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RESUMO 
 

Os extratos de própolis são tradicionalmente utilizados na medicina popular e 
apresentam propriedades como antitumoral e antimicrobiana. No entanto, esses 
produtos são pouco explorados em associação com medicamentos utilizados na 
prática clínica. Ademais, a composição química complexa dificulta o controle de 
qualidade e autenticação desses produtos. Este estudo teve como objetivos avaliar 
a composição química de extratos de própolis de Apis mellifera scutellata e diferentes 
espécies de Meliponini e caracterizar sua citotoxicidade frente a células tumorais, 
efeitos antibacterianos e interferências nas ações da doxorrubicina e gentamicina. 
Além disso, objetivou investigar o potencial da espectroscopia de infravermelho 
médio (MIR) e análises quimiométricas para a autenticação das amostras de 
própolis. As análises cromatográficas e espectrométricas foram realizadas usando 
cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS). Extratos de 
própolis foram submetidos à avaliação de citotoxicidade e sinergismo utilizando o 
ensaio de redução do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT). 
A atividade antimicrobiana foi realizada pela técnica de microdiluição em caldo e o 
sinergismo pelos ensaios checkerboard e time-kill. Os teores de compostos fenólicos 
e flavonoides totais foram utilizados como parâmetros de qualidade de acordo com 
as diretrizes da legislação brasileira. Foi realizada espectroscopia de infravermelho 
acoplada à refletância total atenuada (ATR-IR) e um modelo quimiométrico foi 
desenvolvido e validado para discriminar e classificar as quatro amostras de própolis. 
A caracterização química revelou a presença de 63 compostos. Os extratos 
apresentaram citotoxicidade seletiva contra linhagens de células tumorais humanas. 
Extratos de própolis de mandaçaia e plebeia exerceram citotoxicidade sinérgica 
seletiva associada à doxorrubicina. Com exceção da tubuna, todos os extratos 
avaliados exibiram efeitos antibacterianos em cepas gram-positivas. Os extratos de 
mandaçaia e plebeia exerceram efeito sinérgico com a gentamicina, entretanto, 
apenas o extrato de mandaçaia exerceu efeito seletivo. O modelo de análise 
discriminante de mínimos quadrados parciais (PLS-DA) mostrou-se sensível e 
específico, podendo ser usado para o controle de qualidade dessas amostras de 
própolis para fins de autenticação. O própolis de plebeia apresentou o menor teor de 
fenólicos totais e flavonoides. Conforme sugerido pelo ATR-IR e confirmado pela 
determinação de fenólicos totais e flavonoides, apenas própolis verde, tubuna e 
mandaçaia atenderam aos critérios estabelecidos pela legislação brasileira para 
comercialização. Esses produtos naturais podem reduzir a ocorrência de efeitos 
adversos, resistência ou ambos, relacionados à doxorrubicina e gentamicina. O 
modelo quimiométrico desenvolvido neste estudo pode ser implementado como 
ferramenta para a autenticação das classes de própolis estudadas. 

 
Palavras-chave: própolis; citotoxicidade; antibacteriano; quimiometria; legislação. 

 
 



 
 

ABSTRACT 
 
Propolis extracts are traditionally used in folk medicine and have properties such as 
antitumor and antimicrobial. However, these products are little explored in association 
with drugs used in clinical practice. In addition, the complex chemical composition 
makes quality control and authentication of these products difficult. This study aimed 
to evaluate the chemical composition of propolis extracts from Apis mellifera 
scutellata and different species of Meliponini and to characterize their cytotoxicity 
against tumor cells, antibacterial effects and interference in the actions of doxorubicin 
and gentamicin. Furthermore, to investigate the potential of mid-infrared 
spectroscopy (MIR) and chemometric analyzes for the authentication of propolis 
samples. Chromatographic and spectrometric analyzes were performed using liquid 
chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS). Propolis extracts were 
evaluated for cytotoxicity and synergism using the 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 
diphenyl tetrazolium bromide (MTT) reduction assay. Antimicrobial activity was 
performed by the broth microdilution technique and synergism by checkerboard and 
time-kill assays. The levels of phenolic compounds and total flavonoids were used as 
quality parameters according to the guidelines of Brazilian legislation. Infrared 
spectroscopy coupled to attenuated total reflectance (ATR-IR) was performed and a 
chemometric model was developed and validated to discriminate and classify the four 
propolis samples. Chemical characterization revealed the presence of 63 
compounds. The extracts showed selective cytotoxicity against tumor cell lines. 
Mandaçaia and plebeia propolis extracts exerted selective synergistic cytotoxicity 
associated with doxorubicin. With the exception of tubuna, all extracts evaluated 
exhibited antibacterial effects on gram-positive strains. Mandaçaia and plebeia 
extracts had a synergistic effect with gentamicin; however, only the mandaçaia 
extract exerted a selective effect. The partial least squares-discriminant analysis 
(PLS-DA) model proved to be sensitive, specific and accurate, and can be used for 
quality control of these propolis samples for authentication purposes. Plebeia propolis 
had the lowest content of total phenolics and flavonoids. As suggested by the ATR-
IR and confirmed by the determination of total phenolics and flavonoids, only green 
propolis, tubuna and mandaçaia met the criteria established by Brazilian legislation 
for commercialization. Propolis can be a source of antineoplastics and antibiotics. 
These natural products may reduce the occurrence of adverse effects, resistance, or 
both, related to doxorubicin and gentamicin.The chemometric model developed in 
this study can be implemented as a tool for the authentication of the studied propolis 
classes. 

 
Keywords: propolis; cytotoxicity; antibacterial; chemometrics; legislation. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

O câncer e as infecções bacterianas são considerados um grande desafio para 

a medicina. As células tumorais e bacterianas compartilham características muito 

semelhantes, como altas taxas de replicação, disseminação e rápido desenvolvimento 

de resistência aos medicamentos. Os fármacos antitumorais são frequentemente 

usados em combinações como estratégia para superar os mecanismos de resistência 

e reduzir a toxicidade para as células não tumorais  (SOO et al., 2017). Além disso, a 

combinação de  antibacterianos torna-se uma estratégia importante devido à escassez 

de novos agentes antimicrobianos disponíveis no mercado (LIU et al., 2017). 

Ressalta-se, de maneira geral, que não existem muitos avanços com respeito às 

propriedades físico-químicas e atividades biológicas do própolis de abelhas-sem-

ferrão (Meliponini), quando comparado ao vasto potencial biológico e econômico de 

própolis proveniente de abelhas melíferas (LAVINAS et al., 2019).  

Além disso, outros problemas estão relacionados à industrialização e 

comercialização de produtos apícolas e meliponícolas, incluindo o própolis, devido a 

ausência de legislações atuais e/ou falta de fiscalização para cumprimento das 

mesmas, além de questões relacionadas ao controle de qualidade desses produtos.   

No Brasil, existem duas normativas que regulamentam a comercialização e 

industrialização do própolis: a Instrução Normativa nº 3 (2001) do Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), que regulamenta a identidade e as 

características necessárias para que o própolis bruto e extratos de própolis de A. 

mellifera possam ser comercializados em nível nacional e internacional (BRASIL, 

2001) e a RDC Nº 24, de 14 de junho de 2011 da Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA), que regulamenta os produtos à base de própolis com finalidade 

terapêutica (BRASIL, 2011). Apesar da Instrução Normativa nº 3 (2001) não ser 

específica para a comercialização e industrialização de produtos meliponícolas, pode 

ser aplicada para este fim. Ainda, é importante salientar que, muitos produtos apícolas 

e meliponícolas, até mesmo aqueles destinados para fins terapêuticos, acabam sendo 

livremente comercializados apenas com a aprovação do MAPA, mediada pela 

Instrução Normativa nº 3 (2001), a qual está desatualizada e não leva em 

consideração aspectos relacionados à possível toxicidade destes produtos, assunto 

de extrema relevância, visto que muitos desses produtos são destinados para 

consumo humano.  
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Ainda, como mencionado anteriormente, outro problema relacionado à 

comercialização e industrialização de própolis é a realização de um controle de 

qualidade efetivo para os mesmos, devido à dificuldade de padronização dos extratos 

a serem comercializados. Própolis se tratam de misturas complexas, cuja composição 

química qualitativa e quantitativa varia não apenas conforme as fontes botânicas 

usadas para sua produção, como também em relação às características das espécies 

produtoras. Logo, uma grande variabilidade pode ser observada, até mesmo em 

relação ao mesmo tipo de própolis, dificultando a padronização do controle de 

qualidade (KASOTE, BANKOVA, VILJOEN, 2022).  

Desta forma, faz-se necessária a realização de estudos mais aprofundados 

sobre a qualidade, potencial biológico e de produção, coleta e manejo de própolis de 

abelhas-sem-ferrão, possibilitando a implementação de seu uso (CORDEIRO; 

MENEZES, 2014). Além disso, salienta-se que estes estudos devem ser associados 

a elaboração de uma legislação adequada, que permita a comercialização e 

industrialização dos mais diversos tipos de produtos obtidos a partir do própolis, sem 

comprometer a saúde da população. Assim, este trabalho tem como objetivos: 1- 

caracterizar a ação de própolis de abelhas da tribo Meliponini sobre a ação citotóxica 

e antimicrobiana de fármacos usados na clínica para o tratamento do câncer e de 

infecções; 2- a partir da caracterização química dos própolis desenvolver um método 

quimiométrico para validação e autenticação com finalidade de uso industrial, além de 

verificar sua possível comercialização e industrialização a partir dos critérios que 

utilizam parâmetros de doseamento fenólicos e flavonoides totais presentes na 

legislação brasileira. 

Para melhor compreensão por parte dos leitores, este trabalho foi divido em dois 

capítulos. No CAPÍTULO 1 a amostra de própolis verde de abelha africanizada (Apis 

mellifera) e amostras de três espécies diferentes de Meliponini (abelhas-sem-ferrão) 

foram caracterizadas quimicamente. Foram avaliadas também a citotoxicidade em 

células tumorais humanas e em uma linhagem celular não tumoral murina e os 

potenciais efeitos sinérgicos com o agente quimioterápico doxorrubicina, além da 

atividade antibacteriana e dos potenciais efeitos sinérgicos com antimicrobianos 

usados na terapêutica. No CAPÍTULO 2 foi apresentada a caracterização dos extratos 

de própolis pelo método de espectroscopia de infravermelho acoplada à reflectância 

total atenuada (ATR-IR), o doseamento do teor de fenólicos e flavonoides totais e 

dados da capacidade antioxidante para verificar seu potencial uso industrial de acordo 
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com a legislação brasileira para comercialização e industrialização, além do 

desenvolvimento e validação de um método quimiométrico com a finalidade de 

autenticar os extratos de própolis. 
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CAPÍTULO 1 - COMPOSIÇÃO QUÍMICA, CITOTOXICIDADE E ATIVIDADE 
ANTIBACTERIANA DE PRÓPOLIS OBTIDOS DE ABELHAS AFRICANIZADAS E 
DE DIFERENTES ESPÉCIES DE MELIPONINI 

 

2 OBJETIVOS 
 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a composição química, a citotoxicidade e a atividade antibacteriana de 

diferentes própolis obtidos de abelhas africanizadas e das espécies Scaptotrigona 

bipunctata, Melipona quadrifasciata quadrifasciata e Plebeia remota pertencentes à 

tribo Meliponini. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Caracterizar quimicamente os extratos de própolis; 

- Avaliar a citotoxicidade seletiva dos extratos de própolis em diferentes 

linhagens celulares, incluindo linhagens tumorais e não tumorais; 

- Determinar o tipo de efeito (sinérgico, aditivo ou antagônico) exercido pelos 

extratos de própolis associados ao quimioterápico doxorrubicina na viabilidade celular; 

- Determinar a atividade antimicrobiana dos extratos de própolis; 

- Avaliar o tipo de efeito (sinérgico, aditivo ou antagônico) induzido pelos extratos 

de própolis combinados a agentes antimicrobianos. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 
 

3.1 CÂNCER: DEFINIÇÃO, CAUSAS E TRATAMENTO 

 

O câncer, também chamado de neoplasia ou tumor maligno, compreende um 

grande grupo de doenças que podem começar em diversos órgãos ou tecidos do 

corpo. Ocorre quando células anormais crescem descontroladamente além de 

adquirirem capacidade invasiva e se espalharem para outros órgãos. Esse processo 

é chamado de metástase e constitui uma das principais causas de morte por câncer 

(WHO, 2022a). 

O câncer é uma das principais causas de mortalidade, tendo sido responsável 

por cerca de 10 milhões de mortes, ou um em cada seis óbitos, no ano de 2020 (WHO, 

2022b). Os tumores de pulmão, próstata, câncer de cólon e reto, estômago e fígado 

são os tipos mais comuns de câncer em homens, enquanto tumores de mama, cólon 

e reto, pulmão, colo do útero e tireoide são os mais comuns entre as mulheres (WHO, 

2022a). As causas são multifatoriais, podendo ser hereditárias e ambientais. Famílias 

com múltiplos casos de câncer de início precoce e que afetam várias gerações, 

fornecem evidências claras de que fatores hereditários são importantes causas de 

câncer. No entanto, a maioria dos cânceres são causados por exposições a fatores 

ambientais, tais como: agentes ocupacionais, tabaco, infecções virais, fatores naturais 

e agentes infecciosos não virais (BLACKADAR, 2016). 

O desenvolvimento do câncer é controlado por alterações genéticas e 

epigenéticas. O acúmulo de defeitos genéticos como translocações, mutações, 

deleções e amplificações são as principais causas de transformação de células não 

tumorais em células neoplásicas. Por outro lado, a epigenética abrange uma ampla 

gama de mudanças hereditárias na expressão gênica que não resultam de uma 

alteração na própria sequência de DNA, como metilação e a modificação de histonas. 

No entanto, há evidências que demonstram que a epigenética desempenha um papel 

fundamental na carcinogênese e na progressão do tumor (SACHAN; KAUR, 2015). 

Três classes de genes estão intimamente envolvidas no desenvolvimento do 

câncer: proto-oncogenes, oncogenes e genes supressores de tumor. Na célula não 

tumoral, existem os proto-oncogenes, que podem ser transcritos como fatores de 

crescimento, transdutores de sinais e fatores de transcrição nucleares. As mutações 

em proto-oncogenes podem promover sua ativação em oncogenes, os quais são 
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responsáveis pela regulação do crescimento e diferenciação celular. Na célula não 

tumoral, além dos proto-oncogenes, existem também os genes supressores de tumor, 

que desempenham um papel importante no crescimento normal e diferenciação da 

célula e bloqueiam o desenvolvimento do câncer. A falta ou a inativação desses 

genes, devido a ocorrência de mutações nos mesmos, acarretam em câncer 

(KONTOMANOLIS et al., 2020). 

Diferentes insultos agem continuamente nas células levando a alterações 

genéticas, epigenéticas, nos números e arranjos cromossômicos e em interações 

heterotípicas que, ao longo da carcinogênese, passam por ciclos de seleção clonal 

evolutiva levando ao desenvolvimento de células tumorais competentes, que são 

traços característicos do câncer. Várias características ou hallmarks definem o câncer, 

sendo eles: crescimento seletivo e vantagem proliferativa; resposta ao estresse 

alterada, favorecendo a sobrevivência, vascularização, invasão e metástase; 

alterações metabólicas; criação de um microambiente inflamatório que favorece o 

desenvolvimento e progressão tumoral, além da modulação imune. Tal é a 

importância desses hallmarks na biologia tumoral, que estes são potenciais alvos 

específicos para o tratamento do câncer (FOUAD; AANEI, 2017). 

Atualmente, há diversas modalidades de tratamento para o controle do câncer, 

citadas a seguir: cirurgia, radioterapia, quimioterapia, imunoterapia, terapia 

direcionada, transplante de células-tronco e medicina de precisão. Historicamente, a 

cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia são as principais formas de tratamento 

(CHAMBERLIN et al., 2019; AMJAD; CHIDHARLA; KASI, 2022). 

O uso de agentes quimioterápicos é comumente associado a indução de efeitos 

colaterais, devido a ação inespecífica desses fármacos. Apesar dos quimioterápicos 

terem como alvo a síntese de DNA e a expressão de proteínas em células tumorais, 

acabam atuando também em células não tumorais. Assim, o índice terapêutico que 

leva à toxicidade é muito estreito. Dentre os principais tipos celulares não tumorais 

atingidos pela ação de agentes quimioterápicos, merecem destaque aqueles que se 

multiplicam rapidamente, como por exemplo, de células da medula óssea, do trato 

gastrintestinal e dos folículos pilosos (AMJAD; CHIDHARLA; KASI, 2022).  

Os efeitos colaterais mais comuns associados ao uso desses agentes incluem: 

mielossupressão, mucosite, náusea, vômito, diarreia, alopecia, fadiga, esterilidade, 

infertilidade e reações à infusão. Além disso, há um risco aumentado de infecções 

devido à imunossupressão (AMJAD; CHIDHARLA; KASI, 2022). 
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Outro problema, relacionado à quimioterapia, refere-se ao desenvolvimento de 

resistência, que se trata da capacidade inata e/ou adquirida das células tumorais de 

se evadirem dos efeitos promovidos pelos quimioterápicos (HOLOHAN et al., 2013; 

HOUSMAN et al., 2014). 

A resistência à quimioterapia pode surgir devido a vários fatores relacionados ao 

hospedeiro ou ao tumor, como mutações alvo adquiridas durante o tratamento, 

aumento da expressão das proteínas alvo, inativação de vias pró-apoptóticas, inibição 

de mecanismos de reparo de DNA, transição epitelial-mesenquimal, ativação de vias 

relacionadas à sobrevivência e proliferação celular, e regulação positiva de 

transportadores de efluxo presentes na superfície de células tumorais (HOLOHAN et 

al., 2013; HOUSMAN et al., 2014). 

 

3.2 SINERGISMO DE QUIMIOTERÁPICOS COM PRODUTOS NATURAIS 

 

Os produtos naturais podem ser amplamente definidos como qualquer composto 

derivado de uma fonte viva. Estes, ou seus derivados, são fontes de 33% dos 

medicamentos desenvolvidos contra o câncer entre os anos de 1981 e 2014 

(NEWMAN; CRAGG, 2016).  

Com potencial efetivo de direcionamento a tumores e menor toxicidade em 

tecidos não tumorais, os produtos naturais surgiram como potenciais agentes 

antineoplásicos, podendo ser administrados isoladamente ou em combinação com 

agentes quimioterápicos (TUORKEY, 2015; LAW et al., 2016). Na sua maioria, atuam 

como agentes quimiopreventivos e sinérgicos, potencializando a atividade antitumoral 

e ao mesmo tempo, diminuindo a toxicidade associada à quimioterapia (SAK, 2012; 

PATRA et al., 2021). Ainda, em vários estudos que demonstram o sinergismo de 

produtos naturais in vitro e in vivo com medicamentos contra o câncer, tem sido 

observada seletividade e/ou diminuição da resistência tumoral (COTE et al., 2015; 

CHENG; YANG; SHYUR, 2016). 

A curcumina e o resveratrol são polifenóis provenientes da dieta, que surgiram 

como potentes candidatos quimioterápicos durante os últimos anos devido às suas 

fortes propriedades antioxidantes. Além da grande quantidade de investigações que 

demonstram sua atividade citotóxica e antiproliferativa in vitro e in vivo, esses 

compostos são uns dos poucos que foram submetidos a ensaios clínicos 

(CHOUDHARI et al., 2020; PATRA et al., 2022). Em combinação com agentes 
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quimioterápicos como docetaxel, paclitaxel, doxorrubicina e cisplatina, esses dois 

compostos mostraram um grande potencial antineoplásico sem demonstrar efeitos 

colaterais significativos (SINGH et al., 2019). Além disso, a curcumina e o resveratrol 

mostraram ação quimioprotetora e redução da resistência aos medicamentos 

(CHOUDHARI et al., 2020; PATRA et al., 2021; PATRA et al., 2022). 

No entanto, ressalta-se a importância de se avaliar com cautela se a associação 

de produtos naturais com agentes antineoplásicos será benéfica, uma vez que o uso 

de combinações não aprovadas de medicamentos e remédios não comprovados pode 

levar à indução de efeitos colaterais graves e toxicidade que pode comprometer a vida 

do paciente em tratamento (NURGALI; JAGOE; ABALO, 2018). 

 

3.3  INFECÇÃO BACTERIANA: DEFINIÇÃO, CAUSAS E TRATAMENTO 

 

Infecção é o termo que define a entrada e desenvolvimento de um agente 

infeccioso (por exemplo, bactéria) em um ser humano ou animal, quer esta entrada e 

instalação se transforme ou não em uma doença. Já por doença infecciosa entende-

se o processo causado por um agente infeccioso específico ou seu produto tóxico que 

resulta da transmissão desse agente ou de seus produtos de uma pessoa, animal ou 

reservatório infectado para um hospedeiro susceptível. Tal transmissão pode ocorrer 

de maneira direta ou indireta, sendo esta última mediada por um hospedeiro 

intermediário vegetal ou animal, vetor ou ambiente inanimado (BARRETO; TEIXEIRA; 

CARMO, 2006). 

Os patógenos bacterianos podem causar doenças em seus hospedeiros através 

de vários mecanismos. A maneira mais comum é por dano tecidual ou celular durante 

a replicação, geralmente com o auxílio da produção de toxinas. Isso permite que a 

bactéria patogênica possa alcançar novos tecidos ou se evadir das células em que se 

multiplicou. Algumas toxinas bacterianas estão entre os venenos mais mortais 

conhecidos e incluem a toxina botulínica e a tetânica. Alguns patógenos bacterianos 

se beneficiam da reação imune do hospedeiro para se espalhar dentro de um 

hospedeiro infectado ou aumentar sua transmissão para outros não infectados. Vibrio 

cholerae, por exemplo, desencadeia uma forte resposta inflamatória na mucosa 

intestinal, levando à diarreia aquosa e garantindo sua liberação no ambiente e, 

portanto, infecção de outros hospedeiros (BALLOUX; VAN DORP, 2017). 
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O ambiente externo geralmente é o local onde o agente bacteriano e o 

hospedeiro interagem, e a infecção é adquirida. Como mencionado anteriormente, as 

bactérias podem ser transmitidas aos seres humanos através do ar, água, alimentos 

ou vetores vivos. Os macros ou microambientes também podem desempenhar um 

papel na disseminação de bactérias. Certos ambientes, como hospitais e prisões, 

abrigam tipos específicos de organismos. Algumas bactérias são endêmicas em 

certas regiões geográficas e raras ou inexistentes em outras (DORON; GORBACH, 

2008). 

A maioria das bactérias são classificadas como gram-positivas ou gram-

negativas, com base nas características de sua parede celular, observadas ao 

microscópio ótico após a aplicação de colorações, um procedimento chamado 

coloração de gram, que foi desenvolvido em 1882 por Hans Christian Gram (DORON; 

GORBACH, 2008). 

As bactérias gram-positivas possuem uma membrana citoplasmática cercada 

por uma malha resistente e rígida chamada parede celular. Em contraste, as bactérias 

gram-negativas possuem uma parede celular fina que é cercada por uma segunda 

membrana lipídica chamada membrana externa (ME). O espaço entre a ME e a 

membrana citoplasmática é denominado periplasma. A ME é uma camada protetora 

adicional em bactérias gram-negativas e impede que muitas substâncias entrem na 

bactéria. No entanto, essa membrana contém canais chamados porinas, que 

permitem a entrada de várias moléculas, como alguns fármacos (HAUSER, 2015). A 

parede celular é uma camada resistente que dá à bactéria uma forma característica e 

a protege de estresses osmóticos e mecânicos. A membrana citoplasmática impede 

que os íons fluam para dentro ou para fora da célula e mantém os componentes 

citoplasmáticos e bacterianos em um espaço definido. Clinicamente, uma das 

principais diferenças entre organismos gram-positivos e gram-negativos é que as 

bactérias gram-negativas tendem a produzir uma endotoxina que pode causar 

destruição tecidual, choque e morte. As duas classes de bactérias também diferem 

em suas suscetibilidades a antibióticos (KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN, 2017), 

substâncias que atuam inibindo o crescimento microbiano ou levando à morte do 

microrganismo. Os antibióticos são amplamente utilizados não apenas no tratamento 

de infecções agudas e crônicas, mas também como profilaxia (KIRMUSAOĞLU; 

GAREAYAGHI; KOCAZEYBEK, 2019). 
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Um agente antimicrobiano ideal deve atuar no organismo infectante, mas não 

nas células hospedeiras, ou seja, deve ser seletivo para o patógeno. Quatro locais 

principais na célula bacteriana são alvos de antibióticos porque são suficientemente 

diferentes das células humanas. Estes são: a parede celular, a membrana celular, a 

via sintética do ácido nucleico e o ribossomo. (ENGELKIRK; BURTON, 2006; DORON; 

GORBACH, 2008). 

Algumas bactérias são naturalmente resistentes a certas classes de antibióticos, 

seja porque não apresentam seu alvo de atuação, seja porque são impermeáveis ao 

medicamento. Outras são naturalmente susceptíveis a estes fármacos, porém 

desenvolvem resistência por meio de uma variedade crescente de mecanismos dentre 

os quais podem se citar: alteração no sítio alvo; alteração no acesso ao local alvo 

(pela diminuição da permeabilidade ou bombeamento do antibiótico para fora da 

célula) e produção de enzimas que inativam o antibiótico (DORON; GORBACH, 2008). 

O uso de antibióticos pode gerar diversos efeitos adversos, incluindo reações 

alérgicas, efeitos tóxicos em órgãos-alvo, infecção subsequente por organismos 

resistentes a antibióticos e infecções por Clostridioides difficile (BASSETTI et al., 

2013). Por fim, é importante ressaltar que a toxicidade relacionada aos 

antimicrobianos resulta principalmente da administração de alta dose desses 

fármacos, do uso a longo prazo dos antibióticos ou da baixa tolerabilidade a esses 

medicamentos. Normalmente ela ocorre em pacientes com determinadas condições 

especiais, tais como disfunção renal (ROUVEIX, 2003). 

