos radicais livres gerados no meio de reagdo. Tem como vantagem a rapida
finalizacdo (minutos ou segundos), podendo ser estudada a cinética de reacdo

(CAVALARO, 2017; CALEGARI, 2018; VARGAS TAPIA, 2018).

Ja os métodos SET (Single Electron Transfer) realizam seu papel redutor por meio
da doacdo de elétrons, estabilizando as moléculas instaveis oxidantes ou metais. E
considerado uma classe de testes mais lentas e geralmente ¢ expresso como porcentagem de
reducgdo de algum produto. Geralmente, o teste ¢ medido por meio da mudanga de cor quando
ocorre reagdes de oxirreducao, estando essa diretamente relacionada com a quantidade de
antioxidante presente na amostra (CAVALARO, 2017; CALEGARI, 2018; VARGAS
TAPIA, 2018).

Na presente revisao bibliografica, os materiais analisaram a atividade antioxidante
por metodologias in vitro (93,75%), in vivo (5,11%) e 1,14% mesclaram ambas as formas.
29,71% dos materiais utilizaram-se de apenas um teste antioxidante para avaliar as amostras
de propolis, sendo este, geralmente, o DPPH; a grande maioria (70,29%) optou por mais de

uma metodologia de andlise.

incipai : in vitro i u a
Os principais métodos tro escolhidos pelos autores estdo apresentados nos
topicos abaixo, além de estarem representados graficamente na Figura 19. Os dados
referentes a “outras metodologias” incluem técnicas usadas com menor frequéncia, como
Fosfomolibdénio. Ja o topico de “peroxidagao lipidica” faz mengao a outras técnicas de
avaliacdo da atividade antioxidante contra sistemas lipidicos, além do sistema caroteno/acido

linoleico.

Alguns trabalhos obtiveram excelentes resultados para a atividade antioxidante das
amostras de propolis. Inclusive, alguns deles obtiveram resultados semelhantes
(BONAMIGO et al., 2017) ou até mesmo melhores do que os padrdes de referéncia usados,
amplamente reconhecidos como bons antioxidantes, como a quercetina e o BHT (FIANCO,

2014; DE SOUZA et al., 2018; JUG; KONCIC;KOSALEC, 2014; VALENTE et al., 2011;
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CASTRO et al., 2014; SALAS et al., 2016; JANSEN, 2015; DA GRACA MIGUEL et al.,
2014; DUCA et al., 2019; EL SOHAIMI; MASRY, 2014; FALCAO, 2013; MENDEZ-
PFEIFFER et al, 2020, SHUBHARANI; MAHESH; YOGANANDA MURTI, 2019).

Outras metodologias ™ 2,11%
Células mmm 4,47%
Sequestro de EROS e ERNs " 5,26%
Atividade enzimatica ™ 1,84%
Quelagdo de metais ™ 1,05%
Voltametria ™ 1,32%
Alimentos ™ 1,05%
Peroxidacgdo lipidica el 4,21%
B —Caroteno mmm 3,42%
ABTS I 16,84%
CUPRAC mm 1,84%
Reducing power mmmmm 4,21%

FRAP e 11,84%
ORAC mmm 4,74%
DPPH I 35,79%

Figura 19 M¢étodos in vitro utilizados pelos materiais que compdem o acervo da presente

revisdo bibliogréfica.

Os trabalhos que incluiram metodologias in vivo analisaram a atividade enzimatica,
niveis de oxida¢ao de proteinas, peroxidagao lipidica pelo método TBARs (Thiobarbituric
acid reactive substances), producao de EROs, sobrevida celular, além da analise histologica

dos tecidos.

Serdo apresentados a seguir resultados mais detalhados dos trabalhos que
compreendem o acervo dessa revisdo, com enfoque nos valores obtidos para a atividade
antioxidante, bem como a composi¢do quimica. As tabelas foram organizadas de forma a
mostrar a referéncia do material e os valores dos resultados dos respectivos testes. Aqueles
que aparecem unidos ao termo ‘“‘aproximadamente” foram valores retirados de graficos,

cujos numeros especificos ndo foram relatados nos trabalhos.

5.5.1 Eliminacao de radicais DPPH" (1,1-difenil-2-picrilidrazil)
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Incialmente sugerido em 1950 por Blois, ¢ considerado um método indireto e antigo
de avaliagdo da atividade antioxidante, extremamente utilizado, pratico e simples, estavel na
auséncia de luz, e muito sensivel (CAVALARO, 2017; OLIVEIRA, 2015; SALGUEIRO,
2016). E popular quando se deseja avaliar produtos apicolas (GONCALVES; SANTOS;
SREBERNICH, 2011).

O método consiste na andlise da atividade e sequestradora do radical livre 1,1-
difenil-2-picrilidrazil (DPPH") por meio de espectrofotometria, na faixa de absor¢ao maxima
de 515 nm, quando solubilizado com etanol ou metanol (GONCALVES; SANTOS;
SREBERNICH, 2011; PANDOLFO, 2014).

Quando ha um antioxidante no meio, o DPPH sofre uma reag¢do de redugdo (Figura
20), por meio da transferéncia de elétrons ou dtomos de hidrogénio, com a formacao de
difenil-picril-hidrazina, cuja cor mostra-se amarela ou violeta clara. Com isso, ha o
decaimento da absor¢do, monitorada pelo aparelho. O resultado obtido ¢ expresso em
porcentagem de atividade antioxidante (%AA), cuja correspondéncia ¢ feita segundo a
quantidade de DDPH consumida pelo antioxidante (GONCALVES; SANTOS;
SREBERNICH, 2011; CALEGARI, 2018).

_ .
Cl) IL (IDI +AH —— » <|3 NH (IDI +A
A" "o A" "o
0o 0o
DPPH DPPH-H
(violeta, 517 nm) (@amarela)

Figura 20 Reacdo de reducdo do DPPH por uma espécie antioxidante. Fonte: Adaptado de
ARRUDA, 2019.
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E mais indicada para uso quando as amostras sdo soluveis em solventes organicos, ja
que o DPPH fica menos disponivel para reagir quando solubilizado em dgua. Também existe
grande influéncia da luz: segundo Oliveira (2015), ha a diminui¢do de cerca de 30% da
absorbancia na presenca de luz. Efeitos do pH e da presenca de proteinas também devem ser

levados em consideragao (OLIVEIRA, 2015).

Por ser amplamente difundido, o0 método DPPH também sofreu inimeras mudangas
em seu protocolo, bem como adaptacdes. Varios solventes para solubilizagdo do DPPH, bem

como diferentes concentragdes iniciais desse tem sido relatadas (OLIVEIRA, 2015).

Dentre as desvantagens desse protocolo, pode-se citar o fato de que o DPPH nao
reage com acidos aromaticos que possuem uma Unica hidroxila ou com flavonoides que, em
seu anel B, também nao possuam um grupo —OH (PANDOLFO, 2014). Porém, ¢ vantajoso
quando se compara com o método ABTS, pois o radical esta disponivel comercialmente e
pode ser obtido por simples dilui¢des, sem a necessidade de ser gerado antes do experimento
por reagdes quimicas (DE OLIVEIRA; ANDOLFATTO, 2014; DE FRANCISCO et al.,
2018).

Uma das formas de demonstrar o resultado obtido por esse método ¢ através do
chamado Clso (Concentracao Inibitéria Média), que corresponde a quantidade de amostra
necessaria para reduzir 50% do DPPH inicial (GONCALVES; SANTOS; SREBERNICH,
2011; FIANCO, 2014; OLIVEIRA, 2015). A avaliagdo final pode ser interpretada
considerando que quanto maior o consumo de DPPH, maior a atividade antioxidante da
amostra. Outra forma de se expressar a capacidade antioxidante de uma amostra € por meio
do calculo da porcentagem de inibi¢ao, dada segundo a férmula abaixo (GONCALVES;
SANTOS; SREBERNICH, 2011):

% atividade antioxidante = [(absorbancia do controle — absorbancia da amostra)/

absorbancia do controle]*100%

Ainda, os resultados podem ser expressos, por alguns autores, na forma de indice de
atividade antioxidante (AAI), uma escala que classifica a acdo dos compostos em fraca
(AAI<0,50), moderada (AAI entre 0,50 e 1,00), forte (AAI entre 1,00 e 2,00) e muito forte
(AAI>2,00) (HABERMANN et al., 2016).
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Por fim, essa metodologia ainda pode ser realizada de forma mais simples, em placa
de silica. Nesse caso, ha a aplicagdo da amostra na placa, seguido pelo borrifo de uma
solugdo de DPPH em metanol. Caso haja a mudanc¢a de coloragdo de roxo para amarelo,
considera-se que o resultado foi positivo, demonstrando potencial antioxidante da amostra

analisada (LABYAD et al., 2016).

A capacidade antioxidante de uma amostra pode variar de acordo com a sua origem
— especialmente no caso da propolis -, concentracdo e método de avaliacdo. Abaixo, na
Tabela 03, podem ser visualizados os valores obtidos do acervo de trabalhos escolhidos. Em
termos gerais, as amostras de propolis apresentaram notavel poder antioxidante; muitas
vezes, seus valores de Clso aproximaram-se ou até mesmo foram melhores do que os padrdes
antioxidantes escolhidos, como o 4acido ascoérbico, que ja possui reconhecida poténcia nesses

testes (CASTRO et al., 2014; FALCAO, 2013; JANSEN, 2015).

Quanto as substancias quimicas que podem explicar a agao antioxidante da propolis,

podem ser citados os acidos anacardicos, cardols e cardanols (SANPA et al., 2017).

Tabela 03 Resultados do teste de elimina¢do dos radicais DPPH de extratos de propolis de abelha Apis

mellifera, obtidos dos materiais escolhidos para essa revisao bibliografica.

Referéncia Porcentagem de Inibicio (%) Resultados

AGUIAR, 2015 97,20% (0,10 mg/mL) e 99,80%

(1,00 mg/mL)

Clso: 24,20 pg/mL

ALNAGGAR efal., 2016 64,64 — 88,15% (25,00 pg/mL); -
81,93 — 92,10% (50,00 pg/mL);

91,19 —93,72% (100,00 pg/mL)

ALVES, 2018 EEP: 88,37% -

Microcapsulas: 73,41 — 86,93%

ANDRADE et al., 2017 -

4431,00 — 4663,80 pg de Trolox/g

ANDRADE et al., 2018 82,00 — 89,00%

22843,03- 24685,82 umol de Trolox/g

ARANGUENA SALAZAR, -
2019

642,99 — 828,55 pg de Trolox/g

ARAUJO et al., 2020 -

Clso: 100,18 pg/mL

ARSLAN et al., 2021 94,60% e 94,90%
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ARRUDA, 2019

78,50 - 81,5% (na concentracao

de 80,00 pg/mL)

Clso: 3,10 - 51,03 pg/mL

AUGUSTO-OBARA et al.,
2019

682,80 — 781,20 umol de Trolox/g

BAKKALOGLU; ARICI;
KARASU, 2021

0,48 — 835,34 mg de Trolox/g

BEJI-SRAIRI et al., 2020

Cls0: 20,10 — 43,00 pg/mL

BHARGAVA et al., 2014

59,30 e 81,40 g/mL (nas concentragdes
de 5,00 e 10,00%)

BHUYAN et al., 2021

4,85 - 75,02% (nas concentragdes

de 6,25 a 100,00 pg/mL)

Clso: 52,63 - >100,00 pg/mL

BONAMIGO et al., 2017

94,60% (na concentragdo de

300,00 pg/mL)

Clso: 49,80 pg/mL

BOUFADI et al., 2014

Clso: 19,40 - >50,00 pg/mL

CABRAL et al., 2012

Tipo 06: 21,70%
Tipo 12: 53,00%

CALEGARI, 2018

136,00 — 267,00 pmol de Trolox/g

CAOetal., 2017

Clso: 47,71 pg/mL

CASTRO et al., 2014

Aproximadamente CI50: 5,00 — 12,00
pg/mL

CAVALARO; FABRICIO;
VIEIRA, 2020

18652,90 umol de Trolox/g

CECERE et al., 2021

Clso: 158,15 pg/mL

CEYLAN; HALIME, 2020

Clso: 3,94 — 26,33 mg/mL

COELHO, 2013

Clso: 20,00 - 110,00 pg/mL

COELHO et al., 2017

Clso: 10,00 — 110,00 pg/mL

CORREA et al., 2016

Clso: 7,81 € 37,01 pg/mL (algumas

amostras nio foram ativas)

COTTICA et al., 2011

Clso: 47,00 - 160,00 pg/mL

CRUZ, 2011 - 50,46 mg EAG/g
DA CRUZ ALMEIDA et EEP: 16,52 — 98,06% (nas Clso EEP: 6,95 € 4,78 ug/mL
al., 2017 concentragdes de 2,50 — 50,00 Clso Microcapsulas: 8,89 — 23,36

pg/mL)

Microcépsulas: 5,89 — 87,86%

(nas concentragdes de 2,50 —

50,00 pg/mL)

png/mL
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DA GRACA MIGUEL et
al., 2014

Clso: 8,00 — 1813,00 mg/mL

DARABAN et al., 2019

Clso: 1,30 - 3,70 pL

DA SILVA et al., 2013

24,00 — 52,00% (500 e 600 ppm);
62,00 — 81,00% (2000 ppm);
84,00 — 89,00% (5000 ppm)

DA SILVA et al., 2018

11,68 — 275,20 pmol de Trolox/g

DE ALMEIDA, 2017

EEP: 74,01 — 96,72%
Microcapsulas: 53,88 — 92,56%

DE FRANCISCO et al.,
2018

Clsp: 913,18 pg/mL

DE LIMA et al., 2019*

Clso: 25,00 pg/mL

DE LIMA et al., 2019b

Cls0: 9,35 pg/mL

DE MENDONCA, 2014

10,91% (50,00 pg/mL); 13,33%
(100,00 pg/mL); 22,10% (150,00
pg/mL);

31,82% (200,00 pg/mL);
40,46% (250,00 pg/mL)

Clso: 372,44 pg/mL

DE OLIVEIRA;
ANDOLFATTO, 2014

34,65 - 57,68%

3,16 - 8,75 pmol de Trolox/g

DE SOUZA et al., 2018

Clso: 3,74 pg/mL

DEVEQUI-NUNES ef al.,
2018

Clso EEP: 89,90 — 159,74 pg/mL
ClIso Supercritico: 141,81 — 371,12
pg/mL

DING et al., 2021

Aproximadamente 80,00 —
95,00% (na concentragdo de 5,00
mg/mL)

DO NASCIMENTO et al., EEP: 98,00% -
2016 Nanoparticulas: 76,22 — 81,40%

DO NASCIMENTO et al., EEP: 91,07% -
2019 Microcapsulas: 90,60%

DUCA et al., 2019

84,71 — 92,57 % (10,00 mg/mL);
79,57 — 92,50% (5,00 mg/mL);
72,63 — 92,63% (3,00 mg/mL);
67,58 — 90,66% (1,50 mg/mL);
13,58 — 82,52% (0,50 mg/mL);
7,89 — 78,16% (0,30 mg/mL);

Clso: 70,00 — 932,00 pg/mL

EL MENILY et al., 2021

Clso: 21,00 — 1308,00 pg/mL

EL SOHAIMI; MASRY,
2014

8,98 — 99,20% (nas concentragdes
de 5,00 a 200,00 pg/mL)

Clso: 73,49 ¢ 81,67 pg/mL
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EZZAT et al., 2019

12,93 — 91,42% (nas
concentragdes de 10,00 — 1280,00
pg/mL)

Cls0: 49,70 pg/mL

FALCAO, 2013 (1)

Clso: 8,00- 93,00 pg/mL

FANGIO et al., 2019

566,00 — 1477,00 umol de Trolox/g

FARIAS AZEVEDO et al.,
2018

EEP: 79,10 — 95,70% (2,50 —
80,00 pg/mL);
Nanoparticulas: 58,90 — 100,00%
(2,50 — 80,00 pug/mL)

FERREIRA, 2015

4,46 — 17,95% (15,00 pg/mL);
6,85 — 29,66% (30,00 pg/mL);
8,23 — 40,77% (45,00 pg/mL);
9,66 — 52,18% (60,00 pg/mL)

FERREIRA, 2017

Aproximadamente 120,00 — 310,00
pumol de equivalentes de acido

ascorbico/g

FERREIRA, 2019

Clso: 56,20 € 72,90 pg/mL

FERREIRA et al., 2017

Clso: 56,20 € 72,90 pg/mL

FIANCO, 2014

Clso Propolis verde: 0,05 — 0,09 g de
extrato/ g de DPPH verde)
ClIso Propolis vermelha: 0,08 - 0,10 g
de extrato/ g de DPPH

GALEOTTI et al., 2017

Aproximadamente 28,00 - 57,00 ug de

Trolox

GONCALVES; SANTOS;
SREBERNICH, 2011

60,93% (na concentragdo de

0,10%)

505,14 mg/L ou 38,13 g de amostra/g
de DPPH

GUO et al., 2011

AAI: 0,28 - 3,29

HAMES-KOCABAS et al.,
2013

Clso: 4,95 — 37,09 pg/mL

IKEDA, 2020

EEP: 0,15 pmol de Trolox/mg

Oleo essencial: Sem capacidade

IRIGOITI; YAMUL;
NAVARRO, 2021

Aproximadamente 0,75 — 2,00 pg de
Trolox/g

JANSEN, 2015

4,55 - 38,32% (25,00 pg/mL);
13,33 - 90,66% (125,00 pg/mL);
36,06 - 91,35% (250,00 pg/mL)

Clso: 50,35 - 108,69 pg/mL (algumas

amostras nao atingiram o Clso)

JIANG et al., 2020

Clso: 71,19 — 432,08 ng/mL

JUG; KONCIC;
KOSALEC, 2014

Clso: 29,00 -114,40 pg/mL

KASOTE et al., 2017

0,29 — 0,38 mmol de Trolox/mg
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KUMAR et al., 2011

ClIso: 75,00 pg/mL

KUMAZAWA et al., 2013

23,00 — 85,70%

KUMUL et al., 2020

4,13 -67,32%

KUNRATH et al., 2017

Clso EEP: 89,94 g de propolis/g de
DPPH
Clso Extrato seco: 5,86 g de propolis/g
de DPPH

KUREK-GORECKA et al.,
2012

Clso: 256,86 € 268,60 mg

LABYAD et al., 2016

Metodologia em placa: positivo

LACERDA, 2012

4,50 — 148,10 umol de Trolox/g

LUIS-VILLAROYA et al.,
2015

Clso: 55,00 pg /mL

MACHADO et al., 2016

Clso EEP: 31,80 — 273,46
ClIso Supercritico: 85,34 — 373,53

MARCUSSI;
GUTIERREZ-
GONCALVES, 2013

Clso: 14,83 - 56,29 pg/mL

MASEK et al., 2019

Aproximadamente 20,00 —
85,00% (nas concentracdes de

0,50 — 3,00 mg/mL)

MELLO; HUBINGER,
2012

Aproximadamente
EEP: 52,00 — 88,00%
EAP: 25,00 — 45,00%

MENDEZ-PFEIFFER et al,
2020

Clso: 58,80 — 98,70 pg/mL

MIGUEL et al., 2014

Inverno: 35,76 — 92,28%
Primavera: 38,16 — 91,55%

MOHDALY et al., 2015

28,50% (5,00 pg/mL) € 85,00%
(25,00 pg/mL)

MOLNAR et al., 2017

64,10 — 214,20 mg de equivalentes de

acido ascorbico/g

MONCAYO LUJAN et al.,
2018

11,40 - 12,39%

NAIK; VAIDYA, 2011

17,10 — 81,09 (nas concentragdes

de 0,10 — 2,00 mg/mL)

ClIso: 320,00 pg/mL

NINA et al., 2015

Clso: 10,29 — 91,84 pg/mL (algumas

amostras foram inativas)

NINA et al., 2016

Clso: 4,54 — 58,71 pg/mL
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NORI et al., 2011

15,97 € 21,65% (600,00 ppm);
53,37 € 56,40% (1500,00 ppm);
84,10 e 84,94% (3000,00 ppm)

