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RESUMO

A prépolis tem sido objeto de varios estudos bioldgicos devido a sua aplicabilidade na
medicina popular desde 300 a.C, fato que tem estimulado um aumento no interesse em se
estudar as suas propriedades quimicas, bem como as suas atividades farmacolégicas. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar a rotulagem e toxicidade aguda de amostras de extrato de
prépolis (alcodlico e aquoso) comercializada no municipio de Picos-Pl. As amostras foram
obtidas em farmécias e lojas de produtos apicolas. Os rétulos foram analisados por meio da
observacdo e comparacdo dos parametros preconizados pela legislacdo vigente na Instrucéo
Normativa N° 3, de 10 de janeiro de 2001, PORTARIA N° 6 de 25 de julho de 1985 e segundo
0 Dossié Técnico Sistemas de Acondicionamento para a Prdpolis. O teste de toxicidade
utilizando o microcrustaceo Artemia salina Linnaeus, 1758, foi utilizado para determinacéo da
letalidade dos extratos. Para os extratos alcoolicos (marcas A e B) utilizou-se uma solugédo
estoque de 2200 pg.L -! e a partir dela, foram feitas dilui¢Ges seriadas de 2200 a 68,7 pg.L -1,
enquanto que para os extratos aquosos (marcas A e B) foi preparada uma solucdo estoque de
3000 pg.L -t com diluigGes seriadas de 3000 a 46,875 pg.L . Das quatro amostras de propolis
comercial analisadas, os exemplares de extrato alcoolico e aquoso (marcas A e B), apresentaram
algumas inconformidades a respeito da informacéo presente na rotulagem. O grau de toxicidade
das amostras de extrato de propolis comercial do tipo alcoolico (marcas A e B) foi classificado
como moderadamente toxico. Em contrapartida, as amostras de extrato de propolis comercial
do tipo aquoso nao apresentaram toxicidade. Os resultados demonstram a importancia das
analises de toxicidade e rotulagem para a determinagdo da qualidade do extrato de propolis
comercial, visando a seguranga no seu consumo.

Palavras-chave: Toxicidade, Rotulagem, Propolis comercial, Artemia salina
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1. INTRODUCAO

A propolis € o produto proveniente de uma complexa mistura de substancias resinosas,
gomosas e balsamicas, coletadas pelas abelhas de inimeras plantas, em que acrescentam ainda
secrecdes salivares, cera e pdlen, produzem e depositam-na em seus ninhos, com o objetivo
de vedar a colméia (LONGHINI et al., 2007). A composi¢doquimica da propolis varia de
acordo com a flora visitada pelas abelhas, a regido e o tempo de coleta e, consequentemente,
sua qualidade e atividades bioldgicas variam de acordo com sua origem botanica. Comumente
a propolis é formada por 50% de resina e balsamo vegetal, 30% de cera, 10% de 6leos
essenciais e aromaticos, 5% de p6len e 5% de outras substancias, incluindo os detritos que sdo
removidos durante o processamento da mesma (BURDOCK, 1998).

Muitas espécies de abelhas sdo capazes de produzir a propolis como, a Apis mellifera
Linnaeus, 1758, aléem de algumas abelhas sem ferrdo conhecidas como meliponinas, que
produzem a geopropolis (BARTH; LUZ, 2003).

Apradpolis € um composto resinoso produzido pelas abelhas e utilizado na construgéo
e calafetacdo da colmeia. Esse produto é produzido a partir da coleta de algumas substancias
que também estdo presentes na prépolis, como palgresinas vegetais, 6leos essenciais, polen,
cera e acucares, (SILVA et al., 2013), além de terra ou barro, sendo este o seu diferencial
(SFORCIN et al., 2017). Conforme Araujo et al. (2015) a composi¢do da geopropolis pode
ainda variar de acordo com a flora e regido onde é coletada.

Desde o século 300 a.C. a prépolis tem sido utilizada na medicina popular como
recurso terapéutico. Devido as propriedades medicinais do produto, vém aumentando o
interesse de pesquisadores em estudar sobre sua composicdo quimica, bem como as suas
atividades farmacoélogicas (Marcucci, 1996).

Em vista disso, tem se realizado diversos estudos que demonstram a acao da prépolis
como antimicrobiana (VARGAS et al., 2004), anti-inflamatoria e antitlcera gastrica (REIS et
al., 2000), antifungica (PORTILHO et al., 2013), entre outras mais.