 

3.4  SINERGISMO DE ANTIMICROBIANOS COM PRODUTOS NATURAIS 

 

A resistência antimicrobiana emergiu como uma das principais ameaças à saúde 

pública do século XXI e representa uma grande ameaça à saúde humana em todo o 

mundo. Houve uma estimativa de 4,95 milhões de mortes associadas à resistência 

antibacteriana em 2019, incluindo 100 mil mortes atribuíveis somente ao 

Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA). Estima-se que a resistência 

antimicrobiana poderá levar a óbito 10 milhões de pessoas por ano até 2050 

(ANTIMICROBIAL RESISTANCE COLLABORATORS, 2022). Portanto, a utilidade 

dos antibióticos disponíveis no mercado para o tratamento de infecções bacterianas 

está cada vez mais precária, visto o aumento das taxas de resistência, aliada a taxas 

reduzidas do desenvolvimento de novos antimicrobianos. Como resultado, cepas 
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bacterianas multirresistentes, extensivamente resistentes e pan-resistentes a 

antibióticos agora são frequentemente encontradas. Isso leva a temores de uma “era 

pós-antibiótica”, na qual muitas infecções bacterianas serão intratáveis (HAUSER; 

MECSAS; MOIR, 2016). 

Nesse sentido, as interações sinérgicas de produtos naturais e fitoquímicos com 

antibióticos e outros medicamentos clinicamente importantes é uma ferramenta 

recente e eficaz para o manejo da multirresistência bacteriana. Os benefícios da 

utilização de uma “terapia combinada”, que usa uma associação de um produto 

natural e um antibiótico contra patógenos resistentes objetiva não apenas reduzir a 

resistência aos antibióticos, bem como aumentar a eficácia dos antibióticos existentes, 

tratar infecções mistas e prevenir o surgimento de microrganismos resistentes 

(MARZOOG, 2013; SADEER; MAHOMOODALLY, 2021). 

Corroborando as informações supracitadas, tem sido demonstrado que agentes 

fitoquímicos, como artemisina, resveratrol e berberina, quando coadministrados com 

antibióticos de diversas classes, e por diversos mecanismos, têm evitado a 

manifestação do fenótipo de resistência contra diferentes tipos de bactérias 

(CHEESMAN et al., 2017). 

 

3.5 ABELHAS 

 

As abelhas são domesticadas pelo ser humano desde a Antiguidade. É um dos 

grupos de animais domesticados mais economicamente importantes. Além da 

importância econômica associada à produção de mel, geleia real e própolis, as 

abelhas possuem papel determinante na polinização de muitas espécies vegetais, 

preservando a diversidade de plantas floríferas e assegurando a produção mundial de 

alimentos (TAUTZ, 2010).  

As abelhas pertencem ao filo Arthropoda e estão inseridas na classe Hexapoda 

(Insecta). Dentro dessa classe, estão agrupadas na ordem Hymenoptera. Entre os 

animais que também compõem essa ordem, estão as vespas e formigas, 

caracterizadas também pela organização social. Atualmente, a classificação biológica 

das abelhas segue a seguinte sequência: subordem Apocrita, superfamília Apoidea, 

família Apidae, subfamília Apinae, com as espécies sociais distribuídas nas tribos 

Apini, Meliponini e Bombini (NOLL, 2002; TRIPLEHORN; JOHNSON, 2011). A tribo 

Apini compreende as conhecidas abelhas melíferas, cujas espécies do gênero Apis 
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são as principais representantes (SFORCIN et al., 2017). A tribo Meliponini 

compreende as abelhas-sem-ferrão e a tribo Bombini as mamangavas (ENGEL; 

RASMUSSEN, 2020). 

A abelha africanizada Apis mellifera scutellata Lepeletier, 1836 (FIGURA 1 – A), 

é um polihíbrido obtido pelo cruzamento da subespécie europeia A. mellifera mellifera 

Linnaeus, 1758, originalmente introduzida no Brasil para a produção de mel em 

meados do século XIX e a subespécie africana A. mellifera scutellata Lepeletier, 1836, 

importada em 1956 para melhorar a produtividade (PEDRO, 2014). 

Os meliponídeos, também conhecidos como abelhas-sem-ferrão ou indígenas, 

são o maior grupo de abelhas eussociais do mundo. Mais de 600 espécies foram 

descritas e estão distribuídas por todas as áreas tropicais e subtropicais do globo. Eles 

são encontrados na América do Sul, América Central, sul da América do Norte, África, 

Sudeste Asiático e no norte da Oceania (HRNCIR et al., 2016). Mais de 200 espécies 

em 29 gêneros estão distribuídas em todo o Brasil. Segundo Pedro (2014), cerca de 

89 espécies são endêmicas no Brasil, o que corresponde a aproximadamente 20% do 

número total de abelhas-sem-ferrão neotropicais. Entre os gêneros com maior número 

de espécies conhecidas estão: Plebeia, Trigona, Melipona, Scaptotrigona e Trigonisca 

(LAVINAS et al., 2019). 

A Plebeia remota, conhecida popularmente como mirim-guaçu, é uma abelha 

pequena e não agressiva, que mede aproximadamente de 6 a 7 mm de tamanho e 

possui a coloração do corpo escura, com pilosidade clara. Evolutivamente, localiza-se 

em um ramo filogenético mais primitivo, em relação às outras abelhas sociais. Produz 

própolis de consistência muito viscosa, acumulada em montículos, e usado 

emergencialmente, quando ameaçada, para imobilizar os invasores. É encontrada nos 

estados de Minas Gerais, São Paulo e Paraná (WITTER; BLOCHTEIN, 2009; CPT, 

2022a). 

A mirim-guaçu nidifica em ocos de árvores e em barrancos e o ninho é construído 

com discos de cria dispostos horizontalmente. Para fixar as estruturas, a abelha 

constrói pilares de cerume, formando uma interessante trama (FIGURA 1 – B). No 

inverno, nas regiões frias, costuma interromper a postura e entrar em estado de 

diapausa (dormência). Os potes de alimento que elas produzem são semelhantes a 

um grão de uva, onde é armazenada pequena quantidade de mel bem fluido e ácido, 

além de pólen (WITTER; BLOCHTEIN, 2009; CPT, 2022a). 
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A Scaptotrigona bipunctata é popularmente conhecida como tubuna. É uma 

abelha bastante agressiva que, ao ser ameaçada, mordisca sua vítima com suas 

mandíbulas. Essa espécie possui coloração negra e brilhante, com o abdômen com 2 

pontos ou uma listra na cor prata. No Brasil, é encontrada nos estados de Minas 

Gerais, São Paulo, Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (WITTER; 

BLOCHTEIN, 2009; CPT, 2022b). 

A entrada do ninho da abelha tubuna possui forma de funil ou trombeta e é 

construída com cerume escuro (FIGURA 1 – C). Os discos de cria são construídos 

helicoidalmente ou horizontalmente, podendo ser estes circundados com potes de mel 

e pólen que atingem em torno de 2,5 a 3,0 cm de altura. A colônia de S. bipunctata 

pode alcançar uma população de 2.000 a 50.000 abelhas (WITTER; BLOCHTEIN, 

2009; CPT, 2022b). 

A Melipona quadrifasciata quadrifasciata é popularmente conhecida como 

mandaçaia. Apesar de ser considerada uma abelha mansa, costuma repelir os 

intrusos com um movimento bastante intenso ao redor do possível inimigo, chegando 

a mordiscá-lo. É uma abelha de cor negra, tendo em seu abdômen quatro listras 

amarelas brilhantes transversais contínuas e mede de 8 a 12 mm (FIGURA 1 – D). 

Devido ao seu tamanho robusto, possui melhor controle da temperatura corpórea, o 

que lhe permite viver em regiões mais frias. No Brasil, é encontrada nos estados de 

São Paulo, Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (WITTER; BLOCHTEIN, 

2009; MONTEIRO, 2022). 

A mandaçaia constrói seus ninhos em ocos de troncos de árvores, numa altitude 

mediana. A entrada do ninho é construída com geoprópolis e geralmente na parte 

externa do orifício de entrada, podem ser observados sulcos radiais convergentes, os 

quais tem como função controlar a entrada das abelhas no ninho, fazendo com que 

apenas uma abelha por vez, seja capaz de adentrar por este orifício. O ninho 

geralmente tem a forma de discos de cria sobrepostos e é construído no sentido 

horizontal. Estas abelhas constroem também potes ovais para armazenar mel e pólen, 

os quais medem cerca de 3 a 5 cm de altura, por 2,5 cm de diâmetro, e são ligados 

entre si. Sua colmeia possui uma população bem menor, não chegando a ultrapassar 

2.000 abelhas (WITTER; BLOCHTEIN, 2009; MONTEIRO, 2022). 
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FIGURA 1 - ABELHAS ABORDADAS NESTE ESTUDO. 

 
NOTA: A – A. mellifera scutellata; B – colmeia de P. remota com abelhas, disco de cria, potes de mel e 
pólen e pilares de cerume; C – entrada em forma de trombeta da colmeia de S. bipunctata; D – abelhas 
M. quadrifasciata quadrifasciata com as características quatro listras amarelas transversais contínuas. 
FONTE: Elwino Oscar Näser (A – C); Tony Teixeira de Lima (D) – Acervo pessoal. 

 

3.6 PRÓPOLIS 

 

O própolis é um material resinoso, e que possui uma composição in natura 

complexa: 30% de ceras; 55% de resinas e bálsamos; 10% de óleos voláteis e 5% de 

pólen. Trata-se de um material de forte propriedade adesiva, sendo produzido a partir 

de secreções de galhos, flores e folhas (WOISKY; SALATINO, 1998). Algumas 

espécies de Meliponini acrescentam fibras vegetais, sementes e terra ao própolis, 

formando o produto conhecido como geoprópolis, o qual é incorporado na estrutura 

da colméia, como previamente descrito (CUNHA et al., 2009), sendo adicionado na 

construção das células de cria para evitar a perda da resistência mecânica causada 

pelo aumento de temperatura. A temperatura no interior da colmeia também é 

controlada pela utilização do própolis na vedação de locais em que passam correntes 

de ar. Por possuir propriedades antissépticas, o material resinoso também pode ser 

usado nas células para garantir a proteção das larvas contra infecções fúngicas e 
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bacterianas. Ainda, com o objetivo de se protegerem de um invasor que não pode ser 

retirado da colméia, bem como evitarem a contaminação da mesma com 

microrganismos, as abelhas podem realizar um processo chamado de "mumificação". 

Neste processo, após matarem tal invasor com ferroadas ou imobilizá-lo, as abelhas 

utilizam o própolis para revestir o corpo do invasor, evitando dessa forma que 

microrganismos derivados da decomposição possam contaminar a colmeia (TAUTZ, 

2010). 

O própolis não traz apenas benefícios para as abelhas. Em relação ao seu uso 

em seres humanos, existem relatos de que tal produto era utilizado pelo homem como 

remédio desde 300 a.C., sendo suas atividades curativas identificadas por médicos 

romanos e gregos. Os primeiros egípcios também utilizavam o própolis para preservar 

seus cadáveres da decomposição e para curar feridas. Na China, o própolis era 

reconhecido como um remédio anticancerígeno e anti-infeccioso, além de ter sido 

utilizado de maneira eficaz para o tratamento de feridas durante a Segunda Guerra 

Mundial. O própolis é utilizado popularmente como um agente anti-inflamatório, 

anticancerígeno ou imunomodulador na medicina asiática e como agente 

antimicrobiano na América do Sul (MORENO et al., 1999; PADMAVATHI et al., 2006; 

NINA et al., 2015). No Brasil, comunidades indígenas como os Tapirapés, Xavantes e 

Karajás usam o própolis para tratar problemas de pele, garganta e dores gástricas 

(MODRO et al., 2009).  

Dentre as propriedades biológicas já estudadas e comprovadas estão as 

atividades: antimicrobiana (antibacteriana, antifúngica e antiviral), antitumoral, 

imunomoduladora, anti-inflamatória e cicatrizante (SFORCIN, 2016). 

Salienta-se que a escolha do solvente para preparação do extrato de própolis é 

muito importante, pois diferentes solventes solubilizam e extraem compostos distintos, 

influenciando diretamente na atividade biológica do produto. Logo, diversos extratos 

de própolis estão disponíveis comercialmente, mas os mais utilizados popularmente 

são o hidroetanólico, o etanólico, o aquoso e o metanólico (CUNHA et al., 2004). 

Maiores detalhes sobre a composição química, bem como aspectos da atividade 

antibacteriana e citotóxica do própolis, focos desse trabalho, estão descritos a seguir.  
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 3.6.1 Composição química 

 

Quanto à composição química, o própolis verde de A. mellifera já foi bastante 

caracterizado (CARVALHO et al., 2011; SZLISZKA et al., 2013; MACHADO et al., 

2016), enquanto que em relação ao própolis (geoprópolis) de abelhas-sem-ferrão 

ainda há poucos estudos relatados.  

No QUADRO 1 estão apresentados os principais compostos químicos já 

encontrados em amostras de própolis verde de A. mellifera, propolis de S. bipunctata 

e geoprópolis de M. quadrifasciata. Quanto ao própolis de P. remota, até o presente 

momento, não foi encontrado nenhum estudo que relate a caracterização química. 

 

QUADRO 1 - PRINCIPAIS COMPOSTOS QUÍMICOS ENCONTRADOS EM AMOSTRAS DE 
PRÓPOLIS DAS ABELHAS ANALISADAS NESTE ESTUDO (CONTINUA). 

Tipo de própolis e 

abelha 

Classe química Compostos identificados Referências 

Própolis verde de 

A. mellifera 

Ácidos fenólicos Ácido p-cumarico, ácido cafeico, 

ácido ferúlico 

MACHADO et al., 
2016; SZLISZKA et 
al., 2013 

Ácido 3,5-di-O-cafeoilquinico MACHADO et al., 

2016; 

Ácido cafeoilquinico, ácido 

dicafeoilquinico, ácido 

tricafeoilquinico, ácido 

dimetilcafeoilquinico, ácido 

dimetildicafeoilquinico 

SZLISZKA et al., 

2013 

Flavonoides Canferida, isoramnetina MACHADO et al., 

2016; SZLISZKA et 

al., 2013 

Diidrocanferida, (3S)-Vestitona, 

Pinobancsina-5-metil-eter, 

Quercetina-dimetil-eter, Betuletol 

MACHADO et al., 

2016; 

Naringenina, canferol, 

hesperitina, sacuranetina, 

isosacuranetina, pinocembrina 

SZLISZKA et al., 

2013 
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QUADRO 1 - PRINCIPAIS COMPOSTOS QUÍMICOS ENCONTRADOS EM AMOSTRAS DE 
PRÓPOLIS DAS ABELHAS ANALISADAS NESTE ESTUDO (CONTINUAÇÃO). 

 Ácidos prenilados 

cinâmicos 

Artepilina C, drupanina MACHADO et al., 

2016; SZLISZKA et 

al., 2013 

2,2-Dimetil-6-carboxietenil-2H-1-

benzopirano; ácido 3,4-Dihidroxi-

5-prenilcinamico, ácido (3-4-

Hidroxi-3-metil-2- butenil-4-

hidroxi-5-prenil) cinâmico, ácido 

3-Hidroxi-2,2-dimetil-8- 

prenilcromane-6-propenoico, 

ácido 3-Prenyl-4- 

dihidrocinamoiloxicinâmico, 

ácido (E)-3-{-4-hidroxi-3-[(E)-4-

(2,3- dihidrocinamoiloxi)-3-metil-

2-butenil]-5- prenilfenil}-2-

propenoico 

 

MACHADO et al., 

2016; 

Bacarina SZLISZKA et al., 

2013 

Terpenoides Ácido agático; ácido agático 15-

metil éster; ácido 15-Acetoxi 

cupressico 

MACHADO et al., 

2016; 

Própolis de S. 

bipunctata 

Flavonoides Vicenina-2; Vicenina-1; Vicenina-

3 

CISILOTTO et al., 

2018 

Terpenoides Ácido (4R,5R,9R,10R)-13- 

hidroxipodocarp-8(14)-en-19-

oico   

CISILOTTO et al., 

2018 

Triterpenoides Triterpeno relacionado a α-

amirina ou β-amirina 

CISILOTTO et al., 

2018 

Ácidos graxos Não identificado CISILOTTO et al., 

2018 

Alcaloides  Lelobanonolina; 2-[6-(2-hidroxi-

propil)-1- metil-[2]piperidil]-1-

feniletanona; Norlobelanidina; 

Norlobelina; Lobelina ; 

Lobelanidina 

CISILOTTO et al., 

2018 
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QUADRO 1 - PRINCIPAIS COMPOSTOS QUÍMICOS ENCONTRADOS EM AMOSTRAS DE 
PRÓPOLIS DAS ABELHAS ANALISADAS NESTE ESTUDO (CONTINUAÇÃO). 

Geoprópolis de M. 

quadrifasciata 

Ácidos fenólicos Ácido gálico, ácido p-cumárico RUBINHO et al., 

2019; TORRES et 

al., 2018 

Ácido elágico RUBINHO et al., 

2019 

Ácido-p-hidroxi-benzoico, ácido 

siríngico 

DOS SANTOS, C. 

M. et al., 2017 

Flavonoides Rutina, quercetina TORRES et al., 

2018 

Aromadendrina, naringenina, 

metil-aromadendrina,  

DOS SANTOS, C. 

M et al., 2017; 

RUBINHO et al., 

2019 

Metil-naringenina, Luteolina-

metil-eter, Quercetina-3-metil-

eter 

RUBINHO et al., 

2019 

2 -hidroxinaringenina, 7-O-metil 

aromadendrina; naringenina 

CISILOTTO et al., 

2018; TORRES et 

al., 2018 

5-hidroxi-4,7-dimetoxiflavona TORRES et al., 

2018 

Ácidos prenilados 

cinâmicos 

Artepilina C metil éter TORRES et al., 

2018 

Terpenoides ácido abieta-8,11,13,15-tetraen-

18-oico; ácido abiético; ácido 

hidroxidehidroabietico; ácido 7-

oxidehidroabietico, pinusecarp, 

Nemorosina ou Inumaquiol D 

CISILOTTO et al., 

2018 
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QUADRO 1 - PRINCIPAIS COMPOSTOS QUÍMICOS ENCONTRADOS EM AMOSTRAS DE 
PRÓPOLIS DAS ABELHAS ANALISADAS NESTE ESTUDO (CONCLUSÃO). 

  Ácido junicedrico ou salvicina; 

inumaquiol D; ácido 

isocupréssico; ácido agatálico; 

ácido 15-oxolabda-8(17), 13Z-

diene19-oico ou ácido (15-

oxolabda- (17),13E-dien-19-oico; 

ácido 15-agatico metil ester; 

ácido trans-comúnico ou 

pimárico; hinoquiol ou 3b-

hidroxitotarol ou totara-8,11,13-

triene-7a,13-diol; ácido 

angustanoico A 

TORRES et al., 

2018 

Ácido kaurenoico, ácido ent-15β-

(3- metilbutanoiloxi)-16-kauren-

19-oico, ácido ent-15β-hidroxi-

16-kauren19-oico 

VELIKOVA et al., 

2000 

Polifenólicos Cumaroilgaloil-hexosideo, 

Digaloilcumaroil-hexosideo, 

Cinamoilgaloil-hexosideo; 

Digaloilcinamoil-hexosideo; 

Dicumaroil-hexosideo; 

Dicumaroilgaloil-hexosideo; 

Cinamoilcumaroil-hexosideo; 

Cinamoilcoumaroilgaloil-

hexosideo 

RUBINHO et al., 

2019; TORRES et 

al., 2018 

4-O-(6”-O-p-cumaroil-d-

glucopiranosil)-p-ácidocumarico, 

6-O-cinamoil-1-O-p-cumaroil-d-

glucopiranosideo 

CISILOTTO et al., 

2018 

Galocatequina; 

Epigalocatequina, 

Epicatequinagalato, 

Epigalocatequinagalato 

TORRES et al., 

2018 

 Estilbenos (E)-4-(3-metil-2-buten-1-il)- 3,30 

,5-trihidroxi-40 -methoxistilbeno ou 

(E)-2- (3-metil-2-buten-1-il)-30 ,40 , 

5-trihidroxi-3-methoxistilbeno 

TORRES et al., 2018 

FONTE: A autora (2022). 
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A atividade antibacteriana do própolis pode estar relacionada com a ação direta 

deste produto sobre o microrganismo, bem como com a estimulação do sistema 

imunológico do indivíduo contra o patógeno em questão (SFORCIN; BANKOVA, 

2011).  

Existem vários mecanismos através dos quais própolis podem exercer efeito 

antimicrobiano ao atuarem diretamente sobre bactérias: aumentando a 

permeabilidade da parede celular do microrganismo e causando ruptura da mesma, 

interferindo na produção de trifosfato de adenosina (ATP) e diminuindo a mobilidade 

bacteriana (SFORCIN, 2016; PRZYBYŁEK;  KARPIŃSKI, 2019). 
Já foi demonstrado que tanto os extratos de própolis quanto compostos isolados 

dos mesmos podem afetar os processos-chave relacionados ao desenvolvimento e 

progressão do câncer, como proliferação celular, apoptose, angiogênese, invasão e 

metástase. Além disso, tem sido relatado que própolis e seus componentes podem 

afetar o microambiente tumoral, bem como sensibilizar as células neoplásicas a ação 

de quimioterápicos. Por fim, ensaios clínicos têm demonstrado que própolis podem 

ser utilizados por pacientes em quimioterapia e radioterapia para reduzir os efeitos 

colaterais dessas abordagens terapêuticas (FORMA; BRYŚ, 2021). 
Embora tenham sido descritos efeitos benéficos de própolis em células tumorais 

e em pacientes, a utilização desses extratos demonstra algumas limitações que 

devem ser consideradas, uma vez que apresentam potencial alergênico e podem 

causar problemas gástricos (NYMAN et al., 2020). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS   
 
4.1 PRODUTOS QUÍMICOS, SOLUÇÕES E MEIOS  

 

Acetonitrila e etanol (grau HPLC) foram obtidos da Merck (Darmstadt, Hessen, 

Alemanha). Ácido fórmico (98%), dimetilsulfóxido (DMSO), brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT), cloridrato de doxorrubicina, ampicilina 

sódica, oxacilina sódica e cloridrato de vancomicina foram adquiridos da Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A água ultrapura foi preparada usando um sistema de 

purificação Merck Millipore Milli-Q (Bedford, MA, EUA). O meio de cultura Eagle 

modificado por Dulbecco (DMEM) de alta glucose, meio Roswell Park Memorial 

Institute 1640 (RPMI), soro fetal bovino (SFB), solução tampão salina fosfato (PBS 1x) 

e solução de penicilina-estreptomicina foram adquiridos da Gibco (Grand Island, NY, 

EUA). O sulfato de gentamicina foi adquirido da Amresco (Solon, OH, EUA). O ágar 

Mueller-Hinton, o caldo Mueller Hinton II e o caldo de infusão cérebro-coração (BHI) 

foram obtidos de BBL-BD (Sparks, MD, EUA). 

 

4.2 PREPARAÇÃO DOS EXTRATOS DE PRÓPOLIS  

 

Amostras de própolis bruto (PB) foram coletadas em outubro de 2018 no estado 

do Paraná (Brasil). Própolis verde de A. mellifera scutellata (Lepeletier, 1836) foi 

coletado na cidade de Ibaiti (23°54'32” S, 50°15'18” W), enquanto as amostras de 

abelhas-sem-ferrão Scaptotrigona bipunctata (Lepeletier, 1836 - tubuna) e Melipona 

(Melipona) quadrifasciata quadrifasciata (Lepeletier, 1836 - mandaçaia) foram 

coletadas em Santo Antônio da Platina (23°17'32” S, 50° 05'07” W). Por fim, o própolis 

de Plebeia remota (Holmberg, 1903 – plebeia, mirim-guaçu) foi coletado em Curitiba 

(25°30'35” S, 49°15'30” W).  

As espécies de abelhas das quais foram coletadas as amostras de própolis foram 

identificadas no Laboratório de Bionomia, Biogeografia e Sistemática de Insetos 

(BIOSIS) da Universidade Federal da Bahia (UFBA), no Campus Ondina em Salvador 

(Bahia), sob supervisão da Drª Favízia Freitas de Oliveira.  

Este projeto foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio 

Genético (SISGEN) do Ministério do Meio Ambiente sob o registro nº. AABAA56, 

previamente à sua execução. 
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Os extratos de própolis mole (EPM) foram preparados em triplicata por 

maceração de 30 g de PB com 300 mL de etanol absoluto por 72 h, tendo sido 

realizadas três agitações diárias. A seguir, a mistura foi centrifugada a 1800 g por 15 

min e o sobrenadante armazenado a -20 °C. Os resíduos obtidos foram remacerados 

pela adição de 300 mL de etanol, conforme mencionado anteriormente, e uma nova 

centrifugação foi realizada (1800 g por 15 min). Em seguida, os resíduos foram 

descartados e os sobrenadantes reunidos e deixados a -20 °C overnight para 

precipitação da cera residual. Após nova centrifugação (1800 g por 15 min) para 

retirada da cera, os sobrenadantes foram combinados e concentrados, usando rota-

evaporador a 40 ºC, até completa eliminação do solvente, dando origem aos EPM. A 

partir dos EPM, foram preparadas soluções estoques de extratos de 1 mg/mL em 

etanol e 100 mg/mL em DMSO, as quais foram filtradas em membrana de 0,22 μm e 

armazenadas a -30 °C para a realização dos experimentos. Os experimentos químicos 

foram realizados a partir do estoque obtido pela diluição dos extratos em etanol, já os 

ensaios biológicos foram realizados com os estoques preparados pela diluição dos 

extratos em DMSO. 

 

4.3 ANÁLISES CROMATOGRÁFICAS E ESPECTROMÉTRICAS 

 

A metodologia utilizada baseou-se em Cisilotto et al. (2018), com modificações. 

Os compostos presentes nos extratos de própolis mole (EPM) foram detectados 

utilizando um sistema de cromatografia líquida de ultra performance (UPLC) H-

ClassAcquity (Waters Corporation, Milford, MA, EUA) acoplado a um espectrômetro 

de massa time-of-flight híbrido quadrupolo Xevo G2-S, Waters Co. (Milford, MA, EUA; 

UPLC - espectrômetro de massa de alta resolução (HRMS)) com ionização por 

eletrospray (ESI) operado em modo de ionização positiva e negativa.  

A fase estacionária usada na análise foi uma coluna Acquity UPLC BEH C18 (50 

x 2,1 mm, 1,7 μm) mantida a 40 °C, enquanto a fase móvel foi composta por água 

ultrapura (A) e acetonitrila (B), ambas contendo 0,1% de ácido fórmico. A fase móvel 

foi eluida utilizando um modo gradiente, detalhado a seguir. 

