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RESUMO

A Loque Americana, ¢ causada pela bactéria anaerobia facultativa
Paenibacillus larvae, ¢ ¢ a mais grave das doencas que afecta as abelhas do género
Apis mellifera, em particular a criacdo. A propagacao da Loque Americana, ocorre
facilmente no maneio, através do material e equipamento apicola e pilhagem das
coldnias fracas ou mortas. Somente 10 esporos sdo necessarios para causar infec¢ao
em 24 horas, que pode ocorrer em qualquer época do ano, desde que, as coldnias
apresentem criacdo. A auséncia de tratamentos homologados e eficazes no controlo da
Loque Americana, compativeis com a producdo de mel, forgam a procura de
alternativas nos produtos naturais, face a proibi¢do no uso de antibioticos.

O objectivo deste estudo, ¢ avaliar in vivo a eficicia da aplicagdo de extractos
etanolicos de propolis (PEE), diluidos na alimentagdo artificial (solugdo acgucarada),
no controlo do numero de esporos contidos no mel.

O estudo foi implementado em colaboragdo com cinco entidades gestoras de
zonas controladas de doencas, as quais, instalaram um apiario experimental com
quinze colénias dispostas em trés grupos homogéneos de cinco, previamente
identificadas como contendo esporos de Paenibacillus larvae, mas assintomaticas.

Um grupo foi alimentado sé com solu¢ao agucarada, actuando como controlo,
e os outros dois foram alimentados com xarope contendo 6% de extracto etandlico de
propolis. Estes extractos foram obtidos por extrac¢do etandlica a 70% ou 96% durante
10 dias, 4 temperatura ambiente sobre uma placa de agitagdo, posteriormente filtrados
e levados a evaporagdo, até se obter uma massa similar a do mel. Os extractos foram
dissolvidos em etanol a 96% para uma concentragdo de 10%, resultando no extracto
etanolico de propolis (PEE) inicial. A evolucdo dos esporos foi avaliada em amostras
de mel recolhidas junto da criacdo nos dias 0, 21, 42 e 84 apds a aplicagdo dos
xaropes. A andlise foi realizada por crescimento das bactérias em meio MYPGP
s6lido, contendo acido naladixico e pipemidico, e as placas incubadas a 37 °C durante
3-4 dias. Apos a contagem de colonias, o resultado foi expresso em Unidades
Formadoras de Colonias (UFC). A confirmagdo de bactérias P.larvae foi realizada por
PCR com primers baseados em partes especificas do seu gene 16SrDNA.

A caracterizacdo quimica dos extractos etanodlicos de propolis foi efectuada




para o teor de residuo seco, ceras, flavonas, flavanonas e perfil fenolico. A andlise
permitiu a identificagdo dos compostos fendlicos caracteristicos das zonas
temperadas, em que, a origem botanica ¢ o Populus spp. Os extractos etandlicos a
70% sdo os que possuem a menor quantidade de compostos fendlicos, mas maior
poder redutor e capacidade bloqueadora de radicais livres. A irregulariedade de
esporos nas condi¢des de estudo e nos periodos de amostragem ndo comprova a

eficacia da propolis contra o Paenibacillus larvae.

Keywords: Loque Americana, Extracto etanolico de propolis, Paenibacillus Larvae, Zonas
Controladas.
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ABSTRACT

The American foulbrood is caused by anaerobic facultative bacteria
Paenibacillus larvae, and it is the most serious diseases affecting the bees of the
genus Apis mellifera, in particular the breeding. The spread of American Foulbrood,
occurs easily through the management, material and beekeeping equipment and with
robbery of weak or dead colonies. Only 10 spores are needed to cause infection in 24
hours, which can occur at any time of year, since the colonies have breeding. The
current lack of approved and effective treatments for controlling American Foulbrood,
consistent with honey production, stretch the researchers for alternatives in natural
products, considering the prohibition on the use of antibiotics.

The objective of this study is to evaluate the effectiveness in vivo of propolis
ethanol extract (PEE) application, diluted in artificial feeding (sugar solution), in
controlling the number of spores present in honey.

The study was implemented in collaboration with five institutions responsible
for controlled areas by management, which installed an experimental apiary with
fifteen colonies, arranged in three homogeneous groups of five, previously identified
as containing Paenibacillus larvae, but assymptomatic. One group was fed only with
sugar solution, as the control group, and the other two where fed with syrup
containing 6% of ethanol extract of propolis. This extract was obtained by ethanol
extraction 70% or 96% for 10 days at room temperature under agitation, then filtered
and taken to evaporation, until a mass similar to honey. The extracts were dissolved in
96% ethanol for a concentration of 10%, resulting in the initially ethanol extract of
propolis (PEE). The evolution of the spores was assessed in samples of honey
collected after application of syrups on days 0, 21, 42 and 84. The analysis was
performed by growing the bacteria in solid medium MYPGP, with acid naladixic and
pipemidic, and the plates were incubated at 37 °C for 3-4 days. After counting the
bacteria, the results were expressed as Colony Forming Units (CFU). Confirmation of
P.larvae bacteria was performed by PCR with primers based on specific parts of its
gene 16SrDNA.

The chemical characterization of propolis ethanol extract was performed in
tenor of dry residue, waxes, flavones, flavanones and phenolic profile. The results

allowed the identification of the phenolic compounds characteristic of the temperate
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zone, where the botanical origin is the Populus spp. The ethanolic extracts at 70%
present fewer phenolic compounds, but higher reducing power and radical scavenning
effect. The irregular number of spores under the conditions of study and sampling

periods do not confirm the effectiveness of propolis against Paenibacillus larvae.

Keywords: American Foulbrood, Propolis Ethanolic Extract, Paenibacillus larvae, Controlled Areas.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO




A Loque Americana ¢ uma doenga das abelhas causada pela bacteria Gram
positiva Paenibacillus Larvae, que afecta em particular a criagdao e conduz a morte da
coldnia, contribuindo para o descontentamento dos apicultores portugueses face aos
prejuizos que a mesma acarreta, com maior repercussao em regides himidas propicias
a sua proliferacao.

A disseminagdo desta doenca ¢ facilmente negligenciada durante a actividade
apicola pois uma colonia apesar de estar contaminada podera ainda ndo evidenciar os
sintomas visiveis para o apicultor (assimtomatica), pelo que, a sua propagagao pode
ocorrer com alguma facilidade através dos utensilios apicolas, desdobramentos,
captura de enxames, pilhagem, transumancia, madeiras, mel e cera. Actualmente,
dada a elevada resisténcia dos esporos a tratamentos quimicos e temperatura, a forma
mais eficaz de controlo desta doenga passa pela incineragdo da coldnia, com graves
prejuizos para o apicultor.

Nao serd também de desprezar que a consciencializacdo da impossibilidade de
aplicagdo de antibioticos, por questdes legais nacionais e comunitarias relacionadas
com a isen¢do de residuos no mel, possa estar relacionada com o surgimento de um
maior niumero de casos.

Recentemente, alguns trabalhos de investiga¢do internacionais de avaliagdo
das propriedades de produtos apicolas, reconheceram que a propolis, uma mistura de
resinas, cera, mel e poélen que as abelhas recolhem para revestir os favos de criagdo,
tapar buracos e fendas da colmeia ou para embalsamar intrusos, apresenta também
capacidade de controlar os niveis de esporos do Bacillus Paenibacillus Larvae
presentes nas colonias de abelhas [1], desde que os niveis de contaminagdo ndo sejam
criticos. Os investigadores verificaram que a aplicacdo de extractos etandlicos de
propolis in vitro [2] e in vivo [3,4], promove a inibicdo de bactérias Gram-positivas.
Nesse sentido, e face ao grau de incidéncia da Loque Americana na apicultura
nacional foi objectivo do presente trabalho realizar o estudo de avaliacdo in vivo da

eficacia da propolis de Portugal no controlo da Loque Americana.




1.1 - Loque Americana

A origem do nome comum “Loque Americana”, deve-se a sua identificdo por
um americano [5]. Esta doenga ¢ causada pela bactéria Paenibacillus larvae, subsp
larvae, e é a mais grave das doencas que afectam as abelhas do género Apis mellifera
[5-7]. E uma bactéria anaerdbia facultativa com capacidade de formar enddsporos
muito distintos. Enquanto que grande parte dos esporos de Bacillus possuem 4-5
camadas de proteccdo, os esporos de Paenibacillus larvae contém sete camadas de
protec¢do, conferindo-lhes viabilidade de pelo menos 35-50 anos [7,8]. A bactéria
existe em duas formas: a fase de esporos e a fase vegetativa, que consiste numa
delgada haste em forma de células bacterianas. A forma vegetativa apresenta

Sum*0,5-0,8um e os esporos 1,3um*0,6um, como se pode constatar na figura 1 [5].

Figura 1 - Imagem microscopica dos esporos de Paenibacillus larvae [9].

Somente a fase de esporos € contagiosa para as abelhas [10], em particular
para as jovens larvas mais susceptiveis a infec¢ao, sendo que, o numero de esporos de
Paenibacillus larvae para causar infeccdo nas larvas mais velhas ¢ superior. As
caracteristicas das cepas ¢ outro factor que contribui de forma significativa para a
relacdo entre o nivel de esporos e o grau de infecg¢do [5]. Ao contrario da maioria das
bactérias os esporos sdo muito resistentes ao calor extremo, frio e produtos quimicos e
podem permanecer viaveis nos favos, mel, material lenhoso, mesmo nas colmeias
abandonadas, capaz de provocar a re-infeccdo, por um periodo muito longo,
certamente décadas [1,10]. A Loque Americana pode ocorrer em qualquer época do
ano, desde que, as colonias apresentem criagdo. Geralmente as colonias infectadas

acabam por morrer [1]. Os esporos sdo frequentemente transmitidos as abelhas




adultas durante a limpeza de células contendo larvas infectadas, as quais irdo
transmitir os esporos as larvas através da alimentagdo. Uma vez nas larvas, a bactéria
desenvolve-se e multiplica-se originando a morte do hospedeiro. Quando estas
abelhas comegam a alimentar as larvas, somente 10 esporos sdo suficientes para
causar uma infec¢do em 24 horas [1,5].

As abelhas amas podem reconhecer as larvas infectadas, e remové-las dos
alvéolos antes ou depois da operculacdo. Se a larva morrer depois de a célula ser
operculada, a cera da operculagdo fica humida, escura e concava. Nesta fase, se
utilizarmos um palito e perfurarmos o alvéolo, os restos da larva sdo retirados
mediante um liquido semi-liquido, viscoso e de cor castanha (Figura 2) [1], o que
permite o seu facil reconhecimento. Adicionalmente, a célula das larvas mortas ira
criar espacgos vazios entre a criacdo (criagdo em mosaico) permitindo também a sua

identificacdo.