No ambito da producdo desses compostos, destaca-se no Brasil, o Estado do Piaui,
onde a apicultura é uma das atividades agropecuarias mais predominantes. Atualmente, o
Estado é o terceiro maior produtor de mel do pais, sendo a regido semiarida responsavel pela
maior parte do volume produzido. No municipio de Picos a atividade é favorecida pela
organizacdo da cadeia produtiva, a experiéncia dos produtores e a presenca de industrias, bem
como pela presenca de apicultores que exercem a apicultura migratéria (KHAN et al., 2014).
Embora a producdo de mel seja bastante representativa em Picos, os demais produtos da

colmeia ainda sdo pouco explorados pelos apicultores do municipio.
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Dessa forma, estudos sobre as propriedades da propolis proveniente da regido
semidrida, bem como a analise toxicologica podem representar um incentivo para ampliar a
producdo, melhoria/aprimoramento das marcas conhecidas e comercializadas, além de
contribuir para diversificacdo da cadeia apicola na regido e promover aumento na renda dos

produtores.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Avaliar a rotulagem e toxicidade aguda de amostras de extrato de propolis (alcodlico

e aquoso) comercilizadas no municipio de Picos, Piaui.

2.2. Objetivos especificos

e Determinar a toxicidade aguda do extrato alcodlico e aquoso da propolis
utilizando o microcrustaceo Artemia salina Linnaeus, 1758 como bioindicador,
através do célculo da CLso;

e Analisar a rotulagem de duas marcas de extrato alcoolico e aquoso da prépolis

comercializadas no municipio de Picos, Piaui.
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3. REFENCIAL TEORICO
3.1 Atividade apicola

A apicultura consiste em uma atividade agricola de gestdo e criacdo de abelhas para fins
comerciais. Os produtos apicolas sdo bastante usados, desde as épocas mais antigas, na
alimentacdo e na medicina popular; seu uso perdura até a atualidade, em virtude de suas
propriedades nutricionais e farmacoldgicas (LOPES, 2014).

No Brasil, a atividade apicola teve inicio no século XIX, exatamente em 1839, através
da introducdo da espécie Apis mellifera, trazida da regido do Porto, em Portugal, pelo padre
Antdnio Carneiro. Mais tarde, outras subespécies de A. mellifera foram inseridas no pais por
imigrantes alemées e italianos (ABELHA, 2017 apud FEITOSA et al., 2020). Segundo Dantas
et al. (2009) o Brasil possui especificidades que Ihe confere um grande potencial apicola, como
por exemplo, suas condi¢des climaticas, vasta area territorial e sua abundante vegetacao nativa
e de culturas agricolas, que vem propiciando ao longo do tempo, o crescimento substancial
dessa atividade.

Atualmente, devido os avangos tecnoldgicos que tém refletido positivamente no sistema
de producdo, que se traduziu em maior produtividade com maior qualidade, o Brasil passa de
importador de mel para um dos maiores exportadores desse produto apicola (WIESE;
SALOME, 2020). Conforme Bacaxixi et al. (2011) o pais é o sexto maior produtor de mel,
perdendo apenas para a China, Estados Unidos, Argentina, México e Canada. No entanto, ainda
existe um potencial apicola que ndo foi explorado e que deve melhorar a producdo e
consequentemente a atividade apicola.

Além do mel, sdo cada vez mais diversificados os produtos advindos da atividade
apicola, como por exemplo, o pdlen, a cera, a geleia real, apitoxina (veneno da abelha), pdo de
abelha, bem como a propolis (LOPES, 2014). Dentre esses, destaca-se aqui a prépolis, um dos
produtos naturais utilizados ha séculos pela humanidade, devido as suas propriedades
terapéuticas. O interesse cientifico pela propolis aqui no Brasil teve inicio na década de 1980
do século XX através dos estudos de Ernesto Ulrich Breyer, que demonstrou na publicacdo de
seu livro “Abelhas e satide”, que a propolis possui atividade antimicrobiana, possibilitando seu

uso como antibiético natural (BASTOS, 2010).

3.2 Prépolis
A propolis € um produto natural resino que pode variar em consisténcia, assim como em

coloragdo, indo de tons amarelo-esverdeado ao marrom-avermelhado e ao negro (FISCHER,
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2021). A prépolis é coletada por abelhas da espécie Apis mellifera a partir de diferentes partes
da planta, como brotos, casca, botdes florais e exsudatos resinosos (PARK et al., 1998). As
abelhas elaboram ainda a prdpolis, misturando a ela cera, polen e produtos do seu metabolismo
como a saliva, o que aumenta a sua acdo farmacoldgica (FISCHER, 2021). A prépolis é
utilizada na construcdo das colmeias, servindo de mecanismo para vedar frestas e diminuir o
seu tamanho, garantindo impermeabilizacdo, isolacdo térmica, protegendo as abelhas do frio,
além de atuar como material antisséptico e protetor, envolvendo inimigos abatidos no interior
da colmeia, evitando assim a contaminagéo do ninho (PINTO; PRADO; CARVALHO, 2011).

Segundo Pinto, Prado e Carvalho (2011) as abelhas nativas sem ferrdo do grupo dos
meliponineos e a espécie Apis mellifera sdo importantes produtoras da prépolis. As abelhas sem
ferrdo, utilizam amplamente esse produto resinoso na construcdo de sua colbnia, ja as abelhas
do grupo Meliponini, utilizam na construcdo de sua colmeia, agregando a constituicdo da
propolis fibras vegetais, sementes e terra, originando a geoprépolis. Apesar deste Gltimo item
ndo ser o primordial em sua constituicdo, a sua existéncia atribui particularidade a esse produto
chamado geopropolis (SFORCIN, 2017).