OLDONI et al., 2015

31,60 — 87,50 pg de Trolox/g

OZDAL et al., 2018

391,73 mg de Trolox/g

OZDAL et al., 2019

13,71- 63,33 mg de Trolox/g

PAZIN et al., 2017

Clso (absorbancia optica): 32,4 ug/mL
Clso (ressonancia de spin eletronico):

9,50 pg/mL

PEIXOTO et al., 2021

Clso: 11,80 — 13,70 pg/mL

PERMANA et al., 2020

Clso: 43,29 — 863,44 pg/mL

PRASNIEWSKI, 2015

11,68 — 175,77 pmol de Trolox/g

QUINTINO et al., 2020

Clso: 23,48 pg/mL

RAMNATH;
VENKATARAMEGOWD
A, 2016

Clso: 333,48 — 600,88 pg/mL

RIGHI et al., 2011

30,62% (8,00 pg/mg); 32,75%
(12,50 pg/mg); 39,12% (25,00
pg/mg);

RISTIVOJEVIC et al., 2018

26,49 — 65,64%

RISTIVOJEVIC et al., 2020

40,51 € 53,21%

RIVERA-YANEZ et al.,
2018

Clso: 15,75 pg/mL

ROCHA et al., 2013

Clso: 33,36 € 56,71 pg/mL

RODRIGUEZ et al., 2012

65,10 — 190,40 pmol de Trolox/g

RODRIGUEZ PEREZ et
al., 2020

Clso: 26,00 — 950,40 pg/mL

SALGUEIRO, 2016

Clso EEP: 30,65 — 56,71 ng/mL
Clso EMP: 6,93 — 23,69 pg/mL
Clso Soxhlet: 15,10 — 72,44 pg/mL

SALGUEIRO; CASTRO,
2016

Clso: 30,65 — 56,71 pg/mL

SANCHEZ et al., 2020

11,50 - 72,30%

SANPA et al., 2017

Clso: 19,90 - 67,20 ng/mL

SARAL et al., 2019

Clso: 20,00 — 130,00 pg/mL

SCHMIDT et al., 2014a

Clso: 17,13 — 83,60 pg/mL

SCHMIDT et al., 2014b

Clso: 29,00 — 87,83 mg/L
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SHAHBAZ et al., 2021

EAP: 44,73%
EEP: 61,26 - 73,18 %
EMP: 59,01 — 70,06%

SHEHATA et al., 2020

Aproximadamente 28,00 —
90,00% (na concentragdo de 1,00
mg/mL)

SHUBHARANI;
MAHESH; YOGANANDA
MURTI, 2019

Clso: 78,90 — 358,20 pg/mL

SILVA etal., 2018

92,40% (250,00 pg/mL); 22,10%
(5,00 pg/mL);
DPPH em placa: positivo

Clso: 3,97 pg/mL

SIME et al., 2015

48,60 — 87,80%

247,00 — 455,00 mg de equivalente de

acido ascorbico/g

SOUSA et al., 2019

Clso: 11,46 — 77,30 pg/mL

SULAIMAN et al., 2011

20,00 — 63,30% (1,00 pg/mL);
26,60 — 76,60% (10,00 pg/mL);
40,00 — 83,30% (100,00 pg/mL)

SUN et al., 2015

Clso EAP: 13798,00 pg/mL
Clso EEP: 633,00 — 7129,00 pg/mL

SVECNJAK et al., 2020

2,60 — 81,60 mg EAG/g

TIVERON, 2015

4,47 — 148,06 pmol de Trolox/g

TIVERON et al., 2016

0,01 — 0,38 mg Trolox/g

TORETI, 2011

20,59 — 72,84%

1628,00 — 126164,06 pmol de Trolox/g

TOUZANI et al., 2018

Clso: 19,00 — 1190,00 pg/mL

VARGAS-SANCHEZ et

28,70 — 69,10% (nas

al., 2019 concentragdes de 12,50 — 500,00
pg/mL)
VARGAS-SANCHEZ; 83,20 - 85,10% (na concentragdo -
TORRESCANO- de 250,00 pg/mL)
URRUTIA; SANCHEZ
ESCALANTE, 2020
VENEGAS et al., 2016 Clso: 14,28 — 43,08 pg/mL
WALI et al., 2016 - Clso: 76,15 102,17 pg/mL
WANG et al., 2016 - Clso: 43,40 — 269,00 pg/mL
WIWEKOWATI et al., - Clso: 35,60 pg/mL
2017
XAVIER et al., 2017 14,80 ¢ 44,70% Clso: 33,10 € 78,50 pg/mL
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YUAN et al., 2020 - Clso: 34,61 € 47,28 ng/mL
YURTERI, 2015 96,00% (na concentragdo de Cls0: 4101,00 pg/mL
10,00 mg/mL)

ZEITOUN et al., 2019 - Clso: 122,80 pg/mL
ZHANG et al., 2015 - Clso: 32,35 pg/mL
ZHANG et al., 2016 - Clso: 19,55 — 43,85 pg/mL

Z1Z1C et al., 2013 - Clso: 55,45 — 118,46 pg/mL

5.5.2 ORAC (Oxigen Radical Absorbance Capacity)

O Indice ORAC (Oxigen Radical Absorbance Capacity), ou avaliagio da atividade
antioxidante por absor¢ao do radical oxigénio, ¢ realizado, in vitro, para medir a capacidade
antioxidante de um composto ou seu poder em sequestrar o radical peréxido, por meio da
transferéncia de um atomo de hidrogénio (DE MORAIS et al., 2021). Tem como base a
quantificagdo do decaimento de fluorescéncia (PANDOLFO, 2014), que ocorre uma vez a
cada minuto, durante 35 minutos. Como essa metodologia possui valores especificos de
temperatura e pH, necessita-se de um controle rigoroso de tais pardmetros (CAVALARO,

2017).

Para a obtencao dos radicais peroxido com reagdo com o oxigénio atmosférico, usa-se,
comumente, a dicloridrato de 2,2’-Azobis (2-amidinopropano) (AAPH), sendo este um
indutor da oxidag¢do (Figura 21) (CAVALARO, 2017). O indicador de fluorescéncia sdo as
proteinas B-ficoeritrina (B-PE) e R-ficoeritrina (RPE), que formam um complexo nado
fluorescente desnaturado em ambientes oxidativo — a primeira estd gradativamente deixando
de ser usada, por sua alta fotossensibilidade e resultados inconsistentes, sendo trocada pela

fluoresceina (LACERDA, 2012).

Essa medida pode ser feita com leitura em espectrofotdmetro — 575 nm para a B-PE e
578 nm para a RPE. Como padrao antioxidante, pode ser utilizado o Trolox (4cido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetramethilchroman-2-carboxilico). Este composto ¢ um andlogo da vitamina E,

soluvel em agua (CAO et al., 2017).
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Figura 21 Reacdo do radical AAPH no teste ORAC. Fonte: Adaptado de SALGUEIRO, 2016.

Os resultados sdo obtidos pela quantificagao da capacidade antioxidante e protetora
dos compostos, por meio da subtragdo do branco com as amostras e, geralmente, sao
expressos como “ORAC” (ALVES et al., 2010). Uma unidade de ORAC obtida pelo
composto testado equivale a protecdo que 1 uM de Trolox consegue ter. Como na maioria
das medigdes espectrofotométricas, € necessario que se realize uma curva de calibracdo com
diferentes concentragdes de Trolox. Na literatura, podem ser encontradas comparagdes da
atividade do Trolox com &cido ascorbico, f-caroteno e acido urico (CAO et al., 2017;

CAVALARO, 2017).

E importante lembrar que o teste ORAC é valido para sistemas biolégicos, ja que utiliza
a medicao do radical peroxil, um dos mais presentes nos organismos (SILVA, 2015). Outra
vantagem ¢ seu amplo uso na analise do potencial antioxidante de produtos naturais, como
a propolis, devido a sua competéncia em detectar antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos (DE
MORALIS et al., 2021).

Dentre os trabalhos escolhidos, os resultados de CASTRO ef al. (2014) demonstram
variagdes entre os componentes ¢ a capacidade antioxidante das amostras, embora todas
tenham sido coletadas na mesma cidade. Isso reforca a ideia de que a propolis tem atividades
e composicao quimica extremamente variada, com alta dependéncia de fatores externos e da
genética da colmeia (CASTRO et al., 2014).

Os demais resultados do teste ORAC advindos dos materiais dessa revisdo estdo

apresentados na Tabela 04.
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Tabela 04 Resultados do teste ORAC dos exratos de propolis de Apis millfera obtidos dos materiais escolhidos

para essa revisdo bibliografica.

Referéncia

Resultado

ANDRADE et al., 2017

5343,84 — 6734,87 pmol de Trolox/g

ANDRADE et al., 2018

4332,73 - 6261,96 umol de Trolox/g

CASTRO et al., 2014

8,90 — 33,10 umol de equivalentes de acido cafeico/mg

CAVALARO, 2017 (1)

2210,20 — 3524,00 umol de Trolox/g

CAVALARO, 2017 (2)

21,30 — 13244,50 pmol de Trolox/g

CORREA et al., 2016

1352,16 — 5769,72 umol de Trolox/g (algumas amostras ndo foram

ativas)

DA GRACA MIGUEL et al.,
2014

1106,42 —2012,15 pmol de Trolox/g (alguns ndo atingiram o Clso)

DE MORAIS et al., 2021

4339,61 pmol de Trolox/g

LACERDA, 2012

0,18 - 1,25 pmol de Trolox/g

PANDOLFO, 2014

150,00 —4520,00 pmol de Trolox/g

RODRIGUEZ et al., 2012

475,00 —2211,90 pmol de Trolox/g

SILVA et al., 2011

1800,00 — 9000,00 pmol de Trolox/g

SUN et al., 2015

EAP: 138,50 pmol de Trolox/g
EEP: 918,00 —27595,40 umol de Trolox/g

TIVERON, 2015

500,00 — 1950,00 umol de Trolox/g

TIVERON et al, 2016

500,00 — 1950,00 umol de Trolox/g

VARGAS TAPIA, 2018

Aproximadamente 50,00 — 267,48 umol de Trolox/mL

ZHANG et al., 2015

9250,00 pmol de Trolox/g

ZHANG et al., 2016

5600,00 — 9250,00 pmol de Trolox/g

5.5.3 FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Esse teste colorimétrico, com mecanismo SET, chamado de ensaio antioxidante de

determinagdo do poder de redugdo do ion ferro, possui como vantagem a possibilidade de

uso de amostras complexas, fluidos biologicos e substancias puras em solugdes aquosas

(RUFINO et al., 2006; CASTRO et al., 2014), além de ser relativamente simples, com facil

padronizagdo. Porém, deve-se lembrar que esse teste demanda tempo para a completa reagao

com alguns compostos antioxidantes (GUO et al., 2003).

Essa metodologia tem como base a mudanga de cor que ocorre quando o ion férrico

(Fe3™), presente no complexo 2,4,6-tripiridil-S-triazina (TPTZ), é reduzido, em meio 4cido,
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para o ion ferroso (Fe*"), adquirindo uma coloragdo azul-escuro que pode ser percebida por
espectrofotometro em 565 nm (Figura 22) (OLDONI ez al., 2015; DE MORAIS et al., 2021).
A intensidade da amostra estd diretamente relacionada com o poder antioxidante medido

(URREA-VICTORIA et al., 2016).
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Cor: azul-clara Cor: azul-escura

Figura 22 Reacdo quimica demonstrando a formacdo de Fe?" (forma ferrosa) devido a

reducdo de Fe' (forma férrica) presente no complexo com TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina).

Fonte: Adaptado de RUFINO et al., 2006.

Com relagdo as desvantagens do método, pode-se citar que o ion Fe*" possui baixo
potencial redox (abaixo a 0,70 V), ou seja, pode ser reduzido por uma grande gama de
substancias, inclusive aquelas que ndo necessariamente apresentam atividade antioxidante.
Por conta desse quadro, os resultados podem ser superestimados. Ainda, deve-se lembrar
que nem todas as substancias conseguem reagir com o ferro no tempo geralmente proposto

do ensaio (10 minutos), como o &cido cafeico e o acido ferulico (SALGUEIRO, 2016).

Sabe-se que os compostos fendlicos sdo a classe de compostos com a maior atividade
biologica da propolis, principalmente no quesito da atividade antioxidante. No que tange a
metodologia FRAP, o mesmo se aplica. Essas moléculas tém grande poder de reducgao dos
ions de ferro, devido a sua capacidade de doar elétrons. Sabe-se que as amostras que possuem

maiores quantidades desses compostos sdo aquelas que obtém os melhores resultados nessa
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metodologia (JANSEN, 2015).

Os resultados dos trabalhos lidos estdo apresentados na Tabela 05. Novamente, na
maioria dos casos, as amostras de propolis tiveram desempenho parecido ou melhor que os

antioxidantes puros comerciais.

Tabela 05 Resultados do teste FRAP dos extratos de propolis de abelha Apis mellifera obtidos dos materiais

escolhidos para essa revisdo bibliografica.

Referéncia Resultado
ABUBAKER; FAGEER, 2017 3790,00 e 36530,00 pmol de equivalentes de citamina C/mL
ALVES, 2018 EEP: 815,75 pmol de Trolox/g

Microcapsulas: 34,14 — 139,31 pmol de Trolox/g

ANDRADE et al., 2017

471,51 — 633,18 umol de Trolox/g

ANDRADE et al., 2018

144,87 —396,09 umol de Trolox/g

ARSLAN et al., 2021

3813,20 € 4017,70 umol de FeSO4/g

BEJI-SRAIRI et al., 2020

Clso: 375,00 — 780,00 pg/mL

BHARGAVA et al., 2014

1,97 e 3,75 mg/mL (nas concentracdes de 5,00 e 10,00%)

CALEGARI, 2018

1571,00 — 1830,00 umol de Fe'/g

CALEGARI et al., 2017

2013: 89,70 — 286,70 pmol Fe*'/ g
2015: 638,1 — 1041,0 pmol Fe*'/ g

CASTRO et al., 2014

1700,00 — 3200,00 umol de equivalente de 4cido cafeico/g

CAVALARO; FABRICIO;
VIEIRA, 2020

36231,00 umol de FeSOu4/g

COTTICA et al., 2011

528,00 - 1365,00 umol Fe?'/g

DARABAN et al., 2019

51,96 — 93,79 umol de Trolox/mL

DA SILVA et al., 2018

66,74 — 1164,00 pumol de FeSO4/g

DE FRANCISCO et al., 2018

1536,40 pmol de FeSOu4/g

DE MORAIS et al., 2021

1472,86 pmol de Fe?'/g

DE OLIVEIRA;
ANDOLFATTO, 2014

60,67 umol de Fe?'/g

DING et al., 2021

126,00 — 290,34 pmol de FeSO4/g

ERTURK et al., 2016 361956,00 mmol FRAP
FERREIRA, 2017 Aproximadamente 200,00 — 1200,00 umol de Fe*'/g
GOKDUMAN, 2019 247,64 mg de Trolox/g

IKEDA, 2020

EEP: 1386,14 pmol de Fe*'/mg
Oleo essencial: 183,98 pmol de Fe?*/mg

JANSEN, 2015

750,00 — 4670,00 umol de Fe*'/g
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KASOTE et al., 2017

130000,00 — 7340000,0 pmol de Trolox/g

KIZILTAS; ERKAN, 2020

1,54— 5,98 umol de Trolox/g

KUNRATH et al., 2017

EEP: 50,98 umol de FeSO4/g
Extrato seco: 543,40 umol de FeSO./g

MASEK et al., 2019

Aproximadamente 0,75 — 2,50 (diferenga de absorbancia)

MELLO; HUBINGER, 2012

EEP: 219,04 — 2078,57 pmol de FeSO4
EAP: 180,95 — 1308,09 umol de FeSO4

NINA et al., 2015

667,43 — 1754,03 pmol de Trolox/g (algumas amostras foram inativas)

NINA et al., 2016

246260,00 — 905950,00 umol de Trolox/kg (algumas amostras foram

inativas)
OLDONI et al., 2015 259,30 pmol de Fe*'/g
OZDAL et al., 2018 156,59 mg de Trolox/g

PRASNIEWSKI, 2015

66,74 — 837,17 umol de Fe*'/g

RODRIGUEZ et al., 2012

112,10 — 321,30 pmol de equivalentes de acido ascorbico/g

SALGUEIRO, 2016

EEP: 2607,90 — 6088,50 mmol de Fe?'/g
EMP: 4137,90 — 14147,20 mmol de Fe?'/g
Soxhlet: 2606,20 — 4907,90 mmol de Fe?'/g

SALGUEIRO; CASTRO, 2016

2607,90 — 6088,50 mmol de Fe?'/g

SANCHEZ et al., 2020

1,00 — 7,20 mg de Fe?'/g

SARAL et al., 2019

166,91- 1600,25 pmol de FeSO,4 .7TH20/g

SHUBHARANI; MAHESH;
YOGANANDA MURTI, 2019

Cls0: 2,86 — 5,71 pg/mL

SOUSA et al., 2019

2075,50 — 3472,00 mmol de Fe?'/g

SUN et al., 2015

EAP: 20,00 umol de Trolox/mg
EEP: 16,00 — 233,00 pmol de Trolox/mg

SVECNJAK et al., 2020

100,00 — 800,00 pmol de Fe*/g

TOUZANI et al., 2018

Clso: 39,00 — 1080,00 pg/mL

VARGAS TAPIA, 2018

Aproximadamente 18,00 - 49,30 umol de Fe?*/mL

XAVIER et al., 2017

42,00 e 157,60 mg de Trolox/g

5.5.4 Reducing Power (RP)

De forma semelhante ao método FRAP, o teste chamado de “reducing power”, ou

“poder redutor” (RP), também explora a capacidade de reducdo dos ions de ferro, por meio

da doagdo de elétrons (FALCAO, 2013). Na presenca de um antioxidante, ha a formagao do

ferrocianeto de potassio (Fe"), por meio da reagdo com o ferricianeto de potassio (Fe3*). O

ferrocianeto de potassio reage, entdo, como o cloreto férrico, dando origem a um complexo
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que pode ser mensurado em 700 nm (SINGHAL et al., 2011). O aumento na absorbancia
reflete uma melhor capacidade antioxidante da amostra (MOUHOUBI-TAFININE;
OUCHEMOUKH; TAMENDJARLI, 2016).

Os resultados dessa metodologia encontrados nos trabalhos da presente revisao

bibliografica estdo apresentado abaixo, na Tabela 06.

Tabela 06 Resultados do teste RP dos extratos de propolis de abelha Apis mellifera obtidos dos materiais

escolhidos para essa revisdo bibliografica.

Referéncia

Resultado

CAOetal., 2017

1,73 mmol de Trolox/g

COELHO, 2013

0,07 — 0,99 g de equivalentes de acido cafeico: galangina:

pinocembrina (1:1:1)/g

COELHO et al., 2017

0,09 — 0,68 g de equivalentes de acido cafeico: galangina;

pinocembrina (1:1:1)/g

DA GRACA MIGUEL et al.,
2014

Aproximadamente, houve um acréscimo de absorbancia (0,25 — 2,60)

na concentragdo de 1,00 mg/mL

DING et al., 2021

Aproximadamente 0,12 — 0,35 (na concentrag@o de 5,00 mg/mL)

EL MENIIY et al., 2021

Clso: 42,00 — 1512,00 pg/mL

FALCAO, 2013 (1)

110,00 — 757,00 mg de equivalentes de acido cafeico: galangina:
pinocembrina (1:1:1)//g

GUO et al., 2011

1,20 — 3,47 (valor de K: aumento da absorbancia)

MOUHOUBI-TAFININE;
OUCHEMOUKH;
TAMENDJARI, 2016

Aproximadamente 1,00 — 25,00 mg EAG/g

ROCHA et al., 2013

Clso: 270,00 e 282,00 pg/mL

SHEHATA et al., 2020

Aproximadamente 0,20 — 0,90 (na concentrag@o de 1,00 mg/mL)

VARGAS-SANCHEZ et al.,
2019

0,07 — 0,56% (nas concentragdes de 12,50 — 500,00 pg/mL)

VARGAS-SANCHEZ;
TORRESCANO-URRUTIA;

SANCHEZ ESCALANTE, 2020

>50,00% de inibi¢ao (nas concentragdes de 125,00 e 250,00 pg/mL)

WALl et al., 2016

Absorbancia aproximada de 1,00 a 1,80 (na concentragao de 150,00

pg/mL)

ZHANG et al., 2015

2,08 mmol de Trolox/g

ZHANG et al., 2016

1,53 — 2,70 mmol de Trolox/g
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5.5.5 CUPRAC (Cupric Ion Reducing Antioxidant Capacity)

O método CUPRAC baseia-se na mensuracdo das capacidades redutoras das
substancias, por meio da reducio dos ions cobre (OZKOK et al., 2021). O reagente oxidante
utilizado € o cétion de cobre (2+) bis-neocuproina, um agente de transferéncia eletronica. Na
presenca de substancias antioxidante, em pH 7 e temperatura ambiente, hd a formagao do
cromoforo reduzido CUPRAC, o cation de cobre (1+) bis-neocuproina, que forma um
quelato de cor alaranjado, detectado em 450 nm (Figura 23). Os protons liberados para o
meio durante a reagio sdo capturados pelo tampdo, mantendo o pH constante (OZYUREK

etal., 2011).