Figura 2 - Identificacdo de campo da Loque Americana.

1.1.1 - Tratamentos

Em Portugal e nos paises comunitarios ndo existe actualmente um tratamento
homologado e eficaz para o controlo da Loque Americana, compativel com a
producdo de mel.

De acordo com a legislagdo europeia (Regulamento CEE 2377/90) o uso de
antibioticos € impraticavel na apicultura pois qualquer presenga de residuos no mel
impede a sua comercializagdo. Além disso, ndo ha limites maximos de residuos
(LMR), de tetraciclinas, sulfonamidas ou outros antibidticos estabelecidos para o mel,
de acordo com os regulamentos da Comunidade Europeia. Apenas em casos

excepcionais, a Direc¢do Geral de Veterinaria pode autorizar na profilaxia da doenga




o emprego de uma formulag¢do antibidtica registada para uso veterindrio (Figura 3)
isoladamente ou em associagdo com tratamentos alternativos [11]. No entanto a
recomendacao actual das entidades responsaveis passa pela erradicacdo das colmeias
sintomaticas, por incineragdo (Figura 4).

Em paises, como os EUA, Canadd e Argentina, os tratamentos com
antibioticos sdo permitidos, considerando-se um procedimento de rotina para evitar
focos de Loque Americana [5]. No mercado americano existem trés formulagdes de
Terramicina (TM25, TM50D e TM100D) registadas para uso na prevengao da Loque
Americana [12], no entanto, sempre que o uso de antibidticos seja autorizado, a sua
aplicagdo ndo deve ser efectuada em colonias que visem a produgdo para consumo

humano [12].
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Perante a auséncia de produtos quimicos compativeis com a actividade apicola
e o seu efeito prejurativo na satide humana, a comunidade cientifica procura
alternativas viaveis em métodos e produtos naturais, que permitam controlar a doenga
e a sua proliferagdo.

O “Shaking Method”, ¢ um método biotecnoldgico aplicado ao enxame em
casos de incidéncia significativa da doenca. Este consiste em transferir as abelhas de
uma colonia sintomatica para outra colmeia, totalmente desinfectada e com quadros
isentos de cera. Apos alguns dias, em que as abelhas vao consumindo o mel infectado
presente no sistema digestivo, os favos entretanto construidos sdo removidos,
eliminando-se assim o0s esporos provenientes da colonia inicial. Este método reduz o
nimero de esporos e evita a incidéncia de residuos no mel e cera [10,13]. As

desvantagens principais residem no maneio exaustivo € no impacto monetario que




acarreta [13], ndo garantindo uma eficacia completa. O recurso a 6leos essencias,
como o de canela, é outra das alternativas naturais para manter baixos os niveis de
esporos na colonia [11,13].

Em relagdo a aplicagdo de antibioticos os mesmos podem surtir algum efeito
sobre a bactéria mas também podem mascarar a doenca e contribuir para a sua
disseminagdo pois ndo apresentam efeito sobre os esporos [14].

Para a desinfeccdo do material contaminado estdo descritas na literatura
diversas alternativas. O método mais comum no seio dos apicultores, e que nao
acarreta tantos prejuizos aquando da incidéncia de Loque Americana nas coldnias ¢ a
desinfeccdo do material em soda cdustica a temperaturas elevadas e/ou desinfec¢ao
com chama. [12]

A irradiagdo do material apicola é outra alternativa eficaz para matar os
esporos da Loque Americana. Os raios gama penetram nas células e rompem as
cadeias de DNA, afectando o crescimento bacteriano que ndo podera ocorrer. E um
tratamento isento de residuos que permite a reutilizacdo imediata de todo o material
apicola e equipamento [15].

A aplicacdo dos referidos métodos aos enxames € ao material apicola ndo
garante ainda um controlo satisfatorio na apicultura mundial, perante a facilidade de
propaga¢do da doenga, sendo por isso a solucdo mais viavel e satisfatoria a curto
prazo a destruicdo de todo o material infectado, mas com um custo muito elevado

[11,16].
1.1.2 - Maneio apicola

A incineracdo da colonia apresenta um impacto econoémico muito elevado para
a maioria dos apicultores causando o descontentamento e inflacionando os custos da
actividade apicola das exploragdes. Apesar disso e da importincia da Loque
Americana entre as doencas das abelhas, ndo existem actualmente métodos que
permitam detecta-la precocemente [7]. Deste modo, € ao apicultor que cabe o 6nus de
reduzir os custos através da op¢do de medidas de maneio preventivo, constantes,
evitando a proliferacdo e reduzindo os niveis de contaminagao.

Algumas das opera¢des de maneio apicola a implementar passam por: (i)
verificar a sintomatologia das colonias duas vezes por ano durante a primavera e

outono; (ii) organizar as colmeias no apidrio de modo a que deriva das abelhas seja




reduzida, ao minimo; (iii) substituir anualmente quadros de criacdo com cera e
quadros desinfectados; (iv) recusar enxames de origem desconhecida; (v) ndo
transferir quadros entre coldnias ou dividir colonias, sem que antes se verifique com
cuidado os sintomas da Loque Americana; (vi) ndo alimentar as abelhas com mel ou
polen de uma fonte desconhecida. No que se refere ao material deve-se evitar adquirir
material velho, pois pode estar infectado, e eliminar todo o material apicola
contaminado, desinfectando todos os utensilios com fogo, alcool ou soda cdustica
[10]. A remocao de coldnias fracas ou mortas no apiario ¢ uma operagao a realizar
logo que seja detectada a Loque Americana, de forma a evitar a pilhagem e

consequentemente a proliferagdao da contaminagao.
1.2 - Propolis

A propolis ¢ uma combinacdo de substancias resinosas e balsdmicas de
consisténcia viscosa e cor escura [17] que € coletada pelas abelhas a partir de
rebentos, cascas de arvores [18], flores e exsudados [19], e transportada para o
interior da colméia, onde ¢ modificada pelas abelhas com adi¢dao de ceras, polen e
secregoes salivares. O termo propolis deriva do Grego “pro” (em defesa de) e “polis”
(cidade ou comunidade), isto €, substancia em defesa da coldonia [17,20].

As abelhas utilizam a propolis para diversas finalidades na colmeia, tais como
proteger o seu interior, para desinfeccdo dos favos, preencher fendas, reduzir o
tamanho das entradas, como isolante térmico e consolidagdo dos componentes
estruturais [17,19]. A propolis € também usada para embalsamar os corpos de
predadores (besouros, roedores, pequenos lagartos) que entram na colméia, mas que
as abelhas ndo conseguem transportar para o exterior da colmeia, impedindo desta
forma a sua decomposicao e putrefagao [17,19,21].

Devido a variabilidade dos factores envolvidos na producao da propolis, € de
esperar que as propriedades fisico-quimicas sejam varidveis reflectindo-se na sua
actividade e nas propriedades farmacologicas. E por isso importante conhecer a sua

composi¢ao e identificar os constituintes responsaveis pelos seus efeitos [1].




1.2.1 - Origem botanica

A prépolis € colectada nas folhas e caules de praticamente qualquer fonte
vegetal abundante na area envolvente da colmeia, seja de choupo, eucalipto, pinheiro,
castanheiro, carvalho, betula, salgueiro e demais existentes. Nas zonas temperadas, a
resina da propolis vem principalmente do exsudato de botdes florais de alamo de
choupos pertencentes ao género Populus spp. Nas areas mais tropicais a propolis ¢é
obtida a partir de outras plantas [22]. O propolis verde do Brasil ¢ internacionalmente
reconhecido pela sua composicao particular resultante da recolha de resinas a partir de
folhas de algumas espécies de Baccharis dracunculifolia, Araucaria e Eucalyptus
[23], enquanto a recolha na Venezuela e Cuba recai em plantas resinosas do género
Clusia, originando uma prépolis vermelha. No Canada estd descrito que as abelhas
sdo capazes de encontrar outras fontes vegetais de propolis na auséncia da sua fonte
preferida P. nigra L, nas regides do norte da América do Norte [24]. Essas fontes
foram identificadas como P. trichocarpa (Sec. Tacamahaca) e P. tremuloides [24].
Na zona Norte da Russia a recolha ¢ efectuada a partir de botdes de bétula (Betula
verrucosa) ¢ P.tremula [25]. Na Turquia a prépolis provém de Populus sp.,
Eucalyptus sp. e Castanea sativa [26]. J& em zonas Mediterranicas como Portugal os
choupos ¢ as folhas de Cistus spp. sdo as duas espécies maioritarias descritas como
fontes de resina. Esta diversidade de origem floral, reflecte-se na complexidade da
composicao da propolis, mas por outro lado serve como marcador da origem botanica
e geografica [22]. Em situacdes extremas de auséncia de substancias resinosas, as
abelhas recorrem inclusivé a captagdo de tintas, alcatrdo das estradas e 6leos minerais
para o interior da colmeia que podem colocar em divida o uso farmacolégico da

prépolis [17].
1.2.2 — Composi¢ao

A composicao da propolis varia qualitativa e quantitativamente de acordo com
a origem geografica, botanica, época de colheita e até mesmo a hora do dia em que as
abelhas recolhem a resina [27]. Os componentes principais sdo resinas ¢ balsamos,
com um elevado teor (£50%) em compostos fenolicos (flavondides, acidos fendlicos e
ésteres), um conteudo variavel em ceras (7,5-35%), 6leos essenciais (10%), pdlen

(5%) e outras substancias (4,4-19,5%). Adicionalmente, poderd também encontrar-se




pequenas quantidades de terpenos, taninos e secre¢des das glandulas salivares das
abelhas, assim como, possiveis contaminantes.

A maioria dos estudos que se encontram na literatura ndo pretendem
determinar a composi¢do quimica da prépolis, mas principalmente identificar os
componentes activos da prépolis incluindo, as flavonas, flavonoéis, flavanonas e di-
hidroflavonoéis.de interesse, em particular os flavonoides [22]. Actualmente mais de
300 compostos, entre os quais, polifendis, terpenoides, esteroides, agucares € amino
acidos foram detectados na propolis [27]. Em particular, na propolis portuguesa foram
identificados 37 compostos fendlicos, incluindo acidos fendlicos e flavonodides
caracteristicos de zonas temperadas, mas também varios compostos nunca referidos
noutras amostras [28].0s flavonois crisina e apigenina, ¢ a flavanona naringenina sao
os compostos predominantes em amostras de propolis Turco [28]. J& na prépolis da
Anatolia, flavonodides como a pinocembrina, quercetina, naringenina, galangina e
crisina foram os principais compostos identificados. Em amostras de Teerdo as
flavanonas como a pinobanksina, acetato 3-O-pinobanksina, pinocembrina e flavonas
como a crisina e galangina sdo os componentes principais [29]. Nas regides tropicais,
como o Brasil, onde a propolis provém de outras fontes vegetais, como a Araucaria,
Baccharis e Eucalyptus, a composicdo das amostras ¢ totalmente distinta das zonas
temperadas, encontrando-se os flavondides em pequenas quantidades. Nestas
amostras os principais compostos bioactivos sdo essencialmente acidos fenolicos,

terpenoides especificos e derivados prenilados [23].
1.2.3 - Aplicagdes

A utilizacdo da propolis remete a antiguidade, introduzida nos remédios da
medicina popular em muitas partes do mundo [19]. Os primeiros registos da utilizagdo
da propolis envolveram o seu uso na mumificagdo dos antigos egipcios, no tratamento
de infec¢des e inchagos pelos Assirios. Mais tarde os gregos antigos, especialmente
Aristoteles, Dioscorides e Hipocrates, descreveram a utilidade medicinal da propolis
em cicatrizagOes internas e externas [30].