A prépolis possui uma composicdo bastante complexa. Sua constituicdo pode variar de
acordo com a espécie de abelha e época do ano que ocorre a coleta, variando ainda com a regido
e a flora utilizada na producéo da prépolis. A propolis possui uma gama de variedades das
atividades biologicas, em virtude de seus compostos bioativos que podem estar presentes em
umas amostras e em outras ndo (VARGAS et al., 2004).

De acordo com Sforcin (2017) o tipo de solvente que é utilizado na preparacdo do
extrato, influencia no tipo de atividade bioldgica desempenhada do produto, sendo assim,
solventes distintos extraem compostos bioativos diferentes. Diferentes extratos sao produzidos
e comercializados, porém os mais utilizados sdo os etanodlicos (em variadas concentragdes), o

aquoso e o metandlico.

3.2.1 Composi¢ao quimica

Os primeiros relatos a respeito da composicéo quimica da propolis foram realizados em
1907, através dos estudos de Hitcheck e Borish. A pesquisa verificou que o produto era
constituido de resina (46%), cera (27%), principios volateis (7%) e impurezas (3%), como
também tinha como propriedade a dissolugdo em &lcool e que se fundia a uma temperatura de
64°C (grau Célcius) (MOREIRA, 1986).
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Cabral et al. (2009) demonstraram que a composicao do produto prépolis é dependente
da diversidade do ambiente em que as abelhas visitam, sendo, portanto, relacionada com a
resina da flora em questdo. Dentre os elementos presentes na prépolis destacam-se 0S
compostos fenolicos, os derivados do &cido cindmico e seus ésteres e os diterpenos. Um total
de 300 constituintes foram identificados em diferentes amostras de propolis, dentre os quais
estdo os flavonoides, acidos aromaticos, acidos graxos, fendis, aminoacidos, vitaminas e
minerais dos mais diversos tipos (PEREIRA; SEIXAS; AQUINO 2002).

A composicdo quimica da propolis abrange ainda elementos inorganicos como
manganés, cobre, célcio, ferro, aluminio, vanadio e silicio. Os flavondides e os acidos fenolicos
sd0 0s compostos que mais tém chamado atencdo, em consequéncia de suas propriedades
biologicas (LUSTOSA et al., 2008).

Devido a complexidade da composicdo da propolis, tem-se utilizado diversas
metodologias no estudo de sua composicdo quimica, com destaque para a espectrometria de
massas. Para analisar os componentes volateis e semivolateis utiliza-se também a
Cromatografia Gasosa (GC/MS). Técnicas de lonizacdo por Elestrospray Acopladas a
Espectrometria de Massas (ESI-MS) séo necessarias na analise dos compostos de alta
polaridade e baixa volatilidade e por fim, para a separacao dos compostos, pode ser usado junto
a Espectrometria de Massas a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC-ESI-MS)
(SAWAY, 2006).

3.2.2 Propriedades bioldgicas e/ou farmacologicas da préopolis

A propolis tem sido objeto de diversos estudos bioldgicos, por se constituir uma fonte
rica em compostos bioativos, 0s quais apresentam importancia farmacoldgica devido as suas
propriedades farmacoterapéuticas (GOMES et al., 2016). Com isso tem se realizado diversos
estudos que demonstram a acdo da propolis como antibacteriana (GOMES et al., 2016),
fotoprotetora (RAMOS; SANTOS; DELLAMORA-ORTIZ, 2010), anti-inflamatoria (DA
CRUZ, 2021), antiviral (CUETO et al., 2011), imunomodulatéria (FISCHER et al., 2021),
antioxidante (ALVES; KUBOTA, 2013), antifungica (BARBOSA; VIEIRA; TEIXEIRA,
2015), anticancer (SILVA, 2016) e outras mais atividades bioldgicas.

Reis et al. (2021) avaliaram a atividade antimicrobiana de trés tipos de amostras de
propolis: silvestre Mimosa hostilis Benth e verde do alecrim Baccharis dracunculifolia, ambas
coletadas em Minas Gerais, bem como ainda a amostra de prépolis vermelha coletada em

Alagoas e na Bahia (Dalbergia ecastaphullum e Symphonia globulifera) e por fim a juncdo dos
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trés tipos de propolis, denominando de fusion. A propolis verde, bem como a fusdo dos trés
tipos, apresentaram resultados para bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, sendo 0s
melhores resultados para Gram-positivas. O extrato de prépolis vermelha apresentou eficacia
sobre as espécies de leveduras do género Candida. A unido dos tipos de propolis foi mais eficaz
em relacédo a agdo antimicrobiana do que os extratos isolados.