O programa de gradiente foi executado a uma taxa de fluxo de 300 μL/min no 

seguinte esquema: 0,0-15,0 min, 5% B; 15,0-20,0 min, 95% B; 20,0-20,1 min, 95-5% 

B; e 20,1-25,0 min, 5% B. O volume de injeção foi de 5 μL. 
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Os espectros de massas foram adquiridos na faixa de m/z 100-1200 no modo 

MSE e a espectrometria de massas em tandem (MS/MS). A tensão capilar foi ajustada 

em 3 kV e 2 kV nos modos de ionização positivo e negativo, respectivamente. A 

voltagem do cone foi de 40 kV, enquanto o nitrogênio foi usado como cone e gás de 

dessolvatação. Já o argônio foi usado como gás de colisão. A fonte e a temperatura 

do gás de dessolvatação foram fixadas em 150 °C e 500 °C, respectivamente. O fluxo 

do gás do cone foi de 50 L/h e do gás de dessolvatação de 800 L/h. 

Todos os dados foram adquiridos utilizando-se o software MassLynx™ NT4.1 

(Waters Co., Milford, MA, EUA). Massa exata foi obtida usando leucina encefalina 

como lockmass a uma taxa de fluxo de 20 μL/min. Os compostos foram identificados 

com base na massa exata (erro < 5 ppm), na fragmentação característica e 

comparando-se os espectros com dados reportados na literatura. 

 

4.4 AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE CELULAR  

 

4.4.1 Linhagens celulares e condições de cultivo 

 

Como modelo experimental foram utilizadas as células das linhagens MDA-MB-

231 (carcinoma humano de mama triplo negativo), MCF-7 (carcinoma humano de 

mama responsivo a hormônios), HeLa (adenocarcinoma cervical humano), HepG2 

(carcinoma hepatocelular humano), HRT-18 (adenocarcinoma colorretal humano) e 

McCoy (fibroblastos não tumorais de camundongo) comercialmente obtidas junto ao 

Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ - Brasil).  

Todas as linhagens foram cultivadas em uma incubadora a 37 °C, atmosfera 

contendo 5% de CO2 e 95% de umidade em meio RPMI-1640, exceto a linhagem 

MCF-7, que foi cultivada em meio DMEM alta glucose. Ambos os meios foram 

suplementados com SFB a 10%, penicilina 100 U/mL e estreptomicina 100 μg/mL. 

 

4.4.2 Ensaio de viabilidade celular pelo sal de tetrazólio (MTT) 

 

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio do MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-

2,5-difenil-2H tetrazolato de bromo) de acordo com Mosmann (1983), com 

modificações. As células foram semeadas em placa de 96 poços (2 x 103 células/poço) 

em meio RPMI 1640 ou DMEM e incubadas por 24 h sob condições controladas (37 
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°C e atmosfera de 5% de CO2) para adesão celular. Em seguida, as linhagens foram 

expostas ao EPM em diferentes concentrações (10-250 μg/mL) pelo período de 72 h. 

As células do controle negativo foram tratadas com DMSO (0,25%). O quimioterápico 

doxorrubicina (0,003125–1,856 μg/mL) foi usado como controle positivo.  

Após o tratamento, as células foram lavadas com PBS por três vezes, e 

incubadas com MTT (0,5 mg/mL) durante 2 h. Em seguida, os cristais de formazan 

foram solubilizados pela adição de DMSO (100 μL/poço). A absorbância das amostras 

foi mensurada a 570 nm em um leitor de microplacas (Multiskan FC -ThermoScientific, 

MA, EUA). Foram realizados três experimentos independentes. Os resultados foram 

expressos como concentração inibitória média (CI50), calculadas usando o software 

GraphPad Prism 5.0 (San Diego, CA, EUA). 

O índice de seletividade (IS) foi determinado conforme estabelecido por Badisa 

et al. (2009), conforme a EQUAÇÃO 1. 

 

EQUAÇÃO 1 - IS = CI50 do EPM na célula não-tumoral / CI50 do EPM na célula tumoral 

 

Nesse trabalho, para um extrato ser considerado seletivo, foi aceito um valor de 

IS > 1 (BADISA et al., 2009). 

 

4.4.3 Avaliação do sinergismo entre extratos de própolis e a doxorrubicina  

 

O efeito da combinação dos extratos de própolis (EPM) com doxorrubicina sobre 

a viabilidade celular foi avaliado utilizando o ensaio do MTT, conforme mencionado no 

item 4.4.2.  

Para a execução dos ensaios, foi utilizada a linhagem celular tumoral mais 

susceptível a cada extrato, bem como células McCoy. As células foram tratadas com 

diversas concentrações de doxorrubicina (0,0004–232 ng/mL) e uma única 

concentração do extrato de própolis, a qual variou para cada linhagem celular, uma 

vez que se aplicou concentração referente ao valor de CI50 determinada para cada 

linhagem tumoral.  

O efeito da interação dos extratos de própolis e o quimioterápico doxorrubicina 

foi avaliado pelo método de Chou e Talalay (CHOU, 2010), por meio da determinação 

do índice combinatório (IC) de cada tratamento, os quais foram calculados utilizando-

se o software Compusyn (Compusyn Inc., Paramus, NJ, EUA). O tipo de interação 
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das combinações de cada tratamento foi definido tendo como base os seguintes 

valores de IC: IC < 1,0 foi considerado sinergismo, IC = 1,0 foi considerado indução 

de efeito aditivo e IC > 1,0 foi considerado antagonismo (CHOU, 2010). 

 

4.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA 

 

4.5.1 Microrganismos 

 

As bactérias gram-negativas e gram-positivas usadas nos experimentos e suas 

respectivas características e especificações estão descritas na TABELA 1. 

 

TABELA 1 – ESTIRPES BACTERIANAS UTILIZADAS NOS EXPERIMENTOS. 

Espécie ATCC Característica 

Escherichia coli 25922 ----- 

Escherichia coli 35218 Estirpe produtora de β-lactamase 

Klebsiella pneumoniae 13883 ------ 

Klebsiella pneumoniae 700603 Estirpe produtora de β-lactamase de espectro 

estendido (ESBL) 

Pseudomonas aeruginosa 27853 ------ 

Enterococcus faecalis 29212 ------ 

Enterococcus faecalis 51299 Enterococo resistente à vancomicina (VRE) e 

resistente a aminoglicosídeos de alto nível 

(HLAR) 

Staphylococcus aureus 6538 Estirpe sensível à meticilina (MSSA) 

Staphylococcus aureus 33591 Estirpe resistente à meticilina (MRSA) 

NOTA: ATCC – American Type Culture Collection. 
FONTE: A autora (2022). 
 

 

As cepas foram armazenadas em glicerol a -80 °C, reativadas em caldo BHI e 

cultivadas em ágar Mueller-Hinton, exceto para E. coli (ATCC 35218) e K. pneumoniae 

(ATCC 700603), as quais foram cultivadas em ágar Mueller-Hinton acrescidos de 100 

μg/mL de ampicilina e E. faecalis (ATCC 51299), que foi cultivado em ágar Mueller-

Hinton acrescido de 4 μg/mL de vancomicina. 
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4.5.2 Ensaios antimicrobianos pela técnica de microdiluição em caldo 

 

A atividade antimicrobiana foi avaliada primeiramente pela técnica de 

microdiluição em caldo, de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute - 

CLSI (CLSI, 2012). Para a execução deste ensaio, aplicaram-se 100 μL dos EPM, 

diluídos em caldo Mueller Hinton II em diversas concentrações (3,9 - 1000 μg/mL), em 

placa de 96 poços com fundo em U. O inóculo bacteriano foi preparado em salina 

0,85% a partir de uma cultura bacteriana em ágar Mueller-Hinton cultivada overnight, 

com uma turbidez equivalente à escala 0,5 de McFarland (~ 1,0 x 108 UFC/mL). Esta 

suspensão foi então diluída na proporção 1:20 (~ 5 x 106 UFC/mL) e 10 μL da mesma 

foram adicionados a cada poço. Os agentes antimicrobianos gentamicina (0,03 – 1000 

μg/ mL), oxacilina (0,0075 - 256 μg/mL) e vancomicina (0,125 - 512 μg/mL) foram 

usados como controles positivos. Para obtenção do controle negativo, os 

microrganismos foram tratados com DMSO a 1%.  

Após incubação em estufa por 18 h a 35 ± 1 °C, foi realizada a determinação da 

Concentração Inibitória Mínima (CIM), definida como a menor concentração de EPM 

que inibiu o crescimento bacteriano quando observada a olho nu. Os EPMs foram 

classificados de acordo com sua atividade antibacteriana em: alta, quando 

apresentaram CIM < 100 μg/mL; moderada, quando apresentaram CIM na faixa de 

100 - 500 μg/mL; baixa, quando apresentaram CIM entre 500 a 1000 μg/mL e inativos 

quando apresentaram CIM > 1000 μg/mL (PESSINI et al., 2003). 

 

4.5.3 Avaliação do sinergismo entre extratos de própolis e antimicrobianos 

 

O tipo de interação resultante da combinação dos EPM aos agentes 

antimicrobianos foi avaliado primeiramente usando o método de checkerboard 

(WHITE et al., 1996). Neste teste, os microrganismos foram tratados simultaneamente 

com diferentes concentrações de EPM (1 - 1000 μg/mL) e dos agentes 

antimicrobianos gentamicina (0,031 – 16 μg/mL), oxacilina (0,25 – 64 μg/mL) e 

vancomicina (0,016– 128 μg/mL) em uma placa de 96 poços, nas mesmas condições 

de inoculação e incubação utilizadas para a determinação da CIM (subseção 4.5.2). 

A concentração inibitória fracionada (CIF) e o índice da concentração inibitória 

fracionada (ICIF) de cada combinação foram calculados de acordo com as 

EQUAÇÕES (2-4). 
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EQUAÇÃO 2 - CIF do EPM = CIM do EPM aplicado em combinação ao agente 

antimicrobiano / CIM do EPM aplicado isoladamente 

 

EQUAÇÃO 3 - CIF do antimicrobiano = CIM do antimicrobiano aplicado em 

combinação ao EPM / CIM do antimicrobiano aplicado isoladamente  

 

EQUAÇÃO 4 - ICIF = CIF do EPM + CIF do antimicrobiano 

 

O tipo de interação exercido pelas combinações foi determinado pelos valores 

de ICIF, onde um ICIF ≤ 0,5 foi indicativo de sinergismo; valores de 0,5 < ICIF ≤ 4 foi 

considerado ausência de interação e, por fim, valores de ICIF > 4 representam 

ocorrência de antagonismo. 

O efeito sinérgico das combinações mais promissoras foi confirmado usando o 

método de time-kill (WHITE et al., 1996). Neste ensaio, os EPM e os agentes 

antimicrobianos, isolados e em combinação, foram testados contra as bactérias, em 

uma concentração de um quarto da CIM de ambos.  

O teste foi realizado com um inóculo de aproximadamente 5,0 x 105 UFC/mL em 

um volume final de 30 mL. Os frascos de Erlenmeyer contendo os microrganismos 

foram agitados em uma incubadora com agitação orbital CE–725 (Cienlab, Campinas, 

Brasil) a 2,5 Hz e incubados a 35 ± 1° C durante 24 h. 

Amostras coletadas no momento da incubação (tempo 0), bem como nos 

intervalos de tempo de 4, 18 e 24 h após a agitação em condições controladas, foram 

diluídas de forma seriada (10-5 – 10-1) em solução salina 0,85%. Posteriormente, 

procedeu-se à semeadura de uma alíquota de 1 mL das amostras, no ágar Mueller 

Hinton. As placas foram incubadas por 24 h a 35 ± 1 °C e as colônias foram contadas 

em UFC/mL, sendo o número das mesmas corrigido de acordo com a diluição 

semeada. 

Para ser considerado sinergismo, duas condições foram observadas: diminuição 

de 100 vezes no número de colônias após o tratamento das cepas de forma 

simultânea com os dois agentes (extrato de própolis e antimicrobiano) por 24 h, em 

comparação ao agente mais ativo sozinho, e também a mesma diminuição no número 

de colônias, sob as mesmas condições, em relação ao inóculo inicial. Este 

experimento foi realizado em triplicata em duas análises independentes. 
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4.6 ANÁLISES ESTATÍSTICAS  

 

Os valores foram apresentados como média ± desvio padrão (DP). Os dados do 

ensaio de viabilidade celular, do ensaio antimicrobiano, áreas sob a curva (AUC), bem 

como dos ensaios para a determinação do tipo de interação existente entre as 

combinações foram analisados utilizando ANOVA one-way seguido do teste post-hoc 

de Dunnett ou teste T através do software GraphPad Prism 5.0 (San Diego, CA, EUA). 

As comparações foram consideradas estatisticamente significativas quando 

apresentaram valores de p < 0,05. 
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5  RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

5.1 CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DOS EXTRATOS DE PRÓPOLIS 

 

As análises por UPLC-ESI-MS/MS revelaram que os EPMs são uma mistura 

complexa de compostos, tendo sido caracterizadas tentativamente 63 substâncias nas 

amostras analisadas, incluindo compostos pertencentes as classes dos ácidos 

cinâmicos prenilados, ácidos fenólicos, flavonoides, ácidos graxos, diterpenos, 

triterpenos, polifenóis e lipídeos fenólicos. Os componentes químicos dos EPM 

identificados por tentativa estão descritos na TABELA 2 e os respectivos 

cromatogramas estão demonstrados na FIGURA 2 (A-H). 
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FIGURA 2 - CROMATOGRAMAS DE INTENSIDADE DE PICO DE BASE DE EXTRATOS DE 
PRÓPOLIS MOLE EM UPLC/QTOF ACOPLADO À ESPECTROMETRIA DE MASSAS EM TANDEM 
(MS/MS) EM IONIZAÇÃO POR ELECTROSPRAY EM MODO NEGATIVO (ESI-) E POSITIVO (ESI+) 

(CONTINUA). 
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FIGURA 2 - CROMATOGRAMAS DE INTENSIDADE DE PICO DE BASE DE EXTRATOS DE 
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NOTA: Cromatogramas de extratos de própolis verde (A e B), tubuna (C e D), mandaçaia (E e F) e 
plebeia (G e H) nos modos de ionização negativo e positivo, respectivamente. Os números representam 
os compostos identificados e demonstrados na TABELA 2. X representa picos presentes no 
cromatograma branco. 
FONTE: A autora (2022). 

 

Ácidos cinâmicos prenilados foram detectados nos extratos de própolis verde e 

tubuna (FIGURA 3), sendo que os compostos 5, 22, 23, 24, 25 e 53 estavam presentes 

em ambos os extratos. Os compostos 6, 41, 42 e 63 foram detectados apenas no 

extrato de própolis verde (TABELA 1 e FIGURA 2). Esses ácidos prenilados são 

característicos do própolis verde do sudeste brasileiro e da espécie botânica 

Baccharis dracunculifolia (MARCUCCI et al., 2008; SZLISZKA et al., 2013), sendo 

incomuns em própolis de abelhas-sem-ferrão (VELIKOVA et al., 2000; SAWAYA et 

al., 2007). 

FIGURA 3 – ÁCIDOS CINÂMICOS PRENILADOS DETECTADOS NOS EXTRATOS DE PRÓPOLIS 
VERDE E TUBUNA (CONTINUA). 
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5. Drupanina 6. Ácido 3,4-dihidroxi-5-prenilcinâmico 

23. Ácido 4-hidroxi-3(E)-(4-hidroxi-3-metil-2-   

butenil)-5-prenill-2H-1-benzopiran-6-

propenoico 

22. Artepilina C 
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FIGURA 3 – ÁCIDOS CINÂMICOS PRENILADOS DETECTADOS NOS EXTRATOS DE PRÓPOLIS 
VERDE E TUBUNA (CONCLUSÃO). 
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FONTE: A Autora (2022). 

 

Ácidos fenólicos foram identificados nos extratos de própolis verde, tubuna e 

mandaçaia (FIGURA 4), sendo o composto 2 detectado nas três amostras. A presença 

dos compostos 49 e 50 foi verificada nos extratos de própolis verde e tubuna. O 

composto 48 foi detectado apenas no extrato verde, o composto 3 apenas no extrato 

de tubuna e os compostos 1 e 4 foram identificados apenas no extrato de mandaçaia 

(TABELA 2 e FIGURA 2). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

42. Bacarina 24. Ácido 3-hidroxi-2,2-dimetil-8-5-prenil-

cumárico 

53. Ácido (E)-3-{4-hidroxi-3-[(E)-4-(2,3-dihidrocinamoiloxi)-3-metil-2-butenil]-5-prenil-fenil}-

2-propenoico 
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FIGURA 4 – ÁCIDOS FENÓLICOS IDENTIFICADOS NOS EXTRATOS DE PRÓPOLIS VERDE, 
TUBUNA E MANDAÇAIA. 
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FONTE: A autora (2022). 

 

Os flavonoides foram encontrados nos extratos verde, tubuna e mandaçaia 

(FIGURA 5). Os compostos 13, 15 e 19 foram detectados no própolis verde e tubuna. 

A presença do composto 14 foi verificada nos extratos verde e mandaçaia. Os 

compostos 7, 8, 11, 12, 18 e 52 foram detectados apenas no extrato de tubuna, 

48, 49 ou 50. Ácido dicafeoilquínico 

      1. Ácido gálico 3.1 Ácido ferúlico 3.2 Ácido isoferúlico 

4. Ácido elágico  
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enquanto os compostos 9, 10 e 16 foram encontrados apenas no extrato de 

mandaçaia (TABELA 2 e FIGURA 2). Flavonoides encontrados exclusivamente na 

mandaçaia também formam identificados no kino (resina) de Corymbia citriodora 

(FREITAS; LIMA; SILVEIRA, 2007), podendo esta ser uma possível fonte botânica 

desse própolis. O composto 18, que foi identificado pela primeira vez em uma amostra 

de própolis, foi relatado como um potente e seletivo inibidor reversível da monoamina-

oxidase-B humana, sendo um promissor candidato para o tratamento de distúrbios 

neurológicos (OH et al., 2020). 

 

FIGURA 5 – FLAVONOIDES ENCONTRADOS NOS EXTRATOS DE PRÓPOLIS VERDE, TUBUNA 
E MANDAÇAIA (CONTINUA). 
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FIGURA 5 – FLAVONOIDES ENCONTRADOS NOS EXTRATOS DE PRÓPOLIS VERDE, TUBUNA 

E MANDAÇAIA (CONTINUAÇÃO). 
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FIGURA 5 – FLAVONOIDES ENCONTRADOS NOS EXTRATOS DE PRÓPOLIS VERDE, TUBUNA 
E MANDAÇAIA (CONCLUSÃO). 

 

    

O

O

O

OH

O

CH3

CH3

   

O

O

O

OH

OH

O

OH

CH3

CH3

 
 

 

 

 

                        

O

O

O

OH

OH O

OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH

 
 

 
FONTE: A autora (2022). 

 

Os ácidos graxos (FIGURA 6) foram detectados apenas nos extratos de tubuna 

(compostos 17, 20, 21 e 30) e extrato de plebeia (composto 32) (TABELA 2 e FIGURA 

2). 

FIGURA 6 – ÁCIDOS GRAXOS DETECTADOS NOS EXTRATOS DE PRÓPOLIS DE TUBUNA E 
PLEBEIA (CONTINUA). 
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FIGURA 6 – ÁCIDOS GRAXOS DETECTADOS NOS EXTRATOS DE PRÓPOLIS DE TUBUNA E 
PLEBEIA (CONCLUSÃO). 
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FONTE: A autora (2022). 
 

Os diterpenos (FIGURA 7) estavam presentes nos extratos de mandaçaia e 

plebeia e os compostos 29, 33, 34 e 35, que se tratam de diterpenos do tipo labdano, 

foram detectados em ambos os extratos. Outros diterpenos do tipo labdano 

(compostos 28, 31 e 39) foram identificados apenas no extrato de plebeia (TABELA 2 

20. Ácido oleico 

21. Ácido esteárico 

30. Ácido eicosapentaenoico  

32. Ácido araquidônico 
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e FIGURA 2 (G-H)). O único diterpeno do tipo abietano detectado nas duas amostras 

avaliadas foi o composto 26. Diterpeno do tipo totarano (composto 27) foi identificado 

apenas na amostra de extrato de plebeia (TABELA 2 e FIGURA 2 (G-H)). Os 

diterpenos labdano também são encontrados no própolis do mediterrâneo. Uma 

provável fonte botânica desse própolis são as plantas da família Cupressaceae, onde 

esses compostos são comumente encontrados (BANKOVA; POPOVA; TRUSHEVA, 

2006). No estado do Paraná (Brasil), árvores resinosas da espécie Araucaria 

angustifolia eram anteriormente consideradas representantes pertencentes a essa 

família botânica, e na atualidade estão alocadas na família Araucariaceae, podendo 

ser fonte desses compostos (CAMPELLO; FONSECA, 1975). 

 

FIGURA 7 – DITERPENOS PRESENTES NOS EXTRATOS DE PRÓPOLIS DE MANDAÇAIA E 
PLEBEIA (CONTINUA). 
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FIGURA 7 – DITERPENOS PRESENTES NOS EXTRATOS DE PRÓPOLIS DE MANDAÇAIA E 
PLEBEIA (CONCLUSÃO). 

 

            

OH

O

OH

CH3

CH3

CH2

CH3

H

                       

CH3

H
CH3OH

O

CH2

OH

CH2
CH3

 
    

 

 

 

            

CH3H

H

CH3

OH

O

CH2

H
CH3

OH
O

                                     

O

O
OH  

 

 

 
FONTE: A autora (2022). 
 

Os triterpenos cicloartanos (compostos 56, 58 e 59) e os triterpenos não 

identificados (compostos 57 e 60) foram detectados apenas no própolis de mandaçaia 

[FIGURA 8, TABELA 2 e FIGURA 2  (E-F)]. Triterpenos cicloartanos já foram relatados 

no própolis de abelhas do nordeste do Brasil (SILVA et al., 2005) e de Tetragonula 

sapiens da Indonésia (PUJIRAHAYU et al., 2019). A origem botânica sugerida foi 

Mangifera indica, popularmente conhecida como mangueira. 

33. Ácido isocupréssico 34. Ácido cupréssico 

35. Ácido junicédrico 39. Ácido 15-acetoxi-cupréssico 
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FIGURA 8 – TRITERPENOS DETECTADOS NO EXTRATO DE PRÓPOLIS DE MANDAÇAIA. 
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FONTE: A autora (2022). 

56. Ácido mangiferônico 

58 ou 59. Ácido mangiferólico 

58 ou 59. Ácido isomangiferólico 
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A presença de polifenóis (compostos 36, 37, 43, 44, 45, 54, 55, 61 e 62) foi 

verificada apenas no extrato de mandaçaia (TABELA 2 e FIGURA 2 (E-F)). Esses 

compostos já foram relatados em várias outras espécies de Melipona no Brasil e, 

dessa forma, poderiam se tornar possíveis marcadores químicos desse gênero no 

país (DOS SANTOS, HF et al., 2017; DE SOUZA et al., 2018; RUBINHO et al., 2019). 

A presença de lipídios fenólicos (ácidos anacárdicos) foi verificada nos extratos 

de tubuna e mandaçaia (FIGURA 9), e o composto 47 foi identificado em ambas as 

amostras. Os compostos 38, 40, 46 e 51 foram detectados apenas no extrato de 

mandaçaia (TABELA 2 e FIGURA 2 (E-F)). Esses compostos foram identificados 

previamente como componentes característicos da Schinus terebinthifolius (aroeira 

pimenta), fonte botânica para a produção de própolis por abelhas-sem-ferrão no Brasil 

(SAWAYA et al., 2006). 

 

FIGURA 9 – LIPÍDIOS FENÓLICOS PRESENTES NOS EXTRATOS DE PRÓPOLIS DE TUBUNA E 
MANDAÇAIA (CONTINUA). 
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FIGURA 9 – LIPÍDIOS FENÓLICOS PRESENTES NOS EXTRATOS DE PRÓPOLIS DE TUBUNA E 
MANDAÇAIA (CONCLUSÃO). 

 

 

 

 

 

 

 
FONTE: A autora (2022). 

 

Por fim, é pertinente ressaltar que, embora os extratos de própolis de tubuna e 

mandaçaia sejam do mesmo meliponário, os mesmos apresentaram composições 

químicas consideravelmente diferentes. Esse achado confirma que, além da origem 

botânica, a espécie de abelha é um fator determinante na composição do própolis. 

 

 

5.2 AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE SELETIVA DE EXTRATOS DE PRÓPOLIS 

EM LINHAGENS CELULARES TUMORAIS 

 

Os resultados relacionados a avaliação da citotoxicidade seletiva induzida pelos 

extratos de própolis estão apresentados na TABELA 3.  
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O ensaio do MTT mostrou que todos os extratos de própolis foram citotóxicos 

para as linhagens celulares tumorais avaliadas, tendo efeito mais pronunciado sobre 

as linhagens HeLa e MCF-7. Os extratos de própolis verde e mandaçaia exerceram 

maior citotoxicidade sobre células da linhagem cervical, enquanto os extratos de 

tubuna e de plebeia foram mais citotóxicos para as células de carcinoma mamário 

MCF-7, e posteriormente para as células HeLa em comparação às demais linhagens 

tumorais analisadas (TABELA 3). 

Quanto à citotoxicidade na linhagem celular McCoy, o extrato de mandaçaia 

apresentou-se o menos citotóxico, enquanto o extrato de plebeia apresentou a maior 

toxicidade entre os EPM testados. Isso indica um provável uso terapêutico mais 

seguro do extrato do própolis de mandaçaia em relação aos demais analisados e um 

uso mais cauteloso do extrato de plebeia. Em relação à seletividade, os melhores 

resultados foram verificados nas linhagens HeLa, MCF-7 e HEpG2, onde todos os 

extratos apresentaram IS > 1. Resultados menos promissores foram observados nas 

linhagens HRT-18 e MDA-MB-231, onde os extratos de tubuna e plebeia não 

mostraram seletividade nas células de câncer colorretal, enquanto o extrato de plebeia 

não foi seletivo para a linhagem de carcinoma de mama. 