Actualmente, ¢ um produto natural de extraordinario interesse no campo da
medicina humana, veterinaria [31] e na industria farmacéutica [22]. Encontra-se na
composi¢ao de produtos farmacéuticos e cosméticos, como em cremes anti-acne,

cremes faciais, pomadas, logcdes e solugdes [19], particularmente devido & sua




composi¢ao fendlica. Na literatura pode-se encontrar uma enorme variedade de
resultados descrevendo as inUimeras actividades biologicas  observadas
experimentalmente in vitro [5] e in vivo [3,4], incluindo antibacteriana, antifingica,
antioxidante, antiviral [20,26-29,32-42], dermatologica, odontologica, ortopédica
[19], antibiotica, antitumoral [43], hipotensiva, cicatrizante, anestésica, anti-HIV [44],
na prevencdo de diabetes [45], cancro, disfun¢des cardiovasculares, tratamento de
inflamagdes [28], na luta contra a Leishmaniose [23,46,47] e regeneradora de tecidos
através de aplicagdes topicas que ¢ um dos seus usos mais populares no presente [48].

Muito recentemente surgiu na literatura a exploracdo da actividade anti-
microbiana da propolis ao nivel do controlo da infeccdo de coldnias de abelhas
meliferas por Loque Americana. Os resultados obtidos com extractos de propolis
apresentaram in vitro um efeito inibidor do crescimento dos esporos, verificando-se
uma variacdo das performances consoante a proveniéncia do propolis. Ao nivel dos
ensaios de campo verificou-se que a dosagem mais adequada para aplicacdo do
extracto etanolico de propolis serd de um xarope de 2:1 aglcar/dgua com uma
concentragdo em extracto de 6%. A aplicagdo sobre a forma de alimento, ap6s a época
de cresta, mostrou-se mais eficiente do que a pulverizacao sobre as abelhas, reduzindo

os niveis de infestacdo de 100% para 0% ao final de 85 dias apos a aplicagdo [3-5].

1.3 - Objectivos

O presente estudo pretende avaliar, in vivo, a eficacia, da aplicagdo de xaropes
contendo extractos etanolicos de propolis Portugués (PEE), no controlo dos niveis de
esporos de Paenibacillus larvae, em colonias doentes mas assintomaticas

O trabalho tem como base os resultados reportados in vitro e in vivo pela
comunidade cientifica [3-5], os quais se pretendem reproduzir nas condig¢des
edafoclimaticas regionais Portuguesas. A eficiéncia dos tratamentos com propolis sera
avaliada pela determina¢do do nimero de esporos de Paenibacillus larvae contidos no
mel, determinado por crescimento das bactérias num meio selectivo e confirmando-se
a identidade das bactérias por técnicas de biologia molecular, PCR. Os xaropes a
aplicar nas colonias serdo preparados com extractos de propolis obtidos em diferentes
condigdes de extraccdo. Estes extractos serdo caracterizados ao nivel da sua

composi¢do em ceras, residuo seco e em particular na sua composi¢do fendlica. Sera
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ainda avaliada a actividade bioldgica dos extractos em termos do poder redutor e

capacidade de bloqueamento de radicais livres.
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Capitulo 2 - Material e métodos

Neste capitulo faz-se a descricdo dos materiais e procedimentos utilizados ao
longo do trabalho. Esta descrigdo estd organizada conforme as operagdes se reportam

a trabalhos de campo ou de execucao laboratorial.

2.1 - Procedimentos de campo

A execucdo do estudo no campo inclui a recolha de amostras de mel
provenientes de apidrios com colonias assintomaticas, pré-seleccionadas e
identificadas  pelas  diversas equipas técnicas de cada uma das
Associagoes/Cooperativas de apicultores. Apds a analise das amostras e com base na
vitalidade, sintomatologia e nimero de esporos, procedeu-se a instalacdo dos apiarios
experimentais com 15 coldnias da pré-seleccdo, distribuidas por trés grupos
homogéneos. Depois da instalacdo, cada grupo foi sujeito ao tratamento apropriado
com alimentagao artificial contendo extracto de propolis. A avaliacdo sintomatologica
de cada coldnia foi efectuada ao longo do tempo a medida que se recolhiam amostras
de mel e se procedia a quantificacdo de esporos para avaliar a eficacia dos extractos

etandlicos de propolis na inibi¢ao do Paenibacillus larvae.
2.1.1 - Amostragem

A recolha de amostras ocorreu em duas fases, a primeira com vista a pré-
seleccao de coldnias para o ensaio, e a segunda apos a aplicacdo dos tratamentos para
avaliagdo da sua eficiéncia. Para a seleccdo das colonias a integrar nos ensaio, foi
necessario recolher amostras de mel, em colonias situadas em apiarios onde foram
registados casos sintomaticos de Loque Americana nos ultimos dois anos. Para a
seleccdo destes apidrios foram seguidas as orientagdes das entidades gestoras das
zonas controladas ¢ da Direc¢do Geral de Veterinaria, considerada a sua localizacao
no territdrio nacional, mas também o interesse demonstrado pelas entidades gestoras
para a realizag¢do dos ensaios de campo.

As zonas controladas de doencas sdo areas geograficas reconhecidas pelo
director geral de veterindria, geridas por organizagdes de apicultores legalmente
constituidas, e desde que estas organizagdes integrem um numero de apicultores igual
ou superior a 60% dos registados naquela area geografica, ou que, representem 60%

do total das colmeias existentes nessa area. Os apicultores cujos apiarios estejam
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implantados nestas zonas controladas sdo obrigados as disposi¢des do Decreto-Lei n°
203/2005, Art° 13°, ponto 1.

A recolha de mel, cerca de 80 gramas foi realizada nos quadros de criagao de
colonias sem sintomas visiveis de doenga, e utilizando material descartavel ou

desinfectado para cada recolha, figura 5.

Figura 5 - Amostragem de colénias assimtomaticas.

As amostras foram conservadas no frio até envio ao laboratorio para
quantifica¢do dos esporos de P. Larvae. Para a avaliagao do nivel de esporos ao longo
do tempo foram recolhidas amostras de mel em todas as coldnias no dia de aplicacao
dos tratamentos e repetido 21, 42 e 84 dias ap6s a primeira aplicacdo. Esta recolha foi
executada como descrito anteriormente.

Neste trabalho colaboraram a Apilegre, a Associacdo dos Apicultores da
Regido de Leiria, a Associagdo dos Apicultores do Parque Natural de Montesinho, a
Cooperativa Agricola de Boticas e a Montimel, entidades gestoras das “Zonas

Controladas”, identificadas na figura 6.

Legenda:
AAPNM
Apilegre
Capolib
Leiria

Montimel

Figura 6 - Localizagdo geografica das zonas controladas colaborantes.
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2.1.2 — Vitalidade

Durante o processo de seleccdo das colonias, mas também ao longo da
execucdo do trabalho foi necessario avaliar a presenga de sintomas da doenca e a
vitalidade da coldnia.

A identificacdo sintomatoldgica de cada coldnia passou por identificar in situ
os sintomas caracteristicos da Loque Americana como a concavidade e cor da cera
dos opérculos, o odor a cola de sapateiro, a criagdo em mosaico e a realizagao do teste
com um palito para avaliacdo da presenga de larvas decompostas com filamento
viscoso, como se pode constactar na figura 5. A presenga de sintomas de Loque
Americana determinara a exclusdo da colénia do estudo.

A vitalidade, foi calculada através da avaliagdo da quantidade de abelhas
adultas e de criagdo, considerando-se para o efeito a inspecc¢ao dos quadros 2,4, 6 ¢ 8.
Em cada um destes quadros, foi identificado o grau de cobertura por abelhas/criagdo
para uma das faces, atribuindo-se um valor de 0 (0%) a 4 (100%) e aplicando-se a

formula seguinte:
Vitalidade = (E A+ E C)x 5

sendo que A corresponde ao valor atribuido para a cobertura de cada face por abelhas
adultas e C corresponde ao valor atribuido para a cobertura de cada face por criagdo.

A vitalidade das colénias determinard a disposi¢do nos grupos a instalar.
2.1.3 - Instalagdo de apidrios experimentais

Em cada uma das zonas controladas colaboradoras foi instalado um apiario
experimental para o estudo da eficiéncia dos extractos de prépolis no controlo da
Loque Americana. A localizagdo do apiario foi definida pela entidade gestora da
respectiva zona controlada. Cada um dos apiarios experimentais foi constituido por 15
coldnias assintomaticas dispostas em trés grupos de 5 coldnias de acordo com a
avaliagdo sintomatologica, vitalidade e quantificagdo de esporos. Dois grupos sio
para avaliar a eficacia dos extratos etandlicos de propolis obtidos a 96% e 70% e o
terceiro funcionando como controlo. Os respectivos apidrios foram identificados pela

colocacdo de uma placa mencionando as entidades colaboradoras e financiadora.
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2.1.4 - Aplicagdo dos extratos etanolicos de propolis

A aplicagdo dos extractos de propolis nas coldnias foi efectuada através da
alimentagdo. Para tal foi preparada uma solu¢do agucarada na propor¢ao de 2:1
(agucar/agua) e adicionada uma solugcdo de extracto etanolico de propolis (ver
adiante) PEE, para uma concentracdo final de 6% de PEE. O xarope foi
disponibilizado a cada uma das coldnias dos grupos 1 e 2 através de um alimentador
com capacidade de um litro, colocado sobre o ninho da colmeia, figura 7. A aplicacdo
dos xaropes foi efectuada com extractos etanolicos de propolis obtidos a 96% e 70%
[4]. No grupo 1 colocou-se extracto etanodlico resultante da extrac¢do com etanol a
96% e para o grupo 2, 70%. No grupo de controlo foi colocada solugdo agucarada
isenta de qualquer extracto etandlico de propolis. O alimento foi colocado no
alimentador dependendo da capacidade de consumo da coldnia, até se atingir 2 litros.
A aplicagdo ndo foi repetida, e ocorreu em ¢épocas diferentes conforme a

disponibilidade dos apiarios experimentais.