Fianco et al. (2013) realizaram um estudo para determinar a presenca de flavonoides e
o teor de polifendis totais e a atividade antibacteriana dos extratos etandlicos de prdpolis das
abelhas sem ferrdo Tetragonisca angustula (Jatai) e Scaptotrigona bipunctata (Tubuna). Estes
utilizaram como metodologia de analise 0 método da bioautografia com os extratos de Jatai e
Tubuna frente as bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella enterica
subespécie Enterica serovar Chloraesius e Pseudomonas aeruginosa. Os resultados
demonstraram que o extrato etandlico da propolis da abelha Tubuna apresentou acao
antibacteriana frente aos microrganismos Staphylococcus Aureus (Gram-positiva) e
Escherichia Coli (Gram-ngativa), em contrapartida o extrato da propolis da abelha Jatai ndo
apresentou agdo, quanto aos organismos testes.

Marcucci et al. (2020) utilizaram o método de espectometria UV-VIS (Ultra Violeta e
Luz Visivel) para a deteccdo de flavondides e o0 método do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
na determinacdo do potencial antioxidante dos extratos de diferentes tipos de propolis
relacionadas com sua origem boténica. De acordo a CE50, quanto menor o nimero flavonoides,
maior serd a atividade antioxidante. Todos os extratos propolis apresentaram acao antioxidante,
independentemente de sua origem botanica, no entanto o extrato da propolis de jurema preta
foi 0 que apresentou maior atividade antioxidante.

Melo et al. (2014) avaliaram a atividade antioxidante de amostras de propolis oriundas
de quatro regides brasileiras (Nordeste, Centro-oeste, Sul e Sudeste), utilizando 0 método de
oxidagdo acoplada do sistema de -caroteno/acido linoleico. Demonstraram que as amostras da
regido Sudoeste obtiveram maior atividade antioxidante, seguidas das amostras da regido
Centro-oeste, Sul e da regido Nordeste, esta ultima apresentou duas amostras com acédo
antioxidante abaixo de 60%.

Zaccaria et al. (2017 apud AMORIM et al., 2020) utilizaram o método de queratinécitos
humanos, a fim de, imitar parametros fisiolégicos. Com o estudo puderam deduzir que a
prépolis marrom exerce agdo anti-inflamatoria, através de um mecanismo que influencia o
aumento dos niveis de expressdo de todos os MiRNAs (Micro RNAS). E que a propolis verde
causou apenas modificacdo na regulacdo da citosina pro-inflamatoria, a qual esta envolvida

nos processos de iniciacao e perpetuacdo da resposta inflamatoria, pela inducdo de NFk-B
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(Fator Nuclear Kappa Beta.

3.3 Ensaios de toxicidade

A utilizagdo de compostos quimicos pelo ser humano, como os medicamentos, tem a
possibilidade de desencadear uma série de efeitos inesperados. Sendo de extrema importancia
o0 conhecimento ndo somente da acdo terapéutica de um medicamento, mas também as reacGes
que a sua administracdo pode causar a curto, médio e longo prazo ao organismo em questao
(PONTE, 2003).

A toxicologia estuda o efeito de determinadas substancias em organismos Vvivos
(BUENO; PIOVEZAN, 2015). Tem como objetivo a prevencdo de efeitos indesejaveis ao
organismo, estabelecendo o uso seguro de substancias quimicas (SPRADA, 2018).

Ponte (2003) afirma que a avaliagdo toxicologica consiste em um método de analise dos
dados de uma substancia quimica, assim como de um composto quimico, o qual pode ser
isolado de um produto natural, com o proposito de classifica-lo de acordo com a perspectiva
toxicologica, e a0 mesmo tempo fornecer informagGes acerca da forma correta de seu emprego,
tal como as medidas terapéuticas do seu uso inadequado.

Os testes de toxicidade séo elaborados com o objetivo de avaliar ou prever os efeitos de
substancias tdxicas nos sistemas bioldgicos e examinar a toxicidade relativa das substancias
que sdo determinantes na avaliacdo do ambiente (BAROSA, 2003). S&o ensaios laboratoriais,
realizados em condi¢des especificas e controlados, utilizados para estimar o grau de toxicidade
de substancias e de compostos quimicos de amostras de material, tanto quanto, avaliar o efeito
dessas substancias sobre sistemas biologicos (COSTA et al., 2008). A toxicidade pode produzir
consequéncias diversas ao organismo teste, desde imobilidade, mortalidade, inibicdo da
reproducdo e diminuicdo do crescimento do organismo teste (ARRAES; LONGHIN, 2012).

Os organismos vivos se constituem excelentes referéncias para a avaliacdo da
toxicidade, sendo considerados bioindicadores de substancias contaminantes presentes no meio
em que estdo inseridos. Os autores utilizaram em seu ensaio toxicolégico o Allium cepa, um
vegetal, utilizado na avaliacdo das caracteristicas macroscopicas como, alteracdo de cor,
formato, tamanho da raiz, deformidade, como também microscépios, tais como alteracdes a
nivel celular e aberragfes cromossémicas (ARRAES; LONGHIN 2012).