Antioxidante

Figura 23 Reacdo de reducao do reagente de cobre (2+) na presenga de um antioxidante,

formando o quelato de cobre (1+), de coloragdo alaranjada. Fonte: Adaptado de OZYUREK et al.,
2011.

E considerado barato, rapido (30 minutos), simples e versatil, capaz de analisar uma
grande gama de compostos, tais como polifendis, flavonoides, vitaminas e antioxidantes
sintéticos. Os resultados geralmente sdo expressos em equivalentes de Trolox (OZYUREK
etal.,2011).

Quando comparado a outros métodos, observa-se que o CUPRAC apresenta maiores
valores de capacidade antioxidante, devido, principalmente, a diferenca de solubilidade entre
os solventes usados nos testes. Além disso, quando comparado ao FRAP, o cobre possui uma
cinética de reacao mais rapida. Com relagdo ao ABTS e DPPH, o CUPRAC conta com

reagentes mais acessiveis e estaveis (OZDAL et al., 2018).
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Os valores obtidos para o teste CUPRAC dos trabalhos dessa revisao estao expostos

na Tabela 07.

Tabela 07 Resultados do teste CUPRAC dos extratos de propolis de Apis mellifera obtidos dos materiais

escolhidos para essa revisdo bibliografica.

Referéncia Resultado

BHUYAN et al., 2021 Porcentagem de inibigao: 21,91 - 95,60% (nas concentragdes de 4,19
- 268,30 pg/mL)
CI50: 4,84 - 14,21 pg/mL

DARABAN et al., 2019 123,78 — 357,21 pmol de Trolox/mL
MASEK et al., 2019 Aproximadamente 0,40 -1,8 (diferenga de absorbancia)
OZDAL et al., 2018 1184,94 mg de Trolox/g
OZDAL et al., 2019 24,62 — 85,80 mg de Trolox/g
OZKOK et al., 2021 95,35 — 710,43 mg de Trolox/g
SARAL etal., 2019 270,00 — 400,00 umol de Trolox/g

5.5.6 ABTS (Jacido 2,29-azinobis- (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)])

Esse ensaio ¢ baseado em uma reagao de descoloragdo, na qual um radical em uma
forma estavel ¢ produzido antes do encontro com um antioxidante. Ocorre quando ha a
geragdo de ABTS", um cromoforo azul esverdeado, apos reagdo entre ABTS e persulfato de
potassio (rota quimica) ou quando utilizada peroxidase de rabano silvestre (rota enzimatica)
(KUMAZAWA et al., 2013; PANDOLFO, 2014). Seu mecanismo de acao envolve tanto a
classificagdo SET quanto HAT (CALEGARI, 2018) (Figura 24).

\C[ 0= j@( % P \@E I ]Cf k

K2S,08

Figura 24 Estabilizacdo do radical ABTS™* por um antioxidante. Fonte: Adaptado de
SALGUEIRO, 2016.
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Quando na presenca de um antioxidante, o cation volta progressivamente ao seu
estado basal, e esse decaimento de coloragdo pode ser lido por espectrofotometro em
comprimento de ondas de 413 - 873 nm, a depender do solvente usado (KUMAZAWA et
al.,2013; PANDOLFO, 2014). Alguns autores afirmam que o comprimento de onda ideal é
734 nm, ja que consegue minimizar interferéncias advindas da turbidez da amostra e de
outros compostos absorventes. A absorbancia obtida pelo aparelho € proporcional ao radical

ABTS que ainda encontra-se em solucao (CALEGARI, 2018).

Geralmente, o padrao utilizado ¢ o Trolox, e os resultados expressos como um valor
de TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) (WALKER; EVERETE, 2009). Tem
como vantagem resultados confidveis tanto para antioxidantes lipossoluveis quanto
hidrossoluveis (PANDOLFO, 2014), bem como para substancias puras, misturas ¢ extratos
vegetais (CAVALARO, 2017). Além disso, mantém sua estabilidade em uma ampla faixa
de pH (NENADIS et al., 2004), ¢ rapido, barato e sensivel (PANDOLFO, 2014; OLDONI
etal.,2015).

Um fato interessante ¢ que o radical do teste ABTS ¢ mais reativo do que aquele
encontrado no teste DPPH. Por isso, os seus valores costumam ser mais representativos
quanto ao real poder antioxidante da amostra (KASOTE et al., 2017; CALEGARI, 2018).
Isso acontece devido ao fato de que o ABTS consegue solubilizar-se em ambos os meios,
aquosos e oleosos, atingindo uma maior quantidade de alvos do que o DPPH, que geralmente
estd presente em meios organicos (TIVERON et al., 2016). Isso também deixa o método
ABTS menos seletivo, ja que essa molécula tem a capacidade de reagir com qualquer
estrutura aromatica que possua hidroxilas. O DPPH, entretanto, possui limitagdes de reacao
com flavonoides com auséncia do grupo —OH em seu anel B ou de &cidos fenolicos

monohidroxilados no anel aromatico de sua estrutura (SALGUEIRO, 2016).

Os dados dos materiais da revisdo bibliografica para esse teste estdo apresentados na
Tabela 08. Corroborando com as outras metodologias, novamente a propolis de A. mellifera
mostrou boa atividade antioxidante. Como exemplo, pode-se citar o artigo produzido por

SALAS et al. (2016), onde ele encontra valor semelhante aos padrdes puros.
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Tabela 08 Resultados do teste ABTS dos extratps de propolis de abelha Apis mellifera obtidos dos materiais

escolhidos para essa revisao bibliografica.

Referéncia Porcentagem de Atividade Resultado
(%)
ANDRADE et al., 2017 - 1868,45 —2913,55 umol de
Trolox/g
ANDRADE et al., 2018 - 10623,48 — 15106,07 pmol de
Trolox/g

AUGUSTO-OBARA et al.,
2019

8052,00 — 8773,60 umol de
Trolox/g

BEJI-SRAIRI et al., 2020

Clso: 244,00 — 616,00 pg/mL

BHUYAN et al., 2021

4,52 - 98,74% (nas
concentragdes de 0,78 a 50,00

Clso: 5,60 — 7,77 pg/mL

png/mL)
BOULECHFAR et al., 2019 Oleo essencial: 27,51% EMP: Oleo essencial: CI50: 516,05 pg/mL
92,03% EMP: 10,08 pg/mL

CALEGARI et al., 2017

2013: 25,50 — 109,20 umol de
Trolox/g

2015: 298,10 — 439,20 pmol de
Trolox/g

CALEGARI, 2018

1130,00 pmol de Trolox/g

CAOetal., 2017

Clso: 110,28 pg/mL

CAVALARO, 2017 (2)

408,66 — 13412,14 umol de
Trolox/g

CRUZ, 2011

46,29 mg de equivalente de acido
galico (EAG)/g

DA CUNHA, 2017

253,56 pmol de Trolox/mL

DA GRACA MIGUEL et al.,
2014

Clso: 9,00 — 1009,00 pg/mL

DARABAN et al., 2019

Clso: 0,59 — 0,83 pL

DA SILVA et al., 2018

19,03 — 1077,00 umol de Trolox/g

DE FRANCISCO et al., 2018

Clso: 2286,16 pg/mL

DE LIMA et al., 2019a

Clso: 30,10 pg/mL

DEL RIO DEL ROSAL et al.,
2017

16,66 — 63,45 umol de Trolox/g

DE MORAIS et al., 2021

2700,00- 35508,8 umol de Trolox/g
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DE OLIVEIRA;
ANDOLFATTO, 2014

52,08 pmol de Trolox/g

DING et al., 2021

36,76 — 106,73 pmol de Trolox/g

EL MENILY et al., 2021

Clso: 26,00 — 1529,00 pg/mL

FANGIO et al., 2019

843,00 — 1683,00 umol de Trolox/g

FERREIRA, 2017

Aproximadamente 10,00 -100,00
pmol de equivalentes de acido

ascorbico/g

GARGOURI et al., 2019

109,76 — 252,90 umol de Trolox/g

IKEDA, 2020

Aproximadamente
EEP: 3,12 pmol de Trolox/mg
Oleo essencial: 0,40 pmol de

Trolox/mg

JANSEN, 2015

2,45 - 18,00 ug de Trolox/mL

KASOTE et al., 2017

680,00 — 429,00 umol de Trolox/mg

KUMAZAWA et al., 2013

23,00 - 71,20%

KUMUL et al., 2020

6310,00 — 64290,00 umol de
Trolox/g

KUREK-GORECKA et al.,
2012

139380,00- 153520,00 pmol de

Trolox

LACERDA, 2012

1,01 — 384,60 mg de Trolox/g

MACHADO et al., 2016

EEP: 77,90 — 98,50%
Supercritico: 49,60 — 87,60%

MASEK et al., 2019

Aproximadamente 35,00 —

89,00% (nas concentragdes de

0,50 — 3,00 mg/mL)

MIGUEL et al., 2014

Inverno: 30,18 — 78,90%
Primavera: 24,77 — 64,76%

MOHDALY et al., 2015

94,34% (na concentragdo de

25,00 pg/mL)

NAIK; VAIDYA, 2011

420,00 — 5150,00 pmol de Trolox
(nas concentragdes de 0,10 a 2,00
mg/mL)

Clso: 180 pg/mL

NINA et al., 2015

870,64 —2328,66 umol de Trolox/g

NINA et al., 2016

225,43 —2666,56 pmol de Trolox/g

OLDONI et al., 2015

95,88 umol de Trolox/g

OSES et al., 2016

1184,66 -1400,86 umol de Trolox/g

OSES et al., 2020

280,00 — 470,00 umol de Trolox/g
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OZDAL et al., 2018

422,82 mg de Trolox/g

PANDOLFO, 2014

120,00 — 2400,00 pmol de Trolox/g

PRASNIEWSKI, 2015

22,49 — 354,40 pmol de Trolox/g

RAMNATH;
VENKATARAMEGOWDA,
2016

Clso: 298,86 — 860,32 pg/mL

IRIGOITI; YAMUL;
NAVARRO, 2021

Aproximadamente 1,00 - 3,00 umol
de Trolox/g

RODRIGUEZ et al., 2012

739,70 — 1918,40 pmol de Trolox/g

SALAS et al, 2016

ClIso: 14,00 pg/mL

SALAS et al., 2020

Clso: 29,50 — 33,70 pg/mL

SALAS et al., 2018

Clso: 23,00 — 30,00 pg/mL

SALGUEIRO, 2016

EEP: 848600,00 — 1576200,00 pmol
de Trolox/g
EMP: 946300,00 — 1163300,00
pmol de Trolox/g
Soxhlet: 747800,00 — 2139000,00
pmol de Trolox/g

SALGUEIRO; CASTRO, 2016

848600,00 — 1576200,00 umol de
Trolox/g

SOUSA et al., 2019

677600,00 -1068200,00 pmol de
Trolox/g

SUN et al., 2015

Clso EAP: 10310,00 pg/mL
Cls EEP: 520,00 — 5520,00 pg/mL

SHEHATA et al., 2020

Aproximadamente 29,00 -
90,00% (na concentragdo de
1,00 mg/mL)

SHUBHARANI; MAHESH;
YOGANANDA MURTI, 2019

Aproximadamente Clso: 15,10 —
550,00 pg/mL

TIVERON, 2015

1,01 — 384,62 mg de Trolox/g

TIVERON et al., 2016

0,29 — 1,05 umol de Trolox/g

TOUZANI et al., 2018

Clso: 21,00 — 983,00 pg/mL

QUINTINO et al., 2020

Clso: 32,18 pg/mL

YURTERI, 2015

0,06 — 2,97 umol de Trolox/g (nas
concentragoes de 10,00 — 50,00
pg/mL

ZHANG et al., 2015

Clso: 40,50 pg/mL
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ZHANG et al., 2016 - Clso: 20,00 — 40,50 pg/mL

5.5.7 p —Caroteno/Acido Linoleico

Esse sistema ¢ baseado na capacidade de protecdo de uma amostra contra a
degradacao peroxidativa por radicais livres do substrato lipidico acido linoleico. Quando ha
a oxidacdo do 4cido linoleico, segue-se a descoloragdo do caroteno — o amarelo intenso
torna-se amarelo claro -, que pode ser percebido por meios espectrofotométricos (470 nm).
Isso ocorre por que o acido linoleico da origem ao radical peroxil, apos reagir com o
hidrogénio insaturado da molécula do f-caroteno. Na presenga de um antioxidante, essa
descoloragao ¢ menor, pois ele tem a capacidade de reagir com o radicais livres (LACERDA,

2012; SALGUEIRO, 2016).

E amplamente usado, por ser simples e sensivel, inclusive para analisar extrato de
plantas (JUG; KONCIC; KOSALEC, 2014; SALGUEIRO, 2016), visto que o S-caroteno ¢
muito susceptivel aos radicais livres do meio (DE-MELO et al., 2014), além de nao envolver
0 uso de temperaturas mais altas, evitando a degradacdo de compostos termossensiveis.
Dentre as limitagdes do método, pode-se citar a interagdo do S-caroteno com o oxigénio do

meio (SALGUEIRO, 2016).

A analise da peroxidacao lipidica ¢ muito popular, devido as alteragdes sensoriais e
nutricionais que pode causar nos alimentos, bem como no dano que pode ocasionar em
tecidos e células. Os compostos responsaveis por essas acdes sao gerados por hidroperéxidos
resultantes de processos oxidativos, iniciados por diversos fatores, tais como oxigénio, altas

temperaturas e ions metalicos (CAVALARO, 2017; YONAR et al., 2017).

Segundo ISLA et al. (2009), um dos compostos tipicos da propolis que pode estar
envolvido no desempenho desse material vegetal no presente teste ¢ a galangina, de forma

sinérgica com os outros componentes (ISLA et al., 2009).

Geralmente, os resultados sdo expressos por meio de Clso (JUG; KONCIC;
KOSALEC, 2014) ou sao comparados com o padrao Trolox (SALGUEIRO, 2016). Os

outros resultados dos materiais da revisdo estdo listados abaixo, na Tabela 09.

Tabela 09 Resultados do teste do sistema f-caroteno/acido linoleico dos extratos de propolis de abelha Apis
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Referéncia

Porcentagem de Inibicao (%)

Resultado

BEJI-SRAIRI e al., 2020

Cl50:1300,00 — 2000,00 pg/mL

BOULECHFAR et al., 2019

Oleo essencial: 48,51 %
EMP: 91,98% (EMP)

Oleo essencial - Clso: 198,01 pg/mL

EMP - Clso: 43,46 pg/mL

CEYLAN; HALIME, 2020

39,21 -91,10%

DE-MELO et al., 2014

51,33 -92,70 %

DE SOUZA et al., 2018

75,50%

FERREIRA, 2015

16,86 — 54,25% (40,00 pg/mL);
21,92 — 66,30% (80,00 pg/mL);
15,92 — 75,09% (120,00 pg/mL)

FERREIRA, 2019

Clso: 101,10 e 106,40 pg/mL

FERREIRA et al., 2017

Clso: 101,10 e 106,40 pg/mL

JUG; KONCIC;
KOSALEC, 2014

Clso: 14,20 — 55,50 pg/mL

KUREK-GORECKA et al.,
2012

69,64 ¢ 70,30%

RIGHI et al., 2011

84,50% (1,00 mg/mL); 85,30%
(1,50 mg/mL); 85,70% (2,00
mg/mL)

SALAS et al, 2016

ClIso: 26,00 e 29,00 ng/mL

SHAHBAZ et al., 2021

EAP: 39,21%
EEP: 49,94 — 60,59%
EMP: 48,70 - 57,01%

5.5.8 Outras formas de analise de peroxidacao lipidica

Existem, ainda, outros métodos capazes de avaliar a peroxidacdo lipidica. Essa

diversidade deve-se a grande importancia que as reagdes de degradacao dos lipideos tém no

ambito da satde humana e, principalmente, na induastria alimenticia (KUNRATH;

SAVOLDI, 2014).

Alguns antioxidantes tem um importante papel protetivo em emulsodes, devido as suas

propriedades lipofilicas. Dentre eles, a buteina ¢ um composto reconhecido pelo seu papel

na inibicdo das reac¢des de peroxidacdo lipidica, além de ser inibidora da enzima xantina
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oxidase (RIGHI et al., 2011). O antioxidante sintético BHT ¢ o melhor na acdo contra

oxidagao de gorduras animais (KUNRATH; SAVOLDI, 2014).

A peroxidagdo lipidica pode iniciar-se por meio da auto-oxidagdo, fotoxidacao,
termoxidagdo ou oxidagdo enzimatica. Tudo comega quando um oxigénio ativado interage
com acidos graxos insaturados, com a saida de um atomo de hidrogénio presente em um
carbono adjacente as ligagdes duplas. Na fase de propagagdo, ha a formagao de radicais
livres, como hidroperoxidos. Estes, entdo, degradam-se, dando origem a novos radicais e
continuando a cadeia de oxidagdo. Isso continua até que se esgotem o oxigénio ou os lipideos
insaturados. Por fim, hd a produgdo de alcoois, cetonas e aldeidos volateis, que dao aos
alimentos as caracteristicas organolépticas de ranco. Dentre esses aldeidos, um dos mais
famosos ¢ o malondialdeido (MDA), formado por acidos graxos poli-insaturados com
ligacdes duplas diversas (KUNRATH; SAVOLDI, 2014; TIVERON, 2015; CAVALARO,
2017).

Um dos testes populares usados para a avaliacao da peroxidagao lipidica ¢ o TBARS
(Thiobarbituric acid reactive substances), ou “substancias reativas do acido tiobarbiturico”,
que mede, majoritariamente 0 MDA. Porém, outras substancias volateis produzidas nos
processos de oxidacdo lipidica também podem ser avaliadas por essa metodologia
(KUNRATH; SAVOLDI, 2014). Esse método baseia-se na reacao entre uma molécula de
MDA e duas de acido tiobarbitirico, em meio acido, sob altas temperaturas. H4 a geracao
de um complexo cromogénico vermelho, que ¢ detectado por espectrofotometro, em 532 -

553 nm (OAKES; VAN DER KRAAK, 2003).

E necessario ter especial cuidado ao se realizar esse teste, pois 0 MDA, produto
proveniente exclusivamente de acidos graxos, ndo estd presente em todas as reagdes de
oxidacdo lipidica. Além disso, outros produtos de peroxidagdo reagem com o acido
tiobarbittrico, tornando-o nao especifico e sofrendo interferéncias de acucares, aminas,
proteinas e pigmentos da bile. Ja que essa situacdo pode gerar uma superestimagdo dos
resultados, indica-se a realizagdo de outros métodos de andlise (SILVA, BORGES,

FERREIRA, 1999; OAKES; VAN DER KRAAK, 2003; KUNRATH; SAVOLDI, 2014).