Figura 7 - Aplicacdo da alimentacao artificial.

2.2 - Procedimentos laboratoriais

Laboratorialmente o estudo incidiu numa primeira fase na optimizacido da
metodologia de crescimento, quantificacdo de esporos e confirmag¢do do Bacillus
Paenibacillus larvae por PCR. Estes trabalhos foram da responsabilidade do Instituto
de Biotecnologia e Bioengenharia da Universidade do Minho [49]. Numa segunda
fase procedeu-se a preparacao dos extractos etanolicos de propolis e avaliagdo da sua
composi¢ao, em termos do residuo seco, teor em ceras, fenodis totais, perfil fenolico,
flavonois e flavonas, flavanonas e di-hidroflavonois.

Finalmente, foi avaliado o poder redutor e a capacidade bloqueadora de

radicais livres, duas propriedades descritivas da actividade bioldgica dos extratos.
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2.2.1 - Optimizacao da metodologia de crescimento e quantificagdo de esporos

Para a avaliagdo correcta do Paenibacillus larvae foi necessario realizar uma
optimizacao das condi¢des de cultura mais adequadas ao crescimento, recorrendo-se a
amostras de mel contaminadas. A recolha destas amostras foi efectuada
especificamente num quadro de criagdo de uma colénia com os sintomas
caracteristicos de Loque Americana, ou seja, sintomatica. Foram retirados deste
quadro trés amostras de mel e submetidas a diferentes condigdes experimentais,
nomeadamente diferentes meios de cultura, adicdo de antibidticos de supressdo,
tempo de incubacdo para a activagdo dos esporos, factores de dilui¢do do mel e
condi¢des de centrifugacdo. Foram utilizados os meios de cultura J-agar, MYPGP e
PLA e avaliada a adi¢do dos antibidticos acido nalidixico e 4acido pipemidico.

As amostras de mel foram previamente diluidas e filtradas, sujeitas a um
processo de centrifugacdo para libertacdo dos esporos e a um aquecimento a 80°C
para activagdo dos esporos. O crescimento das bactérias foi efectuado no estado
solido, em quintuplicado, realizando a contagem das coldnias apds 2-4 dias de
crescimento a 37°C.

Nesta fase de optimizacdo, verificou-se a necessidade de diferenciar as
coldnias de bactérias correspondentes ao bacillus Paenibacillus larvae em anélise, de
outras bactérias ndo patogénicas presentes nas amostras de mel. A necessidade desta
identificacdo tornou-se ainda mais evidente pelo facto do teste da catalase (utilizado
frequentemente para identificacdo de P. larvae larvae, uma bactéria catalase-
negativa) ter dado positivo para todas as coldnias desenvolvidas nas amostras de mel
analisadas nesta fase. Este método, apesar de usado na despistagem, tem sido alvo de
discussdo dado que foram descritas outras estirpes desta bactéria com reacgdes
positivas no teste da catalase, como a P. larvae pulvifaciens, também ela letal para as

abelhas.

2.2.2 - Confirmagao do Paenibacillus larvae por PCR

A confirmagdo do bacillus foi realizada através do desenvolvimento de
primers especificos a partir de partes do gene 16StDNA de Paenibacillus larvae. Com
este objectivo foi feito o alinhamento e mapeamento da zona conservada e da zona
aleatoria deste gene, comparando-o com outros genes 16SrDNA das espécies

Paenibacillus (P. larvae, P. larvae pulvifaciens, P. alvei), e a espécie ndo patogénica
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Bacillus subtilis. Os primers foram desenhados para que os produtos de PCR so6
surjam quando o gene 16SrDNA do P. Larvae estd presente. Estes primers ndo tém
homologia com o mesmo gene das espécies P. Alvei ou B. subtilis

O PCR foi realizado directamente nas colonias de Paenibacillus larvae das
placas, em detrimento do isolamento prévio do DNA gendmico da cultura, seguindo
um protocolo apropriado. Apds a abertura das células recolheu-se 2 pL do
sobrenadante, adicionando-se 4 mistura de PCR e aplicou-se o programa de

temperaturas para a reacgao.
2.2.3 - Extratos etanolicos de propolis

A propolis utilizada para o estudo foi adquirida comercialmente a apicultores
nacionais da regido centro (Leiria e Figueira da Foz). As duas amostras foram
trituradas, homogeneizadas e limpas de impurezas resultantes do processo de recolha.

O processo de extraccao foi efectuado através da mistura de 400g de prépolis
num litro de solugdo etandlica a 96% e 70%, incubando-se durante 10 dias a
temperatura ambiente 22-25 °C , numa placa de agitacdo e protegida da luz, figura 8
[4]. Posteriormente, as misturas foram filtradas através de papel de filtro Albet (24
mm) e sujeitas ao evaporador rotativo (Butchi) de forma a eliminar o etanol e obter
um extrato de consisténcia similar a do mel. Este extrato foi diluido posteriormente
em etanol a 96% para uma concentracao final de 10% de extrato, dando origem a

solugdo inicial de extrato etandlico de propolis (PEE) [4].

B

Figura 8 - Fases da extraccao etandlica da propolis.

2.2.4 - Residuo seco

O residuo seco foi determinado segundo o método descrito na literatura [50].
Aproximadamente 1,5 g de extracto etandlico de propolis (PEE) foram pesadas num

vidro de relogio (previamente seco a massa constante) e evaporando-se o solvente
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numa placa de aquecimento a = 40 °C. De seguida, colocou-se na estufa a 105 °C
durante 3 h, tranferindo-se o residuo seco para um exsicador com silica gel anidra
onde arrefeceu. Por fim prodeceu-se a pesagem do vidro de reldgio para determinacao

da percentagem do residuo seco. Todas as medi¢des foram realizadas em duplicado.

2.2.5 - Ceras

O conteudo em ceras foi determinado segundo o método descrito na literatura
[51] com algumas modifica¢cdes. Uma amostra de extrato etanolico de propolis (SmL)
foi evaporada a secura sob pressdo reduzida num evaporador rotativo. Do extracto foi
retirada uma quantidade, pesada (£1,5g) e colocada num soxhlet, para extracgdo com
n-hexano, durante 3 h. O extracto foi levado a secura, a temperatura de 40 °C. Apds
secar para uma massa constante, o baldo com o residuo foi pesado e o contetido em

ceras finais expresso em percentagem de PEE.
2.2.6 - Fenois totais

O conteudo em fenois totais nos extractos etandlicos de propolis foi efectuado
segundo o método descrito na literatura [52]. A uma aliquota (0,5 mL) de extracto
etandlico de propolis diluido (0,05 mg/mL) foi adicionado o reagente de Folin-
Ciocalteu’s (0,25 mL). Apds 3 min, adicionou-se 1 mL de solucdo saturada de
carbonato de sodio, ajustando o volume final a 5 mL com agua desionizada. A
mistura foi aquecida durante 10 min a 70 °C, e colocada no escuro durante 30
minutos. Apos este periodo a absorvancia foi medida a 700 nm (espectofotometro
Analytikijena 200-2004). Para a medicdo do branco efectuou-se o mesmo
procedimento usando 0,5 mL de etanol a 96%, em detrimento da solugdo de PEE.
Para o tracado da curva de calibragao (1-30 pg/mL) usou-se como padrio uma
mistura de 4acido cafeico: quercetina: naringenina (1:1:1). Para cada amostra

efectuaram-se duas medigdes.

2.2.7 - Flavonas e flavondis

O conteudo em flavonas e flavonois foi determinado segundo o método
descrito na literatura com algumas modificagdoes [S0]. A uma aliquota (2 mL) de
extracto etanolico de propolis (0,25 mg/mL) foi adicionada 0,2 mL de uma solugdo de

cloreto de aluminio (2 % de cloreto de aluminio e 5 % de 4cido acético glacial em
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metanol) e o volume final ajustado, para 5 mL, com acido acético 5 % em metanol. A
solugdo repousou 30 min, no escuro, a temperatura ambiente, medindo-se de seguida
a absorvancia a 415 nm. Para a medicdo do branco efectuou-se o mesmo
procedimento mas sem a adi¢ao de cloreto de aluminio. Como padrio, para o tragado
da curva de calibragdo, usou-se uma soluciao de quercetina (flavonol) num intervalo

de concentragdes de 0,5-10 pg/mL. Para cada amostra efectuaram-se duas medigdes.
2.2.8 - Flavanonas e di-hidroflavonois

As flavanonas e di-hidroflavonois foram determinados segundo o método
descrito na literatura [50] com modificagdes. A uma aliquota (0,5 mL) de extracto
etandlico de propolis diluido (0,5 mg/mL) adicionou-se 1 mL de uma solugdo de 2,4-
dinitrofenilhidrazina (0,5g de DNP em 1 mL de 4cido sulfurico a 96 %, perfazendo
com metanol para um volume final de 50 mL) e 1 mL de metanol. Esta solu¢do foi
aquecida num banho termostatizado a 50 °C, durante 50 min com uma agitacdo de
100 rpm. Apods este periodo, a solucdo foi colocada no escuro, a temperatura
ambiente, durante 15 min. Em seguida, foi adicionada 2,5 mL de uma solucao de
hidroxido de potassio a 10% (metanol/agua 70:30). Apds 2 min de incubagio,
adicionou-se 2,5 mL de metanol a 0,5 mL da solucdo e centrifugou-se a mistura a
5000 rpm durante 10 min. A absorvancia foi medida a 495 nm. A solugdo do branco
foi preparada de modo semelhante, mas nao adicionando amostra. Como padrao para
avaliagdo da curva de calibracdo (3-60 pg/mL) usou-se a naringenina (flavanona).

Para cada amostra efectuaram-se duas medicoes.

2.2.9 - Perfil fenolico

Para avaliar o perfil fendlico dos extractos etandlicos de propolis utilisou-se a
cromatografia liquida (HPLC) em fase reversa com detector de diodos, de acordo com
o método descrito na literatura [53] com algumas modificacdes. A andlise foi
realizada num modulo de separagdo equipado com uma bomba Varian 9010, detector
de diodos (DAD) Varian Pro Star e um forno para a coluna (modelo 7981). A
aquisicdo de dados e controlo remoto do sistema de HPLC-DAD foi realizada pelo
software Star Workstation versdo 6.41 (Varian). A coluna utilizada foi uma Nucleosil
Cis, em fase reversa, com um tamanho de 250 mmx 4 mm id e Sum de didmetro de

particulas (Macherey-Nagel), acondicionada a uma temperatura de 30 °C. Para a fase
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movel utilizou-se uma mistura de eluentes composta por: (A) 0,1 % de acido féormico
em agua; (B) 0,1 % de 4cido formico em acetonitrilo, previamente filtrados e
desgaseificados. O gradiente comegou com 80 % de A e 20 % de B, atingindo os 30
% de B aos 10 min, 40 % de B aos 40 min, 60 % de B aos 60 min € 90 % de B aos 80
min, seguido de retorno as condigdes iniciais. O fluxo utilizado foi de 1 mL/min.