Na pesquisa de Ihara, Pinho e Fillmann (2010), foi realizado o ensaio de toxicidade de
copépodos adultos de Acardia tonsa, com idade entre 30 e 40 dias, sob efeito da substancia

sulfato de zinco em diferentes concentragdes, sendo realizado o ensaio em triplicata. Os
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organismos vivos e mortos foram quantificados em 24 e 48 horas, sendo constatada a
mortalidade através da observacdo na lupa e observagdo da auséncia de movimentos. O ensaio
foi realizado visando também verificar alteracdes no potencial reprodutivo deste copepodo na
presenca da substancia teste.

Cunha (2011) realizou ensaios de toxicidade aguda analisando a taxa de mortalidade
dos nauplios de microcrustaceo Artemia salina e a taxa de germinacéo e crescimento da raiz de
sementes de alface Lactuca Sativa sob distintos tipos de efluentes, uma vez que a aplicacéo de
tratamentos de efluentes ndo ocasiona a total eliminacdo dos compostos toxicos presentes na

agua, submetida a tratamento.

3.4 Bioensaio de toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina

O teste de toxicidade contra a Artemia salina & um ensaio biolégico considerado como
uma das ferramentas mais utilizadas para a avaliacdo preliminar de toxicidade. Desta forma, a
espécie tem sido utilizada como um organismo alvo para detectar compostos bioativos em
extratos de plantas (ALVES et al., 2000). A técnica usada com o microcrustaceo, tem superado
amplamente o0 método com camundongos, em termos de sensibilidade, precisdo e simplicidade
(RODRIGUEZ et al., 2009).

A A. salina é um microcrustaceo de agua salgada da ordem Anostraca G. O. Sars, 1867,
muito utilizado como alimento vivo de peixes. Ele é bastante empregado em ensaios
toxicologicos pois é de facil manuseio, além disso, possui baixo custo, facil cultivo e obtencéo.
Destaca-se também pela rapidez na obtencdo dos resultados e por ndo exigir técnicas assépticas.
Esse organismo € utilizado em testes de toxicidade aguda devido a sua capacidade para formar
cistos dormentes (BUENO; PIOVEZAN, 2015). Diversos ensaios de toxicidade tém sido
realizados testando diferentes substancias, em Artemia sp. (FOGUEL, 2010).

O ensaio de letalidade em Artemia salina é largamente empregado obtendo-se a
concentracdo letal mediana (CL50), que é a dose necessaria para causar a morte de 50% de uma
amostra em estudo (BEDNARCZUK et al., 2010). De acordo com Meyer et al. (1982), existe
uma relacdo entre a toxicidade e a CL50 de extratos vegetais sobre a espécie, sendo que, quando
sdo encontrados valores de CL50 maiores que 1000 pg/mL e ndo é observada a morte de mais
de 50% de uma populacdo, estes extratos ndo sdo considerados toxicos. A letalidade desse

organismo tem sido utilizada para identificacdo de repostas bioldgicas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencédo da propolis

Amostras de extrato de prépolis de duas marcas (denominadas A e B) e tipos (extrato
de propolis alcodlico-EPAI e extrato de prépolis aquoso -EPAQ ) foram obtidas em farmécias
e lojas de produtos apicolas no municipio de Picos-Pl. Os estudos foram realizados no
Laborat6rio de Pesquisa Il da Universidade Federal do Piaui, Campus Senador Helvidio Nunes
de Barros (UFPI-CSHNB).

4.2 Andlise da rotulagem de extratos de prépolis comercial

Os rotulos foram analisados por meio da observacdo e comparacdo dos parametros
preconizados pela legislacdo vigente na Instrucdo Normativa N° 3, de 10 de janeiro de 2001
(BRASIL, 2001); na PORTARIA N° 6 de 25 de julho de 1985 (BRASIL, 1985) e segundo 0
Dossié Técnico Sistemas de Acondicionamento para a Propolis (DIAS, 2007).

Foi elaborado uma planilha de verificacdo da rotulagem, incluindo os seguintes dados:
parametro fisico-quimico — extrato seco minimo de 11% (m/v), propriedades medicamentosas,
denominacdo de venda — extrato de propolis, ingredientes, sugestdo de uso/modo de uso, SIF
(Selo de Inspecdo Federal ), acondicionamento/conteudo, informacédo nutricional, lote, data da
embalagem, data de validade, informac&o inddstria brasileira e informacgdes sobre o fornecedor
— logomarca da empresa, endereco completo e nimero no Cadastro Nacional de Pessoas
Juridicas CNPJ.