Os resultados podem ser expressos em unidades TBA: peso, em mg, de MDA por kg

de amostra (SILVA, BORGES, FERREIRA, 1999;); ou ainda, em Indice Antioxidante (IA)
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—uma porcentagem calculada segundo a seguinte formula: IA (%) = 1 — (Abs amostra/Abs

controle) x 100, no qual “Abs” refere-se a absorbancia obtida (OLIVEIRA et al, 2015).

Outra metodologia usada para se estudar a peroxidagao lipidica da-se pelo método
Rancimat. Esse teste baseia-se na diferenca de condutividade elétrica da agua destilada, apos
a formacdo de moléculas volateis produzidas pelas reacdes de peroxidacao lipidicas, nas
condigdes aceleradas do método, como altas temperaturas (110 - 130°C) e presenca de
corrente de ar rica em oxigénio (DE CARVALHO, 2011; MOHDALY et al., 2015).
Geralmente, a estabilidade oxidativa do meio ¢ avaliada durante um periodo de tempo, sob
condi¢des padronizadas (LACERDA, 2012). Em alguns casos, os resultados podem ser
expressos em “fator de protecao”, no qual valores altoa, acima de 1, indicam inibi¢do da

peroxidacao lipidica (GRAIKOU et al., 2016).

A metodologia do ferro tiocianato (FTC) baseia-se na quantificagdo de perdxidos
produzidos nas etapas iniciais da peroxidacado lipidica. Essas substancias reagem no meio,
formando ions férricos. Estes, por sua vez, unem-se com o tiocianato de amonio e produzem
o ferro tiocianato, de coloracdo vermelha, que pode ser detectada por aparelhos (SILVA et
al., 2018). Ainda no quesito de peroxidagdo lipidica, a oxidagdo do LDL (Low Densit
Lipoprotein) pode ser avaliada. Sabe-se, atualmente, que esse processo ¢ um dos primeiros

passos para se desenvolver algumas doengas, como a aterosclerose (SILVA et al., 2011).

Dentre as diversas substancias que compdem a complexa propolis, os compostos
fenolicos sdo vistos como os responsaveis por sua atividade bioldgica. No que se refere a
inibi¢do da peroxidacao lipidica, 0 mesmo mostra-se verdadeiro. Os grupos lipofilicos dos
compostos fenolicos interagem com as moléculas da membrana plasmatica, impedindo seu
dano. Ja os flavonoides também possuem importante papel nesse quesito, com destaque para
a quercetina e rutina, que se mostraram mais eficientes em inibir a forma¢ao de MDA do
que hesperetina e naringenina. Isso se deve a sua grande capacidade de interacdo com os
fosfolipidios da membrana e possibilidade de doagao dos atomos de hidrogénio, presentes

em seus grupos hidroxilas (VARGAS-SANCHEZ et al., 2019).

Os resultados encontrados nos trabalhos da presente revisao bibliografica, para as

metodologias de avaliacdo lipidica, estdo expostos abaixo, na Tabela 10.
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Tabela 10 Resultados das outras metodologias para avaliar peroxidacdo lipidica dos extratos de propolis de

abelha Apis mellifera obtidos dos materiais escolhidos para essa revisdo bibliografica.

Referéncia

Teste

Resultado

BOUFADI et al., 2014

TBARS

Porcentagem de inibigdo da
peroxidagdo (aproximadamente):

25,00 - 82,00% (100,00 pg/mL)

BOUFADI et al., 2014

LDL

Porcentagem de inibi¢ao: 77,00 —
99,00% (20,00 pg/mL)

CAVALARO et al., 2017
@)

FTC

Ao final do processo de peroxidacao
lipidica forgada, a emulsdo de propolis
manteve os niveis de hidroperdxido
nos mesmos valores dos controles com

antioxidantes sintéticos

CEYLAN; HALIME, 2020

FTC

Porcentagem de inibigdo: 34,74 —

51,77%

DA GRACA MIGUEL et
al., 2014

TBARS

Clso: 14,00 — 699,00 pg/mL

GRAIKOU et al., 2016

Rancimat

Atividades variaram de >1, =1 e <1

(fator de protecao)

JEONG et al., 2012

TBARS

Clso: 35,65 pg/mL

MELLO; HUBINGER,
2012

FTC

A diminui¢do da absorbancia indica
forte atividade antioxidante dos

extratos de propolis

MOHDALY et al., 2015

Rancimat

Fator de estabilizagdo: 13,7

OSES et al., 2020

TBARS

0,099 — 0,117 mmol de equivalente de

acido urico/g

PERMANA et al., 2020

FTC

Clso: 65,32 — 1503,00 pg/mL

SHEHATA et al., 2020

TBARS

Aproximadamente 25,00 — 90,00% (na

concentragdo de 1,00 mg/mL)

SILVA et al., 2011

LDL

As amostras de propolis com maiores
concentragoes de polifendis

conseguiram inibir a oxida¢ao lipidica

SILVA et al., 2018

FTC

>86,00% (5,00 — 100,00 pg/mL)

TIVERON, 2015

Peroxidacao lipidica por indice

de peroxidos

Os extratos de propolis (100,00
mg/kg) obtiveram boa prote¢do contra

oxidagdo do 6leo de soja (1,70 — 4,90
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mmol de O»/kg) quando comparado ao
controle (5,52 mmol de O»/kg).
XAVIER et al., 2017 Peroxidacgio lipidica 60,00 — 90,00% de protecdo as

membranas lipidicas

5.5.9 Testes em alimentos
A andlise da rancidez ajuda na garantia da qualidade e seguranca dos produtos
alimenticios, bem como na escolha dos produtos pelo cliente, diminuindo o desperdicio

(KUNRATH; SAVOLDI, 2014).

ALVES (2018) estudou a inser¢ao de microcapsulas de extrato etanolico de propolis
(2 g) em bolos. A atividade antioxidante do alimento pronto foi testada pelo método DPPH,
com resultados que variaram de 10,32 - 11,71% de inibi¢do. Tais valores foram maiores do
que os encontrados nos bolos com adi¢do do extrato liquido (5,26%), demonstrando que a
encapsulacdo protegeu os compostos bioativos da propolis da temperatura do forno. Além
disso, a pesquisa usando painel sensorial mostrou que a encapsulacao da préopolis fez com
que os parametros organolépticos do bolo ndo se diferenciassem significativamente do bolo

controle, o qual ndo apresentada a adi¢do de extratos (ALVES, 2018).

Alguns trabalhos que compdem o acervo dessa revisdo avaliaram a protecdo do
extrato de propolis em salames. Isso se deve por que esses produtos carneos possuem uma
grande quantidade de gordura, que ¢ responsavel por muitas das suas caracteristicas
agradaveis, tais como suculéncia e flavor. A facil rancidez dessas substincias produz
substancias volateis que comprometem as caracteristicas organolépticas e nutricionais do
produto. As reacdes que levam a rancidez podem ocorrer por duas vias: hidrolitica e

oxidativa (KUNRATH; SAVOLDI, 2014).

A rancidez hidrolitica conta com a acdo das lipases, promovendo a formagao de
acidos graxos livres. Ela pode ser impulsionada pela presenca de luz ou altas temperaturas.
Ja a rancidez oxidativa destr6i moléculas de uma série de compostos, como triglicerideos
insaturados, vitaminas e acidos graxos essenciais. Os antioxidantes procuram impedir a
ocorréncia do inicio dessas reagdes, pois sabe-se que, nesses casos, tais moléculas nao
conseguem impedir facilmente a evolugdo dos processos oxidativo (KUNRATH;

SAVOLDI, 2014).
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KUNRATH; SAVOLDI (2014) e KUNRATH et al. (2017) estudaram como a adi¢ao
de extratos etanolicos de propolis, atomizados por spray dryer, influenciam a peroxidacao
lipidica de salames do tipo italiano armazenados durante 35 dias. Os resultados do teste
TBARS mostraram que a presenga do extrato (0,01% e 0,05%) diminuiram a quantidade de
malondialdeido presente no salame (0,46 ¢ 0,22 mg de MDA/kg) quando comparado ao que
ndo recebeu tratamento (0,51 mg de MDA/kg). Ainda, a andlise em painel sensorial
demonstrou que os salames que receberam a propolis ndo diferiram significativamente nos
parametros sensoriais em relagdo ao salame controle (KUNRATH; SAVOLDI, 2014;
KUNRATH et al., 2017).

VARGAS-SANCHEZ et al. (2019) optaram pelo estudo da atividade antioxidante da
propolis em extratos de bifes de vaca e porco. As amostras que receberam o extrato de
propolis tiveram diminuicao de 88,70% da produ¢ao de MDA, pelo método TBARS, quando
comparado ao grupo controle. Além disso, esse produto natural conseguiu diminuir a

oxidagdo de proteinas da amostra de carne (VARGAS-SANCHEZ et al., 2019).
5.5.10 Técnicas eletroquimicas: Voltametria

O poder redutor de uma substancia pode ser caracterizado pelo seu potencial de
oxidacdo, sendo ambos inversamente proporcionais. Uma das formas de avaliar o poder
redutor das substancias antioxidantes ¢ por meio de técnicas de eletroquimicas (SOUSA et
al., 2014). Tais metodologias mostram-se uteis ndo somente para se obter informagdes
detalhadas sobre o potencial antioxidante, mas também permitem observar a quantidade de
elétrons envolvida no processo, mecanismos de reagdo, reversibilidade do processo,
constantes de equilibrio, dentre outros. As técnicas eletroquimicas mais populares sdo a
voltametria de pulso diferencial, que possui grande resolugdo e acuracia, € a voltametria de

ciclica (REIS et al., 2009; MASEK et al., 2019).

A voltametria baseia-se na medi¢do e correlagdo de parametros eletroquimicos
diversos, como a corrente elétrica e potencial de oxidacao, quantificados através de eletrodos
em meios ricos em eletrolitos. O registro da relagdo curva corrente-potencial ¢ realizado
quando ocorre a eletrolise das espécies no eletrodo de trabalho, que pode agir como um
doador ou aceptor de elétrons. Ainda, ha um eletrodo de referéncia, com potencial fixo, além

de outro eletrodo auxiliar (COELHO, 2013).
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Por meio da técnica de voltametria ciclica, o processo oxidativo de uma substancia ¢
caracterizado por meio da geracdo de uma diferenga de potencial entre os eletrodos da célula
eletroquimica (trabalho e referéncia). Entdo, analisa-se o potencial de pico anodico (Ep) e a
magnitude de intensidade de corrente (Ip). O Ep pode ser associado as informagdes de
energia de transferéncia eletronica, fornecendo dados do potencial antioxidante de uma
substancia. J4 o parametro Ip também prevé uma estimativa da capacidade antioxidante,
relacionando-se com a carga elétrica potencialmente transferida (REIS et al., 2009; DE
OLIVEIRA, 2015). Resumidamente, as espécies que possuem menor poder de oxidagdo
funcionam como melhores antioxidantes e a intensidade da corrente ¢ diretamente

proporcional a quantidade dessas moléculas presentes no meio (COELHO, 2013).

A técnica de pulso diferencial tem como base a medicao da corrente imediatamente
apos a liberagcdo de um pulso, bem como ao final dele. Utiliza um eletrodo sélido, o que

diminui problemas de adsor¢do e aumenta a sensibilidade do teste (COELHO, 2013).

Os resultados sao visualizados no formato de um grafico, chamado de voltamograma,
que demonstram alguns parametros essenciais, como o potencial e a corrente de picos
anddicos e catodicos (REIS et al., 2009). Outra forma de se expressar os resultados ¢ na
forma de TEAP (Total Electrochemical Antioxidant Power). Esse valor corresponde ao
somatorio da densidade de corrente de cada valor do processo eletroquimico, obtido no pico
maximo (COELHO, 2013). Por fim, pode-se avaliar a area do grafico do voltamograma,
obtendo, assim, uma relagdo com a concentragao de espécies que se oxidam no meio (DE

OLIVEIRA, 2015).

Pode-se citar como vantagem dessa metodologia o fato de poderem ser utilizadas na
analise de substancias isoladas ou de extratos complexos, bem como sdo sensiveis, seletivas
e reprodutiveis, mesmo para amostras provenientes de matrizes bioldgicas. Ainda, permitem
a andalise das moléculas antioxidantes sem que seja necessario o uso de reagentes adicionais,
sendo processos rapidos e simples. Porém, ¢ importante ressaltar que, concomitantemente
aos processos eletroquimicos, também podem ocorrer outras reagdoes quimicas. Por isso, nem

sempre a correlacdo dos parametros dessa técnica ¢ perfeitamente correta (REIS et al., 2009;

FALCAO, 2013).



113

Os valores obtidos para as técnicas voltamétricas da presente revisao bibliografica

estao apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 Resultados do teste de voltametria de extratos de propolis de abelha Apis mellifera obtidos dos

materiais escolhidos para essa revisdo bibliogréfica.

Referéncia Resultado
COELHO, 2013 0,06 — 0,49 (poder antioxidante eletroquimico — 0,40 V) ou 0,06 -0,60

mg de acido p-cumarico/mL

COELHO et al., 2017 0,06 — 0,49 (poder antioxidante eletroquimico — 0,40 V) ou 0,06 -0,60
mg de acido p-cumarico/mL

DE OLIVEIRA, 2015 19,00 - 54,00 mmol de equivalentes de acido galico (Ipa)

FALCAO, 2013 (4) 0,14 -1,14 V ou 9,00 - 73,00 TEAP

MASEK et al., 2019 1,L12-1,39V

5.5.11 Quelacido de metais

O papel dos metais de transicdo no estresse oxidativo ja estd bem estabelecido.
Dentre eles, podem ser citados o cobalto, vanadio, arsénio, niquel e cromio. Ainda,
destacam-se o ferro e o cobre, capazes de promover a produgao de radicais hidroxilas através
da reacdo de Fenton. Nela, ha a intera¢do os ions metalicos reduzidos com o peroxido de
hidrogénio, originando os radicais livres e ions metalicos oxidados, segundo a reagao abaixo

(KOURY; DONANGELO, 2003; JUG; KONCIC; KOSALEC, 2014):
Cu™ouFe?+H,0;, = Cu® ouFe™+OH + OH

Os produtos dessa reagdo sdo capazes de degradar as membranas plasmaticas
celulares, através do ataque oxidativo aos abundantes acidos graxos poli-insaturados ali
abundantemente presentes (KOURY; DONANGELOQO, 2003). Também, os metais podem ser
doadores de elétrons ou agirem como catalisadores de reagdes quimicas (JUG; KONCIC;

KOSALEC, 2014).

As substancias capazes de quelar esses ions e, assim, impedir o dano oxidativo a
moléculas biologicas sao classificados como antioxidantes secundarios (Figura 25). Ao fazé-
los menos disponiveis no meio, ha a diminui¢do do seu potencial oxidativo, estabilizando-
os, e reduzindo a probabilidade de interagirem com alvos moleculares (JUG; KONCIC;

KOSALEC, 2014).
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A propolis possui compostos capazes de ajudar nesse quadro descrito, por meio da
quelacdo de metais no meio. Como exemplo, podem ser citados a apigenina, naringenina e
a diosmina (MIGUEL et al., 2014). Outras substancias, como a rutina e a catequina, foram
descritas como importantes quelantes de zinco e cobre, por meio de medidas eletroquimicas

(REIS et al., 2009).

H -~ H M™ M
O/ \ OH O/ \ - M
\ \ OH \
OH O OH 0O
M L

Figura 25 Processo esquemdtico do mecanismo de quelagdo de metais. Fonte: Adaptado de
SALGUEIRO, 2016.

Entretanto, nem todos os metais agem de forma maléfica no que se refere ao estresse
oxidativo. O zinco, por exemplo, tem papel essencial como molécula antioxidante indireta,
por diversos mecanismos. Dentre eles, pode-se citar a modulacdo de enzimas antioxidantes,
protecao de grupos sulfidrilas em proteinas, além de aumentar a producao de metalotioneina.
Ainda, ¢ o cofator enzimatico da catalase, uma importante enzima antioxidante dos sistemas
organicos (REIS et al., 2009). Outros exemplos de metais benéficos para o status oxidativo
do corpo sdo o selénio, um componente da enzima glutationa peroxidase, € 0 manganés

(FADAKA et al., 2019).

O ferro ¢ conhecido como um indutor direto e indireto da peroxidacdo lipidica,
devido a sua alta reatividade (ABUBAKER; FAGEER, 2017). O teste usado para medir a
capacidade de quelagdo do ferro por uma molécula tem como base a formagdo de um
complexo entre o reagente ferrozina e o Fe?*, culminando no aparecimento de uma cor

rosada no meio. Quando ha a presenca de substancias quelantes na amostra, o ferro ndo fica
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mais disponivel para reagir com a ferrozina, provocando, entdo, o desaparecimento da

coloragao (WALI et al., 2016).

Devido a sua grande importancia nos quadros de estresse oxidativo e danos a
estruturas celulares, o ferro ¢ um dos mais estudados pelos pesquisadores. Nessa revisao,
todos os trabalhos avaliaram o poder das amostras de propolis em sequestrar o ion de ferro.

Os resultados estdo demonstrados abaixo, na Tabela 12.

Tabela 12 Resultados do teste de quelag@o de ferro dos extratos de propolis de abelha Apis mellifera obtidos

dos materiais escolhidos para essa revisao bibliografica.

Referéncia Resultado
ABUBAKER; FAGEER, 8,73 - 43,25% (nas concentra¢des de 125,00 — 1000,00 pg/ml)
2017
JUG; KONCIC; Clso: 324,90 — 1840,40 pg/mL
KOSALEC, 2014
MIGUEL et al., 2014 Inverno: 43,92 — 82,35%

Primavera: 41,11 - 71,34%

WALl et al., 2016 Clso: 74,94 — 136,88 pg/mL

5.5.12 Atividade enzimatica

O organismo tem diversas formas de protecao contra os radicais livres produzidos
diariamente pelo metabolismo e pelas fontes externas. Uma das primeiras linhas de defesa
antioxidante ¢ a metaloenzima superoxido dismutase (SOD), cuja funcdo ¢ a catalise da
transformagao do radical superoxido em perdxido de hidrogénio ou oxigénio. A catalase
(CAT), por sua vez, esta presente nos peroxissomos celulares, e € responsavel por quebrar
duas moléculas de peréxido de hidrogénio em oxigénio molecular e 4gua, em uma reagdo de

dismutacdo (YONAR et al., 2012; MARQUES, 2015).

A glutationa redutase consegue eliminar uma série de compostos danosos, como
oxigénio singlete, radicais hidroxila e varios outros eletréfilos. Ja a glutationa peroxidase

consegue converter hidroperoxilas e peroxido de hidrogénio a 4gua (FADAKA et al., 2019).

As enzimas UDP-glicuronosiltransferases sdo responsaveis por detoxicar o

organismo nas fases II do metabolismo, apds as enzimas de fase I realizarem a produgao de
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compostos reativos, por meio da transferéncia de acido glucurénico para moléculas

aceptoras (KALTHOFF; STRASSBURG, 2019).

A mieloperoxidase (MPO) tem um papel contrério as enzimas citadas até o momento.
Ela ¢ encontrada nos granulos de neutréfilos, sendo responsavel por catalisar a reagdo entre
ions cloreto e perdxido de hidrogénio, com producdo de acido hipocloroso. Esse acido tem
papel crucial na destrui¢do de patdogenos invasores. Porém, quando encontrada nos tecidos
extracelulares, ou em casos de exacerbagao da resposta imune e doengas cronicas, com a
chamada “rede de neutro6filos”, pode haver excesso de radicais livres no meio, causando

danos a biomoléculas variadas (BOUFADI et al., 2014).

A xantina oxidase tem como func¢do produzir &cido urico, tendo como substratos a
lipoxantina e a xantina. ApoOs esse processo, hd a reoxidacao da enzima, momento no qual o
oxigénio molecular age como um aceptor de elétrons, culminando com a producdo de

peroxido de hidrogénio e radicais superdxido (EL-GUENDOUZ et al., 2016).