O potencial citotóxico de própolis é amplamente demonstrado na literatura em 

diversas linhagens tumorais (FORMA; BRYŚ, 2021; PEREIRA et al., 2021), tendo sido 

inclusive avaliado sobre células HeLa e MCF-7. Entretanto, quando se comparam com 

dados disponíveis na literatura, observa-se que estes estudos são conduzidos 

predominantemente com diferentes própolis produzidos por A. mellifera. Nesse 

sentido, relatos do potencial citotóxico de própolis de abelhas-sem-ferrão são mais 

escassos (PEREIRA et al., 2021), podendo-se considerar raros aqueles reportados 

em células HeLa e MCF-7. Até o presente momento, nestes dois tipos celulares 

específicos, têm sido melhor explorados os efeitos induzidos por própolis produzidos 

por abelhas-sem-ferrão pertencentes ao gênero Trigona spp. (CHOUDHARI et al., 

2013; AMALIA; DIANTINI; SUBARNAS, 2020). Desta forma, o presente trabalho 

merece destaque, uma vez que demonstra o potencial citotóxico de extratos de 

abelhas-sem-ferrão nativas do Brasil e pertencentes a tribo Meliponini sobre células 

HeLa e MCF-7, ampliando o conhecimento acerca da toxicidade induzida por estas 

espécies (S. bipunctata, M. quadrifasciata quadrifasciata e P. remota) e evidenciando 

o potencial terapêutico dos própolis desse tipo de abelha, o qual acaba sendo 

negligenciado quando comparado ao potencial terapêutico apresentado por abelhas 
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melíferas, que é intensamente explorado, bem como já está consagrado para 

determinadas aplicações (ANJUM et al., 2019). 

Para comparação em relação a eficácia dos própolis avaliados neste estudo, 

deve-se levar em consideração o tipo de extração realizada, bem como as fontes 

botânicas presentes nos habitats das abelhas, uma vez que ambas as variáveis, 

juntamente com a espécie de abelha, influenciam diretamente na composição química 

do própolis, e consequentemente, na citotoxicidade induzida pelos mesmos 

(ALENCAR et al., 2007; TAKARA et al., 2007; XUAN et al., 2016). Dessa forma, nesse 

trabalho considerou-se mais pertinente comparar os efeitos aqui demostrados, aos 

induzidos por outros extratos etanólicos de própolis descritos na literatura. De forma 

geral, extratos etanólicos de própolis produzidos por abelhas melíferas apresentam 

valores de CI50 de 72 h na faixa de 7 a 357 μg/mL e de 13 a 91 μg/mL, para células 

HeLa e MCF-7, respectivamente (ALENCAR et al., 2007; 

THIRUGNANASAMPANDAN et al., 2012; ARU et al., 2019; RIVERO-CRUZ et al., 

2020). Já o extrato etanólico de abelhas-sem-ferrão pertencentes ao gênero Trigona, 

apresentou um CI50 de 250 μg/mL após o tratamento de células MCF-7 por 24 h. Estes 

dados, quando comparados aos obtidos nesse estudo, demonstram que os própolis 

avaliados apresentaram potencial citotóxico comparável ou superior a diferentes tipos 

de própolis de A. mellifera e abelhas-sem-ferrão do gênero Trigona. Salienta-se a 

importância de se explorar melhor o potencial citotóxico de própolis de abelhas-sem-

ferrão, uma vez que, considerando a composição química complexa e diferenciada 

dos mesmos, tal efeito pode estar relacionado a indução de diferentes mecanismos 

de ação, além dos que já foram relatados na literatura por diversos tipos de própolis 

(FRIÓN-HERRERA et al., 2018). 

Um dos principais objetivos das terapias antitumorais refere-se à eliminação de 

células neoplásicas sem danificar células não tumorais, a fim de evitar/minimizar a 

indução de efeitos colaterais adversos e tóxicos aos pacientes submetidos as mesmas 

(WACKHARD et al., 2018). Em ensaios in vitro, tal seletividade pode ser verificada por 

meio da determinação do IS, onde valores de IS > 1 indicam que a citotoxicidade de 

uma substância em células não tumorais é menor do que em células tumorais 

(VALENCIA et al., 2012). Consequentemente, compostos ou extratos com altos 

valores de IS são considerados terapias potencialmente mais seguras e eficazes. 

Dados da literatura a respeito da citotoxicidade seletiva de própolis em células 

HeLa e MCF-7 são contraditórios. Alguns estudos têm demonstrado que extratos de 
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própolis não foram seletivos, sendo capaz de afetar células não tumorais e tumorais 

em uma mesma proporção (CALHELHA et al., 2014; ONBAS et al., 2016; AMALIA; 

DIANTINI; SUBARNAS, 2020). Já outros trabalhos demonstraram atividade seletiva 

do própolis em células neoplásicas (FROZZA et al., 2013; DE OLIVEIRA et al., 2014; 

FALCÃO et al., 2019). Desta forma, esses relatos evidenciam a importância de se 

ampliar a pesquisa sobre os efeitos de extratos de própolis sobre células neoplásicas 

e/ou tumores, levando-se em consideração a questão da seletividade.  

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que os EPMs avaliados são 

eficazes na redução da viabilidade das células HeLa e MCF-7 e afetaram 

preferencialmente as células neoplásicas em detrimento das células não tumorais 

(TABELA 3).  

Além disso, é importante destacar que os extratos de própolis de tubuna e de 

plebeia, os quais induziram perfis de citotoxicidade semelhantes, também 

apresentaram o mesmo perfil de seletividade, sendo mais seletivos para células MCF-

7, em relação as outras linhagens celulares avaliadas. Já os extratos de própolis verde 

e mandaçaia apresentaram maior seletividade em células da linhagem cervical 

(TABELA 3).  

Até o momento, não há na literatura relatos que justifiquem os padrões de 

seletividade encontrados no presente trabalho. Existem alguns estudos que 

correlacionam alguns compostos presentes no própolis com atividade citotóxica em 

algumas linhagens celulares tumorais (por exemplo, feniletil-éster do ácido cafeico em 

MCF-7) (OMENE et al., 2013), no entanto, nenhuma dessas substâncias foi 

identificada nos extratos de própolis analisados. 

 

5.3 AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE SINÉRGICA SELETIVA DE EXTRATOS DE 

PRÓPOLIS COM DOXORRUBICINA 

 

Além da questão da seletividade, outro desafio relacionado ao sucesso das 

terapias antitumorais, refere-se ao desenvolvimento de resistência aos fármacos 

administrados para o controle do câncer (ALFAROUK et al., 2015). Dentre os diversos 

tipos de fármacos aplicados para o tratamento dessa doença, merece destaque a 

doxorrubicina. 

A doxorrubicina é um quimioterápico de amplo espectro, sendo utilizada para o 

tratamento de diversos tipos de tumores, tais como: câncer de mama, de ovário, de 
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pulmão, de bexiga, leucemias e sarcoma de Kaposi. Também é utilizada em 

combinação com outros agentes no caso de osteosarcoma, câncer de útero, de colo 

uterino, de pâncreas, sarcoma de Ewing, mesotelioma, mieloma múltiplo, tumor de 

Wilms e neuroblastoma (AJAYKUMAR, 2020). Trata-se de um agente antitumoral 

muito eficaz, uma vez que seu mecanismo de ação envolve a inibição da 

topoisomerase II do DNA, a intercalação ao DNA e a formação de espécies reativas 

de oxigênio (EROs). No entanto, existem algumas limitações relacionadas ao seu uso 

que se referem a indução de cardiotoxicidade (sendo essa a principal limitação), e ao 

desenvolvimento de resistência (WACKHARD et al., 2018). Dessa forma, abordagens 

terapêuticas que potencializem a ação seletiva desse fármaco, devem ser 

consideradas. Nesse sentido, optou-se, nesse trabalho, em verificar se os extratos de 

própolis avaliados seriam capazes de potencializar a ação citotóxica da doxorrubicina 

através da execução do ensaio do MTT. Este ensaio foi realizado sobre as linhagens 

tumorais para as quais cada própolis demonstrou os melhores índices de seletividade 

(TABELA 3), bem como nos fibroblastos não tumorais (linhagem McCoy). Além disso, 

como mencionado anteriormente, para a execução dos experimentos, foram utilizadas 

concentrações crescentes de doxorrubicina (0,0004 – 232 ng/mL), bem como fixou-se 

a concentração dos própolis a ser testada, utilizando-se concentrações referentes às 

CI50 previamente estabelecidas.  

Como mencionado na metodologia, o efeito global das associações foi analisado 

pela determinação da AUC; já para analisar o tipo de interação (sinérgica, aditiva ou 

antagônica) foi utilizado o índice combinatório (IC) calculado através do método de 

Chou-Talalay. Esse método para combinação de compostos é baseado na equação 

do efeito mediano, a qual é derivada do princípio da lei de ação das massas e engloba 

as equações de Michaelis-Menten, Hill, Henderson-Hasselbalch e Scatchard (CHOU, 

2010). 

Os resultados obtidos estão mostrados nas FIGURAS 10-13. 
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FIGURA 10 - EFEITO DO EXTRATO DE PRÓPOLIS VERDE, DOXORRUBICINA OU AMBOS 
COMBINADOS NA VIABILIDADE CELULAR, ÍNDICE COMBINATÓRIO E ÁREA SOB A CURVA DE 

CÉLULAS HELA E MCCOY. 

NOTA: Curvas de crescimento nas linhagens celulares (A) HeLa ou (B) McCoy tratadas com 
doxorrubicina, extrato de própolis verde (CI50) ou combinação dos dois. * p < 0,05, que denota diferença 
estatística entre a combinação em relação ao extrato de própolis e à doxorrubicina isolados. Índice 
combinatório (IC) do extrato de própolis verde com doxorrubicina nas células (C) HeLa e (D) McCoy. 
IC < 1, = 1 e > 1 indicam sinergismo, efeito aditivo e antagonismo, respectivamente. A linha pontilhada 
separa os valores menores e maiores que 1. Área sob a curva (AUC) nas linhagens celulares (E) HeLa 
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ou (F) McCoy tratadas com doxorrubicina, extrato de própolis verde (CI50) ou combinação dos dois. 
Comparação da AUC da linhagem celular HeLa versus McCoy (G) da associação do extrato de própolis 
verde com doxorrubicina. ** p < 0,01; *** p < 0,001. 
FONTE: A autora (2022). 
 

Na linhagem celular HeLa, quando analisada a associação do extrato de própolis 

verde com a doxorrubicina, em relação ao tratamento apenas com o extrato ou o 

quimioterápico, observou-se aumento da citotoxicidade, com diferença estatística 

somente nos últimos dois pontos da curva, quando são utilizadas as concentrações 

mais elevadas da doxorrubicina (58 e 116 ng/mL), próximo a sua CI50 (FIGURA 10-A). 

Entretanto, o gráfico da AUC mostra que, ao analisar-se o efeito global induzido pela 

associação, observa-se redução da AUC, e consequentemente da viabilidade celular 

estatisticamente significativa somente entre a combinação e o quimioterápico, o que 

descarta sinergismo, visto que este é caracterizado pelo efeito combinado maior que 

a soma dos efeitos observados quando cada componente é administrado 

isoladamente (FIGURA 10-E). Por fim, o gráfico de índice combinatório (IC) da 

linhagem HeLa, mostra que a associação apresenta efeito essencialmente antagônico 

nesta linhagem celular, apresentando efeito aditivo apenas quando doxorrubicina foi 

aplicada na concentração de 29 ng/mL (FIGURA 10-C).  

Nas células McCoy houve redução da viabilidade celular com diferença 

estatística nos três pontos médios da associação (14,5, 29 e 58 ng/mL de 

doxorrubicina). No gráfico de área sob a curva, foi possível verificar potencialização 

do efeito citotóxico por parte da combinação, uma vez que foi observada diferença 

estatística da mesma em relação a ambos tratamentos aplicados isoladamente, o que 

sugere que a associação apresentou efeito sinérgico nos fibroblastos. Entretanto o 

gráfico de IC mostra que a associação induz essencialmente efeito aditivo, tendo sido 

detectado efeito sinérgico quando doxorrubicina foi aplicada nas concentrações de 29 

e de 58 ng/mL e efeito antagônico na concentração de 232 ng/mL.  

Finalmente, quando analisado o gráfico de AUC das curvas da associação nas 

duas linhagens celulares (FIGURA 10-G), verificou-se que não há diferença estatística 

entre as mesmas, o que evidencia ausência de seletividade. Esses resultados 

corroboram a ausência de sinergismo da combinação nas células HeLa e a indução 

de efeito aditivo em relação às células McCoy. 
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FIGURA 11 - EFEITOS DOS EXTRATOS DE PRÓPOLIS DE TUBUNA, DOXORRUBICINA OU 
AMBOS COMBINADOS NA VIABILIDADE CELULAR, ÍNDICE COMBINATÓRIO E ÁREA SOB A 

CURVA DE CÉLULAS MCF-7 E MCCOY. 

 
 
NOTA: Curvas de crescimento nas linhagens celulares (A) MCF-7 ou (B) McCoy tratadas com 
doxorrubicina, extrato de própolis de tubuna (CI50) ou combinação dos dois. * p < 0,05, que denota 
diferença estatística entre a combinação em relação ao extrato de própolis e à doxorrubicina isolados. 
Índice combinatório (IC) do extrato de própolis de tubuna com doxorrubicina nas células (C) MCF-7 e 
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(D) McCoy. IC <1, = 1 e > 1 indicam sinergismo, efeito aditivo e antagonismo, respectivamente. A linha 
pontilhada separa os valores menores e maiores que 1. Área sob a curva (AUC) nas linhagens celulares 
(E) HeLa ou (F) McCoy tratadas com doxorrubicina, extrato de própolis de tubuna (CI50) ou combinação 
dos dois. Comparação da AUC da linhagem celular MCF-7 versus McCoy (G) da associação do extrato 
de própolis de tubuna com doxorrubicina. *** p < 0,001; **** p < 0,0001 
FONTE: A autora (2022). 

 

Na linhagem celular MCF-7, quando foi analisada a curva da associação do 

extrato de própolis de tubuna com doxorrubicina em comparação com as curvas dos 

tratamentos com o extrato ou o quimioterápico aplicados isoladamente, verificou-se 

elevação do efeito citotóxico apenas no quinto ponto da curva, ou seja, quando 

aplicou-se doxorrubicina na concentração de 15,4 ng/mL (FIGURA 11-A). Entretanto, 

o gráfico de AUC mostrou que, do ponto de vista global, a associação foi capaz de 

reduzir a viabilidade celular apenas em relação ao tratamento com doxorrubicina 

aplicada isoladamente (FIGURA 11-E), descartando, portando, a indução de feito 

sinérgico da associação. Por fim, o gráfico de IC mostra que o efeito induzido pela 

combinação é predominantemente antagônico, sendo aditivo e sinérgico apenas 

quando doxorrubicina foi aplicada nas concentrações de 14,5 e 3,6 ng/mL, 

respectivamente (FIGURA 11-C).   

Na linhagem McCoy, ao contrário, a curva de crescimento mostra que, com 

exceção do primeiro ponto, onde a concentração utilizada de doxorrubicina na 

combinação é de 3,6 ng/mL, a associação foi capaz de reduzir de forma significativa 

a viabilidade celular tanto em relação à doxorrubicina, quanto em relação ao extrato 

de própolis aplicados isoladamente (FIGURA 11-B).  Em relação ao efeito global, 

pode-se verificar elevação significativa da citotoxicidade promovida pela combinação, 

em relação aos dois tratamentos aplicados isoladamente, o que sugere a indução de 

feito sinérgico pela combinação nos fibroblastos (FIGURA 11-F). Tal indução de efeito 

sinérgico foi confirmada pela determinação do IC, onde obteve-se valores inferiores a 

1, mostrando a ocorrência de sinergismo em todas as concentrações de doxorrubicina 

aplicadas (FIGURA 11-D).  

Por fim, pode-se observar que não há diferença estatística em relação à 

citotoxicidade global exercida pela associação nas duas linhagens celulares, o que 

evidencia ausência de efeito citotóxico seletivo. Tal inespecificidade pode ser 

justificada pela indução de efeito antagônico da combinação nas células MCF-7 e de 

efeito sinérgico da mesma em células McCoy (FIGURA 11-G). 
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FIGURA 12 - EFEITOS DOS EXTRATOS DE PRÓPOLIS DE MANDAÇAIA, DOXORRUBICINA OU 
AMBOS COMBINADOS NA VIABILIDADE CELULAR, ÍNDICE COMBINATÓRIO E ÁREA SOB A 

CURVA DE CÉLULAS HELA E MCCOY. 
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NOTA: Curvas de crescimento nas linhagens celulares (A) HeLa ou (B) McCoy tratadas com 
doxorrubicina, extrato de própolis de mandaçaia (CI50) ou combinação dos dois. * p < 0,05, que denota 
diferença estatística entre a combinação em relação ao extrato de própolis e à doxorrubicina isolados. 
Índice combinatório (IC) do extrato de própolis de mandaçaia com doxorrubicina nas células (C) HeLa 
e (D) McCoy. IC < 1, = 1 e > 1 indicam sinergismo, efeito aditivo e antagonismo, respectivamente. A 
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linha pontilhada separa os valores menores e maiores que 1. Área sob a curva (AUC) nas linhagens 
celulares (E) HeLa ou (F) McCoy tratadas com doxorrubicina, extrato de própolis de mandaçaia (CI50) 
ou combinação dos dois. Comparação da AUC da linhagem celular HeLa versus McCoy (G) da 
associação do extrato de própolis mandaçaia com doxorrubicina. ** p < 0,01; **** p < 0,0001 
FONTE: A autora (2022). 

 

Na linhagem celular HeLa, quando analisada a curva da associação do extrato 

de própolis de mandaçaia com a doxorrubicina em relação ao tratamento apenas com 

o extrato ou o quimioterápico, observou-se redução significativa da viabilidade celular 

em todos os pontos da curva concentração-resposta avaliada. Além disso, verificou-

se efetiva potencialização de efeito citotóxico por parte da associação, uma vez que 

se observou uma viabilidade celular abaixo de 50% em todos os pontos da curva, 

indicando um possível sinergismo entre a doxorrubicina e o extrato de própolis 

(FIGURA 12-A). Tal sinergismo foi confirmado tanto na análise global (AUC) como na 

determinação do IC, uma vez que foi observada redução significativa na AUC quando 

se compara o efeito da associação com os dois tratamentos aplicados isoladamente, 

bem como obteve-se valores de IC inferiores a um em todas as concentrações de 

doxorrubicina avaliadas [FIGURAS 12 (C-E)].  

Nas células McCoy, a curva concentração-resposta mostrou redução 

significativa na viabilidade celular quando doxorrubicina foi aplicada a partir da 

concentração de 29 ng/mL (FIGURA 12-B). Ainda, verificou-se que tal redução na 

viabilidade refletiu no aumento global da citotoxicidade promovida pela associação 

nos fibroblastos, uma vez que foi observada redução significativa na AUC quando se 

comparam os efeitos induzidos pela associação aos promovidos pelo própolis e 

quimioterápico aplicados isoladamente (FIGURA 12-F), confirmando a 

potencialização de efeito. Além disso, a determinação do CI mostrou que a 

potencialização no efeito citotóxico promovido pela doxorrubicina e extrato de própolis 

é decorrente da indução de efeito predominantemente aditivo, tendo sido observado 

sinergismo apenas quando doxorrubicina foi aplicada nas concentrações de 58 e de 

116 ng/mL (FIGURA 12-D).    

Por fim, o gráfico de AUC das curvas da associação nas duas linhagens celulares 

(FIGURA 12-G), mostra a ocorrência de diferença estatística do efeito promovido nas 

células tumorais e nos fibroblastos, o que evidencia a indução de efeito seletivo. 

Sugere-se que tal seletividade seja decorrente do efeito sinérgico induzido na 

linhagem HeLa e do efeito predominantemente aditivo promovido nas células McCoy. 
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FIGURA 13 - EFEITOS DOS EXTRATOS DE PRÓPOLIS DE PLEBEIA, DOXORRUBICINA OU 
AMBOS COMBINADOS NA VIABILIDADE CELULAR, ÍNDICE COMBINATÓRIO E ÁREA SOB A 

CURVA DE CÉLULAS MCF-7 E MCCOY. 

 
 
NOTA: Curvas de crescimento nas linhagens celulares (A) MCF-7 ou (B) McCoy tratadas com 
doxorrubicina, extrato de própolis de plebeia (CI50) ou combinação dos dois. * p < 0,05, que denota 
diferença estatística entre a combinação em relação ao extrato de própolis e à doxorrubicina isolados. 
Índice combinatório (IC) do extrato de própolis de plebeia com doxorrubicina nas células (C) MCF-7 e 
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(D) McCoy. IC < 1, = 1 e > 1 indicam sinergismo, efeito aditivo e antagonismo, respectivamente. A linha 
pontilhada separa os valores menores e maiores que 1. Área sob a curva (AUC) nas linhagens celulares 
(E) HeLa ou (F) McCoy tratadas com doxorrubicina, extrato de própolis de plebeia (CI50) ou combinação 
dos dois. Comparação da AUC da linhagem celular MCF-7 versus McCoy (G) da associação do extrato 
de própolis plebeia com doxorrubicina. *** p < 0,001; **** p < 0,0001 
FONTE: A autora (2022). 

 

Na linhagem celular MCF-7, quando analisada a curva da associação do extrato 

de própolis de plebeia com a doxorrubicina em relação ao tratamento apenas com o 

extrato ou o quimioterápico, observou-se elevação significativa da citotoxicidade 

celular em todas as concentrações de doxorrubicina avaliadas, sendo tal 

potencialização de efeito, uma vez que observou-se percentuais de viabilidade celular 

abaixo de 50% para todas as combinações testadas (FIGURA 13-A). Estes resultados, 

associados à significativa redução da AUC promovida pela combinação em relação 

aos dois tratamentos aplicados isoladamente, indicam a ocorrência de um possível 

sinergismo entre o própolis e o quimioterápico nas células tumorais (FIGURA 13-E). 

Nesse sentido, o gráfico de IC mostrou que a associação exerce predominantemente 

efeito sinérgico, apresentando efeito aditivo quando doxorrubicina foi aplicada na 

concentração de 1,8 ng/mL e efeito antagônico quando a antraciclina foi aplicada nas 

concentrações de 29 e de 58 ng/mL (FIGURA 13-C).  

 Nas células McCoy, com exceção das combinações em que doxorrubicina foi 

aplicada nas concentrações de 116 e 232 ng/mL, também foi observado que a mesma 

foi capaz de reduzir significativamente a viabilidade celular, em comparação ao efeito 

promovido por doxorrubicina e pelo extrato aplicados isoladamente (FIGURA 13-B). 

Tal redução na viabilidade promovido pela associação, acarretou em uma 

potencialização do efeito citotóxico global, refletido na significativa redução da AUC 

quando se compara a associação aos dois tratamentos aplicados de forma isolada 

(FIGURA 13-F). Apesar da associação ter elevado significativamente a citotoxicidade 

induzida por doxorrubicina e pelo própolis, o gráfico do IC mostrou que a combinação 

do extrato de plebeia a antraciclina exerceu efeito antagônico, o que pode justificar 

porque a associação, na maioria das concentrações testadas, apresentou viabilidade 

celular ≥ 50% (FIGURA 13-D).    

Quando analisado o gráfico de AUC das curvas da associação nas duas 

linhagens celulares, verificou-se que houve diferença estatística entre as mesmas, o 

que evidencia seletividade (FIGURA 13-G). Tal seletividade pode ser justificada pelo 
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efeito sinérgico promovido pela combinação sobre células MCF-7, bem como efeito 

antagônico induzido pela mesma sobre os fibroblastos. 

Logo, os resultados obtidos demonstraram que os extratos de própolis de 

mandaçaia e de plebeia foram os mais promissores, visto que potencializaram a ação 

da doxorrubicina em células tumorais, por meio da indução de um efeito sinérgico, 

quando associados a este fármaco. Além disso, a ação da combinação de tais extratos 

de própolis com a doxorrubicina apresentou efeito citotóxico seletivo, 

independentemente de terem atuado de forma aditiva, como foi o caso da combinação 

de doxorrubicina com o própolis de mandaçaia, ou antagônica, como foi o caso da 

combinação de doxorrubicina com o própolis de plebeia. Dessa forma, tais dados 

sugerem que estes extratos de própolis podem reduzir a resistência das células 

tumorais à doxorrubicina, além de minimizar a ocorrência de efeitos adversos e tóxicos 

relacionados ao uso desse quimioterápico, tendo em vista a possibilidade de aplicar-

se menores doses de fármaco para indução de efeito citotóxico significativo.  

Embora o sinergismo entre própolis e alguns quimioterápicos usados na clínica 

(cisplatina e epirrubicina) seja demonstrado na literatura (BENKOVIC et al., 2008; 

ORŠOLIĆ et al., 2013), o efeito específico com doxorrubicina é pouco explorado, 

principalmente em relação a própolis de abelhas-sem-ferrão. Até o presente momento, 

apenas um estudo na literatura avaliou o sinergismo entre esta antraciclina e o extrato 

hidroetanólico de geoprópolis proveniente da abelha Melipona fasciculata, em uma 

linhagem de carcinoma de laringe (HEp-2) (BARTOLOMEU et al., 2016). Outro estudo 

reportado que merece destaque, trata-se de um trabalho desenvolvido em células 

MCF-7, e que aborda o sinergismo entre doxorrubicina e uma fração rica em 

estilbenos prenilados de própolis de abelhas melíferas da Austrália. Foi demonstrado 

que essa fração potencializou a atividade citotóxica da doxorrubicina, além de ter 

alterado o tipo de morte celular induzida pelo fármaco (necrose) para apoptose, o que 

pode ser vantajoso para diminuir efeitos adversos e colaterais relacionados ao uso do 

quimioterápico (ALSHERBINY et al., 2021). 
Por fim, ressalta-se a relevância deste estudo em avaliar o sinergismo entre os 

extratos de própolis e a doxorrubicina em células MCF-7, uma vez que este 

antineoplásico é utilizado clinicamente em esquemas terapêuticos para o tratamento 

do câncer de mama (AJAYKUMAR, 2020). 

Uma vez que a composição química de mandaçaia e plebeia foi devidamente 

caracterizada, pode-se sugerir a presença de compostos envolvidos no 
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desencadeamento do sinergismo envolvido. Nesse sentido, a ação sinérgica do 

extrato de mandaçaia com a doxorrubicina pode ser parcialmente atribuída à presença 

de ácidos anacárdicos nesse própolis. Foi relatado na literatura que o composto 40 é 

um inibidor da histona acetil transferase, enzima responsável por acetilar histonas e 

tornar a cromatina mais acessível aos fatores transcricionais, aumentando a 

expressão gênica em geral. Dessa forma, a potencialização da apoptose induzida por 

doxorrubicina em células KBM-5, Jurkat, H1299, DU 145 e SCC4 pela combinação do 

composto 40 à doxorrubicina pode ser atribuída à redução da expressão de proteínas 

associadas ao fator nuclear NF-κB, e indução de interferências negativas nos 

processos de sobrevivência celular, proliferação e metástase (SUNG et al., 2008). 