Na analise por HPLC, os extractos de propolis (10 mg/mL) foram dissolvidos
em 80 % de etanol (1 mL). Todas as amostras foram filtradas através de membranas
Whatman de nylon 0,2 pm. O volume injectado foi de 10 pL.

A identificagdo dos compostos presentes na amostra foi efectuada por
comparagdo dos tempos de retencdo e dos espectros obtidos no Diodo Array com
padrdes obtidos comercialmente e com os resultados descritos na literatura para uma

amostra de propolis do nordeste, disponivel na base de dados do laboratorio [54].
2.2.10 - Poder redutor

O poder redutor foi determinado segundo o método de descrito na literatura
[55]. 2,5 mL do extracto etandlico diluido (10-200 pg/mL) foram adicionados a
tampao fosfato (2,5 mL, 0,2 mol/L, pH 6.6) e ferrocianeto de potassio (2,5 mL, 1%).
A mistura foi incubada a 50 °C durante 20 min. Apds este tempo adicionou-se uma
aliquota de acido tricloroacético a 10% (2,5 mL) centrifugando-se de seguida a
mistura a 3000 rpm durante 10 minutos. Da solucao sobrenadante retirou-se 2,5 mL e
dissolveu-se em igual volume de dgua, adicionando FeCl; (0,5 mL, 0.1%), e medindo
a absorvancia a 700 nm. Uma mistura de quercetina:crisina (1:1) foi utilizada como

padrdo. Todas as medigdes foram realizadas em duplicado.
2.2.11 - Avaliacao do efeito bloqueador de radicais livres — DPPH

A avaliagdo do efeito bloqueador de radicais livres foi realizada através do
radical DPPH', utilizando-se o procedimento descrito na literatura [56] com
modifica¢des: uma aliquota da solu¢ao de extracto diluido (0,08 mL) foi diluida em
etanol a 80% a diferentes concentragdes de extracto, adicionando-se a 0,150 mL de
DPPH e 0,142 mL de etanol 80%. Todas as solugdes foram preparadas no proprio dia.
O ensaio foi realizado para solugdes de extracto diluidas em 80% etanol, num
intervalo de concentragdes de 2,5 a 40 pug/mL. Apos 45 minutos a absorvancia foi

medida a 515 nm. Como padrao utilizou-se uma mistura de compostos fenolicos
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constituida por crisina e quercetina (1:1). O valor de ECs, foi calculado com base na

redugdo de 50% da intensidade do sinal para o DPPH.
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Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nos apiarios
experimentais das respectivas zonas colaborantes, a quantificacio de esporos, a
confirmagdo do Paenibacillus larvae ¢ no ultimo sub-capitulo a caracterizacio
quimica dos extractos etandlicos da propolis em residuo seco, ceras, flavonas,

flavanonas, perfil fendlico, capacidade bloqueadora de radicais livres e poder redutor.

3.1 — Apidrios experimentais

3.1.1 — Amostragem - pré-seleccao

Com base na informac¢ao disponibilizada pelas entidades responsaveis pelas
zonas controladas e identificados os apicultores que nos ultimos anos foram afectados
pela Loque Americana, procedeu-se a uma visita aos apidrios na presenca dos
apicultores e do técnico da associagdo para recolha de amostras. Foram
inspeccionadas 208 colonias em 19 apiarios, nas zonas controladas intervenientes,
figura 9. Nestas inspecc¢des detectou-se 22 coldnias sintomaticas, correspondendo a

11% do total amostrado, com maior incidéncia de casos na regido de Nisa, Chaves e

Braganca.
50 47
43
40 40 41 40 40
40 36 37
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B Apiarios ¥ Colénias amostradas Colénias inspeccionadas

Figura 9 - Amostragem efectuada na pré-seleccao.

As amostras recolhidas foram identificadas, conservadas a +4° C e remetidas
para o Instituto de Bioengenharia e Biotecnologia da Universidade do Minho para

identificacdo e quantificagdo do nivel de esporos de Paenibacillus larvae.
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3.1.2 - Confirmagao do Paenibacillus larvae por PCR

Nas condi¢des de crescimento seleccionadas (capitulo 2.2.1), foi possivel
verificar com alguma frequéncia o surgimento de colonias de bactérias com diferentes
caracteristicas. Por essa razdo foi imperativo certificar a presenga do bacillus P.
larvae. A figura 10 ¢ exemplificativa de um gel de agarose relativo aos produtos de
um ensaio de confirmagdo por PCR. Para a preparacdo deste ensaio efectuou-se o
crescimento do material genético recolhido em duas amostras de mel provenientes de
coldnias sintomaticas, linhas 3/4 e 7/8 da figura 10, e em duas amostras de larvas,
decompostas, infectadas por P. Larvae, linhas 5/6 e 9/10 da figura 10. Como controlo
positivo utilizou-se duas combina¢des de primers diferentes (gen. DNA de P. larvae
estirpe DSM 7030), linhas 1 e 2. resultantes do patogénico P. Larvae. A semelhanga
obtida na figura 10, entre as amostras e os controlos positivos, para ambos 0s primers,
permite concluir com certeza que as bactérias em analise pertencem ao Paenibacillus

larvae.

] 2 M 3456 78 910

Figura 10 - Gel de agarose para confirmac¢do do Paenibacillus larvae por PCR. 1/2
controlo positivo com duas combinagdes de primers diferentes; linhas 3/4 amostra de mel
da coldnia TF47; 5/6 amostra de larvas infectadas da colonia TF47; linhas 7/8 amostra de
mel da coldnia TF49; 9/10 amostra de larvas infectadas da colonia TF49.

3.1.3 — Quantificagdo de esporos

Com base nos resultados de confirmagao foi possivel com seguranga efectuar a
quantificagdo dos esporos de P. Larvae. Esses resultados encontram-se expressos nas

tabelas seguintes, evidenciando-se a identifica¢dao das coldnias, o nimero de unidades
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formadoras de colénias (UFC) por cada 20 mL e o respectivo resultado

negativo/contaminado.

Tabela 1 - Quantificagdo de esporos de Paenibacillus larvae nas zonas controladas de Nisa e Leiria.

Apilegre AARL

Amostra UFC/20 mL Resultado Amostra  UFC/20 mL Resultado
AL 01 24 Contaminado RL 01 0 Negativo
AL 02 2 Contaminado RL 02 0 Negativo
AL 03 0 Negativo RL 03 0 Negativo
AL 04 308 Contaminado RL_04 0 Negativo
AL 05 511 Contaminado RL 05 0 Negativo
AL 06 6 Contaminado RL_06 0 Negativo
AL 07 15 Contaminado RL 07 0 Negativo
AL 08 2 Contaminado RL 08 0 Negativo
AL 09 5 Contaminado RL_09 0 Negativo
AL 10 33 Contaminado RL 10 0 Negativo
AL 11 2 Contaminado RL 11 0 Negativo
AL 12 0 Negativo RL 12 0 Negativo
AL 13 1 Contaminado RL 13 0 Negativo
AL 14 8 Contaminado RL_14 0 Negativo
AL 15 112 Contaminado RL 15 0 Negativo
AL 16 2732 Contaminado RL 16 0 Negativo
AL 17 1 Contaminado RL 17 0 Negativo
AL 18 0 Negativo RL 18 0 Negativo
AL 19 3 Contaminado RL 19 0 Negativo
AL 20 2 Contaminado RL 20 0 Negativo
AL 21 428 Contaminado RL 21 0 Negativo
AL 22 24 Contaminado RL 22 0 Negativo
AL 23 49 Contaminado RL 23 0 Negativo
AL 24 25 Contaminado RL 24 0 Negativo
AL 25 0 Negativo RL 25 0 Negativo
AL 26 0 Negativo RL 26 0 Negativo
AL 27 1 Contaminado RL 27 0 Negativo
AL 28 4 Contaminado RL 28 0 Negativo
AL 29 11 Contaminado RL 29 0 Negativo
AL 30 4 Contaminado RL 30 0 Negativo
AL 31 32 Contaminado RL_31 0 Negativo
AL 32 0 Negativo RL 32 3 Contaminado
AL 33 0 Negativo RL 33 0 Negativo
AL 34 0 Negativo RL 34 0 Negativo
AL 35 214 Contaminado RL 35 0 Negativo
AL_36 279 Contaminado RL 36 3 Contaminado
AL 37 0 Negativo RL_37 12 Contaminado
AL 38 46 Contaminado RL 38 0 Negativo
AL 39 27 Contaminado RL 39 0 Negativo
AL 40 158 Contaminado RL 40 0 Negativo
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Tabela 2 - Quantificagdo de esporos de Paenibacillus larvae nas zonas controladas de Braganca e

Boticas.
AAPNM

Amostra UFC/20 mL  Resultado
TF 01 0 Negativo
TF 02 45 Contaminado
TF 03 0 Negativo
TF:O4 0 Negativo
TF 05 4 Contaminado
TF 06 4 Contaminado
TF 07 19 Contaminado
TF:OS 0 Negativo
TF 09 0 Negativo
TF 10 33 Contaminado
TF 11 31 Contaminado
TF 12 17 Contaminado
TF 13 0 Negativo
TF:14 0 Negativo
TF 15 3 Contaminado
TF 16 4 Contaminado
TF 17 13 Contaminado
TF 18 0 Negativo
TF 19 10 Contaminado
TF 20 14 Contaminado
TF 21 0 Negativo
TF 22 0 Negativo
TF 23 0 Negativo
TF 24 0 Negativo
TF 25 0 Negativo
TF:26 0 Negativo
TF 27 0 Negativo
TF:zg 0 Negativo
TF 29 139 Contaminado
TF 30 0 Contaminado
TF 31 0 Negativo
TF 32 1020 Contaminado
TF 33 1 Contaminado
TF 34 34 Contaminado
TF 41 138 Contaminado
TF 42 1000 Contaminado
TF 43 467 Contaminado
TF 44 5 Contaminado
TF 45 60 Contaminado

CAPOLIB
Amostra  UFC/20 mL Resultado
CL 01 10 Contaminado
CL:OZ 0 Negativo
CL 03 0 Negativo
CL 04 0 Negativo
CL 05 0 Negativo
CL 06 0 Negativo
CL 07 46 Contaminado
CL 08 0 Negativo
CL 09 0 Negativo
CL 10 308 Contaminado
CL 11 0 Negativo
CL 12 0 Negativo
CL 13 0 Negativo
CL:14 0 Negativo
CL 15 0 Negativo
CL 16 3 Contaminado
CL 17 0 Negativo
CL 18 0 Negativo
CL:19 0 Negativo
CL 20 221 Contaminado
CL 21 650 Contaminado
CL 22 261 Contaminado
CL 23 0 Negativo
CL 24 570 Contaminado
CL 25 629 Contaminado
CL 26 284 Contaminado
CL 27 0 Negativo
CL 28 0 Negativo
CL 29 130 Contaminado
CL 30 0 Negativo
CL 31 0 Negativo
CL:32 0 Negativo
CL 33 41 Contaminado
CL 34 0 Negativo
CL 35 0 Negativo
CL 36 0 Negativo
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Tabela 3 - Quantificagdo de esporos de Paenibacillus larvae na zona controlada de Chaves.