Destaca-se, ainda, a enzima lipoxigenase (LOX), essencial no surgimento de
processos inflamatodrios, além de ter papel em fendmenos oxidativos, com a catalisagdo de
reacdes de oxidacdo de acidos insaturados. E responsavel por produzir leucotrienos
inflamatorios a partir do acido araquidonico. Além disso, ela promove a conversao do 4cido
linoleico a &cido linoleico 13-hidroperdxido, que pode ser quantificado por meios
espectrofotométricos em 234 nm (DA GRACA MIGUEL et al., 2014; EL-GUENDOUZ et
al., 2016).

Devido a grande importancia que tais biomoléculas cataliticas desenvolvem na
protecao contra o estresse oxidativo, existem trabalhos que se empenham em verificar a
atividade dessas enzimas. Em alguns casos, ¢ interessante que as enzimas estejam
superativas ou mais expressas, o que ajuda o organismo a lidar com os radicais livres, como
a SOD e a catalase. E, em outros, a inibi¢do enzimatica ¢ mais vantajosa, caso a enzima seja
produtora de espécies oxidantes ou tenham papel em alguma das vias de dano celular e

tecidual, como a MPO.

Corroborando com os outros métodos, os compostos da propolis geralmente

associados com a atividade antioxidante com mecanismo modulador de enzimas sdo os



117

composto fendlicos e flavonoides, como a galangina. A LOX ¢ inibida por moléculas de

CAPE, acido cafeico, quercetina e naringenina (EL-GUENDOUZ et al., 2016).

Os resultados da atividade enzimatica ap6s adi¢do do extrato de propolis esté listado
abaixo, na Tabela 13. Geralmente, eles foram expressos como Clso, no caso das enzimas

danosas ao organismo.

Tabela 13 Resultados do teste de avaliagdo da modulac¢do enzimatica de extratos de propolis de abelha Apis

mellifera obtidos dos materiais escolhidos para essa revisdo bibliografica.

Referéncia Teste Resultado
BOUFADI et al., 2014 Inibigdo da MPO Clso: 10,30 — 48,70 pg/mL
DA GRACA MIGUEL et Inibigdo da LOX Clso: 149,00 —2521,00 pg/mL

al., 2014
EL-GUENDOUZ et al., Inibi¢do da LOX Clso: 20,00 — 653,00 pg/mL
2016
EL-GUENDOUZ et al., Inibi¢do da xantina oxidase Clso: 8,00 —3116,00 ng/mL
2016

SALAS et al, 2016

Inibi¢do da COX-2

ClIso: 100,00 € 106,00 pg/mL

SALAS et al, 2016 Inibi¢ao da LOX Clso: 63,90 € 94,90 pg/mL
SALAS et al., 2018 Inibi¢ao da LOX Clso: 90,00 — 100,00 pg/mL
SHUBHARANI; Atividade da SOD Clso: 21,65 — 25,91 pg/mL
MAHESH; YOGANANDA
MURTI, 2019

SILVA et al., 2011

eNOS (6xido nitrico sintetase

endotelial)

As amostras de propolis aumentaram a

expressdo da NO sintetase endotelial

SILVA et al., 2011

NADPH oxidase

As amostras de propolis diminuiram a

atividade da NADPH oxidase

5.5.13 Sequestro de EROs e ERNs

Algumas metodologias quantificam a diminuicdo de radicais livres no meio
reacional. Dentre os compostos oxidantes mais famosos, tem-se o radical hidroxila ("OH),
superdxido (O?) e hidroperoxila (ROO") (GONCALVES; SANTOS; SREBERNICH,
2011). O radical superéxido consegue atravessar diversas barreiras celulares, sendo

transportado por canais anionicos, e, fisiologicamente, pensa-se que ¢ responsavel por
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mediar sinais nervosos, nao sendo muito reativo. O mesmo se aplica ao peroxido de
hidrogénio, produzido por enzimas chamadas de peroxidases, a partir do metabolismo do
oxigénio. E muito soliivel e inerte, com baixo poder oxidante; porém este tem a capacidade
de produzir novos radicais livres, ao penetrar nas células e reagir com ions de ferro ou cobre.
Por fim, o mais reativo oxidante ¢ o radical hidroxila. Ele consegue ter rapida formagdo e
disseminagdo pelas reagdes no organismo (PANDOLFO, 2014; RAMNATH;
VENKATARAMEGOWDA, 2016; WALI et al., 2016; ABUBAKER; FAGEER, 2017; DE
FRANCISCO et al., 2018).

0, 2 0¥ > H0, - HO ->H0

Ainda, outras moléculas mostram-se importantes no contexto de ataque oxidativo:
oxigénio singlete, radical 4cido hipocloroso — muito ligado a doengas inflamatorias cronicas
e peroxidagdo lipidica-, e as moléculas proveniente do nitrogénio, como o 6xido nitrico
(NO), um radical gasoso lipossoluvel e capaz de atravessar membranas biologicas, e o
peroxinitrito (ONOO™), um vasodilatador potente (PANDOLFO, 2014; DE FRANCISCO
et al., 2018). As espécies reativas de nitrogénio (ERNs) estdo associadas a uma série de
doencas, a citar: aterosclerose, cancer, diabetes e desordens neurodegenerativas (DE

FRANCISCO et al., 2018).

Com relagdo ao dano no sistema nervoso central, nota-se papel do 6xido nitrico, ao
reagir com o radical superoxido, produzindo peroxinitritos. Esse produto ¢ prejudicial aos
neurdnios, levando a apoptose celular (DA SILVEIRA et al., 2016). Alguns compostos
antioxidantes presentes nos extratos de propolis competem com o oxigénio, impedindo a sua
reacdo com o Oxido nitrico, e, consequentemente, a formagao de nitritos € ERNs toxicos

(RAMNATH; VENKATARAMEGOWDA, 2016).

Por fim, com menos informagdes disponiveis, hd o radical metil, gerado por
moléculas carbonicas, e o radicai tiil (R-S), provenientes do enxofre. Enquanto o primeiro ¢
conhecido por causar danos as fitas de DNA, ndo se sabe bem as fun¢des do segundo

(PANDOLFO, 2014).

Existem diversas metodologias para se observar a diminuicao de radicais livres do
meio reacional. Algumas delas utilizam-se da reagdo de Fenton (DING et al., 2021),

enquanto outros observam a diminui¢do da absorbancia (WALI et al., 2016). O ensaio de
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medicdo do anion superdxido usa o ultimo mecanismo, ao analisar a diminui¢do da
absorbancia apos reacao entre o azul de nitrotetrazolio e os radicais livres, gerando sal de

formazan, que pode ser percebido em 560 nm (MIGUEL et al., 2014; PAZIN et al., 2017).

Os resultados desses testes estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 Resultados do teste de avaliagdo de sequestro de EROs ¢ ERNs dos extratos de propolis de Apis

mellifera obtidos dos materiais escolhidos para essa revisdo bibliografica.

Referéncia

Radical

Resultado

ABUBAKER; FAGEER,

Peréxido de hidrogénio

60,37 - 92,68% (nas concentracdes de

2017 125,00 a 1000,00 pg/mL)
DA GRACA MIGUEL et Radical hidroxil Clso: 59,00 — 1389,00 pg/mL
al., 2014
DE FRANCISCO et al., Oxido nitrico Clso: 1,61 pg/mL
2018
DE FRANCISCO et al., Superoxido Clso: 226,778 pg/mL
2018
DE FRANCISCO et al., Peroxido de hidrogénio Clso: 520,29 pg/mL
2018
DE FRANCISCO et al., Acido hipocloroso Clso: 13,25 pg/mL
2018
DE FRANCISCO et al., Radical peroxil ClIso: Nao encontrado
2018
DING et al., 2021 Radical hidroxil Aproximadamente 60,00 — 77,00%
(na concentracdo de 5,00 mg/mL)
DING et al., 2021 Superéxido Aproximadamente 52,00 — 63,00%
(na concentracdo de 5,00 mg/mL)
FANGIO et al., 2019 Radical hidroxil 0,34 nmol de radicais hidroxil
sequeatrados (na concentracdo de 0,04
ng de extrato de propolis)
GARGOURI et al., 2019 Radical hidroxil 0,052 — 0,068 mmol de equivalente de
acido urico/g
MIGUEL et al., 2014 Superédxido Inverno: 46,02 — 85,72

Primavera: 48,18 — 84,79%

NAIK; VAIDYA, 2011

Oxido nitrico

5,15 —53,18% (nas concentragdes de
0,10 — 2,00 mg/mL)
Clso: 1650,0 pg/mL

NAIK; VAIDYA, 2011

Superoxido

0,834 — 1,457 nmol de Trolox/g




OSES et al., 2016 Radical hidroxil 0,0012 mmol de equivalente de acido
urico/mL
OSES et al., 2020 Superoxido CI50: 200,00 — 440,00 ug/mL
PAZIN et al., 2017 Superoxido Clso: 34,00 pg/mL
TIVERON, 2015 Superoxido Cls0: 0,29 — 2,91 pg/mL

TIVERON, 2015

Acido hipocloroso

Clso: 0,03 — 1,45 pg/mL

RAMNATH; Oxido nitrico Clso: 536,19 — 757,75 pg/mL
VENKATARAMEGOWDA,
2016
RAMNATH; Peréxido de hidrogénio Clso: 325,30 — 765,75 pg/mL
VENKATARAMEGOWDA,
2016
SALAS et al., 2020 Radical hidroxil Clso: 16,50 — 37,00 pg/mL
SALAS et al., 2020 Superoxido Cls0:115,00 — 290,00 pg/mL

SALAS et al., 2020

Peréxido de hidrogénio

Clso: 39,00 — 92,00 pg/mL

SALAS et al., 2020

Oxido nitrico

Cls0: 50,00 — 104,50 pg/mL

SCHMIDT et al., 2014b

Atividade antiradical — Perdxido

de hidrogénio

0,48 — 2,94 mg de Trolox/L (na
concentragdo de 2,9.10 g/mL)

TIVERON et al., 2016

Superédxido

Clso: 0,29 — 2,91 pg/mL

TIVERON et al., 2016

Acido hipocloroso

Cls0: 0,03 — 1,45 pg/mL

WALl et al., 2016

Peréxido de hidrogénio

Clso: 109,93 — 145,42 pg/mL

YUAN et al., 2020 Radical hidroxil Clso: 54,42 — 59,61 pg/mL
ZHANG et al., 2015 Superéxido 1,52 mmol de Trolox/g
ZHANG et al., 2016 Superoxido 0,96 — 1,65 mmol de Trolox/g

5.5.14 Testes em cultura celular

Alguns autores dos materiais dessa revisao bibliografica optaram por utilizar ensaios
celulares, dentre outros, a fim de medir a atividade antioxidante dos extratos em meios um
pouco mais complexos, que assemelham-se mais a realidade. Sabe-se que os radicais livres
podem ser gerados por reacdes que ocorrem tanto no meio intracelular quanto no

extracelular. As células mais reconhecidas como produtoras de tais espécies oxidantes sao



121

as que compoem o sistema imune (neutrofilos, monocitos, eosindfilos e macréfagos), além

das células endoteliais (ARANGUENA SALAZAR, 2019).

Uma das metodologias usadas para mensurar o potencial antioxidante do extrato
etandlico de propolis, utilizado por CAO et al. (2017), foi a avaliagdo da producdo de EROs
por macréfagos, in vitro, quando estimulados por perdxido de hidrogénio (reagdo de Fenton).
A propolis conseguiu inibir a produ¢ao de EROs de maneira concentragdo-dependente, além
de aumentar a sobrevida dessas células (CAO et al., 2017). Testes semelhantes foram usados
por SUN et al. (2015), que avaliaram a capacidade antioxidante dos extratos de propolis em
cé¢lulas HepG2 (atividade antioxidante celular). O Clso encontrado variou de 171,00 -
25738,00 ng/mL, de acordo com a proporg¢ao de dgua e etanol no solvente (SUN ez al., 2015).
GOKDUMAN (2019) também trabalhou com células HepG2, além de Hep3B. O tratamento
com o extrato etanolico de propolis (10,00 — 100,00 pg/mL) reduziu significativamente a

produgdo de EROs intracelular (GOKDUMAN, 2019).

O trabalho proposto por BONAMIGO et al. (2017) trouxe o teste de dosagem de
MDA, um marcador de dano oxidativo dos lipidios da membrana. Para isso, foram usados
eritrocitos, indutores de oxidagdo e marcadores da molécula desejada. Posteriormente, a
absorbancia da amostra de sobrenadantes foi lida a 532 nm. Como resultado, percebeu-se
que o controle do acido ascorbico e a amostra de propolis reduziram os niveis de MDA em
65,70% e 38,40%, respectivamente, na maior concentracdo avaliada. O mesmo trabalho
ainda trouxe a avaliacdo da atividade antioxidante por meio da inibi¢do da hemolise
oxidativa: o extrato etanodlico obteve uma inibi¢do, na concentracdo de 125,00 pg/mL, de

24,60% (BONAMIGO et al., 2017).

VALENTE et al. (2011) também avaliaram a protecdo do extrato metandlico da
propolis portuguesa na protecdo das hemécias contra processos de lise oxidativa. Como
esperado, o tratamento com a propolis diminuiu os niveis de produ¢do de MDA (71,00 a
78,00%), devido a reducdo de reagdes de peroxidacdo lipidica nas membranas celulares,
quando comparado com os grupos controles (Clso: 8,10 e 9,70 pg/mL). Além disso, a
propolis protegeu as células contra a hemolise causada pelos danos as membranas, j& que os
radicais livres promovem distirbios nas estruturas de superficie e canais i6nicos (Clso: 6,30

e 10,70 pg/mL) (VALENTE et al., 2011).
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Trabalhando com células de cancer de mama humanas (MCF-7), ARSLAN et al.
(2021) mensuraram a peroxidagdo lipidica (TBARS) quando expostas a mitomicina C. O
tratamento com extratos de propolis (32,50; 65,00; 125,00; 250,00 ¢ 500,00 pg/mL)
diminuiu os niveis de peroxidagdo lipidica (0,03 — 0,16 nmol/mL), quando comparado a

grupos controles sem tratamento (0,40 nmol/mL) (ARSLAN et al., 2021).

SALAS et al. (2016) estudaram os efeitos do pré-tratamento com extrato etanolico
de propolis em macréfagos estimulados com lipopolissacarideo (LPS), uma potente
molécula pré-inflamatoria. Notou-se que o grupo tratado teve diminui¢do nos niveis de
produgdo de NO (Clso: 8,40 e 9,40 pg/mL) e da sua enzima induzivel (iNOS) (Clso: 27,03 e
30,96 png/mL) (SALAS et al., 2016). A mesma estratégia foi usada por BHUYAN et al.
(2021). O tratamento com a prépolis também diminuiu a produgdo de NO pelos macrofagos,

com Cls¢ variando entre 2,06 - 22,5 ng/mL (BHUYAN et al., 2021).

SALGUEIRO (2016) testou a atividade protetiva do extrato etandlico de propolis
contra danos a membrana plasmatica de leveduras causados por peroxido de hidrogénio. Os
resultados do método TBARS verificaram que a presenga do tratamento com a propolis

reduziu os danos oxidativos nas membranas (SALGUEIRO, 2016).

Também trabalhando com leveduras, CRUZ (2011) utilizou-se desses
microrganismos para estudar o efeito protetivo da prépolis contra danos oxidativos ao DNA
e sua viabilidade frente ao estresse oxidativo promovido por perdéxido de hidrogénio. A
exposi¢ao ao pré-tratamento e co-tratamento com os extratos de propolis promoveram uma
melhora da viabilidade celular das leveduras, quando comparado aos controles exclusivos
de H20». Porém, o pos-tratamento com a propolis ndo conseguiu reverter o dano oxidativo
ja ocorrido. Ainda, nas concentragdes de 25,00 - 300,00 pg/mL, esse produto natural
conseguiu proteger o DNA do dano oxidativo. Nao obstante, teve efeitos, também, pro-

oxidativos e genotoxicos, em maiores concentragdes (CRUZ, 2011).

MENDEZ-PFEIFFER et al. (2020) estudaram o efeito do tratamento com o extrato
metanodlico de propolis em células M12.C3. F6, quando expostas a ambiente de estresse
oxidativo causado por aplicacdo de perdxido de hidrogénio. O tratamento com a propolis

(25,00 e 50,00 pg/mL) aumentou a sobrevida celular, bem como diminuiu os danos a
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membrana plasmatica, por meio da inibi¢ao do excesso de produgdao de EROs intracelular

(MENDEZ-PFEIFFER et al., 2020).

JEONG et al. (2012) analisaram o efeito protetivo do extrato aquoso de propolis na
sobrevida de células do sistema nervoso central apds inducdo de estresse oxidativo por
perdxido de hidrogénio. O pré-tratamento com a propolis, em 25,00 pg/mL, teve um bom
efeito protetivo, similar ao 4cido ascorbico (200,00 umol/L), aumentando a sobrevida celular
quando comparado ao controle de estresse. Ainda, foi estudado a protecao contra o dano a
membrana de células PC12, usando como marcador da lise celular a enzima lactato
desidrogenase. Na concentracdo de 100 pg/mL, o extrato conseguiu diminuir de 257,00%
(controle) para 145,00% a atividade da enzima, demonstrando protecdo ao extravasamento

celular JEONG et al., 2012).

ZEITOUN et al. (2019) estudaram os efeitos do extrato de propolis em macrofagos
(RAW 264.7) expostos a LPS, com relagdo a produgdo de NO, e a expressdo de enzimas
inflamatdrias, como a COX-2 e iNOs. O tratamento com a préopolis (1,00; 5,00; 10,00; 15,00;
30,00; 40,00; 50,00; e 60,00 pg/mL) demonstrou a inibicdo de ambas as enzimas, de forma
dose dependente, obtendo inibigdo quase completa na concentracdo de 60,00 pg/mL. Os
niveis de producdo de NO também decairam, quando comparados com os grupos controle

(ZEITOUN et al.,2019).

Trabalhando com células de cancer de colo humano (HCT-116), ZIZIC et al. (2013)
avaliaram a producao intracelular do radical superoxido e de nitrito. Na presenca de extratos
de propolis (10,00; 50,00; 100,00 e 500,00 pg/mL), houve diminui¢ao do nivel de ambas as
moléculas 24 e 72 horas apds o inicio dos testes (ZIZIC et al., 2013).

AL NAGGAR et al. (2016) seguiram por um caminho diferente, ao avaliar a
transcri¢do de Nrf2 (fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2), um fator de transcri¢ao
que ¢ ativado em casos de estresse celular. Nessas situacdes, ele migra para o nucleo e liga-
se a promotores, culminando na transcricdo de genes de resposta ao estresse oxidativo. No
teste em questdao, o ambiente de estresse foi fornecido por meio do perdxido de hidrogénio.
O tratamento com o extrato de propolis na concentracdo de 25,00 pg/mL promoveu a

inibi¢do de 2,33 - 22,85% da ativacdo desses genes em ambiente oxidativo, demonstrando
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que a propolis diminui o estresse da célula, e, consequentemente, reduz a necessidade de

transcricdo desses genes (AL NAGGAR et al., 2016).

De maneira semelhante, ZHANG et al. (2015) e ZHANG et al. (2016) analisaram a
expressao de genes antioxidantes em macrofagos. A exposi¢do ao extrato de propolis (2,50;
10,00 e 15,00 pg/mL) aumentou significativamente a expressao de tais genes, demonstrando
a capacidade da propolis em induzir a sintese de mediadores antioxidantes. Além disso,
determinou-se que o tratamento com o extrato de propolis foi capaz de diminuir os niveis
intracelulares de EROs, mediante a indug¢do de peroxido de hidrogénio, para quantidades
menores do que as basais iniciais, estando de acordo com o resultado dos demais estudos

(ZHANG et al., 2015; ZHANG et al., 2016).
5.5.15 Testes in vivo

O trabalho de CAPUCHO et al. (2012) trouxe a avaliagdao do estresse oxidativo no
epididimo de ratos tratados com gavagem de propolis na concentracao de 3,00; 6,00; e 10,00
mg/kg/dia, durante 56 dias. Ao final do processo, os ratos foram sacrificados e os epididimos
foram preparados e avaliados. O tratamento com o extrato aquoso de propolis conseguiu
aumentar a producdo de células reprodutivas, porém, ndo aumentou o ambiente oxidativo
que geralmente acompanha esse crescimento. Nao houve diferenca nos valores do teste
TBARS e na atividade da enzima CAT, apenas um aumento nos niveis de —SH, quando

comparado com o grupo controle (CAPUCHO et al., 2012).