Dentre os compostos detectados no extrato de plebeia, foi verificado que o ácido 

trans-comúnico (composto 28) (TABELA 2) inibe a DNA polimerase β (SALEHAN; 

MORSE, 2013), uma enzima chave da via de reparo das bases de DNA danificadas 

pela doxorrubicina (LIU et al., 2010). Dessa forma, o sinergismo citotóxico entre este 

própolis e a doxorrubicina pode ser parcialmente atribuído a este composto. 

No entanto, é importante ressaltar que outros compostos presentes nos extratos, 

incluindo substâncias não identificadas ou não detectadas por limitações do método 

UPLC-QToF-MS/MS, podem estar envolvidos nessa ação sinérgica. 

 
5.4 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE EXTRATOS DE PRÓPOLIS 

 

Os produtos naturais estão sendo reavaliados como fontes para obtenção de 

agentes antibacterianos. As razões para isso incluem o desenvolvimento de bactérias 

multirresistentes, o surgimento de novos patógenos e uma redução no 

desenvolvimento e introdução de novos fármacos antibacterianos no mercado 

farmacêutico (MAHADY, 2005). Nesse contexto, a pesquisa sobre o potencial 

antimicrobiano do própolis é promissora, visto seu uso popular contra infecções, bem 

como sua comprovada atividade antibacteriana (SFORCIN, 2016; PRZYBYŁEK; 

KARPIŃSKI, 2019). 

A TABELA 4 mostra que nenhum dos extratos de própolis testados apresentou 

atividade antimicrobiana contra as bactérias gram-negativas avaliadas (E. coli, K. 

pneumoniae e P. aeruginosa), uma vez que foram detectados valores de CIM > 1000 

μg/mL para todos os extratos de própolis avaliados nestas cepas. Entretanto, em 

relação aos ensaios realizados com bactérias gram-positivas, e com exceção do 
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extrato de tubuna, o qual foi inativo em todas as cepas avaliadas, foi demonstrado que 

todas as amostras de própolis testadas promoveram efeito antibacteriano significativo 

(TABELA 4). 
 

TABELA 4 - ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS DE PRÓPOLIS CONTRA BACTÉRIAS 
GRAM-POSITIVAS E GRAM-NEGATIVAS. 

Estirpe 

bacteriana 
 

Ve
rd

e 
  

Tu
bu

na
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S. aureus 

(ATCC 

6538) 

CIM 

(μg/mL) 
500 > 1000 333 ± 118 417 ± 118 0,12 0,03 1,7 ± 0,5 

S. aureus 

(ATCC 

33591) 

CIM 

(μg/mL) 
500 > 1000 250 250 3,3 ± 0,9 32 2 

E. faecalis 

(ATCC 

29212) 

CIM 

(μg/mL) 
500 > 1000 333 ± 118 250 6,7 ± 1,9 NA 1 

E. faecalis 

(ATCC 

51299) 

CIM 

(μg/mL) 
> 1000 > 1000 500 > 1000 > 1000 NA 107 ± 30 

E. coli 

(ATCC 

25922) 

CIM 

(μg/mL) 
> 1000 > 1000 > 1000 > 1000 0,25 NA NA 

E. coli 

(ATCC 

35218) 

CIM 

(μg/mL) 
> 1000 > 1000 > 1000 > 1000 ND NA NA 

K. 

pneumoniae

(ATCC 

13883) 

CIM 

(μg/mL) 
> 1000 > 1000 > 1000 > 1000 0,25 NA NA 

K. 

pneumoniae

(ATCC 

700603) 

CIM 

(μg/mL) 
> 1000 > 1000 > 1000 > 1000 ND NA NA 

P. 

aeruginosa 

(ATCC 

27853) 

CIM 

(μg/mL) 
> 1000 > 1000 > 1000 > 1000 0,50 NA NA 

NOTA: Os resultados foram expressos como concentração inibitória mínima (CIM) e desvio padrão 
(DP) de três experimentos independentes. aControles positivos; NA - não aplicável; ND – não 
determinado. 
FONTE: A autora (2022). 

 

Nesse sentido, os resultados obtidos corroboram com a literatura, uma vez que 

tem sido observada maior atividade antibacteriana de extratos de própolis produzidos 
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por abelhas melíferas e sem-ferrão contra bactérias gram-positivas, do que contra 

bactérias gram-negativas (PRZYBYŁEK; KARPIŃSKI, 2019; FERNANDES JR. et al., 

2001; VELIKOVA et al., 2000). Isso pode ser  explicado pela estrutura da membrana 

externa específica das bactérias gram-negativas, a qual possui menor permeabilidade 

e pela produção de enzimas hidrolíticas que destroem as substâncias ativas 

(SFORCIN, 2016;  PRZYBYŁEK;  KARPIŃSKI, 2019). 

Em bactérias gram-positivas, o extrato de própolis verde apresentou baixo 

desempenho quanto ao seu potencial antimicrobiano, uma vez que foi verificado que 

esse própolis foi inativo contra cepas VRE e HLAR, bem como apresentou baixa 

atividade contra MSSA, MRSA e E. faecalis (ATCC 29212). Os própolis de mandaçaia 

e de plebeia exibiram atividade antibacteriana semelhante e moderada contra as 

cepas MSSA, MRSA e E. faecalis (ATCC 29212). Ainda, foi verificado que o extrato 

de mandaçaia apresentou baixa atividade contra a cepa VRE e HLAR, enquanto o 

extrato de plebeia não promoveu efeito antibacteriano nessa estirpe bacteriana 

(TABELA 4). 

Ressalta-se que a comparação dos dados relatados nesse trabalho com os 

apresentados na literatura, mesmo considerando as mesmas espécies de abelhas, 

deve ser realizada de forma cuidadosa, uma vez que a composição química dos 

própolis é variável e relaciona-se ainda com a flora presente na região em que a 

amostra foi coletada, bem como com o processo de extração dos mesmos (SFORCIN, 

2016). 

Nesse sentido, os resultados obtidos nesse trabalho, em relação ao própolis 

verde, corroboram com os dados relatados na literatura. Bittencourt et al. (2015) 

demonstraram que o extrato etanólico de própolis verde apresentou CIM de 500 μg/mL 

contra S. aureus (ATCC 6538), mesma estirpe utilizada neste estudo. Em outro estudo 

(DANTAS SILVA et al., 2017), foi demonstrado que o extrato de própolis verde 

apresentou atividade moderada a baixa contra S. aureus (ATCC 25923) e E. faecalis 

(ATCC 29212), em parte corroborando com os resultados obtidos neste trabalho. 

 Maiores discrepâncias foram observadas ao comparar os resultados obtidos e 

relacionados ao potencial antimicrobiano de abelhas-sem-ferrão. Nesse sentido, o 

potencial antimicrobiano do extrato de mandaçaia foi superior ao obtido no estudo 

realizado por Torres et al. (2018), que demonstraram que o extrato etanólico (80%) de 

mandaçaia da mesma subespécie apresentou CIM > 1000 μg/mL para S. aureus 

(ATCC 25923), MRSA (isolado de paciente) e E. faecalis (ATCC 29212). Entretanto, 
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quando comparado os dados obtidos nesse estudo aos apresentados por Rubinho et 

al. (2019), os quais avaliaram o potencial antimicrobiano de um extrato etanólico da 

subespécie de mandaçaia M. quadrifasciata anthidioides contra S. aureus (ATCC 

6538), observou-se uma eficácia bastante inferior nesta cepa, uma vez que os autores 

obtiveram valores de CIM que variaram na faixa de 62,5 a125 μg/mL. Até o presente 

momento, não foram encontrados artigos que relatassem o potencial antimicrobiano 

de plebeia contra as cepas avaliadas neste estudo, inviabilizando dessa forma, a 

realização de comparação da eficácia.  

Finalmente, sugere-se que o efeito antimicrobiano dos extratos de plebeia e de 

mandaçaia contra MSSA, MRSA e E. faecalis (ATCC 29212) pode ser  atribuído 

principalmente à presença de compostos diterpênicos, ácido gálico (composto 1) e 

totarol (27), uma vez que  relatos da literatura mostram que uma maior atividade 

antibacteriana de própolis de abelhas-sem-ferrão está relacionada a uma alta 

proporção de ácidos diterpênicos, como observado para o  extrato de plebeia, ou uma 

elevada quantidade de ácidos diterpênicos e ácido gálico, como verificado para o  

extrato de mandaçaia (VELIKOVA et al., 2000). Ainda, em relação ao potencial 

antimicrobiano de plebeia, este pode estar relacionado à presença do composto 27 

(totarol), o qual exibiu potente atividade bactericida contra cepas de MRSA (MUROI; 

KUBO, 1994). 

 

5.5 AVALIAÇÃO DO TIPO DE INTERAÇÃO EXERCIDO PELAS COMBINAÇÕES DE 

EXTRATOS DE PRÓPOLIS A AGENTES ANTIMICROBIANOS  

 

Para a verificação do tipo de efeito induzido pela combinação de extratos de 

própolis a agentes antimicrobianos, foram usados os extratos de mandaçaia e plebeia, 

que apresentaram os melhores resultados de CIM, bem como cepas bacterianas que 

possuem mecanismos de resistência ou que necessitam de altas doses de antibióticos 

para sua eliminação do organismo humano tais como:  MRSA, E. faecalis (ATCC 

29212) e E. faecalis VRE e HLAR. Dessa forma, os antimicrobianos selecionados para 

a execução destes ensaios foram aqueles aos quais bactérias tem desenvolvido 

mecanismos de resistência e/ou que são utilizados no tratamento de infecções 

causadas pelas bactérias selecionadas, tais como gentamicina, oxacilina e 

vancomicina.  
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A gentamicina é um antibiótico que é transportado ativamente para dentro da 

bactéria, em um mecanismo dependente de oxigênio, sendo, portanto, ineficaz em 

bactérias anaeróbias. Uma vez no citoplasma, a gentamicina se liga ao RNAr 16s na 

subunidade ribossômica 30s, interferindo na tradução do RNAm e, levando à 

formação de proteínas truncadas ou não funcionais. O mecanismo da atividade 

bactericida da gentamicina ainda não foi totalmente elucidado. Alguns autores 

propõem que tais proteínas truncadas são direcionadas à parede celular, tornando-a 

permeável. Já outros autores sugerem que o acúmulo de espécies reativas de 

oxigênio, como consequência da depleção de proteínas envolvidas com reações de 

oxidação-redução, pode levar à morte bacteriana (CHAVES; TADI, 2022). 

A oxacilina é um antibiótico da classe dos β-lactâmicos, que atua ligando-se às 

proteínas de ligação à penicilina (PBPs), enfraquecendo ou interferindo na formação 

da parede celular. Após a ligação às PBPs, a parede celular sofre ruptura e lise. A 

oxacilina tem um espectro de atividade limitado que inclui principalmente bactérias 

gram-positivas. Possui resistência à β-lactamase produzida por Staphylococcus spp., 

sendo um dos antibióticos da classe dos β-lactâmicos penicilinase resistentes 

(PAPICH, 2016). 

A vancomicina é um antibiótico glicopeptídeo que exerce seu efeito bactericida 

inibindo a polimerização de peptidoglicanos na parede celular bacteriana, que é 

formada por uma camada rígida de peptidoglicano com uma estrutura altamente 

reticulada composta por polímeros longos de ácido N-acetilmurâmico e N-

acetilglucosamina. A vancomicina liga-se à D-alanil-D-alanina, que inibe a 

peptidoglicano sintase, impedindo assim a síntese e polimerização do ácido N-

acetilmurâmico e N-acetilglucosamina dentro da camada de peptidoglicano. Essa 

inibição enfraquece as paredes celulares bacterianas permitindo o extravazamento de 

componentes intracelulares, e resultando em morte celular bacteriana. A vancomicina 

somente é ativa contra bactérias gram-positivas (PATEL; PREUSS; BERNICE, 2022). 

Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA) foi a primeira bactéria 

importante na crise da resistência antimicrobiana. Dados demonstram que a MRSA é 

responsável por 60-89% das infecções nosocomiais. Atualmente, tal cepa também 

está difundida na comunidade e apresenta capacidade de adaptação a diferentes 

mecanismos antimicrobianos mediados por resistência adquirida (CATTOIR; 

LECLERCQ, 2010). A MRSA é resistente a numerosos antibióticos β-lactâmicos 

(incluindo a oxacilina, um antibiótico de primeira linha usado contra S. aureus) 
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principalmente devido a aquisição do gene mecA, que codifica a proteína alterada de 

ligação à penicilina PBP2a (FAIR; TOR, 2014). 

As cepas de Enterococcus VRE e HLAR, por serem resistentes ao sinergismo 

entre os aminoglicosídeos e compostos que atuam na parede celular bacteriana 

(como glicopeptídeos e β-lactâmicos), criaram desafios para a antibioticoterapia de 

infecções complicadas ou sistêmicas causadas por espécies deste gênero (YILMAZ; 

ÖZCENGIZ, 2017). 

Ainda é pertinente ressaltar que, além da resistência, o uso de diversos 

antimicrobianos, como os investigados neste estudo, pode levar ao desencadeamento 

de efeitos adversos ou tóxicos aos pacientes (BAILIE; NEAL, 1988; RYBAK et al., 

2009; AVENT et al., 2011). 

Para os aminoglicosídeos, como a gentamicina, a dose terapêutica é 

considerada estreita e muito próxima da dose tóxica. Dessa forma, o uso desses 

antibióticos pode gerar uma série de efeitos adversos e tóxicos, sendo os principais 

associados ao seu uso a ototoxicidade e a nefrotoxicidade (AVENT et al., 2011). 

Ainda, tem sido relatado que em células ciliadas auriculares, os aminoglicosídeos 

podem induzir a formação de espécies reativas de oxigênio (HUTH; RICCI; CHENG, 

2011). Por fim, aminoglicosídeos, quando administrados em altas concentrações 

podem se acumular nos lisossomos de células tubulares renais onde podem interferir 

em importantes processos, tais como respiração mitocondrial (MINGEOT-

LECLERCQ; TULKENS, 1999). 

A vancomicina é geralmente usada no tratamento de infecções por MRSA. Tem 

sido observado que o regime de dosagem, bem como o intervalo de administração 

influenciam na incidência de efeitos colaterais, os quais incluem nefrotoxicidade, 

fototoxicidade e danos ao nervo auditivo, que podem resultar em perda da audição 

(BAILIE; NEAL, 1988; RYBAK et al., 2009). 

Nesse trabalho, o tipo de interação entre as combinações de própolis de 

mandaçaia e de plebeia aos antimicrobianos (gentamicina, vancomicina e oxacilina) 

foram avaliadas, primeiramente, pela execução do ensaio de checkerboard. Pode-se 

observar que ambos os extratos de própolis exibiram efeito sinérgico com gentamicina 

contra E. faecalis (ATCC 29212). Ainda, foi demonstrado que o extrato de plebeia 

apresentou sinergismo com todos os antimicrobianos avaliados contra MRSA, 

enquanto o extrato de mandaçaia não afetou a ação desses antibióticos. Por fim, 

pode-se verificar que o extrato de mandaçaia não apresentou efeito sinérgico com a 
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vancomicina contra a estirpe VRE e HLAR (TABELA 5). Salienta-se que o extrato de 

plebeia não foi testado com a vancomicina contra a cepa E. faecalis (ATCC 51299) 

porque não foi possível determinar a CIM do extrato nesta estirpe (TABELA 4). 

 

TABELA 5 - RESULTADOS DO ENSAIO DE CHECKERBOARD COM CONCENTRAÇÃO 
INIBITÓRIA FRACIONADA (CIF) E ÍNDICES CIF DA COMBINAÇÃO DE DOIS COMPOSTOS 

ENTRE EXTRATOS DE PRÓPOLIS E ANTIBIÓTICOS CONTRA BACTÉRIAS GRAM-POSITIVAS. 

Bactérias  CIM (μg/mL) CIF ICIF Interpretação 

  Isolado Combinação    

S. aureus  

(ATCC 
33591) 

Mandaçaia 250 62,5 0,25 0,55 NI 
Gentamicina 3,3 1 0,3 

Plebeia 250 31,25 0,13 0,17 Sinergismo 

Gentamicina 3,3 0,125 0,04 

Mandaçaia 250 125 0,50 0,75 NI 
Oxacilina 32 8 0,25 

Plebeia 250 62,5 0,25 0,5  Sinergismo 

Oxacilina 32 8 0,25 

Mandaçaia 250 125 0,50 1,0 NI 
Vancomicina 2 1 0,50 

Plebeia 250 62,5 0,25 0,5 Sinergismo 

Vancomicina 2 0,5 0,25 

E. faecalis 

(ATCC 
29212) 

Mandaçaia 333 125 0,38 0,45 Sinergismo 
Gentamicina 6,7 0,5 0,07 

Plebeia 250 31,25 0,13 0,2 Sinergismo 

Gentamicina 6,7 0,5 0,07 

E. faecalis 

(ATCC 
51299) 

Mandaçaia 500 125 0,25 0,85 NI 

Vancomicina 107 64 0,6 

NOTA: Extratos de própolis de mandaçaia ou plebeia foram combinados com gentamicina, oxacilina ou 
vancomicina e testados contra Staphylococcus aureus (S. aureus - ATCC 33591) e com gentamicina 
contra Enterococcus faecalis (E. faecalis - ATCC 29212). O extrato de própolis de mandaçaia também 
foi combinado com vancomicina contra E. faecalis (ATCC 51299). CIM – concentração inibitória mínima, 
CIF – concentração inibitória fracional, ICIF – índice de concentração inibitória fracional, NI – não 
interativo. 
FONTE: A autora (2022). 

 

Para confirmar os efeitos observados no teste de checkerboard, foi realizado o 

ensaio de time-kill. Este ensaio foi realizado com os mesmos extratos de própolis, 

cepas bacterianas e antibióticos usados para determinação do checkerboard.  
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FIGURA 14 - EFEITO DO EXTRATO DE PRÓPOLIS DE PLEBEIA, GENTAMICINA OU AMBOS 
COMBINADOS CONTRA E. faecalis (ATCC 29212) E S. aureus (ATCC 33591). 

 
NOTA: Curvas de time-kill de efeitos simultâneos do extrato de própolis de plebeia e gentamicina contra 
(A) Enterococcus faecalis (E. faecalis - ATCC 29212) e (C) Staphylococcus aureus (S. aureus - ATCC 
33591). * p < 0,05, denota diferença estatística entre a combinação e extrato de própolis e antibiótico 
aplicados isoladamente. UFC - unidade formadora de colônias. Área sob a Curva (AUC) de efeitos 
simultâneos do extrato de própolis de plebeia e gentamicina contra (B) Enterococcus faecalis (E. 
faecalis - ATCC 29212) e (D) Staphylococcus aureus (S. aureus - ATCC 33591). **** p < 0,0001. Os 
dados são medias e desvios padrão (DP) de três experimentos independentes.  
FONTE: A autora (2022). 

 

Na estirpe E. faecalis (ATCC 29212), a associação do extrato de própolis de 

plebeia com gentamicina se mostrou sinérgica, ou seja, houve diminuição de 100 

vezes em relação ao agente mais ativo aplicado isoladamente, que neste caso foi o 

extrato, e também em relação ao inóculo inicial. A combinação apresentou efeito 

bactericida, pois eliminou a contagem bacteriana em placa, a partir de 4 h, indicando 

morte do microrganismo (FIGURA 14-A). No gráfico de AUC, que representa o efeito 

global induzido pelos tratamentos, é possível verificar que houve diferença estatística 

entre o efeito promovido pela associação em relação ao efeito induzido pelo 

antimicrobiano e pelo extrato, com uma diminuição em torno de 150 e de 130 unidades 

arbitrárias de AUC em relação a gentamicina e ao própolis, respectivamente (FIGURA 

14-B).  
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Na estirpe S. aureus (ATCC 33591 – MRSA), foi demonstrado que a mesma 

combinação parece ter apresentado sinergismo com efeito bactericida, o qual foi 

detectado apenas às 18 horas de tratamento (FIGURA 14-C). Esses resultados 

demonstram maior resistência da estirpe MRSA a associação do extrato de própolis 

plebeia com a gentamicina em comparação à estirpe E. faecalis (ATCC 29212). No 

gráfico da área sob a curva, verificou-se que a combinação elevou significativamente 

o efeito antimicrobiano do própolis e da gentamicina, promovendo uma diminuição em 

torno de 90 e de 100 unidades arbitrárias de AUC em relação à gentamicina e ao 

extrato de própolis, respectivamente (FIGURA 14-D).  

 

FIGURA 15 - EFEITOS DO EXTRATO DE PRÓPOLIS DE MANDAÇAIA, GENTAMICINA OU AMBOS 
COMBINADOS CONTRA E. faecalis (ATCC 29212) E S. aureus (ATCC 33591). 
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NOTA: Curvas de time-kill de efeitos simultâneos do extrato de própolis de mandaçaia e gentamicina 
contra (A) Enterococcus faecalis (E. faecalis - ATCC 29212) e (C) Staphylococcus aureus (S. aureus - 
ATCC 33591). * p < 0,05, denota diferença estatística entre a combinação e extrato de própolis e 
antibiótico aplicados isoladamente. UFC - unidade formadora de colônias. Área sob a Curva (AUC) de 
efeitos simultâneos do extrato de própolis de mandaçaia e gentamicina contra (B) Enterococcus faecalis 
(E. faecalis - ATCC 29212) e (D) Staphylococcus aureus (S. aureus - ATCC 33591). **** p < 0,0001. 
Os dados são medias e desvios padrão (DP) de três experimentos independentes.  
FONTE: A autora (2022). 
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Na estirpe E. faecalis (ATCC 29212), a associação do extrato de própolis de 

mandaçaia com gentamicina também se mostrou sinérgica, entretanto, desta vez, a 

combinação apresentou efeito bacteriostático, tendo sido observada queda na 

contagem microbiana até 4 h, seguida de uma estabilização no número de colônias 

até as 20 h subsequentes (FIGURA 15-A). No gráfico de AUC, foi observada uma 

diminuição em torno de 80 e de 75 unidades arbitrarias em relação à gentamicina e 

mandaçaia, respectivamente (FIGURA 15-B).  

Na estirpe S. aureus (ATCC 33591 – MRSA), a combinação do extrato de 

própolis de mandaçaia com gentamicina também apresentou sinergismo com efeito 

bacteriostático, o qual foi detectado apenas às 18 horas (FIGURA 15-C), mostrando 

mais uma vez maior resistência da estirpe MRSA à associação em relação à estirpe 

E. faecalis (ATCC 29212). No gráfico de AUC, verificou-se uma diminuição em torno 

de 45 e de 60 unidades arbitrarias em relação à gentamicina e a mandaçaia, 

respectivamente (FIGURA 15-D). 

Por fim, é importante ressaltar que o resultado do ensaio de time-kill na estirpe 

E. faecalis (ATCC 29212) corroborou o ensaio de checkerboard, no entanto, na estirpe 

MRSA o resultado foi contraditório, provavelmente em virtude do ensaio de time-kill 

ser mais sensível que o ensaio de checkerboard. 
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FIGURA 16 - EFEITOS DE EXTRATOS DE PRÓPOLIS DE PLEBEIA OU MANDAÇAIA, OXACILINA, 
OU DOS EXTRATOS COMBINADOS COM O OXACILINA CONTRA S. aureus (ATCC 33591). 
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NOTA: Curvas de time-kill de efeitos simultâneos do extrato de própolis de plebeia e oxacilina (A) ou 
mandaçaia e oxacilina (C) contra Staphylococcus aureus (S. aureus - ATCC 33591). * p < 0,05, denota 
diferença estatística entre a combinação e extrato de própolis e antibiótico aplicados isoladamente. 
UFC - unidade formadora de colônias. Área sob a Curva (AUC) de efeitos simultâneos do extrato de 
própolis de plebeia e oxacilina (B) ou mandaçaia e oxacilina (D) contra Staphylococcus aureus (S. 
aureus - ATCC 33591). **p < 0,01, ***p < 0,001, **** p < 0,0001. Os dados são medias e desvios padrão 
(DP) de três experimentos independentes.  
FONTE: A autora (2022). 

 

Na estirpe S. aureus (ATCC 33591 – MRSA), a associação do extrato de própolis 

de plebeia com oxacilina não apresentou sinergismo, não havendo diminuição de 100 

vezes em relação ao agente mais ativo aplicado isoladamente (que neste caso foi o 

extrato), nem em relação ao inóculo inicial (FIGURA 16-A). Entretanto, observou-se 

que a associação promoveu significativa redução no efeito antimicrobiano global, 

refletido por uma redução de 20 unidades arbitrárias de AUC em relação ao extrato e 

de 30 em relação à oxacilina, respectivamente (FIGURA 16-B). 

Na mesma estirpe, a associação do extrato de própolis de mandaçaia com 

oxacilina não apresentou sinergismo, tendo a curva de time-kill um comportamento 

similar aos dos agentes aplicados isoladamente (FIGURA 16-C). Ainda, observou-se 

que a combinação elevou significativamente o efeito antimicrobiano apenas em 
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relação ao extrato de mandaçaia, promovendo uma diminuição inferior a 10 unidades 

arbitrárias de AUC em relação a esse própolis (FIGURA 16-D).  

O resultado do ensaio de time-kill da combinação da oxacilina com o extrato de 

mandaçaia corroborou com o ensaio de checkerboard, no entanto, o resultado da 

combinação da oxacilina com o extrato de plebeia foi contraditório. Como o ensaio de 

time-kill é mais sensível que o de checkerboard, fica evidente que nenhuma das 

associações foi capaz de reverter a resistência da estirpe MRSA à oxacilina.  

 

FIGURA 17 - EFEITOS DOS EXTRATOS DE PRÓPOLIS DE PLEBEIA OU MANDAÇAIA, 
VANCOMICINA, OU DOS EXTRATOS COMBINADOS COM VANCOMICINA CONTRA S. aureus 

(ATCC 33591). 

lo
g 1

0
(U

FC
/m

L)

S. aureus (ATCC 33591)

plebeia vancomicina plebeia+
vancomicina

0

50

100

150

200

250

****
****

lo
g 1

0
(U

FC
/m

L)

S. aureus (ATCC 33591)

mandaçaia vancomicina mandaçaia+
vancomicina

0

50

100

150

200

250

****

****

 
NOTA: Curvas de time-kill de efeitos simultâneos do extrato de própolis de plebeia e vancomicina (A) 
ou mandaçaia e vancomicina (C) contra Staphylococcus aureus (S. aureus - ATCC 33591). * p < 0,05, 
denota diferença estatística entre a combinação e extrato de própolis e antibiótico administrado 
isoldamente. UFC - unidade formadora de colônias. Área sob a Curva (AUC) de efeitos simultâneos do 
extrato de própolis de plebeia e vancomicina (B) ou mandaçaia e vancomicina (D) contra 
Staphylococcus aureus (S. aureus - ATCC 33591).**** p < 0,0001. Os dados são medias e desvios 
padrão (DP) de três experimentos independentes.  
FONTE: A autora (2022). 