4.3 Preparacao dos extratos

Para a preparacdo dos extratos, seguiu-se a orientacdo do rotulo da embalagem, que
indicava 0 uso de 20 gotas dos extratos. Para padronizar esse volume foi realizado a
quantificacdo das gotas, com o auxilio de uma pipeta automatica, obtendo um volume médio
de 400 pl. A massa do extrato foi calculada a partir do % m/v presente no rotulo. Assim, foi
possivel determinar a concentracdo em ppm e fazer as diluicdes seriadas para determinar a

toxicidade.
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4.4 Avaliacéo da toxicidade frente a Artemia salina

O teste de toxicidade frente a Artemia salina foi realizado segundo o protocolo proposto
por Meyer et al. (1982) com modificagOes. Cistos de A. salina foram incubados por vinte e
quatro horas em solucdo de sal marinho sintético (30 g.L™) dentro de um recipiente de garrafa
plastica do tipo PET (politereftalato de etileno) equipado com um compartimento escuro e outro
com a recepcdo de luz artificial. A &gua foi mantida a temperatura ambiente, sob agitacdo e
aeracdo constante, por um periodo de quarenta e oito horas até a eclosdo das larvas. As
concentragdes dos extratos etandlicos e aquosos foram previamente preparadas em agua
salgada.

Uma solucédo estoque foi preparada para cada extrato (extrato de préopolis alcoolico -
EPAI e extrato de propolis aquoso - EPAQ) de ambas as marcas testadas (marcas A e B) e, a
partir dela, realizou-se diluicdes seriadas. Para os extratos alcodlicos (marcas A e B) utilizou-
se uma solucio estoque de 2200 pg.L * e, a partir dela, foram feitas diluigGes seriadas de 2200
a 68,7 ug.L -! e para os extratos aquosos (marcas A e B) foi preparada uma solucéo estoque de
3000 pg.L -* com diluigBes seriadas de 3000 a 46,875 pg.L . Com o auxilio de uma pipeta
Pasteur, as larvas de microcustaceos (n=10) foram transferidas para copos acrilicos contendo 3
mL das soluc¢des. Ocontrole foi feito apenas com agua salgada. Todos os testes foram realizados
em triplicata. Na Figura 1 esta descrito como foi realizado o ensaio de toxicidade dos extratos

de propolis frente a A. salina
4.5 Analise dos dados
O grau de toxicidade do extrato, alcodlico e aquoso, frente aos nauplios de A. salina foi

analisado determinando a CLso (concentragdo letal capaz de provocar a mortalidade de 50% dos

nauplios) atraves de regressdo linear utilizando o programa Microsoft Office Excel.
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Figura 1 — Esquema de preparacéo e realizagao do teste de toxicidade frente ao

microcrustaceo A. salina.

Aerador e lumindria por 48
- i
> horas
Agua salina sintética  Cistos de A. salina ~ . Separagio de 10
Eclosao de cistos L
1000 mL 03g nduplios por tubo
2200 1100 550 275 1375 687 C 3000 1500 750 375 187.5 93,75 46875 C
Ensaio em triplicata - extratos alcodlicos Ensaio em triplicata - extratos aquosos
(marca A e B) pg/mL. (marca A e B) pg/mL.

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas quatro amostras de propolis comercial de duas marcas distintas
(denominadas A e B) e tipos (extrato de propolis alcodlico-EPAI e extrato de propolis aquoso
-EPAQ), compradas em farmacias e lojas de produtos apicolas no municipio de Picos-Pl. Os
dados apresentados nas embalagens das amostras comerciais foram avaliados através da
legislacdo vigente na Instrucdo Normativa N° 3, de 10 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001); na
PORTARIA N° 6 de 25 de julho de 1985 (BRASIL, 1985) e segundo o Dossié Técnico Sistemas
de Acondicionamento para a Propolis (DIAS, 2007) e os resultados da analise estdo descritos
na Tabela 1.

Das amostras avaliadas de extrato alcoolico de propolis a grande maioria dos itens
verificados apresentaram resultados satisfatorios na analise da rotulagem. A amostra de EPAI
(marca A) ndo informou a porcentagem minima de extrato seco presente na amostra, segundo
a Instrucdo Normativa N° 3 Anexo VII, bem como ndo apresentou o item sugestdo/modo de
uso e nem data de embalagem, como sugerido pelo Dossié Técnico Sistemas de
Acondicionamento para a Prépolis. A amostra de EPAI (marca B) ndo apresentou o item
informacdo nutricional e data de embalagem como sugerido pela PORTARIA N° 6 de 25 de
julho de 1985.
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No que diz respeito aos extratos aquosos (EPAQ), para as mascas A e B houve
divergéncia no item referente a porcentagem minima de extrato seco, estando presente na marca
B e ausente na marca A, sendo este item obrigatério conforme preconiza a legislacdo
regulamentadora.

Todas as amostras de propolis, EPAI e EPAQ, ndo apresentaram a data de embalagem
do produto, sendo uma obrigatoriedade e o que configura falha na rotulagem desses produtos.

O selo de Inspecdo Federal (SIF) € um dos itens mais importantes no que se refere a
rotulagem, pois tem como premissa indicar que o produto esteve sob Inspecdo Federal. Foi
verificado em todas as embalagens das amostras de prépolis (Tabela 1), indicando
conformidade com a Instru¢cdo Normativa N° 3, PORTARIA n° 6 de 1985 bem como com o
Dossié Técnico.