CECERE et al. (2021) avaliaram pardmetros oxidativos no sangue de cordeiros
suplementados com extrato de propolis nas concentragdes de 150,00; 200,00 e 250,00
uL/kg/dia, durante 42 dias. Os resultados para o tratamento com 250,00 ul/kg/dia, no 42°
dia, mostraram uma diminuigao dos niveis de EROs (243,24 U DCF/mg de proteina no grupo
controle e 250,94 no grupo tratado). Inesperadamente, houve diminui¢do nos niveis de
atividade da SOD (7,17 U SOD/mg de proteina no grupo controle e 6,40 no grupo tratado)
e aumento da expressdao de NO (4,70 mmol NO/mg de proteina no grupo controle e 5,34 no
grupo tratado). Porém, houve aumento nos niveis de tiois advindos de proteinas (3,11 mmol
SH/mL no grupo controle e 5,37 no grupo tratado) e de outras fontes (4,41 mmol/mL no
grupo controle e 6,55 no grupo tratado), bem como de nitritos/nitratos, amplamente

conhecidos pela sua capacidade inflamatéria (CECERE et al., 2021).
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YONAR et al. (2012) também realizaram testes em parametros hematologicos, além
de analises especificas em 6Orgaos; porém, seus espécimes eram peixes (Ciprinus carpio
carpio) expostos ao pesticida clorpirifés. No grupo controle que recebeu apenas o pesticida,
houve piora dos parametros, indicando estresse oxidativo: aumento dos niveis de MDA e da
atividade da SOD, diminuicdo da atividade da CAT e de glutationa reduzida. O tratamento
com a propolis (10,00 mg de propolis’kg de peso corporal) resultou na reversdao dos
parametros para niveis normais. Porém, o tratamento exclusivo com a propolis ndo teve
efeito significativo nos valores dos testes (YONAR et al., 2012). Experimento semelhante
foi realizado por YONAR et al., 2014. Porém, dessa vez, os peixes foram expostos ao
pesticida malation. Novamente, os parametros de estresse oxidativo estavam alterados no
grupo exposto a essa substancia, ¢ houve melhora significativa quando o tratamento de
propolis foi iniciado (niveis de MDA, SOD, CAT, glutationa reduzida e glutationa
peroxidase (YONAR et al., 2014).

O mesmo grupo deu continuidade a linha de pesquisa ao analisar o efeito da dieta de
propolis em lagostins € em seus ovos. Essa suplementacdo de material natural obteve
resultados de diminuicdo da peroxidagao lipidica, com decréscimo dos niveis de MDA, e

melhora na atividade das enzimas antioxidantes (YONAR et al., 2017).

DA SILVEIRA et al. (2016) estudaram o efeito da propolis no comportamento € em
parametros hematoldgicos de estresse oxidativo em ratos Wistar, logo apoOs testes
estressantes, como nado forcado e testes de ansiedade de campo aberto. Notou-se que o
tratamento com o EEP de prépolis amarela (1,00; 3,00; 10,00; e 30,00 mg/kg) reduziu a
producao de NO e MDA. Ainda, ndo houve alteragdo no nivel de enzimas como catalase e
superoxido dismutase, induzidas por estresse, ¢ nem dos valores do teste ABTS (DA

SILVEIRA et al., 2016).

O trabalho desenvolvido por JEONG et al. (2012) tinha como objetivo analisar o
efeito neuroprotetivo de extratos aquosos de propolis em cérebro de ratos expostos ao
estresse oxidativo. Os resultados indicaram que o tratamento diminuiu a morte celular
quando exposta ao perdxido de hidrogénio, bem como houve decaimento da liberagdo de
enzimas intracelulares (representada pela lactato desidrogenase), indicando que a membrana

plasmatica estava intacta em grande parte das células (JEONG et al., 2012).
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RIVERA-YANEZ et al. (2018) avaliaram a atividade enzimatica presente no
pancreas de ratos com modelo induzido de diabetes por inje¢do intraperitoneal de
estreptozotocina (130,00 mg/kg). O tratamento com a propolis foi realizado diariamente,
durante 15 dias, na dose de 0,30 g/kg/dia. Os métodos colorimétricos de avaliacdo da
atividade enzimatica mostraram que houve um aumento na atividade das enzimas SOD, CAT
e GPx (glutationa peroxidase), quando comparado com os grupos controles. Isso demonstra
a capacidade da prdopolis em combater estresse oxidativo patoldégico mesmo em sistemas

organicos (RIVERA-YANEZ et al., 2018).

SALEH (2012) estudou os efeitos protetivos da propolis contra hepatotoxicidade
provocada pela administragdo de 4-terciario-octilfenol (100,00 mg/kg), durante seis
semanas. Isso gerou uma diminuicdo da atividade enzimatica de GST (glutationa S-
transferase), SOD e CAT, demonstrando o papel dessa substincia em causar estresse
oxidativo nos tecidos avaliados. O tratamento com extratos aquosos de propolis (100,00
mg/kg) conseguiu aumentar o nivel de todas as enzimas, inclusive, acima dos valores
encontrados nos grupos controle que ndo receberam estresse externo. Uma das
possibilidades de mecanismo de agdo desse produto natural ¢ a presenca de compostos
minerais tragos, como Zn?*, Mg?*, Cu?*, Fe?*, Mn?*, Ni?* e Ca’", responsaveis por reativa¢io
de tais enzimas. Além disso, o grupo tratado com propolis também demonstrou redugdo nos

niveis de MDA nos hepatocitos, performado através do teste TBARS (SALEH, 2012).

O trabalho desenvolvido por TOHAMY et al. (2014) analisou o efeito, dentre outras
atividades, de extratos aquosos de propolis egipcia no status oxidativo de tecidos de ratos
(Mus musculus) expostos a cisplatina (2,80 mg/kg, duas vezes por semana, durante 2
semanas). Tais animais demonstraram um aumento do estresse oxidativo, devido ao
acréscimo nos niveis de peroxidagao lipidica (TBARS) e diminui¢@o da atividade de fatores
antioxidantes, como a catalase e a glutationa. O grupo que recebeu o tratamento com prépolis
(8,40 mg/kg/dia, durante 14 dias) conseguiu reverter satisfatoriamente a peroxidagdo e

retornar os valores normais das enzimas (CAT e GSH) (TOHAMY et al., 2014).

WIWEKOWATI et al. (2020) estudaram o efeito anti-peroxidacdo lipidica, por um
kit de ELISA que analisa os niveis de MDA existentes no meio. Os ratos (Rattus norvegicus)

foram submetidos a colocagdo de um corpo estranho na mandibula (mola helicoidal) e seu
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sangue foi retirado para fins de anélise. Os resultados obtidos demonstraram que os grupos
tratados com o gel de propolis tiveram valores reduzidos de MDA (WIWEKOWATI et al.,
2020).

5.5.16 Outras metodologias

Nessa sessdo, foram compilados os dados de ensaios usados com menor frequéncia

nos trabalhos selecionados.

O método Fosfomolibdénio ¢ usado para avaliar a capacidade antioxidante total de
uma amostra, avaliando tanto os compostos lipofilicos quanto os hidrofilicos (ARAUJO et
al.,2020). Baseia-se na redug¢ao do molibdénio VI para V, em ambiente acido, com posterior
formagao de um complexo entre essa molécula e o fosfato, cuja coloracdo ¢ esverdeada
(BEJI-SRAIRI et al., 2020). Tem como vantagens o baixo custo, simplicidade, somado ao
fato de que pode ser usado para matrizes complexas, como a propolis (ARAUJO et al.,

2020).

Outro método utilizado ¢ o SNPAC (Silver Nanoparticles Antioxidant Capacity). Na
presenca de antioxidantes, ha a reducao do ion prata, presente no nitrato de prata, resultando
em nanoparticulas suspensas em solugdo, estabilizadas pelo citrato trissodico. Nesse
momento, ha a mudanga de cor do meio de reagdo, que passa de amarelo palido para marrom,
sendo percebida em 423 nm (DARABAN et al., 2019). Ja o teste FOX (Ferrous Oxidation-
Xilenol Orange) ¢ uma metodologia espectrofotométrica que conta com a capacidade dos
hidroperoxidos em oxidar o ferro de sua forma ferrosa para a férrica, em meio 4acido. Quando

isso ocorre, forma-se um complexo colorido com o laranja de xilenol, percebido em 560 nm

(DUCA et al., 2019).

Os resultados desses testes podem ser visualizados na Tabela 15.

Tabela 15 Resultados do teste de avaliagdo da atividade antioxidante de extratos de propolis de abelha Apis

mellifera por métodos variados obtidos dos materiais escolhidos para essa revisdo bibliografica.

Referéncia Método Resultado

ARAUIJO et al., 2020 Fosfomolibdénio 22,72% (porcentagem de inibicao

quando comparado com acido

ascorbico 200 pg/mL)
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BEJI-SRAIRI et al., 2020 Fosfomolibdénio 158,66 — 220,44 mg EAG/g
DARABAN et al., 2019 SNPAC 157,31 — 619,53 umol de Trolox/mL
DUCA et al., 2019 FOX Aproxidamente 18,00 — 32,00% de

inibi¢do de perdxido de hidrogénio
(nas concentrag¢des de 5,00 ¢ 0,50
mg/mL)
EL MENILY et al., 2021 Fosfomolibdénio 6,81 — 80,82 mg de equivalentes de

acido ascorbico/g

KARADAL et al., 2018 Status antioxidante total (TAS) 7,30 — 9,45 umol de Trolox/g

- ELISA
SILVA et al., 2011 Inibicdo da nitracdo da tirosina ClIso: 50,00 pg/mL
TOUZANI et al., 2018 Fosfomolibdénio 6,56 — 90,87 mg de equivalentes de

acido ascorbico/g

6 CONCLUSAO

Tendo em vista as inimeras propriedades biologicas atribuidas a propolis, como
antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatéria e anticancerigena, associadas a busca dos
consumidores a produtos seguros (GRAS) e ecologicos, esse produto ¢ alvo de pesquisas
diversas ao redor do mundo, a fim de ser utilizado pela industria alimenticia e farmacéutica

em novas formulagdes, tanto como principio ativo quanto como adjuvante.

Diante de todos os dados apresentados nesta revisdo, pode-se concluir que as
amostras de propolis possuem variagdes extremas nos quesitos de composicao quimica e
atividade antioxidante. Mas, no geral, esse produto natural apresentou grande poder

antioxidante, em todos os testes relatados (tanto in vitro quanto in vivo).

Como ja demonstrado na literatura diversas vezes, essa variagdo se da devido a
fatores externos, como a fonte botanica, sazonalidade, espécie de abelha, método de coleta,
extragdo e testes das atividades bioldgicas. Notou-se uma maior existéncia de compostos
ativos nos periodos quentes do ano, nos trabalhos que avaliaram a sazonalidade. Quanto ao
melhor solvente, como ja relatado anteriormente na literatura, estratos hidroalcoolicos na

faixa de 60-80% (etanol:dgua) foram os mais eficientes.

Por isso, mostra-se necessaria a padronizagao de técnicas, solventes e substancias de
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referéncia para garantir o uso da propolis na indastria moderna, facilitando o controle da

qualidade da matéria prima e seus produtos seguintes.

Além disso, a determinagdo da origem botanica da prdpolis tem serventia nado
somente para garantir sua qualidade, mas também para guiar apicultores para perto da
vegetacao correta, aumentando a eficécia da producdo. Ainda, o aumento da quantidade de
formulacdes contendo préopolis de forma indiscriminada preocupa pesquisadores de todo

mundo, fazendo com que surjam, com urgéncia, métodos padronizados.
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8. ANEXOS

8.1 Anexo 01

Tabela 16 Estratégia de busca em cada base de dados escolhidas para esta revisdo bibliografica.
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Base de dados Estratégia de busca Resultado
Google Académico: Inglés "Apis mellifera" AND "propolis" AND "antioxidant activity" 1000
Google Académico: Portugués "Apis mellifera" AND "propolis" AND "atividade antioxidante" 440
PubMed: Inglés (("bees"[MESH Terms] OR "bees"[All Fields] OR "apis"[All Fields]) AND "mellifera"[All Fields] AND 17
("propolis"[MESH Terms] OR "propolis"[All Fields]) AND ("antioxidants"[Pharmacological Action] OR
"antioxidants"[MESH Terms] OR "antioxidants"[All Fields] OR ("antioxidant"[All Fields] AND
"activity"[All Fields]) OR "antioxidant activity"[All Fields])) AND (2011:2021[pdat])
PubMed: Portugués ("bees"[MESH Terms] OR "bees"[All Fields] OR "apis"[All Fields]) AND "mellifera"[All Fields] AND 0
("propolis"[MESH Terms] OR "propolis"[All Fields]) AND (("atividade"[All Fields] OR "atividades"[All
Fields]) AND ("antioxidante"[All Fields] OR "antioxidantes"[All Fields]))
SciELO: Inglés (Apis mellifera) AND (propolis) AND (antioxidant activity) 12
SciELO: Portugués (Apis mellifera) AND (propolis) AND (atividade antioxidante) 0
Cochrane Library: Inglés Apis mellifera in Title Abstract Keyword AND propolis in Title Abstract Keyword AND antioxidant activity 0
in Title Abstract Keyword - (Word variations have been searched)
Cochrane Library: Portugués Apis mellifera in Title Abstract Keyword AND propolis in Title Abstract Keyword AND atividade 0
antioxidante in Title Abstract Keyword - (Word variations have been searched)
BVS: Inglés (Apis mellifera) AND (propolis) AND (antioxidant activity) AND (year cluster:[2011 TO 2021]) 21
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BVS: Portugués

((4Apis mellifera) AND (propolis) AND (atividade antioxidante) AND (year cluster:[2011 TO 2021])

02

Teses CAPEs: Inglés

"Apis mellifera" AND "propolis" AND "antioxidant activity"

14

Teses CAPESs: Portugués

"Apis mellifera" AND "propolis" AND "atividade antioxidante"

13

Scopus: Inglés

( TITLE-ABS-KEY ( "Apis mellifera" ) AND TITLE-ABS-KEY ( propolis) AND TITLE-ABS-KEY
( "antioxidant activity" ) ) AND PUBYEAR > 2010 AND PUBYEAR < 2022

56

Scopus: Portugués

( TITLE-ABS-KEY ( "Apis mellifera" ) AND TITLE-ABS-KEY ( propolis) AND TITLE-ABS-KEY
( "alidade antioxidante" ) ) AND PUBYEAR > 2010 AND PUBYEAR < 2022

CRD: Inglés

((Apis mellifera) AND (propolis) AND (antioxidant activity)) and ((Systematic review:ZDT and
Bibliographic:ZPS) OR (Systematic review:ZDT and Abstract:ZPS) OR (Cochrane review:ZDT) OR
(Cochrane related review record:ZDT) OR (Economic evaluation:ZDT and Bibliographic:ZPS) OR
(Economic evaluation:ZDT and Abstract:ZPS) OR Project record:ZDT OR Full publication record:ZDT) IN
DARE, NHSEED, HTA FROM 2011 TO 2021

CRD: Portugués

((Apis mellifera) AND (propolis) AND (atividade antioxidante)) and ((Systematic review:ZDT and
Bibliographic:ZPS) OR (Systematic review:ZDT and Abstract:ZPS) OR (Cochrane review:ZDT) OR
(Cochrane related review record:ZDT) OR (Economic evaluation:ZDT and Bibliographic:ZPS) OR
(Economic evaluation:ZDT and Abstract:ZPS) OR Project record:ZDT OR Full publication record:ZDT) IN
DARE, NHSEED, HTA FROM 2011 TO 2021

Embase: Inglés

'Apis mellifera’ AND propolis AND 'antioxidant activity' AND [2011-2021]/py

29

Embase: Portugués

'Apis mellifera’ AND propolis AND 'atividade antioxidante' AND [2011-2021]/py

Science Direct: Inglés

"Apis mellifera" AND "propolis" AND "antioxidant activity"

161

Science Direct: Portugués

"Apis mellifera" AND "propolis" AND "atividade antioxidante"
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8.2 Anexo 02

Tabela 17 Dados da metodologia de coleta e informagdes das amostras dos 173 materiais usados na presente revisao bibliografica.

Referéncia Local da Coleta Abelha Prépolis Periodo da Extraciao Vegetacio/Possivel origem
Coleta botéanica
ABUBAKER; Darfur e Kosti - A. mellifera - - EMP (1:3) Metanol 40% -
FAGEER, 2017 Sudéo Maceragdo dindmica
(temperatura ambiente) — 5
horas
AGUIAR, 2015 Alagoas - Brasil A. mellifera L. Vermelha Junho (2006) EEP Etanol 95% Dalbergia ecastapillum
Maceragao — 14 dias
AL NAGGAR et al., Saskatchewan, A. mellifera - 2015 EEP (1:10) Etanol 70% -
2016 Ontario e British Maceracao (temperatura
Columbia - Canada ambiente) — 72 horas
ALVES, 2018 Rio Grande do Sul — A. mellifera Tipo 02 Novembro (2015) EEP (1:10) Etanol 80% -
Brasil (africanizada) Maceragdo dindmica
(temperatura ambiente) -
24 horas (microcapsula)
ANDRADE et al., Alagoas e Sergipe — A. mellifera Marrom, verde  Janeiro e Julho EEP (2:15) Etanol 70% Baccharis dracunculifolia
2017 Brasil e vermelha (2016) Ultrassom (35°C) - 1 hora
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ANDRADE et al., Sergipe e Bahia — A. mellifera L.  Marrom, verde Julho (2016) EEP (2:15) Etanol 70% -
2018 Brasil e vermelha Ultrassom - 1 hora
(microparticulas)
ARANGUENA Andahuaylas - Peru A. mellifera - - EEP (3:10) Etanol 96° -
SALAZAR, 2019 Maceragdo dindmica
(temperatura ambiente) -
48 horas
ARAUIJO et al., 2020 Par4 - Brasil A. mellifera - - Hexano Maceragao - 48 -
horas (3x)
ARSLAN et al., 2021 Ardahan e Erzurum - A. mellifera - Outubro (2016) EEP (1:50) Etanol 70% -
Turquia caucasica Ultrassom - 30 minutos
ARRUDA, 2019 Alagoas - Brasil A. mellifera Vermelha Margo (2011) a EEP (1:15) Etanol 80% Dalbergia ecastapillum
fevereiro (2012) Maceragao (3x)
AUGUSTO-OBARA  Minas Gerais - Brasil A. mellifera Verde Abril (2015) EEP (2:25) Etanol 70% Baccharis dracunculifolia

etal., 2019

(africanizada)

Maceragdo dindmica

(45 °C) - 20 minutos

BAKKALOGLU;
ARICI; KARASU,
2021

Yesilova-Denizli -

Turquia

A. mellifera

Diversos (1:10) Etanol
70%, agua destilada,
DMSO e

propilegonoglicol.

Ultrassom (30, 45 e 60 °C)

- 1, 2 e 3 minutos

€
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Maceracao dinamica

(20°C) - 24 horas

BEJI-SRAIRI et al., Tebourba, Ain A. mellifera Dezembro a EEP (1:2) Etanol absoluto
2020 Haroun , Uthina e margo - Fim da Maceragido (4°C) — 72
Djebel Boukornine - época chuvosa horas
Tunisia
BHARGAVA et al., Bangalore e A. mellifera - EEP Etanol 95%
2014 Karnataka - India Maceracao dinamica

(37°C) - 4 dias

BHUYAN et al., 2021

Young, NSW e Ilha A. mellifera
Kangaroo - Australia,
além de Brasil e

China

- EEP (1:2) Etanol absoluto
Ultrassom (50°C) - 1 hora
(2x) (para os testes
antioxidantes) e, para
composi¢ao quimica:
(1:200) DMSO :
acetonitrile : water (10 :
20 : 70) Ultrassom - 30

minutos

BONAMIGO et al.,
2017.