Montimel

Amostra UFC/20 mL Resultado

MT 01 26 Contaminado
MT 02 2992 Contaminado
MT 03 0 Negativo
MT 04 207 Contaminado
MT 05 66 Contaminado
MT 06 47 Contaminado
MT 07 0 Negativo
MT 08 32 Contaminado
MT 09 0 Negativo
MT 10 317 Contaminado
MT 11 455 Contaminado
MT 12 12 Contaminado
MT 13 2980 Contaminado
MT 14 1528 Contaminado
MT 15 0 Negativo
MT 16 5136 Contaminado
MT 17 54 Contaminado
MT 18 28 Contaminado
MT 19 0 Negativo
MT 20 505 Contaminado
MT 21 14 Contaminado
MT 22 0 Negativo
MT 23 11 Contaminado
MT 24 0 Negativo
MT 25 0 Negativo
MT 26 0 Negativo
MT 27 0 Negativo
MT 28 0 Negativo
MT 29 6 Contaminado
MT 30 3 Contaminado

A quantificacdo de esporos nas amostras identificadas permitiu realizar uma
selec¢do prévia de colonias a instalar em cada um dos apidrios experimentais nas
respectivas zonas controladas colaborantes. Das anélises efectuadas o maior indice de
incidéncia de Paenibacillus larvae verificou-se na regido de Nisa com niveis de
contaminag¢do de 77,5%, seguindo-se a regido de Chaves com 63,3%, Braganca com

57,5%, Boticas com 30,5% e por tltimo a regido de Leiria com 7,5%.
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3.1.4 - Vitalidade

Para efectuar uma distribui¢do homogénea das coldnias pelos grupos em
avaliagdo realizou-se, para além da contagem do nivel de esporos, a avaliacdo do
vigor da colonia. O quadro da tabela 4 resume os resultados encontrados para a
vitalidade das 15 coldnias seleccionadas para o estudo na regido de Braganca,
segundo a equagdo do capitulo 2.1.2. Os valores obtidos variam entre um méaximo de
50 e um minimo de 10, sendo que algumas coldnias ndo apresentavam criagdo, mas
em todas foi verificada a presenga da rainha. Com base nestes valores e no nivel de
esporos de P. Larvae, efectuou-se uma distribuicdo pelos grupos como consta na

tabela 4. O mesmo tipo de avaliagdo foi considerado nos restantes apiarios.

Tabela 4 — Vitalidade das colonias seleccionadas em Braganca, e sua distribuicdo pelos grupos de
estudo.

Quantificacio de Vitalidade
esporos Abelhas Criacio Total
Amostra UFC/20ml 2 4 6 8 2 4 6 8

TF 32 1020 0,00 0,50 1,75 1,25 0,00 0,00 0,00 0,00 17,5

‘; TF 13 60 3,00 2,50 2,50 2,00 0,00 0,00 0,00 0,00 50
? TF_02 45 0,00 2,00 1,25 2,00 0,00 0,00 0,00 0,00 26,25
© TF_04 33 0,50 2,00 1,25 0,50 0,00 0,50 0,00 0,00 23,75

TF 11 31 1,50 1,25 0,25 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 20
TF_42 1000 1,50 1,25 1,00 0,50 0,00 0,00 1,25 0,00 27,5

'; TF 29 139 0,00 2,25 2,50 2,00 0,00 0,00 1225 0,00 40

? TF_08 45 0,75 2,25 2,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 30
o TF_10 33 1,00 1,50 2,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 27,5

TF 26 33 2,00 1,00 0,00 0,00 1,50 1,50 0,00 0,00 30
TF 28 1420 0,00 1,25 2,50 1,50 0,00 0,00 1,25 0,00 32,5

% TF_03 40 1,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 10

‘E TF 34 34 0,00 1,25 1,50 1,25 0,00 0,00 0,00 0,00 20

S TF 24 20 0,00 0,25 2,50 3,25 0,00 0,00 0,00 1,00 35
TF 09 20 0,00 1,00 1,25 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 13,75

3.1.5 - Instalacdo dos apiarios experimentais

Apos a selecgdo e avaliacdo das colonias procedeu-se a instalagdo definitiva.
Em Braganca a instalagdo realizou-se em Novembro de 2009, em Nisa e Chaves em
Margo/Abril de 2010 e em Boticas, Agosto de 2010. As colonias foram localizadas de

acordo com as coordenadas assinaladas na figura 11.
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Em Leiria, efectuou-se a instalacdo de um apidrio provisorio com 15 colmeias
mas que nao revelaram niveis de contaminag¢ao adequados que permitisse prosseguir
os estudos. Em Chaves, ap6s a seleccdo das coldonias verificou-se que 4
desenvolveram sintomas de Loque Americana, pelo que, o estudo prosseguiu apenas
com 11 colénias. As colonias seleccionadas foram colocadas em grupos de cinco
coldnias, dois para aplicagdo de solu¢dao agucarada com os extractos de propolis
obtidos a 96% ou 70% de etanol e um como grupo de controlo, onde apenas se

aplicou a solu¢do agucarada.

Apidrio experimental de Boticas Apidrio experimental de Bragang¢a
(41°41°23.27"’N — 7°44’11.10’W) (41°54°52.61"’N — 6°40°0.25'W)

Apidrio experimental de Nisa Apidrio experimental de Chaves
(39°38°31.64’N — 7°32°5.84"’W) (41°43°8.01°N — 7°30°31.27"°W)

Figura 11 - Localizacdo e disposi¢do de colonias nos apidrios experimentais.

3.2 — Eficiéncia dos tratamentos com extractos etanolicos de propolis

3.2.1 — Amostragem - eficiéncia

Para controlar o nivel de esporos nas coldnias em estudo foi efectuada a
recolha de amostras de mel nos quadros de criagdo, ao longo do decurso do ensaio,

iniciando-se a partir da primeira aplicacdo de xarope, inclusivé, até se alcangarem os
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84 dias. No apiario experimental de Braganca efectuou-se também uma amostragem
200 dias apds a aplicagdo inicial. A recolha de amostras foi efectuada nas coldnias
que se mantiveram assintomaticas/vivas ao longo do tempo.

Na presenca de colonias sintomaticas ou mortas, as mesmas, foram removidas
e eliminadas do estudo, para evitar focos de pilhagem e possiveis propagagdes de
Loque Americana para as demais colonias em estudo. O numero de amostras
efectuadas nos apidrios experimentais nos tempos previstos e de acordo com a
sintomatologia verificada in situ estd expressa na tabela 5. A auséncia de esporos nas
coldnias pré-seleccionadas em Leiria ndo nos permitiu prosseguir com a referida
avaliagdo. O ensaio em Boticas estd ainda em curso, ndo se discutindo por isso os

resultados apds a aplicagdo dos tratamentos.

Tabela 5 - Numero de amostras recolhidas ao longo do ensaio.

Zona Controlada D 0 D+21 D+42 D+84 D+200 Total
AAPNM 15 15 15 10 6 61
Apilegre 15 13 12 12 - 52
Montimel 11 11 11 8 - 41

Total 154

3.2.2 - Quantificagdo de esporos

Os resultados da quantificagio de esporos de Paenibacillus larvae nas
amostras recolhidas nos diversos apiarios experimentais estdo expressos nas tabelas
que se seguem de acordo com a regido controlada correspondente. Os valores
demonstram um decréscimo significativo do nimero de coldnias de bactérias entre a
fase de pré-seleccdo e o inicio do ensaio. Ja entre a aplicacdo dos tratamentos e o dia
84, a contamina¢do de esporos ¢ muito variavel, ndo seguindo um padrio.
Adicionalmente, verifica-se em todos os ensaios que a mortalidade de colonias ¢ igual
ou superior nos grupos 1 e 2 relativamente ao grupo de controlo, apontando
possivelmente para alguma toxicidade do tratamento. No ensaio de Braganga, a
mortalidade ¢ ainda mais significativa, mas a razao pode ser consequéncia eventual de
o mesmo ter sido efectuado durante o inverno, época com maior probabilidade de
mortandade. Apesar dos registos técnicos apontarem para uma melhoria do estado das
colonias apds a aplicagdo dos extractos etanolicos de propolis nos dias que se

seguiram, de facto, a quantificacdo de esporos ndo demonstra efectivamente este
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efeito. A oscilacdo dos resultados e a interpretacdo dos mesmos ndo nos permite
assim aclamar positivamente um efeito anti-bacteriano contra o Paenibacillus larvae
nas condi¢des experimentais aplicadas.

Podemos apenas evidenciar que o extracto obtido a 96% apresenta melhor
accdo no controlo/prevencao dos esporos em relagdo ao de 70%, pelo menor grau de
incidéncia de esporos nas coldnias no D+84, em todos os apidrios experimentais.

Uma explicacdo para a oscilagdo do nimero de esporos no mel nos referidos
periodos podera estar relacionada com a data e o ponto de recolha na colmeia. Se por
um lado, em épocas em que a quantidade de criagdo ¢ reduzida ou nula, o grau de
infestagdo devera decrescer contaminando menos o mel, por outro lado, como o mel
pode permanecer varios meses na colmeia operculado, a recolha de uma amostra de
mel podera ndo reflectir de facto a evolugdo da doenga no interior da colmeia, mas o

estado da colonia no momento da operculacao desse mel [15].

Tabela 6 - Quantificacdo de esporos (UFC/20 mL) de Paenibacillus larvae em Chaves.

Amostra  Pré-seleccio D 0 D+21 D+42 D+84

~ MT_01 26 7 20 283 -
S MT_04 207 50 80 1000 0
5 S MT_06 47 0 1 72 0
S @ MT_13 2980 0 0 0 0
~ MT_05 66 10 1000 1000 2

o g MT_08 32 2 2 6 0
s S MT_10 317 0 1 1000 0
S @ MT_16 5136 2 2 0 4
MT_17 54 3 0 1000 135

s g MT_18 28 0 2 0 9
5 £ MT_21 14 0 20 1000 -
c S ) ] ) ) ) ]
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Tabela 7 - Quantificagdo de esporos (UFC/20 mL) de Paenibacillus larvae em Braganga.