A fiscalizagdo e posteriormente adverténcias aos fornecedores que ndo cumprirem com
as exigéncias, devera ser algo constante e severo, visto que a concorréncia podera ser desleal e
as informacdes contidas nos rotulos sdo as primeiras observagdes feitas pelo consumidor,
definindo a escolha dele por um determinado produto, que muitas das vezes ndo apresentara a

qualidade descrita, lesando o consumidor e os demais fornecedores (SOARES et al., 2017).

Tabela 1: Andlise da rotulagem das amostras prépolis vendida no comércio do municipio de

Picos-PlI.
Itens avaliados MarcaA MarcaB MarcaA  MarcaB
EPAI EPAI EPAq EPAq
Extrato seco min de 11% (m/v) N/C C N/C C
Propriedades medicamentosas (auséncia) C C C C
Denominacao de venda: Extrato de prépolis C C C C
Ingredientes C C C C
Sugestdo/modo de uso N/C C C C
Selo ISF C C C C
Acondicionamento/contetdo C C C C
Informacdo nutricional C N/C C C
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Lote C C C C
Data de embalagem N/C N/C N/C N/C
Data de Validade C C C C
Informacéo IndUstria Brasileira C C C C
Logo marca, endereco completo e CNPJ C C C C

C= Conforme; N/C= Nao conforme; EPAI- extrato de propolis alcodlico; EPAQ- extrato de propolis aquoso
Fonte: Elaborada pela autora (2022).

O teste de toxicidade utilizando o microcrustaceo A. salina consiste em um ensaio
biologico que foi utilizado para determinacdo da letalidade dos extratos. Este ensaio, alem de
se constituir um método simples e eficiente, é também de baixo custo e facil realizagéo.

O ensaio de toxicidade frente ao microcrustaceo A. salina foi realizado com quatro
amostras de extrato de propolis de duas marcas (A e B), pertencentes a dois tipos, alcoolico
(EPAI) e aquoso (EPAQ). Para o extrato alcodlico de propolis (marcas A e B) foram utilizadas
concentragBes de 2200, 1100, 550, 275, 137,5 e 68,7 ug. L, enquanto para os extratos aquosos
de propolis (marcas A e B) utilizou-se as concentra¢des de 3000, 1500, 750, 375, 187,5, 93,75
e 46,875 pg. L™ dissolvidas em agua salina artificial. O grupo controle foi realizado apenas

com agua salgada.

Figura 2 — Avaliacdo da toxicidade do extrato de propolis alcodlico e aquoso, utilizando o

ensaio de Artemia salina.

l! 4 i
Fonte: Elaborada pela autora (2022).
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Os cistos de A. salina foram incubados por um periodo de 48 horas (Figura 3). Apds a
eclosdo, foi transferido um total de 10 nauplios, com o auxilio de uma pipeta Pauster, para copos
de acrilico contento a solucdo dos extratos onde permaneceram por um periodo de 24 horas.

Apos o periodo de exposicdo dos nduplios de A. salina nas diferentes concentracdes dos
extratos de propolis, foi realizada a contagem dos individuos vivos e mortos. E, a partir desses

dados, foi calculado o percentual de mortalidade dos nauplios.

Figura 3 — Ecloséo de cistos de Artemia salina.

\ TMUIAN -

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

A partir da porcentagem de nauplios mortos obteve-se com o auxilio do programa Excel,
a correlacdo dos dados (entre as concentracoes utilizadas e os individuos da espécie A. salina
mortos) obtendo a reta de regressdo linear e gerar a equacdo da reta (y= ax+b). Assim, foi
possivel determinar a concentracdo letal capaz de causar a mortalidade de 50% dos nauplios
(CLso).

Meyer et al. (1982) demonstraram que um composto com valor de CLso< 1000 pg.L *
apresenta toxicidade para 0 microcrustaceo Artemia. salina, e se apresentar CLsg> 1000 pg.L -
1 é considerado atoxico. Para Amarante et al. (2011) os compostos podem ser classificados em
baixa toxicidade quando a CLso> 500 pg.L ** , moderada para 100 < CLso < 500 ug.L * e
muito toxico quando CLso < 100 pg.L * . Esses dados foram utilizados para avaliar se os
extratos de propolis testados neste estudo sdo toxicos ou nado.

A Tabela 2 demonstra a mortalidade de A. salina versus extratos de propolis do tipo

alcodlico das marcas A e B. Os resultados demonstraram que houve mortalidade de 100%,
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100%, 96,6%, 76,6%, 56,6% e 20% nas concentracGes de 2200, 1100, 550, 275, 137, 5 e 68, 7
ug.L 1, respectivamente, para o extrato da marca A e um percentual de mortalidade de 100%,
100%, 96,6%, 90%, 33,3% e 26,6% nas concentracGes de 2200, 1100, 550, 275, 137, 5 e 68, 7
ug.L 1, respectivamente, para o extrato da marca B. Observou-se uma correlagéo positiva entre
a concentracdo do extrato e a taxa de mortalidade, ou seja, quanto maior a concentragdo maior

¢ a taxa de mortalidade.