Mato Grosso do Sul - A. mellifera

Brasil

Varias estagoes de EEP (2:9) Etanol 80%
2015 Maceragdo (70°C)

BOUFADI et al., 2014

Tigzirt, Ouled ali, A. mellifica

intermissa e A.

Primavera (2011) EEP (1:10) Etanol 95%
Ultrassom - 1,5 horas (3x)
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Ain El Arba,
Yennarou, Ain
ouassara e Ksar el

hirane - Argélia

mellifica

sahariensis

BOULECHFAR et al.,
2019

Grarem - Argélia

A. mellifera

Abril (2015) EMP (1:10) Metanol 80%
Maceragdo - 72 horas (3x)
e
Oleo essencial
Hidrodestilacao
(Clevenge)r - 3 horas

CABRAL et al., 2012

Bahia e Minas Gerais

A. mellifera Tipo 6 e tipo Janeiro e EEP (2:15) Etanol 80% Baccharis dracunculifolia
- Brasil 12 fevereiro (2008) Maceragédo (70°C) - 30
minutos (2x)
CALEGARI et al., Parana - Brasil A. mellifera - Margo a junho EEP (2:25) -
2017 (africanizada) (2013) e margo Etanol 80%
(2015) Maceragao (70°C) - 45
minutos
CALEGARI, 2018 Parana e Santa A. mellifera - - EEP (2:25) Etanol 80% -
Catarina - Brasil Maceracao (45°C) - 45
minutos
CAOetal., 2017 Shandong - China A. mellifera Alamo Verdo (2010) EEP Etanol 95%

Ultrassom (40°C) - 3 horas

(3 vezes)

Populus spp.
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CAPUCHO et al., 2012 Sao Paulo - Brasil A. mellifera L. Verde Fevereiro (2010)  EAP (3:10) Agua destilada Baccharis dracunculifolia
Maceragdo dindmica
(temperatura ambiente) - 7
dias
CASTRO et al., 2014 Santiago - Chile A. mellifera - Primavera (2011)  EEP (4:10000) Etanol 90% -
Maceragédo (70°C) - 30
minutos (varias repetigdes)
CAVALARO, 2017 Minas Gerais - Brasil A. mellifera Verde Novembro (2015) EEP (1:10 a 1:30) Etanol 0 Baccharis dracunculifolia
(H* (africanizada) a 99% Ultrassom (25°C) -
5 a 45 minutos
CAVALARO, 2017 Minas Gerais - Brasil A. mellifera Verde Novembro (2015)  EAP e EEP (1:20 a 1:50) Baccharis dracunculifolia
2)* (africanizada) Etanol 14,4; 49,5; 84,6;
99% Ultrassom - 20
minutos (emulsdo)
CAVALARO; Minas Gerais - Brasil A. mellifera Verde Margo (2018) - EEP (1:35) Etanol 99% Baccharis dracunculifolia
FABRICIO; VIEIRA, (africanizada) Epoca de floragio Ultrassom (25°C) - 20
2020 minutos

CECERE et al., 2021

Santa Catarina -

Brasil

A. mellifera

EAP (1:100) Agua
destilada Ultrassom - 3
horas, seguida de

maceracdo - 3 horas

CEYLAN; HALIME,
2020

Anatolia - Turquia

A. mellifera

EEP (1:10) Etanol 96%
Maceragdo (37°C) - 5 dias
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COELHO, 2013 Parand, Rio Grande A. mellifera Verde 2010 e 2011 EEP Etanol 80% Baccharis dracunculifolia
do Sul, Santa Maceragdo dindmica
Catarina ¢ Minas (70°C) - 1 hora (2x)
Gerais - Brasil
COELHO et al.,2017  Minas Gerais, Parana, A. mellifera Verde 2010 e 2011 EEP (1:10) Etanol 80% Baccharis dracunculifolia
Santa Catarina e Rio Maceragdo (70°C) - 1 hora
Grande do Sul - (2x)
Brasil
CORREA et al.,2016  Minas Gerais - Brasil A. mellifera Verde - EEP Etanol absoluto Baccharis dracunculifolia,
Maceracao (30°C) (1 e 2x) Schinus terebenthifolius
COTTICA et al., 2011 Paran - Brasil A. mellifera Organica - EEP (5% e 30%) Etanol 60 -
e 96% Extragdo a turbo -
15 minutos (spray dryer):
Patente PI 0605768-3
CRUZ, 2011 Beira Interior - A. mellifera L. - Agosto (2010) EEP Etanol absoluto -
Portugal Maceracao dindmica
(temperatura ambiente)
(3x)
DA CRUZ ALMEIDA Alagoas - Brasil A. mellifera Vermelha Abril (2012) EEP (5:12) Etanol 80% -
etal., 2017 Maceragao (3x)

(microcapsulas)




DA CUNHA, 2017

Minas Gerais - Brasil

. mellifera

EEP (3:10) Etanol 80%
Maceragdo dindmica

(50°C) - 30 minutos

DA GRACA MIGUEL
etal., 2014

Fez-Boulemane,
Taza, East, Khenifra,
Rabat, Gharb,
Tanger, Agadir -

Marrocos

. mellifera

EEP (1:30) Etanol 70%
Maceragdo dindmica

(37°C) - 96 horas

DA SILVA et al., 2013

Sao Paulo - Brasil

. mellifera

EEP (3:10) Etanol 80°GL

Maceracao dinamica
(50°C) - 30 minutos
(adicionada a sistemas

carreadores)

DA SILVA et al., 2018

Parana - Brasil

. mellifera

EEP (2:25) Etanol 80%
Maceragdo (70°C) - 45

minutos

DA SILVEIRA et al.,
2016

Mato Grosso do Sul -

Brasil

. mellifera

Janeiro (2011)

EEP (1:10) Etanol
absoluto Maceracao
dinamica (temperatura

ambiente) - 24 horas

DARABAN et al.,
2019

Arad e Bihor -

Roménia

A. mellifera L.

EEP (1:10) Etanol 70%

Maceragio - 48 horas

Baccharis dracunculifolia
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DE ALMEIDA, 2017 Alagoas - Brasil A. mellifera Vermelha - EEP (2:7) Etanol 93% Dalbergia ecastapillum
Maceragdo - 48 horas (2x)
(microcapsulas)
DE FRANCISCO et Parana - Brasil A. mellifera L. - - EEP (3:7) Etanol absoluto Pinus sp., Araucaria
al., 2018 Extracéo a turbo (100°C) heteropilla, Eucalyptus sp.,
Baccharis dracunculifolia
DE LIMA et al.,2019a Minas Gerais — Brasil 4. mellifera L. Marrom Junho (2017) Oleo essencial -
Hidrodestilacao
(Clevenger) - 3 horas
DE LIMA et al., 2019b Santa Catarina - A. mellifera Verde - Oleo essencial (1:5) Etanol Baccharis dracunculifolia
Brasil 96° Soxhlet - 5 horas
DEL RIO DEL Andalusia — Espanha A. mellifera - Agosto (2012), EEP (3:10) Etanol -
ROSAL et al., 2017 e Ttebon - Republica maio ¢ dezembro absoluto Maceragéo
Checa (2015), fevereiro dindmica (temperatura
¢ maio (2016) ambiente) - 10 dias
DE-MELO et al.,2014 Bahia, Rio Grande do 4. mellifera L. - 2003 a 2005 EMP (1:50) Metanol Solanaceae, Borreria

Norte, Maranhao,

absoluto Maceracao verticillata, Arecaceae,

Paraiba, Minas dinamica (60°C) - 1 hora Sapindaceae, Mimosa

Gerais, Sao Paulo, (2x) verrucosa, Eucalyptus,
Rio de Janeiro, Asteraceae

Parana, Santa

Catarina, Rio Grande




169

do Sul, Mato Grosso
do Sul - Brasil

DE MENDONCA,
2014

Alagoas - Brasil

A. mellifera

Vermelha -

EEP (5:12) Etanol 80%
Maceragdo dindmica - 48

horas (gel de natrosol)

Dalbergia ecastapillum

DE MORAIS et al.,
2021

Alagoas - Brasil

A. mellifera L.

Vermelha -

EEP (1:100) Etanol 60, 75
e 90% Maceragao
dinamica (30, 55 e 80°C) -
30, 60 e 90 minutos

Dalbergia ecastapillum ¢

Symphonia globulifera

DE OLIVEIRA, 2015

Zonas Norte, Centro
e Ilha
Terceira dos Agores -

Portugal

A. mellifera L.

EEP (1:5) Etanol absoluto
Maceracao dinamica

(24°C) - 24 horas (2x)

DE OLIVEIRA;
ANDOLFATTO, 2014

Parana - Brasil

A. mellifera
geneticamente

modificada

- 2013

EEP Etanol 50, 65 e 80%
Maceracgao (30, 50 e 70°C)
- 15,30 e 45 minutos

DE SOUZA et al.,
2018

Para - Brasil

A. mellifera

Oleo essencial
Hidrodestilacao
(Clevenger) - 3 horas e
EEP Etanol absoluto
Maceragdo (25°C) - 24
horas (3x)
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DEVEQUI-NUNES et
al., 2018

Bahia - Brasil

A. mellifera L.

Verde,
marrom €

vermelha

- EEP (2:15) Etanol 80%
Maceragdo dindmica
(70°C) - 30 minutos (2x)
e
Extragdo supercritica com
CO3, com co-solvente:

etanol 1% (50°C) - 1 hora

Baccharis dracunculifolia, e
Dalbergia ecastopillum (L.)
Taub. (Fabaceae), e Copaifera

Spp.

DING et al., 2021

Heilongjiang, Henan

- China

A. mellifera

Abril, junho e EEP (1:20) Etanol 95%
agosto Ultrassom - 30 minutos
(3x)
E
Extra¢do convencional, nas
mesmoas condi¢des
e
HS-SPME (para o
CG/EM)

DO NASCIMENTO et
al., 2016

Alagoas - Brasil

A. mellifera

Vermelha

- EEP (5:12) Etanol 80%
Maceragao dinamica - 48
horas (nanoparticulas);
apos descarte da cera,
adicionou-se 600 mL de
etanol 80% (agitagdo - 24

horas) (nanoarticulas)
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DO NASCIMENTO et
al., 2019

Alagoas - Brasil

A. mellifera

(africanizada)

EEP (3:10) Etanol
absoluto (99°GL )
Maceragdo (temperatura
ambiente) - 48 horas (3x -

7 dias) (microcapsulas)

Dalbergia ecastopillum

DUCA et al., 2019

Bihor,
Caras-Severin, Arad,
Satu Mare, Timis -

Roménia

A. mellifera

2015 e 2016

EEP (1:20) Etanol 60%
Maceracao dinamica
(temperatura ambiente) - 1

hora

EL-GUENDOUZ et

Diversas regides do

A. mellifera

EEP (1:30) Etanol 70%

al., 2016 Marrocos Maceragdo dindmica
(37°C) - 7 dias

EL MENILY et al., Diversas regides do A. mellifera EEP (1:10) Etanol 70% -

2021 Marrocos Maceragdo dindmica
(temperatura ambiente) - 7
dias

EL SOHAIMI, Regido do delta A. mellifera EEP (1:10) Etanol 90% -

MASRY, 2014 médio — Egito; Anhui Maceracao dinamica

- China

(temperatura ambiente) -

24 horas

ERTURK et al., 2016

Rize - Turquia

A. mellifera

novembro (2006)

EEP (1:5) Etanol 95%
Maceragdo (4°C) - 7 dias
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EZZAT et al., 2019 Giza - Egito

A. mellifera

- EEP (1:10) Etanol 70%
Maceragdo (temperatura

ambiente) — 14 dias

FALCAO, 2013 (1) * Varias regides de A. mellifera L. - - EEP Etanol 80% -
Portugal continental,
Arquipélago de
Azores e Ilha

Madeira

FALCAO, 2013 (2) *  Nordeste de Portugal A. mellifera L - Outono (2007) Metanol Populus x canadenses, Cistus
ladanifer, Origanum spp.

FALCAO, 2013 (3) * Virias regides de A. mellifera L - Julho a setembro Oleo essencial Populus x canadenses, Cistus

Portugal (2007-2009) Hidrodestilagao ladanifer

Cleavenger - 3 horas

FALCAO, 2013 (4) * Braganca - Portugal

A. mellifera

Primavera Etanol absoluto

Populus x canadenses, Cistus

ladanifer

FANGIO et al., 2019 Buenos Aires -

Argentina

A.mellifera L.

- EEP (3:7) Etanol 70%
Maceracao (22-25°C) - 7

dias

FARIAS AZEVEDO et Alagoas - Brasil
al., 2018

A. mellifera

Vermelha

- EEP (5:12) Etanol 80%
Maceragdo dinamica - 48

horas (3x) (nanoparticulas)
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FERREIRA et al., Rio Grande do Norte 4. mellifera L. - Junho e julho Oleo essencial (1:15) Mimosa tenuiflora
2017 - Brasil (africanizada) (2013) e fevereiro  Etanol absoluto Soxhlet - 6
(2014) - Periodo horas
de seca
prolongada
FIANCO, 2014 Minas Gerais - Brasil A. mellifera Verde e Novembro (2011)  Extragdo supercritica com Baccharis dracunculifolia e
vermelha CO, Dalbergia ecastapillum
e
EEP (1:1) Etanol 70%
Maceragdo (25°C) - 14
dias (3x)
FERREIRA, 2015 Rio Grande do Norte ~ A. mellifera L. - Junho (2013) a Oleo essencial (1:15) -
- Brasil (africanizada) fevereiro (2014)  Etanol absoluto Soxhlet - 6
horas (2x)
FERREIRA, 2017 Rio Grande do Sul, A. mellifera Ambar, verde Margo (2014) e EEP (1:10) Etanol Baccharis dracunculifolia,
Alagoas e Minas (africanizada) e vermelha setembro (2015) absoluto Maceragao Dalbergia ecastapillum e
Gerais - Brasil dinamica (temperatura Eucalyptus sp.
ambiente) - 7 dias
FERREIRA, 2019 Rio Grande do Norte 4. mellifera L. Verde

Fevereiro (2014) Oleo essencial (1:15)

¢ junho/julho Etanol absoluto Soxhlet - 6
(2013) — Seca horas

prolongada

Mimosa tenuiflora
- Brasil




A. mellifera

174

A. mellifera L.

EEP (1:100) Etanol
absoluto-30% Ultrassom
(10 minutos) e posterior

maceracdo dindmica

(70°C) - 2 horas

GALEOTTI et al., Zhejiang - China
2017
GARGOURI et al., Kasserine, Béja, El
2019 Kef e Monastir -
Tunisia

GOKDUMAN, 2019 Central Anatolia -

A. mellifera L.

Oleo essencial (1:50)

Etanol 80% Reator de

vidro (40°C) - 3 horas
e

EEP (2:15) Etanol 80%

Ultrassom - 20 minutos

(3%)

Turquia

GONCALVES; Minas gerais - Brasil

A. mellifera

EEP (1:20) Etanol
absoluto Maceragéo

dinamica (60°C) - 24 horas

SANTOS;
SREBERNICH, 2011

GRAIKOU et al., 2016 Virias regides da

A. mellifera L.

Oleo essencial (1:20)
Etanol absoluto

Soxhlet - 24 horas

Grécia, Ilhas do Mar
Egeu, Chipre,

Croéacia e Argélia

Primavera a verao

(2008 2 2011)

EEP (1:10) Etanol 70%
Maceragdo (temperatura

ambiente) - 24 horas

Pinus sp., Cupressus

sempervirens, Populus nigra
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GUO et al., 2011

Virias regides da

China

A. mellifera L.

EAP (1:5) Agua destilada

Maceragao (60°C) - 7
horas (2x)

HAMES-KOCABAS
ETAL., 2013

Nordeste de Anatolia

- Turquia

A. mellifera L.

Primavera (2011)

EEP (1:5) Etanol 96%

Maceragdo dindmica

(temperatura ambiente) -

18 horas e Oleo essencial

(HS-SPME)

IKEDA, 2020

Parana - Brasil

A. mellifera L.

Organica

EEP (2:25) Etanol 80%

Maceracao dinamica
(70°C) - 30 minutos
e
Oleo essecial
Hidrodestilagao

(Cleavenger) - 4 horas

JANSEN, 2015

Rio Grande do Sul -

Brasil

A. mellifera

Setembro a
novembro (2013)

— Primavera

EEP (1:10) Etanol 80%

Maceracao dinamica

(temperatura ambiente) - 3

horas

JEONG et al., 2012

Gyeongnam

- Coreia

A.mellifera

EAP (1:10) Decocgao
(100°C) - 2 horas
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JIANG et al., 2020

Virias regides da

China

A. mellifera

EEP (3:50) Etanol 95%

Ultrassom - 45 minutos

(3%)

JUG; KONCIC;
KOSALEC, 2014

Zagreb - Croacia

A. mellifera L.

Alamo

2010

EEP e EAP (1:5) Agua
pura, Etanol 40 e 80%

Maceragdo dinamica (25-

50°C) - 24 horas

€

EEP ¢ EAP (1:5) Agua
pura, Etanol 40 e 80%
Ultrassom (banho de gelo)

- 30 minutos

Populus sp.