 

Na estirpe S. aureus (ATCC 33591 – MRSA), a associação do extrato de própolis 

de plebeia com vancomicina não apresentou sinergismo, não havendo diminuição de 

100 vezes em relação ao inóculo inicial, no entanto, houve diminuição de 100 vezes 
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em relação ao agente mais ativo aplicado isoladamente, que neste caso foi o extrato 

de própolis (FIGURA 17-A). Entretanto, verificou-se que a combinação foi capaz de 

aumentar significativamente o efeito antimicrobiano tanto em relação ao própolis, 

quanto em relação ao extrato, uma vez que induziu uma diminuição em torno de 20 

unidades arbitrarias de AUC em relação à vancomicina, bem como de 30 unidades 

arbitrárias de AUC em relação a plebeia (FIGURA 17-B).  

Na mesma estirpe, apesar da associação do extrato de própolis de mandaçaia 

com vancomicina também não ter apresentado sinergismo (FIGURA 17-C), observou-

se que a mesma elevou significativamente a ação antibacteriana do antimicrobiano e 

do extrato, com uma diminuição 20 unidades arbitrárias de AUC em relação à 

vancomicina e de 30 unidades arbitrárias de AUC em relação a mandaçaia (FIGURA 

17-D).  

O resultado do ensaio de time-kill da combinação da vancomicina com o extrato 

de mandaçaia corroborou o ensaio de checkerboard, no entanto, o resultado da 

combinação da vancomicina com o extrato de plebeia foi contraditório. Novamente, 

considerando-se o fato de o ensaio de time-kill ser mais sensível que o do 

checkerboard, verifica-se que nenhuma das associações foi capaz de sensibilizar a 

estirpe MRSA à vancomicina. 
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FIGURA 18 - EFEITOS DE EXTRATOS DE PRÓPOLIS DE MANDAÇAIA, VANCOMICINA, OU 
AMBOS COMBINADOS CONTRA E. faecalis (ATCC 51299). 

 
NOTA: Curvas de time-kill de efeitos simultâneos do extrato de própolis de mandaçaia e vancomicina 
(A) contra Enterococcus faecalis (E. faecalis - ATCC 51299). * p < 0,05, denota diferença estatística 
entre a combinação e extrato de própolis e antibiótico aplicado isoladamente. UFC - unidade formadora 
de colônias. Área sob a Curva (AUC) de efeitos simultâneos do extrato de própolis de mandaçaia e 
vancomicina (B) contra Enterococcus faecalis (E. faecalis - ATCC 51299). **p < 0,01,**** p < 0,0001. 
Os dados são medias e desvios padrão (DP) de três experimentos independentes.  
FONTE: A autora (2022). 
 
 

Na estirpe E. faecalis (ATCC 51299 – VRE e HLAR), a associação do extrato de 

própolis de mandaçaia com vancomicina não apresentou sinergismo, não havendo 

diminuição de 100 vezes em relação ao inóculo inicial nem em relação ao agente mais 

ativo aplicado isoladamente, o qual neste caso não pôde ser determinado, visto que 

mandaçaia e vancomicina exerceram efeitos semelhantes (FIGURA 18-A). Esse 

resultado confirmou o ensaio de checkerboard, corroborando que a associação não 

foi capaz de reverter a resistência da estirpe E. faecalis (ATCC 51299) à vancomicina. 
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Entretanto, pode-se observar que a combinação foi capaz de aumentar o efeito 

antimicrobiano do própolis e da vancomicina, com uma diminuição de 8 unidades 

arbitrarias de AUC em relação ao antimicrobiano e de 18 unidades arbitrarias de AUC 

em relação a mandaçaia (FIGURA 18-B).  

Apesar do extrato de plebeia ter apresentado sinergismo mais potente com a 

gentamicina em comparação ao efeito promovido pelo extrato de mandaçaia, uma vez 

que a combinação de gentamicina com plebeia teve efeito bactericida, enquanto a 

combinação de gentamicina com mandaçaia apresentou efeito bacteriostático, este 

não é o único fator que deve ser considerado na determinação de qual dos extratos é 

o mais promissor em combinação com o agente antimicrobiano. Nesse sentido, deve-

se também levar em consideração o critério seletividade, o qual demonstra o quanto 

um própolis, em relação ao seu potencial antimicrobiano, atuaria de forma específica 

sobre determinadas cepas bacterianas, sem promover efeitos deletérios significativos 

em células e/ou órgãos do hospedeiro durante uma infecção.  

Tendo como base o resultado obtido no teste de citotoxicidade na linhagem 

celular McCoy (TABELA 3), pode-se observar que a concentração sinérgica do extrato 

de mandaçaia utilizada nos testes de time-kill foi inferior ao seu valor de CI50 

determinado para estas células. Esses dados demonstraram que a citotoxicidade do 

extrato foi mais específica para bactérias do que para a linhagem celular não tumoral, 

o que provavelmente estaria relacionado à menor ocorrência de efeitos adversos. Já 

o extrato de plebeia exibiu sinergismo com a gentamicina, em uma concentração 

maior do que seu CI50 contra células McCoy. Esses resultados sugerem que esse 

própolis apresenta citotoxicidade inespecífica contra a bactéria, atuando também de 

forma significativa nos fibroblastos, e indicando que seu uso como agente 

antimicrobiano, juntamente à gentamicina, pode desencadear na incidência de efeitos 

adversos e/ou tóxicos.  

Por fim, é importante destacar que estudos de sinergismo entre extratos de 

própolis de abelhas-sem-ferrão e antibacterianos são raros e não exploram a 

seletividade, sendo este trabalho inédito nesse sentido. 

Assim, em relação à segurança e eficácia, os efeitos sinérgicos da mandaçaia 

com o agente testado são mais promissores que os do extrato de própolis de plebeia. 

Dessa forma, os resultados obtidos sugerem que o própolis de mandaçaia é mais 

promissor que o extrato de plebeia em relação ao seu uso combinado com 
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gentamicina, uma vez que pode reduzir a resistência e a incidência de efeitos 

adversos ou tóxicos relacionados ao uso desse antimicrobiano. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

As principais conclusões referentes a este capítulo são: 

 

- Foram tentativamente identificados 63 compostos nos extratos de própolis 

analisados; 

- Os extratos de própolis apresentaram toxicidade seletiva frente às linhagens 

tumorais analisadas; 

- Os extratos de mandaçaia e de plebeia potencializaram a ação da 

doxorrubicina em células de adenocarcinoma cervical e mamário, respectivamente; 

-  Exceto o própolis de tubuna, os demais extratos de própolis apresentaram 

atividade contra estirpes de bactérias gram-positivas e nenhum extrato apresentou 

atividade contra estirpes gram-negativas; 

- Os extratos de mandaçaia e de plebeia apresentaram sinergismo com 

gentamicina em estirpes bacterianas gram-positivas, entretanto, somente o extrato de 

mandaçaia exerceu efeito seletivo; 

-  Os extratos de própolis de mandaçaia e de plebeia podem ser fontes de 

agentes antitumorais e antimicrobianos capazes de reduzir a resistência ou a indução 

de efeitos adversos relacionados ao uso de doxorrubicina e gentamicina. 
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CAPÍTULO 2 – CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA, ANÁLISE QUIMIOMÉTRICA E 
POTENCIAL USO NA INDÚSTRIA DE PRÓPOLIS OBTIDOS DE ABELHAS-
SEM-FERRÃO E PRÓPOLIS DO TIPO VERDE 

 

 
7 OBJETIVOS 
 

7.1 OBJETIVO GERAL 

 

Caracterizar quimicamente e realizar uma análise quimiométrica de própolis do 

tipo verde (abelhas africanizadas) e obtidos de abelhas-sem-ferrão (tribo Meliponini) 

para avaliar seu potencial uso industrial. 

 

7.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Caracterizar quimicamente três extratos de própolis obtidos de abelhas-sem-

ferrão (tribo Meliponini) e um própolis verde (abelhas africanizadas); 

- Desenvolver e validar um método quimiométrico utilizando ATR-IR para 

autenticação dos extratos de própolis; 

- Quantificar o conteúdo de fenólicos e de flavonoides totais a fim de usá-los 

como parâmetros de controle de qualidade; 

- Avaliar o potencial antioxidante dos extratos utilizando o método de redução do 

radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH); 

- Avaliar o potencial uso industrial de própolis obtidos de abelhas-sem-ferrão de 

acordo com a legislação brasileira vigente para industrialização e comercialização [IN 

n°3 (2001) – MAPA]. 
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8 REVISÃO DE LITERATURA 
 

8.1 CONTROLE DE QUALIDADE DO PRÓPOLIS E TÉCNICAS A SEREM 

APLICADAS PARA ESTA FINALIDADE 

 

A composição química do própolis é muito complexa e variável, devido à 

espécie de abelha que o produziu e também da fonte vegetal disponível. Logo, 

conhecer a origem geográfica e, sobretudo, a fonte vegetal do habitat das abelhas que 

o produziram é importante para o controle de qualidade e a padronização das 

amostras de própolis, objetivando uma efetiva aplicação comercial e terapêutica 

(PARK; ALENCAR; AGUIAR, 2002; SFORCIN; BANKOVA, 2011). 

Nesse sentido, já existem vários estudos na literatura sobre os benefícios à 

saúde e a composição química de diferentes tipos de própolis, além dos fatores que 

afetam esta composição e os problemas associados à padronização (SALATINO et 

al., 2011; BANKOVA; POPOVA; TRUSHEVA, 2014; POBIEGA; KRAŚNIEWSKA; 

GNIEWOSZ, 2019; SHAHINOZZAMAN; OBANDA; TAWATA, 2021). No entanto, 

informações abrangentes sobre a diversidade química, compostos marcadores 

geográficos e biológicos, e as técnicas analíticas usadas para a padronização e 

controle de qualidade do própolis, não foi compilada de forma coletiva e abrangente 

(KASOTE; BANKOVA; VILJOEN, 2022). 

O própolis não é consumido em sua forma bruta devido à presença de material 

inerte, sendo purificado com solventes para remover esse material e enriquecer o 

conteúdo polifenólico. O solvente mais utilizado é o etanol diluído (70%) (POBIEGA; 

KRAŚNIEWSKA; GNIEWOSZ, 2019). Para caracterizar esses extratos, do ponto de 

vista químico, estão disponíveis várias técnicas instrumentais, que serão discutidas a 

seguir. 

A espectroscopia de ultravioleta é um método de aplicação simples e 

amplamente difundido, que não destrói as amostras e é utilizado para caracterização 

química de produtos apícolas e em diversos produtos agroalimentares. No entanto, 

sua baixa seletividade dificulta o uso na análise de amostras complexas, devido à 

grande quantidade de dados a serem tratados. Em alguns casos, a aplicação dessa 

técnica permite obter espectros semelhantes, razão pela qual a espectroscopia de 

ultravioleta está frequentemente associada a métodos quimiométricos, os quais 
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diferenciam as amostras de acordo com sua origem geográfica ou época de produção 

(MALDONADO et al., 2020). 

Devido à capacidade de análise de fingerprinting, as modernas técnicas 

espectroscópicas vibracionais, tais como o infravermelho médio (MIR), o 

infravermelho próximo (NIR) e o Raman, além de atenderem aos principais requisitos 

analíticos, como velocidade de análise e facilidade de uso. Quando combinadas com 

técnicas quimiométricas, são altamente eficientes em distinguir tipos de espécies, bem 

como origens geográficas de produtos naturais (WANG; YU, 2015). O MIR, quando 

acoplada a um dispositivo de reflectância total atenuada (ATR), permite a aquisição 

de espectros de amostras tanto líquidas quanto sólidas. É uma técnica não destrutiva, 

que não necessita de solventes ou preparo da amostra, tornando-se uma alternativa 

atraente aos métodos analíticos tradicionais (RODRIGUEZ-SAONA; ALLENDORF, 

2011; DA SILVA et al., 2018; GRDADOLNIK, 2002). No caso de extratos de própolis, 

esta técnica já foi combinada com quimiometria para a determinação de compostos 

fenólicos totais e do potencial antioxidante (DA SILVA et al., 2018). 

A cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) é uma técnica bastante versátil, 

sendo particularmente adequada a análise de amostras complexas, como extratos de 

plantas ou seus metabólitos (BANKOVA et al., 2019). Desta forma, a HPLC ainda é a 

técnica de separação preferida para a análise de produtos naturais (STEINMANN; 

GANZERA,2011). Além disso, apresenta como vantagem a utilização de diferentes 

detectores, os quais são selecionados de acordo com os analitos a serem 

investigados. Dentre os detectores mais usados para analisar os mais variados tipos 

de própolis, podem-se citar os detectores de matriz de diodo (DAD) e a espectrometria 

de massas (MS) (BANKOVA et al., 2019). 

Outra adaptação para a otimização da técnica de HPLC e seu emprego para a 

análise de produtos naturais inclui a realização de uma separação rápida e 

ultrarrápida, que pode ser realizada com colunas empacotadas com partículas sub-2 

μm operando em sistemas de ultra pressão, conhecidos como UPLC (NICOLI et al., 

2005; BANKOVA et al., 2019). 

A natureza relativamente polar dos constituintes da própolis (com vários grupos 

hidroxila em sua estrutura), combinado com técnicas de ionização suave compatíveis 

com cromatografia líquida, tornam a cromatografia líquida de alto desempenho 

acoplada a detector de matriz diodo UV-Vis (HPLC-DAD) e cromatografia líquida 

acoplada à espectrometria de massas (LC-MS) os métodos favoritos para análise do 
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conteúdo balsâmico dessa amostra (SFORCIN; BANKOVA, 2011). Na identificação 

de novos compostos, tanto espectrometria de massa com ionização por electrospray 

(ESI-MS) no modo negativo (FALCÃO et al., 2010) ou no modo positivo (PICCINELLI 

et al., 2011) são satisfatórias. 

As condições cromatográficas dos métodos de HPLC incluem, quase 

exclusivamente, o uso de detector DAD com dados espectrais para todos os picos 

adquiridos na faixa de 200-600 nm, embora 280 nm seja o comprimento de onda mais 

genérico para compostos fenólicos, devido à alta absortividade molar das diferentes 

classes fenólicas nesse comprimento de onda. No que diz respeito aos analisadores 

de massa, o iontrap é o mais recomendado para o perfil (fingerprinting) de amostras 

de própolis, uma vez que é especialmente projetado para várias etapas de 

fragmentação (MSn) (DE RIJKE et al., 2006). 

Na técnica de HPLC, a elucidação estrutural de diferentes classes de compostos 

de própolis é obtida comparando seu comportamento cromatográfico, espectros de 

UV e informações de MS, com os dos compostos de referência. Quando padrões não 

são disponíveis, a identidade dos compostos pode ser alcançada através da 

comparação dos espectros de íons produto e tempos de retenção com compostos 

puros isolados de própolis ou, alternativamente, combinando dados de UV com 

padrões de fragmentação MS previamente relatados na literatura (FALCÃO et al., 

2013). 

Cromatografia em fase gasosa acoplada à espectrometria de massas (CG-MS) 

é uma técnica analítica amplamente utilizada para a análise química de misturas 

complexas como o própolis. CG-MS combina os recursos da cromatografia em fase 

gasosa para separação de compostos e espectrometria de massas para identificar 

diferentes substâncias. Este método é usado para perfis químicos de própolis para as 

necessidades de análise comparativa, controle de qualidade e padronização. Antes 

da análise CG-MS, a derivatização dos extratos de própolis é necessária porque o 

própolis contém metabólitos que não são voláteis o suficiente para cromatografia em 

fase gasosa (GREENAWAY; SCAYSBROOK; WHATLEY, 1987). A identificação de 

compostos pode ser realizada usando pesquisas on-line em bibliotecas comerciais, 

comparação com dados de espectros da literatura e características de retenção de 

amostras autênticas. Se nenhum espectro de referência estiver disponível, a 

identificação pode ser realizada com base na fragmentação espectral de massa 
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característica. Nesses casos os compostos são descritos como “estruturas prováveis” 

(BANKOVA et al., 2019). 

Desde a sua descoberta, a ressonância magnética nuclear (RMN) tem sido 

amplamente explorada como ferramenta de pesquisa em laboratórios analíticos em 

todo o mundo, com a finalidade de estudar a estrutura das moléculas (KWAN; 

HUANG, 2008). Além disso, a RMN pode ser usada para analisar misturas como 

extratos botânicos, alimentos e fluidos biológicos (FORSETH; SCHROEDER, 2011). 

Uma das principais vantagens desta técnica sobre outros métodos, é sua capacidade 

de fornecer estruturas e informações quantitativas sobre uma ampla gama de 

espécies químicas em um único experimento. Logo, apesar da análise de uma mistura 

por RMN ser complexa, é potencialmente informativa (LIN; SHAPIRO, 1997).  

Existem duas estratégias principais para analisar misturas via RMN: separar os 

componentes da mistura antes da análise ou analisar a mistura como um todo 

(BANKOVA et al., 2019). A primeira estratégia é utilizada quando o objetivo do 

trabalho é a caracterização de um composto isolado. A segunda estratégia tem como 

objetivo a obtenção de uma avaliação global da mistura em questão, sem qualquer 

outro tipo de pré-tratamento da amostra, exceto a eventual solubilização no solvente 

deuterado adequado. Os espectros obtidos são considerados como impressões 

digitais químicas dos produtos sob investigação. Neste caso, a análise dos espectros, 

que geralmente parecem muito complexos, requer ferramentas para o pré-tratamento 

do sinal e para a análise dos resultados, normalmente baseados em técnicas 

estatísticas multivariadas (PAPOTTI et al., 2010). Uma plataforma analítica de 

metabolômica baseada em RMN acoplada a ferramentas de bioinformática, permitiu 

a caracterização e classificação de amostras de própolis brasileiras quanto ao 

fingerprinting, épocas de colheita e regiões de produção (MARASCHIN et al., 2016). 

 

8.2 ANÁLISES QUIMIOMÉTRICAS 

 

A quimiometria é a aplicação de métodos matemáticos, estatísticos e 

computacionais para resolver problemas de natureza química, envolvendo dados 

complexos (BARROS-NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2006). Como visto 

anteriormente, muitas técnicas analíticas que podem ser empregadas na análise do 

controle de qualidade químico do própolis geram dados complexos, os quais 

necessitam do auxílio de ferramentas quimiométricas durante seu processamento, a 



102 
 

 

fim de serem interpretados. Métodos quimiométricos utilizando dados de 

espectroscopia são comumente empregados no campo analítico, ambiental e 

agroalimentar e foram confirmados como uma ferramenta eficaz, mais rápida e 

robusta em relação às comparações visuais tradicionais. Os métodos quimiométricos 

aumentam a resolução ou eficiência da separação das amostras, e sua integração 

com técnicas analíticas (espectroscópicas ou cromatográficas) (KUMAR; SHARMA, 

2018). 

Existem vários métodos quimiométricos, sendo que cada um deles deve ser 

usado de acordo com a natureza do estudo: identificação/ caracterização, 

discriminação/ classificação, controle de qualidade/ adulteração (REBIAI et al., 2022). 

Para métodos quimiométricos aplicados a dados espectroscópicos, a primeira 

etapa a ser seguida é o pré-processamento, visto que muitas vezes os espectros 

contêm componentes indesejados (os chamados ruídos), que podem afetar o 

resultado das análises quimiométricas (COZZOLINO et al., 2011). 

Os principais métodos de pré-processamentos incluem: imputação, 

transformação, filtragem, normalização e padronização e centralização. Esses 

métodos têm como objetivo correção de dispersão, correção de linha de base, 

melhoria de sinal e filtragem estatística de ruído de sinal (BERGAMASCHI et al., 2020, 

DE FÁTIMA COBRE et al., 2022). As técnicas de padronização e centralização são 

técnicas de pré-processamento para correção de espalhamento. A centralização na 

média (mean centering) é um procedimento de centralização comumente utilizado, 

que é um passo necessário antes de algumas abordagens quimiométricas, como 

regressão de análise de componentes principais (PCA) e mínimos quadrados parciais 

(PLS). Este protocolo garante que os resultados possam ser interpretados em termos 

de média-variância (COZZOLINO et al., 2011). 

Da mesma forma, técnicas de reconhecimento de padrões não supervisionadas 

podem ser usadas para a avaliação preliminar das informações do conteúdo da matriz 

de dados. A Análise de Componentes Principais (PCA) é uma dessas técnicas mais 

comuns e um método para quantificação da importância das variáveis. Ela simplifica 

a complexidade de dados, mantendo tendências e padrões com a menor perda 

possível da informação original. Ela faz isso transformando os dados em menores 

dimensões, que atuam como resumos de características. O PCA reduz os dados 

projetando-os geometricamente em dimensões inferiores chamadas componentes 

principais (PCs), com o objetivo de encontrar o melhor resumo dos dados usando um 
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número limitado de PCs. O primeiro PC é escolhido para minimizar a distância total 

entre os dados e sua projeção no PC. Ao minimizar esta distância, também se 

maximiza a variância dos pontos projetados (σ2). O segundo (e subsequentes) PCs 

são selecionados de forma semelhante, com o requisito adicional de que não sejam 

correlacionados com os PCs anteriores. Por exemplo, a projeção no PC1 não está 

correlacionada com a projeção no PC2, e pode-se pensar nos PCs como 

geometricamente ortogonais. O processo de seleção de PC tem o efeito de maximizar 

a correlação entre os dados e sua projeção e equivale a realizar regressão linear 

múltipla nos dados projetados contra cada variável dos dados originais. Por exemplo, 

a projeção em PC2 tem correlação máxima quando usada em regressão múltipla com 

PC1. Esses coeficientes são armazenados em uma “matriz de carregamento PCA”, 

que pode ser interpretada como uma matriz de rotação que gira os dados de forma 

que a projeção com maior variância siga o primeiro eixo. À primeira vista, PC1 se 

parece muito com a linha de regressão linear de y versus x ou x versus y. No entanto, 

o PCA difere da regressão linear porque o PCA minimiza a distância perpendicular 

entre um ponto de dados e o componente principal, enquanto a regressão linear 

minimiza a distância entre a variável de resposta e seu valor previsto (LEVER; 

KRZYWINSKI; ALTMAN, 2017). 

Na sequencia, são aplicadas técnicas de reconhecimento de padrões 

supervisionados, as quais utilizam informações de um grupo de amostras (classe ou 

categoria) para identificar novas amostras desconhecidas em um dos grupos 

identificados. São métodos de classificação multivariada que visam encontrar modelos 

matemáticos capazes de reconhecer que cada amostra pertença à sua classe 

apropriada, com base em um conjunto de medidas. Depois que um modelo de 

classificação é calibrado, a associação de amostras desconhecidas a uma das classes 

definidas pode ser prevista. Portanto, essas técnicas de classificação lidam com 

respostas qualitativas, ou seja, definem relações matemáticas entre um conjunto de 

variáveis descritivas (por exemplo, medições químicas) e uma variável qualitativa, ou 

seja, o pertencimento a uma categoria definida (SAMPAIO; BRITES, 2021). 

A Análise Discriminante de Mínimos Quadrados Parciais (PLS-DA) é um método 

de classificação linear que combina as propriedades da regressão de mínimos 

quadrados parciais com o poder de discriminação de uma técnica de classificação. O 

PLS-DA é baseado no algoritmo de regressão PLS (PLS1 ao lidar com uma variável 

Y dependente e PLS2 na presença de várias variáveis Y dependentes), que procura 
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por variáveis latentes com uma covariância máxima com as variáveis Y. A principal 

vantagem do PLS-DA é que as fontes relevantes de variabilidade dos dados são 

modeladas pelas chamadas Variáveis Latentes (LVs), que são combinações lineares 

das variáveis originais, e, consequentemente, permite a visualização gráfica e 

compreensão dos diferentes padrões de dados e relações por scores e loadings de 

LV. Os loadings são os coeficientes das variáveis nas combinações lineares que 

determinam os LVs e, portanto, podem ser interpretados como a influência de cada 

variável em cada LV, enquanto os scores representam as coordenadas das amostras 

no hiperespaço de projeção da LV (SAMPAIO; BRITES, 2021). 

 

8.3 REGULAMENTAÇÃO DO USO E COMERCIALIZAÇÃO DO PRÓPOLIS  

 

O própolis tem sido utilizado para fins terapêuticos em humanos e animais, em 

virtude de suas propriedades farmacológicas. Vários trabalhos científicos têm 

demonstrado que tal produto natural apresenta atividade antimicrobiana, analgésica, 

cicatrizante, anti-inflamatória e antioxidante (MARCUCCI, 1995; KUJUMGIEV et al., 

1999; PEREIRA; SEIXAS; AQUINO NETO, 2002; LUSTOSA et al., 2008). Em razão 

dessas características, o própolis tem sido empregado na elaboração de produtos 

cosméticos, farmacêuticos e de higiene pessoal, bem como utilizado em suplementos 

alimentares. Atualmente, é comercializado sob diversas formas como extratos, 

cápsulas e enxaguatório bucal (LUSTOSA et al., 2008; BARRETO et al., 2020). 

Com o objetivo de garantir o controle da qualidade do própolis de A. mellifera 

produzido no Brasil, bem como possibilitar sua comercialização para os mercados 

interno e externo, o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) 

aprovou, em 2001, uma legislação específica com padrões de identidade e qualidade 

do própolis produzido no país. Esse regulamento consta na Instrução Normativa (IN) 

nº 03, de 19 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001), em que são estabelecidos os 

requisitos físico-químicos para avaliação da qualidade do própolis bruto e do extrato 

de propolis. Como, atualmente, não há uma legislação específica para o controle de 

qualidade de própolis de abelhas-sem-ferrão, a IN nº 3 também se aplica a estes 

produtos (ANEXO I). 

Um dos parâmetros de controle de qualidade do própolis presente na IN nº 3 é 

o teor de compostos fenólicos totais. Os compostos fenólicos, ubíquos nas plantas, 

das quais as abelhas coletam as resinas para formar o própolis, são parte essencial 
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da dieta humana e da alimentação animal e são de considerável interesse devido à 

suas propriedades biológicas como antioxidante, antialérgica, anti-aterogênica, anti-

inflamatória, antimicrobiana, antitrombótica, cardioprotetora e vasodilatadora 

(BAJCAKZ et al., 2018). 