Amostra Pré-seleccaio D0 D+21 D+42 D+84 D+200

-~ TF 02 45 11 47 0 ; -
T3 TF_04 33 0 111 59 - -
g ‘;J TF_11 31 38 2 4 - -
S TF_13 60 1 0 15 0 0

TF 32 1020 48 3 238 0 0

- TF_08 45 26 29 0 0 -
o g TF_10 33 3 1 0 1 -
g S TF_26 33 3 0 0 - -
O = TF_29 139 19 2 0 1 0

a TF_42 1000 35 89 15 ; -

TF_03 40 12 7 2 2 0
s g TF_09 20 0 7 0 - -
R TF_24 20 2 56 40 197 0
© 3 TF 28 1420 2 0 5 1 0
TF 34 34 2 0 1 0 0

Tabela 8 - Quantificagdo de esporos (UFC/20 mL) de Paenibacillus larvae em Nisa.

Amostra  Pré-seleccio D0 D+21 D+42 D+84

- AL_06 6 0 - -
= & AL 10 33 0 0 11 0
g ‘;J AL 21 428 6 17 0 0
= AL 22 24 0 0 0 1
a AL_40 158 0 - - .

- AL 04 308 4 25 372 >1000
i L0
= N’ _ - - -

= AL 35 214 132 16 0 1000
- AL 38 46 0 0 1 0
AL 14 8 0 81 1 0

s g AL_15 112 0 0 0 >1000
5 £ AL_31 32 0 0 40 0
© 3 AL 36 279 21 20 0 3
AL_39 27 0 692 0 0

3.3 - Caracterizacdo dos extractos de propolis

As solugoes etandlicas de extractos de propolis obtidos para o estudo foram
avaliados ao nivel da sua composicdo em residuo seco, ceras € em compostos
fenodlicos, efectuando-se neste caso a avaliagdo do teor em fendis totais, o perfil

fendlico e a composicdo em flavondides. Adicionalmente, realizou-se a avaliagcdo da
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actividade bioldgica dos extractos, em relagdo ao poder redutor e a capacidade

bloqueadora de radicais livres.

3.3.1 - Residuo seco

Como se pode observar na tabela 9, e na figura 12, o residuo seco obtido para
os dois extractos varia entre os 9,5% e os 11,0%. Estes resultados aproximam-se dos
valores expectaveis considerando que a solucdo foi preparada para conter 10,0% de
extracto de propolis. Os desvios podem estar associados a dificuldade em obter um
extracto de propolis totalmente seco durante o processo de evaporacdo do solvente
apos a extrac¢do, o que se verificou mais dificil no extracto a 70%. Os valores mais

elevados sdo observados para os extractos obtidos a 96%.

12%

10%
8%
6%
4%
2%

0%
1 (70%) 1 (96%) 2 (70%) 2 (96%)

Amostra

Figura 12 - Teor de residuo seco obtido para a amostra 1 e 2, a 96% e 70%.

Tabela 9 — Residuo seco e teor em ceras nos extractos etanolicos de propolis.

Amostra Residuo Seco (%) Ceras (Residuo n-hexano) %
1 (70%) 9,5 11,0
1 (96%) 11,0 10,0
2 (70%) 9,0 12,0
2 (96%) 10,0 16,0
3.3.2 - Ceras

A determinagdo de ceras na propolis € de extrema importancia, pois ¢ um dos
constituintes através da qual pode ser determinada a qualidade da préopolis. A maior
ou menor composi¢do da propolis em cera, que é biologicamente inerte, influencia

directamente a percentagem de compostos activos, ou seja, os compostos fendlicos.
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Segundo a literatura a composi¢do de cera na propolis ronda os 30% [19,31],
contudo, estes valores podem variar mediante as necessidades da colénia no
desenrolar das actividades e perante o processo de recolha da propolis, quer seja

obtida por redes ou por raspagem das paredes da colmeia.

25%
20%
15%
10%
5%
0%
1 1 2 2
(70%) (96%) (70%) (96%)
Amostra

Figura 13 - Teor de ceras obtido para a amostra 1 e 2, a 96% e 70%.

Para o nosso estudo, os valores expectaveis sdo obrigatoriamente inferiores,
uma vez que se estd a caracterizar, ndo a propolis bruta, mas o extracto etandlico,
onde parte das ceras foram ja removidas. A percentagem de ceras obtidas esta entre os
1,1% e os 1,6%, sendo que a amostra 2 extraida a 96% possui a maior percentagem
1,6%, seguindo-se o extracto da amostra 2 a 70% com 1,2%. A amostra 1 possui os
valores mais baixos 1,1% para a extrac¢do a 70% e 1,0% para a extrac¢do a 96%,
tabela 7. Os baixos valores obtidos nos extractos etanolicos de propolis sdo
indicadores de uma quantidade/qualidade de compostos biologicamente activos

significativa.

3.3.3 — Compostos fenolicos totais

A composi¢doda da propolis € rica em compostos fenolicos, responsaveis em
grande parte pela sua actividade bioldgica. Na tabela 10 sdo apresentados os valores
obtidos para a avaliacdo da composi¢do fenolica dos extractos etanolicos de propolis
por métodos espectrofotométricos. Como se pode verificar, figura 14, o teor em
compostos fenolicos totais é superior para os extractos obtidos a 96%. Este resultado
indica que o etanol ¢ o solvente mais adequado para uma maior extrac¢do dos
compostos fendlicos determinados por este método analitico, o que podera influenciar

as propriedades biologicas do extracto. Comparativamente, o teor em compostos
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fenolicos ndo varia significativamente entre as duas amostras de propolis utilizadas

nos ensaios.

400
350
300 -
3 250
g 200 -
T 150 -
g’ 100 -
50
0 T T T T T T
1 1 2 2
(70%) (96%) (70%) (96%)
Amostra

Figura 14 - Teor em compostos fenolicos obtido para a amostra 1 e 2, a 96% e 70%.

Tabela 10 —Teor em flavondis, flavanonas e fenois totais para os extractos etandlicos de propolis.

Amostra  Flavonas/Flavonéis® Flavanonas/Di-hidroflavonéis® Fenéis totais®

1 (70%) 69,6 29,8 2849
1 (96%) 88,4 39,0 356,8
2 (70%) 38 16,4 311,0
2 (96%) 75,5 25,0 374,0

?0s resultados estdo expressos segundo a concentracdo média (mg eq/mL de PEE).

3.3.4 — Flavonas/Flavonois

Ao contrario do descrito para o teor em fendis totais, a quantidade de
flavonas/flavonois apresenta um valor inferior para a segunda amostra de propolis,

mais significativo para a extrac¢ao a 70%, figura 15.

120 -
100 -
80
—
g 60
E;
o0 40
g
20
0
1 1 2 2
(70%) (96%) (70%) (96%)
Amostra

Figure 15 - Teor em flavonas/flavondis obtido para a amostra 1 e 2, a 96% e 70%.

36



Capitulo 3 - Resultados e discussdo

Independentemente do solvente utilizado na extracc¢do, os valores expressos na
tabela 10 sdo superiores para as amostras extraidas a 96%, com valores de 88,4 mg
eq/mL para a amostra 1 e de 75,5 mg eq/mL para a amostra 2. O valor mais baixo
obtido corresponde a 38,0 mg eq/mL para a amostra 2 a 70%. A amostra 1 ¢ assim
mais rica em flavonas/flavonoéis, consequéncia de uma diferenca floral em redor do

apiario de recolha da prépolis.

3.3.5 - Flavanonas e di-hidroflavonois

Os teores das flavanonas presentes nos extractos estdo espressos na tabela 10,
onde se destaca a amostra 1 com maior quantidade de flavanonas, 29,8 mg eq/mL
para a extrac¢do a 70% e 39,0 mg eq/mL na extrac¢do a 96%, sendo também o valor

mais alto obtido.

60
50
—
40
£
g 30
o
g 20
0
1 1 2 2
(70%) (96%) (70%) (96%)
Amostra

Figura 16 - Teor em flavanonas e di-hidroflavondis obtido para a amostra 1 e 2, a 96% e 70%.

A amostra 2 apresenta valores mais baixos, 25,0 mg eq/mL para a extrac¢do a
96% e 16,4 mg eq/mL para a extraccdo a 70%. Também para este parametro, os
extractos obtidos a 96% de etanol apresentam uma quantidade superior de

flavanonas/di-hidroflavondis.

3.3.6 - Perfil fendlico

A andlise do perfil fenolico dos extractos etandlicos de propolis foi efectuada
por HPLC com detector de diodos. Nas duas amostras analisadas (figuras 17 e 18)
foram identificados 24 compostos, maioritariamente flavondides como a
pinocembrina (picol7), crisina (pico 18), cafeato de etilfenilo (pico 19), galangina e

acetato de 3-0-pinobanksina, mas também &acidos simples como o cafeico (pico 1),
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ferulico (pico 3), isoferulico, p-cumadrico (pico 2) e benzodico (pico 5), coincidindo

com os resultados obtidos na literatura [54].

19
100 —
90 —
] 18

80 —
g ] 17
© 70 H
. 2
B 0 PI1<,
Q] 4
c P
E | ]
<S 40 o
O 30 21 22 25
8 | 24
<C 20

1 23
10 o 0
0
T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Tempo (min)

Figura 17 - Cromatograma para o extracto da amostra 1 obtida a 70%, de etanol.
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Figura 18 - Cromatograma para o extracto da amostra 2 obtida a 70%, de etanol.
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A constituicdo de ambas as amostras em flavonoides e acidos aromaticos
simples revela que as duas amostras de propolis provém de exsudados de choupos,
caracteristico de zonas temperadas, como a Europa, América do Norte e de regides
ndo tropicais da Asia [24,25,29,54]. A diferenca entre as amostras reside unicamente
na intensidade de cada um dos picos, consistente com a proveniéncia de uma mesma
area geografica e origem botanica semelhante [19], evidenciando a predominancia
floral da regido da Figueira da Foz de onde foram recolhidas as amostras. As
diferengas observadas resultaram de uma distribuicdo botanica distinta em redor dos

apidrios de recolha.

Tabela 11 - Perfil fendlico dos extractos etanolicos de propolis.