KARADAL et al.,
2018

Central Anatolia -

Turquia

A. mellifera

anatoliaca

EEP (3:10) Etanol 70%
Maceragdo (70°C) — 7 dias

KASOTE et al., 2017

Trezes regides da

India

A. mellifera

Junho a Outubro

(2016)

EEP (1:10) Etanol

absoluto Maceracao

KIZILTAS; ERKAN,

2020

Turquia

A. mellifera

caucasica

Junho a outubro

EEP (3:50) Etanol 98%

Maceracao dinamica

(25°C) - 48 horas

KUMAR et al., 2011

Tamilnadu - India

A. mellifera

Dezembro (2009)

EEP (1:10) Etanol 80%
Maceragdo dindmica

(temperatura ambiente) —

72 horas
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KUMAZAWA et al., Andalusia - Espanha 4. mellifera L. - Primavera a EEP (1:30) Etanol Castanea sativa, Quercus sp,
2013 Inverno (2006- absoluto Maceragéo Populus sp, Eucalyptus sp, Salix
2007) (temperatura ambiente) - sp, Pinus sp.
24 horas
KUMUL et al., 2020 Yucatan - México A. mellifera - - EEP (3:10) Etanol 95% -
Maceragdo (25°C) - 28
dias
KUNRATH et al., Parana - Brasil A. mellifera L. - Agosto (2014) EEP (1:10) Etanol 70% -
2017 Extracdo a turbo (spray
dryer)
KUNRATH; Parana - Brasil A. mellifera L. - - EEP (1:9) Etanol 70% -
SAVOLDI, 2014 Maceragdo - 48 horas, com
extracdo a turbo - 15
minutos, entre os dois dias
de extragdo (spray dryer)
KUREK-GORECKA Kamianna - Polonia A. mellifera - Verao (2006) EEP (1:10) Etanol 35% -

etal., 2012

Maceragao — 14 dias

LACERDA, 2012

Parana e Santa

Catarina - Brasil

Apis mellifera

Organica

Fevereiro ¢ margo
(2011 - verdo),
dezembro e
janeiro (2012 -
verdo), outono e

primavera (2011)

EEP (2:25) Etanol 80%
Ultrassom - 15 minutos e
Extragdo HS-SPME (para

CG/EM)

Baccharis dracunculifolia
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LABYAD et al., 2016

Tarhona - Libia

A. mellifera

Primavera (2014)  EEP (1:5) Etanol absoluto

Maceragdo - 7 dias

LUIS-VILLAROYA et

Zaragoza - Espanha

A. mellifera L.

- Propilenoglicol Maceragao

Populus spp., Quercus spp.,

al., 2015 (36°C) - 48 horas Pinus spp.
(suplemento diario)
MACHADO et al., Sergipe, Alagoas, A. mellifera Verde, Julho a setembro  Extragdo supercritica com Baccharis dracunculifolia,
2016 Minas Gerais, Parana, marrom e (2013) CO2, com co-solvente: Dalbergia ecastopillum,
Santa Catarina e Rio vermelha etanol 1% (50°C) - 2,5 Copaifera
Grande do Sul - horas
Brasil e
EEP (2:15) Etanol 80%
Maceragdo dindmica
(70°C) - 30 minutos
MARCUSSI; Ceara - Brasil A. mellifera L. - - Oleo essencial (4:125) -
GUTIERREZ- Etanol absoluto Soxhlet
GONCALVES, 2013
MASEK et al., 2019 Virias regides da A. mellifera L. - 2016 EEP (1:5) Etanol 70% -
Poldnia Maceracao dinamica
(temperatura ambiente) - 7
dias
MELLO; HUBINGER, Sao Paulo - Brasil A. mellifera Verde - EEP e EAP (1:8) Etanol Baccharis dracunculifolia
80% e Agua deionizada

2012

Maceragdo (temperatura
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ambiente)
- 2 horas,1 - 10 dias (pH
2,0-8,0)

MENDEZ-PFEIFFER
etal, 2020

Sonora - México

A. mellifera

- Inverno (2014) a
primavera (2015)

EMP (1:5) Metanol
absoluto Maceragdo — 72

horas

Ambrosia deltoidea, Encelia

farinosa, P. fremontii

MIGUEL et al., 2014

Algarve - Portugal

A. mellifera L.

- Inverno e
Primavera (2008 e

2009)

EAP (1:10)
Maceragao (80 °C) -3

horas

MOHDALY etal.,
2015

Fayoum - Egito

A. mellifera

EMP (1:10) Metanol
absoluto Maceracao (25°C)

- overnight

MOLNAR et al., 2017

Debrecen Domsod,
Esztergom, Szarvas,
Kecskemét,
Pusztaszabolcs,
Berettioujfalu,
Puspokladani, Eger e
Mezokovesd -

Hungria

A. mellifera

EEP (1:5) Etanol 80%
Maceragdo dindmica
(temperatura ambiente) -

24 horas

MONCAYO LUJAN
etal., 2018

Coabhuila e Durango -

México

A. mellifera L.

EEP (1:10) Etanol 70%
Maceragdo dindmica

(35°C) - 48 horas
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e
EEP (1:10) Etanol 70%
Ultrassom (30°C) - 30
minutos
e
EEP (4:63) Etanol 70%
Microondas (70°C) - 17

minutos

MOUHOUBI-
TAFININE;
OUCHEMOUKH;
TAMENDIJARYI, 2016

Adekar e Oued ghir -
Argélia

A. mellifera

Julho (2007) Solventes diversos (1:40)
Agua, Etanol 50% e 85%,
Metanol 50% Maceragdo
dindmica (temperatura
ambiente 25-30 °C) - 15

horas

NAIK; VAIDYA, 2011

Mabharashtra - India

A. mellifera

- Oleo essencial (5:28)
Hidrodestilacao
(Clevenger)

NINA et al., 2015

Regido do Maule -
Chile

A. mellifera

2012 -2014 EMP (1:10) Metanol
absoluto Ultrassom
(temperatura ambiente) - 3

minutos (2x)

NINA et al., 2016

La Paz, Cochabamba,

Chuquisaca, Tarija,

A. mellifera

2013 -2014 EMP (1:10) Metanol

absoluto Maceragéo
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NORI et al., 2011

Santa Cruz, Okinawa

- Bolivia

(temperatura ambiente)

(3%)

Sao Paulo - Brasil

A. mellifera

Tipo 12 -

EEP (3:10) Etanol 80%

Maceragdo dindmica
(50°C) - 30 minutos

(microcapsulas)

OLDONI et al., 2015

OSES et al., 2016

Parana - Brasil

A. mellifera L.

(africanizada)

- Margo a Agosto
(2013)

EEP Etanol 50, 65 ¢ 80%
Maceracgdo (30, 50 e 70°C)

- 15, 30 € 45 minutos

Espanha

A. mellifera

- 2014

EEP (4:15) Etanol 90%

Qualidade alimentar

Maceragdo dindmica

(temperatura ambiente) -

48 horas

OSES et al., 2020

Sul de zonas tropicais
da América e paises
do sudoeste e sudeste

europeu

A. mellifera

- 2015

EEP (1:30) Etanol 70%

(qualidade alimentar)

Maceracao dinamica

(temperatura ambiente) -

24 horas (véarias vezes)

OZDAL et al., 2018

Virias regides da

Turquia

A. mellifera L.

EEP (1:10) Etanol 70%
Ultrassom (temperatura

ambiente) - 30 minutos
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OZDAL et al., 2019

Ankara, Central
Anatolia, Anatolia
oriental, oeste do
Mediterraneo e

Marmara - Turquia

A. mellifera L.

- Abril a julho
(2014)

EEP (1:15) Etanol 70%
Maceragdo dindmica
(temperatura ambiente) -
24 horas
e
EEP (1:10) Etanol
absoluto Maceracao
dindmica (25-30°C) — 72
horas (para analise em

cromatografia)

OZKOK et al., 2021

Varias regides da

Turquia

A. mellifera L.

- Final do verdo

(2019)

EEP (1:30) Etanol 70%
Maceragdo dindmica

(temperatura ambiente) -

24 horas (2x)
PANDOLFO, 2014 Sul do Parana e norte A. mellifera Organica Verao e outono EEP (2:25) Etanol 80% Araucaria, pinus e eucalipto
de Santa Catarina - (2012 € 2013) Maceracao (70°C) - 30
Brasil minutos
PAZIN et al., 2017 Minas Gerais - Brasil A. mellifera Verde Marco (2012) EEP (3:10) Baccharis dracunculifolia
(africanizada) Etanol 70%
Maceracgdo - 2 meses
PEIXOTO et al., 2021 Gerés - Portugal A. mellifera L. - Agosto e EEP (3:20) Etanol -

setembro (2011-
2015)

absoluto Maceragéo
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dinamica (temperatura

ambiente) - 24 horas

PERMANA et al.,
2020

Sulawesi - Indonésia

A. mellifera

EEP (1:2) Etanol 25, 50,
75 e 100% Ultrassom
(temperatura ambiente) -
24 horas (nanocarreador:

fitossoma)

PRASNIEWSKI, 2015 Parana - Brasil

A. mellifera

Marco a agosto

(2013)

EEP (2:25) Etanol 80%
Maceracao (70°C) - 45

minutos

QUINTINO et al., Minas Gerais - Brasil

A. mellifera L.

Verde

Junho (2017)

Oleo essencial
Hidrodestilagao (1:5)
(Clevenger) - 3 horas

Baccharis dracunculifolia

2020
RAMNATH; Haryana, Himachal
VENKATARAMEGO  Pradesh, Uttaranchal,
WDA, 2016 Punjab, Delhi,

Maharashtra, Tamil
Nadu, Karnataka,
Kerala e Andhra

Pradesh - India

A. mellifera

EEP (1:10) Etanol 70%
Maceragdo dindmica
(temperatura ambiente) -

overnight (3x)

RIGHI et al., 2011 Alagoas - Brasil

A. mellifera

Vermelha

Oleo essencial Metanol
absoluto Soxhlet; e para

analises cromatograficas,
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particao no Soxhlet com
hexano, cloroférmio,

acetato de etila e metanol

IRIGOITI; YAMUL;
NAVARRO, 2021

Buenos Aires -

Argentina

A. mellifera L.

EEP (1:9) Etanol 96°
Maceragéo (40°C) — 72
horas (p6 co-cristalizado

com sucrose)

RISTIVOIEVIC et al., Virias regides da A. mellifera L. Subtipos de - EEP (1:10) Etanol 80% Populus spp.
2018 Turquia proépolis Ultrassom - 45 minutos
Alamo
RISTIVOIEVIC et al., Sérvia, Turquia, A. mellifera L. Alamo Inicio e final da EEP (1:10) Etanol 80% Populus nigra L.
2020 China e Russia primavera e inicio Ultrassom - 30 minutos
do verdo
RIVERA-YANEZ et Chihuahua - México A. mellifera - Novembro (2014) EEP (3:10) Etanol 70% -
al., 2018 Maceragdo (temperatura
ambiente)
ROCHA et al., 2013 Minas Gerais, Sdo A. mellifera Verde - EEP Etanol 70%

Paulo, Rio Grande do
Sul, Parana, e Santa

Catarina - Brasil

Maceragao dinamic,

seguida de percolagao

Baccharis dracunculifolia

RODRIGUEZ et al.,
2012

Sabanalarga, Galapa,

Juan de Acosta e

A. mellifera

(africanizada)

- Segundo trimestre
(2019) - Periodo

de seca

EEP (3:10) Etanol 96%
Maceragdo (temperatura

ambiente) - 48 horas (3x)
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Santo Tomas -

Colombia

RODRIGUEZ PEREZ

etal., 2020

Estado do México,

Michoacéan,

Guanajuato, Puebla, ¢

Veracruz - México

A. mellifera

Novembro
(2010), setembro
e novembro
(2012), abril,
maio e setembro

(2013)

EEP (1:3) Etanol 70%

Ultrassom

SALAS et al, 2016

Tucuman - Argentina

A. mellifera L.

Dezembro (2012)
e Margo (2013) —
Final da
primavera e inicio

do verdo

EEP (2:25) Etanol 80%
Maceracao (temperatura

ambiente) - 7 dias

Zuccagnia punctata

SALAS et al., 2020

Catamarca -

Argentina

A. mellifera

Tipo

Zuccagnia

2015 -2018

EEP (2:25) Etanol 80%

Ultrassom - 30 minutos

Z. punctata, Larrea sp.

SALAS et al., 2018

Tucuman - Argentina

A. mellifera

Tipo

Zuccagnia

Dezembro (2012)

EEP (2:25) Etanol 80%
Maceracao (temperatura
ambiente) - 7 dias

(formulacao otoldgica)

Zuccagnia punctata

SALGUEIRO, 2016

Rio de Janeiro -

Brasil

A. mellifera
Lineau

(africanizada)

Verde

Julho (2010),
janeiro a

novembro (2012)

EEP ¢ EMP (1:25) Etanol
95% e Metanol 95%

Maceragdo dindmica

Baccharis dracunculifolia L.
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SALEH, 2012

Fayoum - Egito

A. mellifera

(temperatura ambiente) -
48 horas
e
Oleo essencial (1:80)
Metanol absoluto Soxhlet -

5 horas

SALGUEIRO;

Rio de Janeiro -

carnica

A. mellifera

EAP Agua destilada
(aquecido suavemente)

Maceragao

CASTRO, 2016

SANCHEZ et al., 2020

Brasil

Noroeste do México

A. mellifera

Verde Julho (2010),
margo a

novembro (2012)

EEP (1:25) Etanol 95%
Maceragdo dindmica
(temperatura ambiente) -

48 horas

SANPA et al., 2017

Chiang Rai,

A. mellifera

Inverno e verdo

(2012 ¢ 2013)

EEP (1:10) Etanol
absoluto Maceragéo
dinamica (temperatura
ambiente - 25°C) — 72

horas

Lamphun, Nan,
Phayao, Phrae —

Tailandia

- Janeiro (2009) a
Janeiro (2010)

EEP (1:10) Etanol 70%
Ultrassom (temperatura
ambiente) - 30 minutos; e
para analise no CG/EM:
EEP (1:10) Etanol 70%

Mangifera indica
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Maceracao (temperatura

ambiente) - 24 horas (3x)

SARAL et al., 2019

Thrace, Anatolia e

Camili - Turquia

A.mellifera
carnica, A.

mellifera

anatoliaca, A.

Agosto (2017) EMP Metanol absoluto
Maceragdo (temperatura

ambiente) - 24 horas

mellifera
syriaca, A.
mellifera
caucasica
SCHMIDT et al., Parana - Brasil A. mellifera Janeiro e maio EEP (1:10) Etanol 70%
2014a (2009) Maceragdo dindmica
(temperatura ambiente) -
100 horas
SCHMIDT et al., Parana - Brasil A. mellifera Novembro (2008)  EEP e EAP (3:15) Agua e
2014b Etanol 30, 70 € 95%

Maceracao dinamica
(temperatura ambiente) -

100 horas

SHAHBAZ et al., 2021

Faisalabad -

Paquistdo

A. mellifera L.

- EAP, EEP ¢ EMP Agua,
metanol 65, 80 ¢ 95% e
etanol 65, 80 € 95%

Maceragdo dindmica
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(temperatura ambiente) -

24 horas

SHEHATA et al., 2020 Egito, Brasil, A. mellifera L. Verde e Outono ¢ EEP (1:10) Etanol -
Bulgaria, Oman, marrom primavera absoluto Maceragao
Aréabia Saudita, e (temperatura ambiente
China 23°C) - 6 horas
SHUBHARANTI; Haryana, Himachal . mellifera - - EEP Etanol 70% -
MAHESH; Pradesh, Uttaranchal, Maceragao
YOGANANDA Karnataka e Kerala - (nanoparticulas)
MURTI, 2019 India
SILVA et al., 2011 Sul do Uruguai . mellifera - Final da EEP (1:10) Etanol 75% -
primavera e inicio ~ Maceragdo dindmica (50-
do verdo 60°C) - 30 minuos (2x)
SILVA et al., 2018 Alagoas - Brasil . mellifera Vermelha - EEP Maceragao Etanol Dalbergia ecastopillum
absoluto (temperatura
ambiente) - 72 horas
SIME et al., 2015 Agarfa, . mellifera - Junho e julho EEP (1:5) Etanol 70% -
Alage, Wolaita, (2011) Maceragao - 20 dias
Holeta e Gedo -
Etiopia
SOUSA et al., 2019 Parana - Brasil . mellifera Marrom Novembro (2013) EEP (1:25) Etanol 95% -

Maceragdo dindmica
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(temperatura ambiente) -

48 horas

SULAIMAN et al., Baghdad, Dahuk, A. mellifera - 2007-2008 EMP (1:10) Metanol Cedrus libani, Abies cillicica,
2011 Mosul e Salah ad-Din absoluto Maceragao Betula alba, Robinia
- Iraque dinamica (60°C) - 1 hora pseudoacacia, Cupressus
(3x) sempervirens, Melia azedorach,
Tamarix articulata, Acacia spp.,
Eucalyptus spp., Alnus spp.,
Pinus spp., alamos e carvalhos
SUN ET AL., 2015 Beijing - China A. mellifera L. Alamo - EAP (1:20) EEP (1:20) Poppulus spp.
Etanol 5,50,75,95,100%
Ultrassom (40°C) - 5 horas
SVECNJAK et al., Krk, Rab, Pag, A. mellifera Mediterranea 2017 HS-SPME (60°C) - 45 Cupressus spp., Juniperus spp.,
2020 Bisevo e Korcula - carnica minutos (para CG/EM) Poplar spp, Cistus spp.
Croacia Pollmann e

Oleo essencial
Hidrodestilagao (10:1)
Clevenger
Pentadieno:dietil éter (1:2)
- 2 horas (para CG/EM)

€
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EEP (1:10) Etanol 70%
Ultrassom (40°C) - 45

minutos
TIVERON, 2015 Parana e Santa A. mellifera Organica Fevereiro a junho, EEP (2:25) Etanol 80%
Catarina - Brasil e dezembro; Maceragédo (70°C) - 30
(2011) e janeiro minutos (microcapsulas)
(2012)
TIVERON et al., 2016 Santa Catarina - A. mellifera Organica Fevereiro (2011) EEP (2:25) Etanol 80%
Brasil a janeiro (2012) Maceracao dindmica
(70°C) - 30 minuos
TOHAMY et al., 2014 Beni-Suef - Egito A. mellifera - - EAP (1:250) Agua
destilada Maceragdo
dindmica - 10 minutos
TORETI, 2011 Sdo Paulo - Brasil A. mellifera Verde Janeiro a EEP (2:25) Etanol 80% Baccharis dracunculifolia
dezembro (2009 ¢ Maceragédo (70°C) - 30
2010) minutos
TOUZANI et al., 2018 Virias regides do A. mellifera - - EEP (1:10) Etanol 70%
Marrocos Maceracao dinamica
(temperatura ambiente) - 7
dias
VALENTE et al., 2011 Beira Interior - A. mellifera - Setembro (2007) EMP (1:1) Metanol

Portugal

absoluto Maceragéo
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dinamica (temperatura

ambiente) - overnight

VARGAS-SANCHEZ  Noroeste do México . mellifera - EEP (1:10) Etanol -
etal., 2019 absoluto Maceragéo
(temperatura ambiente -
25°C) - 72 horas
VARGAS-SANCHEZ Sonora - México . mellifera Verao e inverno -
etal., 2020 (2017)
VARGAS TAPIA, Tacna, Arequipa e . mellifera Novembro (2013) EEP (2:25) Etanol 80% Baccharis tricuneata, Alnus
2018 Lambayeque - Peru Maceracao (70°C) - 30 acuminate
minutos
VENEGAS et al., 2016  Biobio e Araucania - . mellifera - EMP (1:50) Metanol -
Chile absoluto
WALl et al., 2016 Jammu e Kashmir - . mellifera - EEP (1:5) Etanol absoluto -

India

Maceragdo dindmica
(temperatura ambiente) -
24 horas (3x)

e
EEP (1:5) Etanol 50%
Maceracao dinamica
(temperatura ambiente) -
48 horas (3x)

€
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EAP (1:5) Agua MilliQ
Maceragdo dindmica
(temperatura ambiente) -

48 horas

WANG et al., 2016

Coreia do Sul, Brasil,

China e Australia

A. mellifera L.

EEP Etanol absoluto
Maceragdo (temperatura

ambiente) - 24 horas

WIWEKOWATI et al., Yogyakarta - A. mellifera sp - - EEP Etanol 96%
2020 Indonesia Maceracgio - 24 horas

WIWEKOWATI et al., Central Java - A. mellifera sp - - EEP Etanol 96%
2017 Indonesia Maceracgio - 24 horas

XAVIER et al., 2017

Bahia - Brasil

A. mellifera

- Maio (2014)

EEP (2:25) Etanol 80%
Maceragédo (70°C) - 30
minutos
e
HS-SPME (40°C) - 2 horas
(para o CG/EM)

YONAR et al., 2012

Central Anatolia -

Turquia

A. mellifera

caucasica

Alamo -

EEP (1:10) Etanol 70%
Maceracao (temperatura

ambiente) - 24 horas

YONAR et al., 2014

Central Anatolia -

Turquia

A. mellifera

caucasica

Alamo -

EEP (1:10) Etanol 70%
Maceragdo (temperatura

ambiente) - 24 horas
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YONAR et al., 2017

Central Anatolia -

Turquia

A. mellifera

caucasica

Alamo

EEP (1:10) Etanol 70%
Maceragdo (temperatura

ambiente) - 24 horas

YUAN et al., 2020

Brasil e China

A. mellifera

Alamo e verde

Verdo (2017)

EMP (1:50) Metanol
absoluto Ultrassom - 1
hora (2x)

e
EEP (1:20) Etanol 95%
Ultrassom - 1 hora (2x)

Alamo, Baccharis

YURTERI, 2015

Ankara Mamak -

Turquia

A. mellifera

Agosto (2014)

EEP (1:20) Etanol 70%
Maceragdo dinamica - 10
dias; o mesmo foi
realizado novamente, mas

apenas por 2 dias

ZEITOUN et al., 2019

Costa Sul - Libano

A. mellifera L.

Junho a agosto
(2014)

EEP (1:5) Etanol 70%
Maceracao dinamica

(30°C) - 7 dias

ZHANG et al., 2015

Shandong - China

A. mellifera

Alamo

EEP Etanol 95%
Ultrassom (40°C) - 3 horas
(3%)

Poppulus sp.

ZHANG et al., 2016

Shandong e Nanjing -
China; e sul da

Australia

A. mellifera

Alamo, verde

e de eucalipto

EEP (1:4) Etanol 95%
Ultrassom (40°C) - 3 horas
(3x)

Poppulus sp., Baccharis sp.,
Eucalipto.
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Z1Z1C et al., 2013 Mrckovina, Babine, A. mellifera - Verio (2011) EEP (1:20) Etanol 96% -
Miljevici, Jabuka, Macergdo dindmica
Velika Zupa, Zalug, e (temperatura ambiente) -
Kacevo - Sérvia 24 horas

*Tese com varios trabalhos internos.