Tabela 2: Porcentagem de mortalidade de Artemia salina versus concentracdo de extrato

alcodlico de propolis.

Concentracdo | % Mortalidade EPAI | % Mortalidade EPAI
(ng.L 1) (marca A) (marca B)

2200 100 100
1100 100 100
550 96,6 96,6
275 76,6 90

137,5 56,6 33,3
68,7 20 26,6

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

As figuras 4 e 5 demonstram a equacdo da reta (y= ax+b) obtida através da reta de

correlag&o linear para célculo da CLso dos extratos alcoolicos (marca A e B).

Figura 4— Reta de regressdo obtida da correlacdo entre a concentracéo de extrato alcodlico de

propolis comercial marca A versus porcentagem de individuos da espécie A. salinas mortos.

100
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£
6 40 | .
=
3 20 [ ]
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0 100 200 300
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).
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Figura 5 - Reta de regressao obtida da correlagdo entre a concentracao de extrato alcodlico de

prépolis comercial marca B versus porcentagem de individuos da espécie A. salinas mortos.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

O extrato alcodlico da marca A apresentou CLso de 156,2 pg.L * e o da marca B de CLso
de 149, 7 pg.L * . Portanto, esses resultados demonstram que os extratos alcodlicos dessas
marcas vendidas no municipio de Picos apresentam toxicidade moderada (AMARANTE, et al.,
2011).

Os resultados da analise da toxicidade dos extratos de propolis do tipo aquoso (marcas
A e B) demonstram ndo serem toxicos nas concentracdes testadas, visto que, as amostras

apresentaram um valor para a CLso > 3000 ug.L * (Tabela 3).

Tabela 3: Porcentagem de mortalidade de Artemia salina versus concentracdo de extrato

aquoso de prépolis.

Concentracéao % Mortalidade % Mortalidade
(ng.L ) EPAqg (marca A) | EPAg (marca B)
3000 10 0
1500 6,6 0
750 13,3 3,3
375 10 3,3
187,5 6,6 0
93,75 3,3 0
46,875 0 10

Fonte: Elaborada pela autora (2022)
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Os extratos de propolis comercial podem ter um carater toxico para o ser humano
dependendo da concentragdo e da quantidade a ser consumida, com isso, mesmo sendo um
produto natural, € importante a realizacdo de ensaios de bioprospeccao de atividades bioldgicas
e de toxicidade, a fim de assegurar 0 uso seguro pelos consumidores.

Vale ressaltar a inexisténcia na literatura cientifica, de estudos que versem a respeito da
toxicidade de extratos de prépolis vendidos comercialmente frente A. salina. Ademais, a
rotulagem desses compostos carece de estudos mais refinados/detalhados. Portanto, cabe

ressaltar que este trabalho é o primeiro estudo com esse objetivo.
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6. CONCLUSAO

Das quatro amostras de prépolis comercial analisadas, as amostras de extrato alcodlico
e aquoso (marcas A e B), apresentaram algumas inconformidades a respeito da informacéo
presente na rotulagem. O Brasil, apesar de ser um dos maiores produtores apicolas do mundo,
ainda necessita de uma normativa mais detalhada para a propolis.

O teste do bioensaio com Artemia salina se mostrou um metodo de analise de toxicidade
eficaz nas amostras utilizadas no estudo. O grau de toxicidade dos exemplares de extrato de
prépolis comercial do tipo alcodlico usadas (marcas A e B) foi classificado como
moderadamente tdxico. Em contrapartida, as amostras de extrato de prépolis comercial do tipo
aquoso ndo apresentaram toxicidade.

Os resultados demonstram a importéancia das analises de toxicidade e rotulagem para a
determinacgéo da qualidade do extrato de prépolis comercial para que se tenha maior seguranca
no seu uso. O Piaui € um dos maiores produtores apicolas do Brasil, sendo favorecido pela
riqueza natural da vegetacdo presente no estado, bem como as condic6es climaticas propicias
para o desenvolvimento da apicultura. A atividade é desenvolvida principalmente pelas familias
que vivem no campo, se tornando uma fonte de renda para estas e consequentemente
melhorando a economia dessas comunidades rurais. O mel é o produto de maior visibilidade,
sendo os outros produtos da colmeia pouco explorados pelos apicultores.

O estado ainda carece de padronizacdo da analise da qualidade da propolis, sendo
necessario a criacdo de uma Instru¢cdo Normativa atualizada e detalhada para garantir uma
maior exceléncia do produto, desde as etapas de fabricacéo até a comercializa¢éo, em vista que
a legislacdo vigente se mostrou carente, assim como estudos acerca da toxicidade da propolis

comercial.
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