Pico Composto UVmax
1 Ac. cafeico 323 *
2 Ac. p-cumarico 309 *
3 Ac. fertlico 323 *
4 Ac. isofertilico 323 *
5 Ac. benzoico 229 *
6 Ac. 3,4-dimetilcafeico 323 *
7 5-Metoxipinobanksina 291 [54]
Ac. cinamico 276 *
8 p-Cumarato de metilo 309 *
9 Pinobanksina 291 [54]
10 5-Metoxipinocembrina 289 [54]
11 Apigenina 266, 336 *
12 5-Metoxicrisina 265, 311 [54]
13 Ac. cinamilidenacético 310 [54]
14 Cafeato de isoprenilo 323 *
15 Cafeato de isoprenilo (isémero) 323 [54]
16 Cafeato de benzilo 323 [54]
17 Pinocembrina 289 *
18 Crisina 265, 311 *
19 Cafeato de etilfenilo 325 *
Acetato de 3-o-pinobanksina 291 [54]
Galangina 357 *
20 6-Metoxicrisina 265,311 [54]
21 p-cumarato de isoprenilo 309 [54]
22 Cafeato de cinamilo 323 [54]
23 Propionato de 3-0-pinobanksina 291 [54]
24 Butirato de 3-o-pinobanksina 291 [54]

*Confirmado com padrdo, [54] Confirmado através de referéncia.

A comparagdo entre os cromatogramas obtidos para a mesma amostra, com
diferentes solventes (70 ou 96% etanol), revelou uma ligeira diferenga na quantidade

de acidos fenodlicos € no teor em crisina. Para o extracto obtido a 70%, a maior
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polaridade da 4dgua revelou uma maior eficiéncia para extrair os acidos simples como
o acido cafeico, p-cumarico, ferulico, isoferulico, benzdico e 4cido 3,4-dimetilcafeico,

enquanto a quantidade de crisina foi superior nos extractos a 96% de etanol.
3.3.7 -Efeito bloqueador de radicais livres — DPPH'

No grafico da figura 19 apresenta-se o comportamento do extracto de propolis
na capacidade de inibicdo dos radicais livres de DPPH', para diversas concentragdes
do extracto. Como se pode verificar, o valor obtido para a concentracdo mais baixa
utilizada, apresenta uma reducao superior a 50% de inibi¢do, atingindo-se a partir de
0,05 mg/mL um patamar na percentagem de inibi¢do. Este facto é revelador da
apténcia dos extractos para o bloqueamento de radicais livres. Para o calculo do valor
de ECsy, tabela 12, e considerando o comportamento observado na figura 19,
utilizaram-se apenas os trés primeiros, pontos para concentragdes mais baixas de
extracto, determinando-se a melhor recta e extrapolando o valor da concentragdo de

extracto para uma reducdo de 50% de inibigao.
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Figura 17 — Percentagem de inibicdo em fun¢do da concentragdo do extracto de propolis (amostra 2, a 70%).

Os resultados obtidos para ambas as amostras expressos na tabela 12,
demonstram que os valores mais baixos (maior efeito bloqueador) correspondem as
extracgdes efectuadas a 70% com 0,006 mg extracto/mL (amostra 1) e 0,0061 mg
extracto/mL (amostra 2), seguindo-se as amostras de extrac¢do a 96% com 0,0066 mg

extracto/mL (amostra 2) e 0,0099 mg extracto/mL (amostra 1), figura 20.
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Tabela 12 — Poder redutor e DPPH’, dos extractos etandlicos de propolis.

Amostra Poder redutor mg eq/mL DPPH mg extracto/mL
1 (70%) 175,0 0,0060
1 (96%) 183,0 0,0099
2 (70%) 213,0 0,0061
2 (96%) 184,0 0,0066

Apesar de as amostras 1 e 2 extraidas a 96% apresentarem de forma geral
maior numero de compostos fendlicos, flavonas/flavondis e flavanonas/di-
hidroflavonois, apresentam também uma percentagem elevada de ceras em relagdo as
amostras extraidas a 70%, sendo que, os compostos bioactivos presentes nas amostras
a 70%, ainda que em menor quantidade, apresentam maior capacidade bloqueadora de
radicais livres e maior poder antioxidante. A presenca de maior quantidade de acidos
livres observada no perfil fendlico podera também contribuir para esta maior

actividade dos extractos a 70%.
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Figura 18 — Capacidade bloqueadora de radicais livres para a amostra 1 e 2, extraidas a 96% e 70%.

3.3.8 - Poder redutor

Os valores obtidos para o poder redutor dos extractos estdo expressos na
tabela 12, variando entre os 175,0 mg eq/mL e 213,0 mg eq/mL. O valor mais alto
corresponde a amostra 2 extraida a 70% com 213 mg eq /mL, seguindo-se a extrac¢ao
a 96% com 184,0 mg eq/mL, a amostra 1 extraida a 70% com 183 mg eq/mL e por
ultimo, com o valor mais baixo, a extrac¢ao a 96% com 174,0 mg eq/mL. As amostras
1 e 2 extraidas a 70% apresentam maior poder redutor em relagdo as extracgdes a
96%. Os valores obtidos para o poder redutor coincidem com os do DPPH', em que as

amostras com menor valor de DPPH, possuem maior capacidade redutora
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(antioxidantes), refor¢gando o mencionado anteriormente no DPPH'. Assim, uma
maior composi¢do emcompostos fendlicos, ndo reflete directamente um maior poder
antioxidante. A amostra 2 extraida a 70% ¢ um exemplo disso, pois apresenta os
valores mais baixos, flavonas/flavondis e flavanonas/di-hidroflavonoéis e valores mais
altos de poder redutor e DPPH', conferindo-lhe uma maior actividade dos compostos

biologicamente activos.
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Figura 19 — Poder redutor para a amostra 1 e 2, extraidas a 96% e 70%.
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CAPITULO 4

CONCLUSOES
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O presente estudo avaliou a eficacia da propolis no controlo da Loque
Americana, em zonas controladas, através da aplicacdo de extractos etandlicos de
propolis, procedendo-se também a caracterizagao quimica dos referidos extractos.

Foi evidente durante o estudo, aquando da recolha de amostras e instalagdo
dos apidrios experimentais, a destruicdo que a Loque Americana causa no interior das
colénias, o impacto nos apicultores e a consequente repercussao na apicultura
nacional.

Na fase de optimizacao, verificou-se a necessidade de diferenciar as coldnias
de bactérias correspondentes ao bacillus Paenibacillus larvae em andlise de outras
bactérias ndo patogénicas presentes nas amostras de mel. A necessidade desta
identificacdo tornou-se ainda mais evidente pelo facto do teste da catalase (utilizado
frequentemente para identificacdo de P. larvae larvae, uma bactéria catalase-
negativa) ter dado positivo para todas as coldnias desenvolvidas nas amostras de mel
analisadas nesta fase. A confirmacao de Paenibacillus larvae foi efectuada com duas
combinagdes de primers diferentes (gen. DNA de P. larvae estirpe DSM 7030).

A quantificagdo de esporos foi realizada em meio nutritivo apds 36 horas em
condi¢des de temperatura e humidade 6ptimas de desenvolvimento. O meio de cultura
utilizado foi o MYPGP por ser o mais facil de elaborar associado a um baixo custo.
Nisa, Chaves e Braganga s3o as regides mais afectadas, com 77,5%, 63,3% ¢ 57,5%
de coldnias infectadas com o Paenibacillus larvae, das amostras efectuadas. Na
regido de Leiria foi onde se verificou o nivel mais baixo de infestagdo de 7,5%.
Globalmente cerca de 52% das amostras totais recolhidas estavam contaminadas. Os
resultados obtidos na quantificacdo dos esporos ap6s o momento de aplicagdo dos
extractos demonstraram uma variagdo flutuante entre os periodos de amostragem, nao
permitindo mencionar a presente data um efeito antibacteriano contra o Paenibacillus
larvae, conforme se encontra descrito na literatura actual.

A caracterizagdo quimica das amostras em residuo seco, ceras, compostos
fenolicos, poder redutor e DPPH', permitiu quantificar os compostos biologicamente
activos e a actividade da propolis oriunda da Figueira da Foz. As amostras em estudo
evidenciaram quantidades de cera relativamente baixas, evidenciando uma
composi¢do em compostos fenolicos (flavonas/flavondis e flavanonas/di-
hidroflavonois) significativa. O residuo seco apresenta valores de acordo com a
dilui¢do inicial de PEE (10%). O perfil fendlico obtido por HPLC-DAD, permitiu

identificar os compostos biologicamente activos, e em particular, flavondides como a
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pinocembrina, pinobanksina, crisina, galangina e acidos aromadticos livres como o
acido ferulico, acido p-cumarico, acido cafeico, acido isoferulico e acido benzoico,
coincidentes com os dados da literatura. Através da sobreposi¢cdo dos cromatogramas
de ambas as amostras extraidas, a diferentes percentagens de etanol foi possivel
averiguar que a diferenca entre ambas ¢ pouco notdria, confirmando uma maior
quantidade de acidos fendlicos na extracgdo com 70% de etanol. A composi¢do das
amostras 1 e 2 nos referidos compostos activos, permite-nos afirmar, que a sua origem
botanica é o Populus spp., caracteristico das zonas temperadas, como a Europa,
América do Norte e regides ndo tropicais da Asia. A avaliagio do poder redutor e
DPPH', dos referidos compostos activos permitiu identificar o poder antioxidante das
duas amostras. A amostra 2 apresenta uma maior capacidade bloqueadora de radicais
livres em relagdo a amostra 1, ainda que, a amostra 1 possua uma maior quantidade de
compostos fendlicos. Entre todos os extractos, o obtido para a amostra 2(70%) € a que
possui maior poder antioxidante, indicando que a quantidade em flavondides ndo
pressupde maior poder antioxidante de acordo com os resultados alcangados.

Apesar de os resultados alcangados in vivo ndo demonstrarem qualquer efeito
da propolis Portuguesa contra o Paenibacillus larvae, a caracterizagdo quimica
demonstra que a composicdo da propolis possui uma constituicdo em compostos
activos qualitativa/quantitativa significativa, bem como elevada actividade bioldgica,

pelo que a aplicacdo de extractos de propolis devera ser optimizada.
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Perante os resultados alcangados no estudo, ndo foi possivel verificar a
eficiéncia dos extractos etandlicos de propolis na acg¢do antibacteriana contra o
bacillus Paenibacillus larvae nas condigdes aplicadas. No que se refere aos ensaios de
avalia¢do da quantidade dos extractos etanodlicos de propolis os desvios padrdes entre
ensaios ndo concedem a coeréncia técnico-cientifica com a melhor performance.
Contudo, o presente estudo langou as bases para o consequente ajustamento dos
procedimentos de campo e laboratoriais a aplicar.

Nesse ambito, os trabalhos futuros passardo por: (i) aumentar a frequéncia de
aplicagdes de extractos etandlicos de propolis; (i) utilizagdo de outros procedimentos
para aplicacdo dos extractos, seja através de gotejamento ou dispersdo sobre as
abelhas; (iii) avaliar o procedimento de amostragem, garantindo que a amostra de mel
recolhida retrata o estado da doenga da coldnia; (iv) reajustar os procedimentos

laboratoriais, de modo a garantir uma maior precisao de resultados.
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