Dentre os compostos fenólicos, destacam-se os flavonoides, uma vez que estes 

constituem a classe de compostos fenólicos mais abundantes em todo o reino vegetal. 

Tais compostos apresentam várias atividades farmacológicas, incluindo efeito 

antioxidante, anti-inflamatório, antialérgico, antitrombótico, anticâncer, 

antiespasmódico e hepatoprotetor (KAGAWAD et al., 2021). A determinação do teor 

de flavonoides totais também está contemplada na IN nº 3. 

Outro parâmetro contemplado na legislação é o potencial antioxidante. 

Determinados processos fisiológicos, decorrentes de reações bioquímicas e da cadeia 

respiratória, produzem moléculas conhecidas como “radicais livres” ou espécies 

reativas de oxigênio (EROs). Como a oxidação faz parte do metabolismo celular, os 

radicais livres são produzidos naturalmente, e estão envolvidos em diversos 

processos fisiológicos, tais como a produção de energia, regulação do crescimento 

celular, fagocitose, sinalização intracelular e síntese de substâncias como enzimas e 

hormônios. Porém, quando essas moléculas são produzidas excessivamente pelo 

organismo, podem provocar efeitos deletérios em biomoléculas como DNA e 

proteínas, além da peroxidação lipídica. Logo, EROs podem estar envolvidas no 

envelhecimento precoce e na patogênese de muitas doenças, como câncer, 

aterosclerose, diabetes mellitus e doenças degenerativas (NAGAI et al., 2003).  

Dessa forma, os agentes antioxidantes produzidos naturalmente pelo organismo 

ou obtidos via dieta possuem importante papel na proteção contra danos e doenças 

induzidos por radicais livres. O crescente interesse de pesquisadores em busca de 

compostos antioxidantes, incluindo os de origem natural, está relacionado ao efeito 

benéfico dessas substâncias para o organismo. Nesse sentido, alguns trabalhos têm 

relatado as propriedades antioxidantes de extratos vegetais ou de produtos apícolas, 

relacionando essa atividade à presença de compostos fenólicos, incluindo flavonoides 

(AHMED et al., 2018; KUREK-GÓRECKA et al., 2022). Por fim, é importante ressaltar 

que o mecanismo de ação antioxidante dos compostos fenólicos pode envolver a 

transferência de átomos de hidrogênio, a transferência de um único elétron, a 

transferência sequencial de elétrons por perda de prótons e a quelação de metais de 

transição (ZEB, 2020). 
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Para o uso terapêutico do própolis, independentemente da espécie de abelha 

produtora, existe uma legislação específica da Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA), a RDC Nº 24, de 14 de junho de 2011, que, além de estabelecer 

critérios quanto aos parâmetros físico-químicos desses produtos, exige relatório de 

segurança e eficácia pré-clínica e clínica ou dados de literatura técnico-científica que 

contemplem essas informações ou tradicionalidade de uso. Ainda, essa Resolução 

estabelece que medicamentos à base de própolis de uso tópico, na cavidade bucal, 

com as indicações de uso como anti-inflamatório, antisséptico e cicatrizante, estão 

isentos da comprovação de eficácia e segurança (BRASIL, 2011). 

Por fim, é importante destacar que, além do controle de qualidade do ponto de 

vista químico, também é necessário garantir a segurança do uso do própolis, por meio 

da realização de estudos toxicológicos pré-clínicos (in vitro e in vivo) (LAVINAS et al., 

2019) e clínicos. Embora o própolis tenha seu uso como suplemento alimentar aceito 

como seguro (CONTIERI et al., 2022), muitos produtos naturais apresentam 

substâncias que podem desencadear efeitos adversos provocados por seus próprios 

constituintes ou pela presença de contaminantes. Por isso, sua aplicação exige 

rigoroso monitoramento da segurança (EKOR, 2014). 
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9 MATERIAL E MÉTODOS 
 

9.1 REAGENTES E SOLUÇÕES 

 

2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), reagente de fenol segundo Folin-Ciocalteu (2 

N), ácido gálico (pureza de 97,5%), ácido ascórbico (99%), e quercetina (96%) foram 

adquiridos da empresa Sigma–Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Cloreto de alumínio 

hexahidratado e carbonato de sódio foram obtidos da Labsynth (Diadema, SP, Brasil). 

Todos os outros agentes químicos utilizados foram de grau analítico PA. A água 

ultrapura foi obtida através do sistema de purificação Merck Millipore Milli-Q (Bedford, 

MA, EUA). 

 

9.2 PREPARO DOS EXTRATOS DE PRÓPOLIS 

 

As informações relacionadas à coleta e o preparo dos extratos de própolis mole 

(EPM) avaliados, bem como a identificação das espécies de abelhas que os 

produziram, estão previamente descritas no CAPÍTULO 1 (subseção 4.2). O projeto 

foi registrado no Sistema Nacional de Patrimônio Genético (SISGEN) do Ministério do 

Meio Ambiente (MMA) do Brasil sob o registro nº A6CCE9D. 

O rendimento dos EPM (%) foi calculado da diferença obtida da massa do PB. 

Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão (DP) de mensurações 

em triplicata. A porcentagem de fenólicos e flavonoides totais do PB foi calculada a 

partir da conversão do conteúdo dos fenólicos totais e flavonoides totais obtidos 

(CAPÍTULO 2, subseção 10.3) com relação a 100 g dos EPMs e posteriormente 

correlacionado com o rendimento de cada extrato obtido.  

A quantificação de fitoquímicos (fenólicos e flavonoides) foi realizada nos EPMs, 

bem como em extratos padronizados de própolis (extrato de própolis hidroetanólico, 

EPH), os quais foram preparados utilizando-se etanol 70% e um equivalente de 11% 

(m/v) do respectivo EPM, conforme preconizado pela legislação brasileira (ANEXO 1). 

 Todos os extratos obtidos foram refrigerados a 2–8 °C para a execução dos 

experimentos relatados. 
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9.3 ANÁLISES ESPECTROSCÓPICAS 

 

Amostras dos quatro EPMs foram analisadas por MIR acoplada a ATR usando 

cristal de diamante, em um espectrômetro de infravermelho Alpha II com 

transformação de Fourier (FTIR) (Bruker, Billerica, USA). Dados do espectro foram 

adquiridos por transmitância na faixa espectral de 4000–400 cm-1, com 24 varreduras 

e uma resolução de 4 cm-1.  

 

9.4 ANÁLISES QUIMIOMÉTRICAS 

Os softwares Matlab 2020a (MathWorks Inc., Natick, MA, EUA) e PLS Toolbox 

4 (Eigenvector Research Inc., Washington - DC, EUA) foram usados para realizar as 

análises quimiométricas.  

 

9.4.1 Pré-processamento e análise exploratória dos dados 

 

Os dados obtidos em relação as análises de ATR-IR dos extratos foram 

submetidos aos métodos de pré-processamento, a fim de selecionar o método mais 

adequado para a construção do modelo PCA, utilizado para realizar a análise 

exploratória dos dados: normalize e standard normal variate (SNV); orthogonal signal 

correction (OSC), Filtragem: generalized least squares weighting (GLSW), 

Normalização: multiplicative scatter correction (MSC-mean); Dimensionamento e 

centragem: mean centering, multiway center, median center, sqrt mean scale, 

multiway scale, group scale, Log decay scaling e autoscale; derivative (Savitzky – 

Golay), baseline (specified points), smoothing (Savitzky – Golay), baseline (weighted 

least square), external parameter orthogonalization (EPO). Transformação: Log10 e 

absolute value (ZOROV et al., 2010; CASTRO; PEREIRA-FILHO, 2014; HADDAD; 

CANIONI; BOUSQUET, 2014; YAROSHCHYK; EBERHARDT, 2014; GALBÁCS; 

2015; ZHANG et al., 2015; POŘÍZKA et al., 2016). 

A escolha do método mais adequado de pré-processamento foi realizada com 

base na sua capacidade de discriminar os quatros tipos de extratos de própolis e de 

apresentar maior variância explicada com menor número de componentes principais 

(CPs) possíveis. A escolha de CPs foi feita pelo critério de Eigenvalue que consiste 

em plotar um gráfico de Eigenvalue versus número de componentes principais, onde 
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o número de componentes principais é escolhido de acordo com maior variância 

acumulada (ABDI; WILLIAMS, 2010; THARWAT, 2016).  

Para a construção do modelo PCA foram utilizadas 160 alíquotas de todos os 

extratos de própolis avaliados (mandaçaia, plebeia, tubuna e verde). As amostras 

identificadas como possíveis outlier nesse método foram removidas do conjunto de 

dados. 

 

9.4.2 Modelo PLS-DA e determinação da Variable Importance in Projection (VIP) 

 

As amostras anômalas foram investigadas usando o método do gráfico de 

leverage versus resíduos de Student com nível de significância de 5%. Neste método, 

amostras que apresentaram simultaneamente altos valores de leverage e de resíduos 

de Student são consideradas potenciais outlier (DE FÁTIMA COBRE et al., 2022). O 

critério da American Society for Testing and Materials (ASTM E1655, 2012) foi também 

usado para identificação das amostras outlier. A norma preconiza que para dados 

espectroscópicos centrados pela média na região de infravermelho, o leverage 

máximo tolerado é igual a 1-(1/LV); onde LV é o número de variáveis latentes. Caso 

uma amostra apresente valores de leverage acima do preconizado, é considerada 

outlier (ASTM, 2012).  

Para a construção do modelo PLS-DA, 70% das amostras foram utilizadas para 

realizar o treinamento (calibração), e os 30% restantes, foram usadas para os testes 

de validação. O algoritmo de Kennard–Stone foi utilizado para a seleção de grupos de 

treinamentos e testes (KENNARD; STONE, 1969). A TABELA 6 mostra a divisão dos 

dados de calibração e de validação. 
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TABELA 6 - AMOSTRAS USADAS PARA CONSTRUÇÃO DOS MODELOS DE PLS-DA. 

Classe (extrato de 

própolis) 

Total das amostras Amostras de 

calibração 

Amostras de Validação 

Mandaçaia 160 112 48 

Tubuna 160 112 48 

Verde 160 112 48 

Plebeia 160 112 48 

FONTE: A autora (2022). 

 

A estimativa dos erros quadráticos médios de validação cruzada (root mean 

square error of cross-validation - RMSECV) e dos erros quadráticos médios de 

calibração (root mean square error of calibration - RMSEC) foi feita utilizando o método 

de validação leave-one-out (DE FÁTIMA COBRE, 2022). Assim, o número de 

variáveis latentes do modelo PLS-DA foram escolhidos considerando os menores 

valores de RMSEC e RMSECV. O desempenho do modelo PLS-DA foi avaliado 

utilizando as métricas: sensibilidade, especificidade e acurácia (BALLABIO; 

CONSONNI, 2013; WISE et al., 2006; RUIZ-PEREZ; NARASIMHAN, 2018), as quais 

foram calculadas de acordo com a EQUAÇÕES 5 (A-C): 

 

EQUAÇÃO 5.A -  Sensibilidade = VP/(VP + FN) 

 

EQUAÇÃO 5.B -  Especificidade = VN/(VN + FP) 

 

EQUAÇÃO 5.C -  Acurácia = (VP + VN)/(VP  + VN + FN + FP) 

 

Em que: VP é o número de verdadeiros positivos, FN de falsos negativos, VN de 

verdadeiros negativos e FP de falsos positivos.  

Os valores de VIP score foram calculados a partir da EQUAÇÃO 6 (FAVILLA et 

al., 2013; COCCHI; BIANCOLILLO; MARINI, 2018).  

 

EQUAÇÃO 6 - VIP2j = ∑f  wifSSYf J/(SSYtotalexpl. F) 
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Em que: SSY = porcentagem de variância Y explicada por cada variável latente 

específica; J= número de variáveis X; wj= valor de peso PLS; F = Número de variáveis 

latentes do modelo PLS-DA 

Variáveis originais com pesos maiores que 1 no gráfico VIP, foram consideradas 

estatisticamente significativas para a diferenciação e classificação das amostras em 

estudo (mandaçaia, verde, tubuna e plebeia). 

 

9.5 QUANTIFICAÇÃO DE COMPOSTOS FITOQUÍMICOS 

 

9.5.1 Determinação do conteúdo de fenólicos totais 

 

O conteúdo de fenólicos totais foi determinado em triplicata pelo método de Folin-

Ciocalteu com algumas modificações (WOISKY; SALATINO, 1998). Em uma 

microplaca de 96 poços, foram adicionados 100 μL do reagente de Folin-Ciocalteu 

diluído em água (10%, v/v), 20 μL de extrato de própolis mole (EPM) ou extrato de 

própolis hidroetanólico (EPH) (ambos de 500 μg/mL) e 80 μL de solução de carbonato 

de sódio (7,5 % p/v). A placa foi colocada em repouso no escuro por 60 min, e a 

absorbância foi mensurada em um leitor de microplacas (Multiskan FC -

ThermoScientific, Waltham, MA, EUA) em 690 nm. A concentração de fenólicos totais 

foi comparada à curva padrão do ácido gálico em etanol (5,0– 500 μg/mL) e expressa 

em mg equivalentes de ácido gálico por grama do extrato de própolis (mg EAG/g). 

Para a obtenção da curva, procedeu-se da mesma forma que a descrita para os 

extratos de própolis. Este ensaio foi realizado em triplicata. 

 

9.5.2 Determinação do conteúdo de conteúdo de flavonoides 

 

O conteúdo de flavonoides totais foi determinado de acordo com o método 

descrito por Devequi-Nunes et al. (2018) com pequenas modificações (método de 

Dowd). Em uma microplaca de 96 poços, foram adicionados 100 μL de EPM ou EPH 

(ambos 500 μg/mL) e 100 μL de cloreto de alumínio em metanol (2,0% m/v). A placa 

foi deixada em repouso no escuro por 60 min, e a absorbância foi mensurada usando 

um leitor de microplacas (Multiskan FC-ThermoScientific, Waltham, MA, EUA) em 414 

nm contra o branco, o qual era constituído por extrato de própolis e metanol (100 μL 
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cada). A concentração de flavonoides totais foi comparada com a curva padrão de 

quercetina em etanol (7,81 - 125 μg/mL) e expressa como mg equivalentes de 

quercetina por grama de extrato de própolis (mg EQ/g). Para a obtenção da curva, 

procedeu-se da mesma forma descrita para os extratos de própolis. Todas as análises 

foram realizadas em triplicata. 

 

9.6 DETERMINAÇÃO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE 

 

A avaliação da capacidade antioxidante dos EPMs foi realizada mensurando-se 

o scavenger do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), de acordo com a 

metodologia descrita por Mensor et al. (2001). Os extratos foram diluídos em cinco 

concentrações: para verde e tubuna (6,25 – 100 μg/mL), mandaçaia (2,5 – 50 μg/mL) 

e plebeia (400 – 2000 μg/mL), em triplicata. Em seguida, 2,5 mL de cada diluição 

foram transferidos para um tubo contendo 1,0 mL da solução etanólica de DPPH (0,3 

mM). Após 30 minutos de incubação no escuro e à temperatura ambiente, a redução 

do radical DPPH foi medida pela leitura da absorbância em um espectrofotômetro UV 

1800 (Shimadzu; Kyoto, Japão) a 517 nm. Soluções constituídas por etanol e pelos 

EPMs nas diluições citadas anteriormente, foram utilizados como branco. Uma 

solução de DPPH com etanol foi usada como controle.  

A EQUAÇÃO 7 foi usada para calcular a capacidade dos EPMs em sequestrar o 

radical livre, e expressa como uma porcentagem da inibição da oxidação do DPPH. 

Como padrão, foi utilizado ácido ascórbico (0,5 – 7,5 μg/mL). O valor da CI50 

(concentração necessária do extrato ou padrão para sequestrar 50% do radical DPPH) 

foi calculado através da equação da linha de tendência no software Excel, construída 

com base nas concentrações testadas e seus respectivos percentuais de scavenger 

do radical DPPH. Os dados foram reportados a partir de três experimentos 

independentes performados em triplicata. 

 

EQUAÇÃO 7 - CI% = 100 - {[(Abs amostra- Abs branco) x 100] / Abs controle} 

 

Em que: Abs = absorbância 
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9.7 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Os dados dos ensaios do potencial antioxidante, fenólicos e flavonoides totais 

foram analisados utilizando ANOVA one-way seguido do teste post-hoc de Dunnett ou 

método Holm-Sidak, usando o software SPSS versão 20.0 ou Sigmastat® para 

Windows versão 3.5 (San Jose, CA, EUA). As comparações foram consideradas 

estatisticamente significativas para p < 0,05. 
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10 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Parte dos resultados apresentados neste capítulo foram publicados no 

manuscrito intitulado “Propolis authentication of stingless bees by mid-infrared 

spectroscopy and chemometric analysis”, publicado no periódico Lebensmittel-

Wissenschaft & Technologie (LWT) - Food Science and Technology (DOI. 

10.1016/j.lwt.2022.113370). 

 

10.1 ANÁLISE QUÍMICA E ESPECTROSCÓPICA DE EXTRATOS DE PRÓPOLIS 

 

O própolis pode ser utilizado industrialmente em diversos produtos, como 

suplementos alimentares, cosméticos, tinturas e diversas outras formulações 

farmacêuticas (SFORCIN; BANKOVA, 2011). Contudo, os produtos destinados ao  

consumo humano devem seguir rigorosos critérios de qualidade. Os produtos de 

origem natural são influenciados pelo ambiente, incluindo as estações do ano, o que 

resulta em matérias-primas com diferenças qualitativas e quantitativas na composição 

química. Mesmo não sendo possível ter lotes idênticos de material, critérios mínimos 

de padronização devem ser estabelecidos para que seja possível a realização de 

estudos de segurança, eficácia e, dessa forma, manter as mesmas características ao 

ser colocado à venda (NIKAM et al., 2012; BERRETTA et al., 2020). Assim, estudos 

visando o desenvolvimento de novos métodos analíticos para o controle de qualidade 

da própolis para seu uso industrial e comercial são muito importantes (BANKOVA et 

al., 2019; OSÉS et al., 2020). 

Em geral, os métodos de controle de qualidade de produtos naturais envolvem 

inspeção sensorial e analítica por meio de técnicas instrumentais (LIANG et al., 2004). 

A espectroscopia de reflexão total atenuada (ATR) é um método rápido e não 

destrutivo que não requer solventes, pré-tratamento da amostra ou um operador 

especializado, como ocorre nos métodos cromatográficos tradicionais. Desta forma, 

este trabalho propôs, inicialmente, verificar se a técnica de ATR-IR se apresenta como 

uma alternativa potencial a ser aplicada industrialmente para a realização do controle 

de qualidade de própolis. Para este fim, compararam-se os resultados obtidos por 

meio da realização desta técnica, aos dados de UPLC-ESI-MS/MS apresentados 

anteriormente (ver CAPÍTULO 1, Subseção 5.1). 
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A TABELA 7 mostra os principais picos identificados nos espectros de EPMs 

obtidos por ATR-IR, com seus possíveis grupos funcionais associados. Já na FIGURA 

19 foram apresentados os seus respectivos espectros. 

 

TABELA 7 - PRINCIPAIS PICOS NA REGIÃO DE ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO 
MÉDIO (MIR) EM cm-1 DOS EXTRATOS DE PRÓPOLIS MOLE OBTIDOS VIA ESPECTROSCOPIA 
DE REFLEXÃO TOTAL ATENUADA (ATR) CONTENDO OS POSSÍVEIS GRUPOS FUNCIONAIS 

ASSOCIADOS (CONTINUA). 

Pico Verde Tubuna Mandaçaia Plebeia Modo de vibração 

do grupo funcional 

Referências 

1 

 

3335 3417 3395 3400 v(O-H) MARTÍN-RAMOS 

et al., 2018 

2 2977 - - 2974 ν(CH2) OLIVEIRA et al., 

2016 

3 2931 2931 2934 2934 Metileno ν(C-H) COATES, 2006 

4 - 2903 - - νs(CH2) OLIVEIRA et al., 

2016 

5 1695 1712 1696 1696 ν(C=O) MOŢ; SILAGHI-

DUMITRESCU; 

SÂRBU, 2011 

6 1679 1680 - 1679 ν(C=C) COATES, 2006 

7 - - 1634 - ν(C=O), ν(C=C), 

δas(N-H) 

MOŢ; SILAGHI-

DUMITRESCU; 

SÂRBU, 2011 

8 1602 1605 - - ν(C=C) 

(aromático), 

ν(C=O) (amida)  

MARTÍN-RAMOS 

et al., 2018 

9 1516 1516 1516 - ν(C=C) 

(aromático) 

MOŢ; SILAGHI-

DUMITRESCU; 

SÂRBU, 2011 

10 1442 1455 1454 1455 δ(C-H), 

ν(aromático), 

ν(CH2), (CH3) 

MOŢ; SILAGHI-

DUMITRESCU; 

SÂRBU, 2011 

11 1380 1381 1382 1386 - - 

12 1265 1275 - 1258 - - 

13 - - 1217 - - - 

14 - - 1207 - ν(C-OH) 

(aromático) 

FALCÃO; 

ARAUJO, 2018 

15 1184 1182 - 1179 - - 
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TABELA 7 - PRINCIPAIS PICOS NA REGIÃO DE ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO 
MÉDIO (MIR) EM cm-1 DOS EXTRATOS DE PRÓPOLIS MOLE OBTIDOS VIA ESPECTROSCOPIA 
DE REFLEXÃO TOTAL ATENUADA (ATR) CONTENDO OS POSSÍVEIS GRUPOS FUNCIONAIS 

ASSOCIADOS (CONCLUSÃO). 

16 - 1168 - - ν(C-O), δ(C-OH) MOŢ; SILAGHI-

DUMITRESCU; 

SÂRBU, 2011; 

OLIVEIRA et al., 

2016 

17 1126 1124 - - - - 

18 - - 1090 1091 - - 

19 1048 1047 1047 1048 νs(C-O) COATES, 2006 

20 1032 - - - ν(C-O) CARRIÓN-

PRIETO et al., 

2018 

21 - 1013 - - - - 

22 885 883 885 886 δ(C=CH2), 

δ(CH=CH) fora do 

plano 

PAGACZ et al., 

2019 

23 - - 879 - δ(C-H) SKENDERIDIS et 

al., 2019 

24 - 714 - - ρ–(CH) ROSI et al., 2017 

LEGENDA: ν - alongamento, δ - flexão, ρ - balanço, s - simétrico, as – assimétrico 
FONTE: A autora (2022). 
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FIGURA 19 - ESPECTROS DE EXTRATOS DE PRÓPOLIS MOLE (EPM) NA REGIÃO DO 
INFRAVERMELHO MÉDIO (MIR) EM cm-1 OBTIDOS POR REFLEXÃO TOTAL ATENUADA (ATR). 
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NOTA: Os números representam os picos apresentados na TABELA 6 para os EPMs verde (A), tubuna 
(B), mandaçaia (C) e plebeia (D). 
FONTE: A autora (2022). 

 

Na região espectral da carbonila (1735–1695 cm-1) (GUILIANO et al., 2007), os 

extratos de própolis mole verde, mandaçaia e plebeia apresentaram um pico 

característico de ácidos carboxílicos (~1695 cm-1). Na plebeia e na mandaçaia, esse 

pico pode ser atribuído à presença de ácidos diterpênicos (CARRIÓN-PRIETO et al., 

2018). No extrato de tubuna, entretanto, foi demonstrado um pico característico na 

região cetônica (1716–1712 cm-1), que não pôde ser atribuído a um determinado grupo 

químico específico. 

Os EPMs verde e tubuna apresentaram picos na região de 1615–1580 cm-1 

característicos de deformações do anel aromático (COATES, 2006). Outro número de 

onda característico também de deformações do anel aromático e que está associado 

a compostos fenólicos é o pico 1516 cm-1(MOŢ; SILAGHI-DUMITRESCU; SÂRBU, 
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2011), que estava presente nos EPMs verde, tubuna e mandaçaia, conforme 

verificado por UPLC-ESI-MS/MS (TABELA 2). 

O EPM de mandaçaia apresentou ainda dois picos, sendo um na região de 1220-

1200 cm-1 (GUILIANO et al., 2007) associado a resinas fenólicas e outro em torno de 

~879 cm-1, que pode ser atribuído às ligações glicosídicas do tipo α presentes nos 

carboidratos dos polifenóis glicosilados (SKENDERIDIS et al., 2019). 

No EPM de tubuna, o pico em torno de 1168 cm-1 provavelmente ocorre devido 

à presença de ácidos graxos (OLIVEIRA et al., 2020), enquanto o pico em 714 cm-1 

também foi atribuído a substâncias lipídicas (ROSI et al., 2017). O pico em ~ 886 cm-

1 é muito importante para o diagnóstico de resinas diterpênicas (GUILIANO et al., 

2007) pois sua presença no EPM de plebeia indica grupos metileno exocíclicos 

demonstrando o predomínio de diterpenos labdânicos, corroborando com os dados 

da espectrometria de massas.  

Em suma, os resultados apresentados na TABELA 7 e na FIGURA 19, 

demonstram que os principais compostos e grupos químicos de metabólitos 

secundários previamente caracterizados por UPLC-QToF-ESI-MS/MS foram 

confirmados por ATR-IR, uma vez que se detectaram no EPM verde ácidos fenólicos, 

flavonoides e ácidos cinâmicos prenilados. Já no EPM tubuna foi verificada a presença 

de ácidos fenólicos, flavonoides, ácidos cinâmicos prenilados, lipídeos fenólicos e 

ácidos graxos. O EPM de mandaçaia apresentou ácidos fenólicos, flavonoides, 

polifenóis glicosilados, lipídeos fenólicos, ácidos diterpênicos e triterpenos. No EPM 

de plebeia, observou-se apenas a presença de ácidos diterpênicos e ácidos graxos. 

Conforme demonstrado pelo ATR-IR e verificado pelo UPLC-QToF-ESI-MS/MS, 

os EPM verde, tubuna e mandaçaia apresentam grande número de compostos 

fenólicos e plebeia apresenta diterpenos. Em particular, os extratos verde, tubuna e 

mandaçaia possuem compostos que lhes conferem uma determinada ação 

antioxidante, apresentando potencial para serem utilizados como suplementos 

alimentares e finalidades terapêuticas relacionadas a doenças e quadros que 

envolvem o desencadeamento de estresse oxidativo (GUTIÉRREZ-DEL-RÍO et al., 

2021). 
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10.2 ANÁLISES QUIMIOMÉTRICAS DOS EXTRATOS DE PRÓPOLIS 

 

O ATR-IR apresenta inúmeras vantagens, que lhe tornam uma técnica adequada 

para a realização do controle de qualidade de produtos naturais como o própolis. 

Porém, para tornar essa técnica responsiva e aplicável a esta finalidade, métodos 

quimiométricos de agrupamento e classificação devem ser acoplados a dados 

experimentais da espectroscopia (SAKHTEMAN et al., 2015; FENG et al., 2020). 

Ainda, as técnicas espectroscópicas aplicadas a problemas de autenticidade são 

geralmente não seletivas pelo fato delas não detectarem a presença ou ausência de 

um único composto marcador. Ao invés disso, os espectros contêm informações sobre 

a composição química completa e o estado físico da amostra em análise 

(BIANCOLILLO et al., 2020). 

Dessa forma, aplicaram-se análises quimiométricas aos espectros de ATR-IR 

das amostras de EPM das quatro abelhas em estudo, a fim de classificá-las e 

autenticá-las. 

 

10.2.1 Modelo PCA 

 

O método de análise exploratória PCA foi a primeira análise quimiométrica 

realizada, cujo objetivo foi identificar amostras discrepantes (atípicas), discriminar os 

quatro extratos de própolis mole (EPM) e identificar as variáveis (comprimento de 

onda) responsáveis por essa discriminação. A FIGURA 20 mostra o gráfico de 

Eigenvalue (autovalores) versus número de componentes principais. Pode-se 

observar que apenas dois componentes principais foram suficientes para a construção 

do modelo PCA, com a PC1 e PC2 capturando 84,26% e 10,62% de variância 

explicada, totalizando 94,88% de tal parâmetro. 
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FIGURA 20 - GRÁFICO DE EIGENVALUE VERSUS NÚMERO DE COMPONENTES PRINCIPAIS 

 
FONTE: A autora (2022). 
 
 

Após a seleção do número de componentes principais, o próximo passo foi a 

construção do gráfico de scores (amostras) do modelo PCA usando a PC1 versus 

PC2. Aplicando o pré-processamento do tipo centragem na média (mean centering) 

foi o possível discriminar as amostras das quatro classes de própolis (FIGURA 21).  

O pré-processamento dos dados é uma análise crítica  no desenvolvimento de 

qualquer modelo quimiométrico, e tem por objetivo remover qualquer interferente 

existente nos espetros brutos (por exemplo, remoção do ruido experimental, correção 

dos problemas de linha base, que por algum motivo não foi possível eliminar durante 

a aquisição dos espectros, permitindo a obtenção de espectros limpos e facilmente 

interpretáveis,  o que impacta significativamente na melhoria do desempenho preditivo 

dos modelos quimiométricos (KOTSIANTIS; KANELLOPOULOS; PINTELAS, 2006; 

BURDACK et al., 2020). Nesta etapa, todas as amostras estiveram dentro da elipse 

de confiança (IC 95%), mostrando não existir nenhuma amostra outlier no modelo 

PCA. 
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FIGURA 21 - GRÁFICO DE SCORES (AMOSTRAS) DO MODELO PCA PARA DISCRIMINAÇÃO 
DAS AMOSTRAS DAS QUATRO CLASSES DE PRÓPOLIS. 

FONTE: A autora (2022). 

 

Posteriormente, foi construído um gráfico de loadings versus variável (número 

de ondas) (FIGURA 22), utilizando o PC1, onde foi possível identificar as variáveis 

mais importantes que foram responsáveis pela separação dos quatro EPM. Como a 

primeira componente principal foi a que teve maior variância explicada (84.26%), o 

gráfico de loadings foi construindo usando apenas a PC1 (FIGURA 22). Dentre as 

bandas espectrais responsáveis pela discriminação dos extratos, a banda larga na 

região de 3500 a 3200 cm-1 pode estar associada à presença de água, álcoois, fenóis 

e outros compostos aromáticos contendo grupos OH. Já a região de 1600 a 1500 cm-

1 absorve energia das ligações C=C dos anéis aromáticos, responsáveis por fortes 

vibrações de 900 a 600 cm-1. Essas bandas de absorbância estão principalmente 

relacionadas às ligações abundantemente presentes em compostos antioxidantes, 

como as insaturações e a presença de anéis aromáticos. 
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FIGURA 22 - GRÁFICO DE LOADINGS DE PC1 VERSUS NÚMERO DE ONDA NO MODELO PCA 
DOS EXTRATOS DE PRÓPOLIS. 

 
FONTE: A autora (2022). 
 
 
 
10.2.2 Modelo PLS-DA 

 

Antes de calibrar qualquer modelo quimiométrico de classificação (predição) é 

sempre aconselhável realizar uma avaliação da estrutura dos dados multivariados por 

meio da análise exploratória dos mesmos com o objetivo de: (i) reconhecer padrões 

de distribuição das amostras no espaço multidimensional, (ii) detectar a presença de 

possíveis amostras outlier e (iii) identificar variáveis importantes (BALLABIO; 

CONSONNI, 2013).  

 Após a construção (calibração) dos modelos PLS-DA das quatro classes das 

amostras, gráficos de leverage versus resíduos studentizados foram construídos 

objetivando detectar potenciais amostras outlier (FIGURAS 23-26). Neste tipo de 

gráfico, uma amostra é considerada outlier caso apresente simultaneamente altos 

valores de leverage e de resíduos studentizados. Assim, embora algumas amostras 

das FIGURAS (23-26) tenham apresentado altos valores de leverage, elas não podem 

ser consideradas outlier porque estão dentro dos ± 2,5 desvios-padrão studentizados 

tolerados. 
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FIGURA 23 - GRÁFICO DE LEVERAGE VERSUS RESÍDUOS STUDENTIZADOS PARA 
DETECÇÃO DE OUTLIER DAS AMOSTRAS DE MANDAÇAIA. 

 
FONTE: A autora (2022). 

 

FIGURA 24 - GRÁFICO DE LEVERAGE VERSUS RESÍDUOS STUDENTIZADOS PARA 
DETECÇÃO DE OUTLIER DAS AMOSTRAS DE PLEBEIA. 

 
FONTE: A autora (2022). 

 

FIGURA 25 - GRÁFICO DE LEVERAGE VERSUS RESÍDUOS STUDENTIZADOS PARA 
DETECÇÃO DE OUTLIER DAS AMOSTRAS DE TUBUNA. 

 
FONTE: A autora (2022). 
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FIGURA 26 - GRÁFICO DE LEVERAGE VERSUS RESÍDUOS STUDENTIZADOS PARA 
DETECÇÃO DE OUTLIER DAS AMOSTRAS DE PRÓPOLIS VERDE. 

 
FONTE: A autora (2022). 

 

Após a investigação da presença de amostras outlier, o próximo passo foi a 

escolha do número de variáveis latentes (LVs) para a construção dos modelos de   

PLS-DA de cada espécie de própolis, usando o gráfico de RMSECV, RMSEC versus 

número de variáveis latentes. A partir da FIGURA 27, foram selecionadas cinco 

variáveis latentes para a construção de todos modelos de PLS-DA para predição das 

quatro classes de própolis. A seleção das cinco variáveis latentes foi baseada nos 

valores de RMSECV e RMSEC, tendo sido escolhidas aquelas que apresentaram os 

menores valores. 

 

FIGURA 27 - ESCOLHA DO NÚMEROS DE VARIÁVEIS LATENTES NO MODELO PLS-DA DE 
ACORDO COM O MENOR RMSEC E RMSECV. 

 

FONTE: A autora (2022). 
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As cinco LVs representaram um total de variância acumulada de 99,75% para o 

bloco X (número de ondas) e de 97,42% para o bloco Y (classe das amostras), 

respectivamente (TABELA 8). 

 

TABELA 8 - PORCENTAGEM DE VARIÂNCIA RELATIVA E ACUMULADA DAS CINCO VARIÁVEIS 
LATENTES SELECIONADAS PARA A CALIBRAÇÃO DO MODELO PLS-DA. 

No de 
Variável Latente 

Bloco X Bloco Y 
Variância 
relativa 

Variância 
acumulada 

Variância 
relativa 

Variância 
acumulada 

1 72,85 72,85 23,51 23,51 

2 11,95 84,80 26,90 50,41 

3 6,57 91,37 23,19 73,90 

4 7,63 99,0 13,42 87,02 

5 0,57 99,75 10,14 97,42 

FONTE: A autora (2022). 

 

Os modelos PLS-DA para a classificação dos própolis verde, tubuna, mandaçaia 

e plebeia são mostrados nas FIGURAS (28-31). A linha tracejada vermelha mostrada 

nas figuras representa o threshold do modelo, que é calculado baseado em 

abordagem bayesiana. As amostras acima da linha vermelha horizontal tracejada são 

as amostras de interesse e que estão sob classificação. Assim, no modelo PLS-DA 

de classificação de amostras de própolis de mandaçaia (FIGURA 28), duas amostras 

de tubuna foram classificadas erradamente (falsos positivos) como amostras desta 

espécie (mandaçaia) por ultrapassarem a linha do limiar. Nos modelos de PLS-DA das 

amostras das classes de plebeia, tubuna e verde, todas as amostras foram 

corretamente classificadas, representando uma sensibilidade, especificidade a 

acurácia de 100% (ver TABELA 9). 
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FIGURA 28 - MODELO PLS-DA PARA CLASSIFICAÇÃO (PREDIÇÃO) DAS AMOSTRAS DE 
MANDAÇAIA. 

 
FONTE: A autora (2022). 

 

 

FIGURA 29 - MODELO PLS-DA PARA CLASSIFICAÇÃO (PREDIÇÃO) DAS AMOSTRAS DE 
PLEBEIA. 

 

 
FONTE: A autora (2022). 
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FIGURA 30 - MODELO PLS-DA PARA CLASSIFICAÇÃO (PREDIÇÃO) DAS AMOSTRAS DE 
TUBUNA. 

 

 
 
FONTE: A autora (2022). 
 

 

FIGURA 31 - MODELO PLS-DA PARA CLASSIFICAÇÃO (PREDIÇÃO) DAS AMOSTRAS DE 
PRÓPOLIS VERDE. 

 
FONTE: A autora (2022). 

 

Após a calibração, validação e a avaliação da acurácia preditiva do modelo, o 

passo a seguir foi investigar a região espectral MIR mais importante responsável pela 

classificação dos própolis de plebeia, mandaçaia, tubuna e verde, por meio do gráfico 

VIP (Variable Importance in Projection). No modelo PLS-DA, um VIP score é calculado 

baseando-se na soma ponderada das correlações quadráticas entre a variável original 

dos dados (exemplo, número de ondas do espetro de infravermelho) e as variáveis 

latentes do modelo PLS-DA. O número de termos desta soma quadrática é 
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dependente do número de variáveis latentes do modelo PLS-DA que foram 

estatisticamente significantes na classificação (predição) das diferentes classes das 

amostras (própolis de plebeia, mandaçaia, tubuna e verde). Os pesos correspondem 

as variâncias explicadas pelas variáveis latentes do modelo PLS-DA. 

A FIGURA 32 mostra o gráfico VIP das principais variáveis (número de ondas) 

responsáveis pela classificação dos quatro tipos de própolis. No gráfico, pode-se 

observar que a região espectral mais importante na classificação das amostras está 

compreendida entre 3700-2700 cm-1 e 2000-500 cm-1. Uma ampliação dessas duas 

importantes regiões pode ser visualizada nas FIGURAS 33 (3700-2700 cm-1) e 34 

(2000-500 cm-1), respectivamente.  

 

 

FIGURA 32 - GRÁFICO DE VARIÁVEIS (NÚMERO DE ONDAS DO ESPECTRO MIR-ATR) 
IMPORTANTES RESPONSÁVEIS PELA CLASSIFICAÇÃO DAS AMOSTRAS DAS QUATRO 

CLASSES DE PRÓPOLIS NO MODELO PLS-DA. 

 
FONTE: A autora (2022). 
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FIGURA 33 - GRÁFICO DE VARIÁVEIS (NÚMERO DE ONDAS DO ESPECTRO MIR-ATR) 
IMPORTANTES RESPONSÁVEIS PELA CLASSIFICAÇÃO DAS AMOSTRAS DAS QUATRO 

CLASSES DE PRÓPOLIS NO MODELO PLS-DA. 

NOTA: neste gráfico é mostrada apenas a primeira região espectral (3700-2700 cm-1) que foi importante 
na classificação das quatro classes de própolis. 
FONTE: A autora (2022). 
 
 

Ainda, é possível verificar que a região de número de ondas de 3600 – 3400 cm-

1 é importante para a classificação das amostras de extrato de própolis verde e de 

mandaçaia e que na região de 3000 a 2800 cm-1, o VIP se torna importante para os 

quatro extratos de própolis (FIGURA 33). 

 

FIGURA 34 - GRÁFICO DE VARIÁVEIS (NÚMERO DE ONDAS DO ESPECTRO MIR-ATR) 
IMPORTANTES RESPONSÁVEIS PELA CLASSIFICAÇÃO DAS AMOSTRAS DAS QUATRO 

CLASSES DE PRÓPOLIS NO MODELO PLS-DA. 

 
 
NOTA: O gráfico demonstra apenas a segunda região espectral (2000-500 cm-1) que foi importante na 
classificação das quatro classes de própolis 
FONTE: A autora (2022). 
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Na região de 2000 a 500 cm-1, o VIP do extrato de mandaçaia torna-se menos 

significativo que dos outros extratos. Essa região do espectro é caracterizada por 

vibrações de esqueleto (CC), juntamente com alongamento (C=O), insaturação 

alifática e aromáticos (COATES, 2006), sendo importante para a classificação das 

amostras de extrato de própolis verde, tubuna e plebeia (FIGURA 34). 

Cabe-se ressaltar que o modelo PLS-DA construído foi validado avaliando-se os 

seguintes critérios: sensibilidade, especificidade, acurácia e área sob a curva ROC, 

calculada de acordo com a EQUAÇÃO 5 (A-C) (subseção 9.4.2). As curvas ROC de 

todos os modelos são mostradas na FIGURA 35.  

 

FIGURA 35 - CURVAS ROC DOS MODELOS PLS-DA PARA A CLASSIFICAÇÃO DAS AMOSTRAS 
DE PRÓPOLIS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
NOTA: A: extrato de mandaçaia, B: extrato de plebeia, C: extrato de tubuna, D: extrato verde. Os eixos 
de ordenadas e abcissas representam a especificidade e a sensibilidade dos modelos, 
respectivamente. Para as quatro curvas ROC, o círculo vermelho está localizado no quadrante superior 
direito, o que significa que todos os modelos exibiram valores de acurácia, especificidade e 
sensibilidade próximos a 100%. 
FONTE: A autora (2022). 

 

Pode-se observar que todas as métricas de validação (TABELA 9) tiveram valor 

próximo a 1 (100%) e raiz do erro quadrático médio da predição (RMSEP) inferior a 

5%, comprovando o bom desempenho dos modelos na classificação das quatro 
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classes de própolis. Dessa forma, os resultados obtidos atestam a boa eficiência do 

modelo PLS-DA construído para a classificação de todos os extratos, podendo este 

ser aplicado para fins industriais. 

 

TABELA 9 - PARÂMETROS DE VALIDAÇÃO DO MODELO PLS-DA PARA A CLASSIFICAÇÃO DOS 
EXTRATOS DE PRÓPOLIS. 

Métrica Conjunto Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 
RMSEC Calibração 0,084 0,062 0,186 0,168 

RMSECV Calibração 0,086 0,064 0,189 0,171 

RMSEP Previsão 0,044 0,052 0,032 0,034 

Sensibilidade Calibração 0,990 1,000 1,000 0,990 

Sensibilidade Previsão 1,000 1,000 1,000 1,009 

Especificidade Calibração 1,000 1,000 0,997 1,009 

Especificidade Previsão 1,000 1,000 1,000 1,009 

Acurácia - 0,999 1,000 1,000 0,999 

NOTAS: Classe 1: extrato de mandaçaia, Classe 2: extrato de plebeia, Classe 3: extrato de tubuna, 
Classe 4: extrato verde, RMSEC: raiz quadrada média do erro de calibração, RMSECV: raiz quadrada 
média do erro da validação cruzada, RMSEP: raiz média do erro quadrado de previsão 
FONTE: A autora (2022). 

 

Por fim, cabe-se ressaltar aqui que o emprego de quimiometria combinada com 

dados de FTIR para classificação de amostras é uma ferramenta que já vem sendo 

utilizada. Tal abordagem já foi usada para discriminar a impressão digital química das 

abelhas-sem-ferrão da Malásia. Nesse estudo, PCA e hierarchical cluster analysis 

(HCA) foram usados como ferramentas de reconhecimento de padrões de espectro 

FT-IR (BASYIRAH et al., 2019). 

 

10.3 DETERMINAÇÃO DO TEOR DE FENÓLICOS E FLAVONOIDES TOTAIS E DA 

CAPACIDADE ANTIOXIDANTE 

 

Quando se compara o potencial uso industrial e comercial de própolis de 

abelhas-sem-ferrão aos extratos de Apis mellifera, a vantagem de se produzir e 

comercializar esse tipo de produto estaria relacionada principalmente a um manejo 

seguro das colmeias e a obtenção de um produto de maior valor comercial (ABD 

JALIL; KASMURI; HADI, 2017). No entanto, as informações sobre as propriedades 

físico-químicas e atividades biológicas dos própolis obtidos de abelhas-sem-ferrão são 
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limitadas (CORDEIRO; MENEZES, 2014), dificultando sua produção em larga escala 

e comercialização.  

Dessa forma, o presente estudo, além de elucidar atividades biológicas 

promissoras das amostras avaliadas (antioxidante, antibacteriana e citotóxica), 

mostrando o potencial terapêutico e industrial desses produtos, também se propôs a 

verificar se tais extratos de própolis atenderiam as exigências mínimas descritas na 

IN nº 3 e se poderiam ser comercializados. Como mencionado anteriormente, tal 

legislação autoriza a comercialização não só de própolis, mas também de outros 

produtos apícolas, tendo como base os teores de compostos fenólicos e flavonoides 

presentes nos produtos, dentre outros critérios. Assim, tais mensurações foram 

realizadas nos quatro extratos de própolis investigados nesse trabalho, sendo os 

resultados apresentados na TABELA 10. 

Para inferir o teor de fenólicos e flavonoides totais no própolis bruto, foi 

necessário antes calcular o rendimento dos EPMs. O rendimento (ɳ) em porcentagem 

do EPM verde foi de 61,83 ± 0,24, do EPM de tubuna de 63,03 ± 0,16, do EPM de 

mandaçaia de 36,41 ± 0,75 e do EPM de plebeia de 87,01 ± 1,04. Apesar de serem 

provenientes de diferentes espécies de abelhas, os EPMs verde e tubuna 

apresentaram rendimentos similares. O EPM de mandaçaia apresentou o menor 

rendimento, devido ao fato dessa espécie de abelha produzir um tipo particular de PB, 

denominado geoprópolis, que é caracterizado pela adição de terra ou barro ao 

material resinoso (DUTRA et al., 2008), aumentando assim o volume do própolis e 

diminuindo o conteúdo dos outros componentes. Plebeia, embora produza menos PB 

do que as outras espécies, apresentou alto rendimento do EPM, em virtude desse 

gênero de abelhas produzir um própolis extremamente maleável e com menor teor de 

impurezas. 

Os valores de fenólicos totais variaram de 29,27 ± 0,78 a 197,74 ± 3,80 mgEAG/g 

para o EPM e de 29,27 ± 0,77 a 146,41 ± 4,84 mgEAG/g para o EPH. Em ambos os 

extratos, mandaçaia apresentou o maior teor de fenólicos totais, com valores de 

197,74 e 146,41 mgEAG/g, respectivamente. Porém, em relação ao PB, os maiores 

valores do teor de fenólicos totais foram observados para os extratos verde (9,52%) e 

tubuna (9,44%). 

Para o conteúdo de flavonoides totais, os valores obtidos variaram de 3,60 ± 0,08 

a 149,79 ± 0,46 mgEQ/g para o EPM e 3,60 ± 0,23 a 141,26 ± 3,89 mgEQ/g para o 
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EPH. Os própolis verde e tubuna apresentaram os maiores teores de flavonoides em 

ambos os extratos, incluindo o PB (9,26% e 3,50%, respectivamente).  

O própolis de plebeia apresentou os menores valores tanto para o conteúdo de 

fenólicos, quanto para o conteúdo de flavonoides totais em EPM, EPH e PB (TABELA 

10). 
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Embora os métodos de Folin-Ciocalteu e Dowd apresentem algumas limitações 

técnicas, como reações inespecíficas, interferência da cor do extrato e efeito 

batocrômico da absorção causado pela complexação com alumínio não uniforme para 

todos os flavonoides (PĘKAL; PYRZYNSKA, 2014; AMORATI; VALGIMIGLI, 2015), 

os resultados dos teores fenólicos e de flavonoides totais corroboram com a 

caracterização realizada pelo MIR. 

Levando-se em consideração os critérios estabelecidos pela IN nº 3, os 

resultados obtidos demonstraram que os PBs e EPHs dos extratos de própolis verde, 

tubuna e mandaçaia, poderiam ser aprovados pela legislação brasileira para uso 

comercial em âmbito nacional e internacional. Já para o própolis de plebeia, nenhum 

dos extratos avaliados se enquadraram nos critérios estabelecidos. 

O potencial antioxidante dos EPMs, avaliado através do ensaio DPPH, foi 

representado em CI50, sendo igual a 75,31 ± 2,09 μg/mL (p < 0,001), 88,94 ± 3,41 

μg/mL (p < 0,001), 25,00 ± 1,01 μg/mL (p < 0,001) e 2.096,65 ± 11,74 μg/mL (p < 

0,001) para os própolis verde, tubuna, mandaçaia e plebeia, respectivamente. Os 

resultados demonstram que o EPM de mandaçaia apresentou maior capacidade 

antioxidante que os demais extratos, embora seja inferior ao determinado para o 

padrão ácido ascórbico (4,70 ± 0,09 μg/mL). Este resultado foi confirmado no espectro 

de ATR-IR, uma vez que o EPM de mandaçaia apresentou um pico em torno de 1634 

cm-1 (TABELA 6 e FIGURA 12-C) que está associado a um elevado potencial 

antioxidante, o qual foi demonstrado pelo ensaio de DPPH (MOŢ; SILAGHI-

DUMITRESCU; SÂRBU, 2011). 

O potencial antioxidante dos extratos de própolis avaliados nesse trabalho pode 

ser justificado pela quantidade de substâncias fenólicas presentes nos mesmos, uma 

vez que estas possuem um esqueleto de carbono adequado para a estabilização de 

radicais livres (SIMÕES et al., 2017). Dessa forma, como os extratos de própolis 

verde, mandaçaia e tubuna apresentaram um teor de fenóis e flavonoides superior ao 

apresentado pelo extrato de plebeia, foram capazes de neutralizar de maneira mais 

eficaz o radical DPPH, apresentando maior potencial antioxidante que este. Por fim, 

cabe ressaltar que outros fatores relacionados a posição das hidroxilas e o grau de 

hidroxilação também afetam o potencial antioxidante de substâncias fenólicas 

(LARRAURI et al., 1996). Outro parâmetro que apesar de não ser considerado na 

legislação brasileira para a comercialização de propolis e seu uso, trata-se do quesito 

de segurança. Nesse sentido, ensaios pré-clínicos realizados em camundongos, bem 



136 
 

 

como trials clínicos relatam que os própolis e seus constituintes são geralmente bem 

tolerados e não promovem toxicidade, a menos que sejam administrados em grandes 

quantidades (BAZMANDEGAN et al., 2017). Além disso, tem sido observado que o 

efeito adverso mais comum da administração do própolis é a hipersensibilidade, 

principalmente em relação à aplicação tópica, resultando em reações alérgicas, 

edema, dermatite e urticária (HSU et al., 2004). Por fim, tendo como base estudos 

realizados com animais e aplicando uma margem de segurança para extrapolar uma 

dose segura de própolis para uso em humano saudáveis, foi estabelecida a dose de 

1,4 mg/Kg/dia (ALKIS et al., 2015). 

Apesar desses dados serem extremamente promissores no sentido de 

demonstrar o uso seguro do própolis, ressalta-se que estes estudos, em sua maioria, 

são realizados com própolis de abelhas melíferas. Ainda, considerando-se a grande 

variação na composição química e os diferentes tipos de própolis existentes, 

alegações relacionadas aos efeitos promovidos pelos própolis na saúde de indivíduos, 

tornam-se difíceis (ANJUM et al., 2019). Por fim, levando-se em consideração os 

resultados obtidos no CAPÍTULO 1 deste trabalho, os quais mostram uma 

citotoxicidade significativa promovida pelos extratos de própolis em células tumorais 

e em fibroblastos, salienta-se a necessidade da realização de outros ensaios para 

verificar se a toxicidade induzida por estes produtos é clinicamente relevante. Com 

isso, possibilitaria a comercialização, a industrialização e o uso dos extratos de tubuna 

e de mandaçaia, evidenciados aqui como os mais promissores. 
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11 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

As principais conclusões obtidas neste capítulo são: 

 

-  A caracterização química dos extratos de própolis realizada pela MIR reiterou 

a natureza complexa das amostras e confirmou os principais grupos químicos nas 

substâncias identificadas pelo UPLC-QToF-ESI-MS/MS; 

-Os modelos PCA e PLS-DA mostraram-se satisfatórios para a discriminação 

e classificação dos extratos de própolis avaliados; 

-  Os parâmetros avaliados de fenólicos e flavonoides totais, de acordo com a 

legislação brasileira, demonstraram que o PB e extratos hidroetanólicos do própolis 

verde, tubuna e mandaçaia são adequados para comercialização e consumo humano. 

No entanto, plebeia não obedece aos critérios estabelecidos; 

- O EPM de mandaçaia apresentou a maior capacidade antioxidante pelo 

ensaio do radical DPPH; 

- O própolis bruto e os extratos de própolis das abelhas-sem-ferrão tubuna e 

mandaçaia apresentam potencial para uso industrial; entretanto, outros critérios 

estabelecidos pela legislação também devem ser observados, além de parâmetros de 

toxicidade. 
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ANEXO 1 –INSTRUÇÃO NORMATIVA SDA Nº 03, DE 19-01-2001 (PARCIAL) 
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