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RESUMO

A pesquisa realizada teve como objetivo a investigacdo quimica de uma préopolis
amarela coletada no Mato Grosso do Sul (EEP-A MT). O extrato desta propolis foi
comparado qualitativamente através de seus fingerprints por ESI(-)-MS e por técnicas
hifenadas de analise cromatografica (LC/DAD, LC-MS/MS e GC/MS) com quatro tipos de
amostras de propolis brasileiras: propolis verde de Sao Paulo (EEP-V SP), propolis verde de
Minas Gerais (EEP-V MQG), propolis vermelha da Bahia (EEP-VM BA), propolis marrom do
Parana (EEP-M PR) e um tipo de prépolis amarela de Cuba (EMP-A Cuba). Os fingerprints
ESI(-)-MS indicaram composi¢des quimicas semelhantes para as propolis verdes de SP e MG
e, em menor extensdo, para a propolis marrom do PR. Apesar de terem a mesma coloragao, as
propolis amarelas de Cuba e Brasil apresentaram perfis quimicos diferentes por ESI(-)-MS.
Por LC-MS/MS foi possivel identificar 24 compostos em extratos de propolis verde,
vermelha, marrom e amarela de Cuba. O extrato de EEP-A MT por ser mais lipofilico foi
submetido a analise por GC/MS e a fracionamento cromatografico. Quinze terpenos,
semelhantes estruturalmente ao lupeol e a f-amirina, foram identificados por GC/MS no
extrato de EEP-A MT e fracdes obtidas por cromatografia, por meio da biblioteca de
espectros NIST. Os espectros de RMN-'H do extrato de propolis amarela MT e de suas
respectivas fragdes confirmaram a presenca de misturas de triterpenos. Os diferentes tipos de
propolis também foram comparados quantitativamente através da determinagdo
espectrofotométrica dos teores de compostos fenolicos e de flavonoides e da capacidade
antirradicalar dos extratos. As propolis de coloragdo amarela (amostras de MT e Cuba)
apresentaram baixos teores de fenolicos e flavonoides e baixa capacidade antirradicalar, se
comparado com os demais tipos de propolis. No entanto, os valores obtidos atendem os
requisitos minimos de qualidade estipulados para propolis pela legislacdo brasileira. O
potencial antitumoral da prépolis também foi investigado através de testes de atividade
citotoxica in vitro em diferentes linhagens de células tumorais humanas. O extrato etanolico
de propolis amarela MT apresentou inibicdo elevada (95%) apenas na linhagem OVCAR-8
(carcinoma de ovario) sendo, portanto, mais seletivo para esse tipo de célula tumoral. Por
apresentarem inibigao maior que 75% em pelo menos duas linhagens de células tumorais, os
extratos de propolis marrom (Parand) e vermelha (Bahia) foram posteriormente testados para
obter a concentracdo média inibitoria para 50% das células testadas (Clsg). Dentre todas as
propolis, a propolis marrom demonstrou o maior potencial antitumoral, pois apresentou

valores de Clso< 50 pg/mL para todas as linhagens tumorais testadas. Desta forma, os



resultados obtidos neste trabalho ampliaram o conhecimento sobre os tipos de propolis
brasileira, e em particular, contribuiram para a caracterizagdo quimica da propolis amarela,
para a qual ndo existem relatos sobre sua composi¢do quimica e/ou atividade farmacoldgica.
A propolis amarela MT apresentou perfil quimico, qualitativo e quantitativo, bem como,
capacidade antirradicalar e potencial antitumoral, diferentes das outras propolis brasileiras

estudadas.



ABSTRACT

The current study aimed to investigate the chemical composition of a yellow propolis
from Mato Grosso do Sul, Brazil (EEP-A MT). The extract of EEP-A MT was qualitatively
compared through ESI(-)-MS fingerprint and hyphenated chromatographic techniques
(LC/DAD, LC-MS/MS and GC/MS) with four Brazilian types of propolis: green propolis
from Sao Paulo (EEP-V SP), green propolis from Minas Gerais (EEP-V MG), red propolis
from Bahia (EEP-VM BA), brown propolis from Parand (EEP-M PR) and a type of yellow
propolis from Cuba (EMP-A Cuba). ESI(-)-MS fingerprints showed similar chemical
composition for the green propolis from Sao Paulo and Minas Gerais and, in a lesser extent,
for the brown propolis from Parand. Despite having the same color, the yellow propolis from
Cuba and Brazil had different chemical profiles by ESI(-)-MS, indicating different chemical
composition. By LC-MS/MS, 24 compounds were identified in green, red and brown propolis
from Brazil and in the yellow propolis from Cuba. As the extract EEP-A MT was lipophilic, it
was fractionated by chromatography and subsequently analyzed by GC/MS. Fifteen terpenes,
structurally related to lupeol and p-amirin, were identified in EEP-A MT and its
chromatographic fractions by GC/MS using the NIST spectra library. Additionally, the 'H-
NMR spectra of EEP-A MT and its fractions supported the presence of mixtures of triterpenes
in the extract of this yellow type of Brazilian propolis. Furthermore, the different types of
propolis were quantitatively compared through spectrometric determination of the total
amount of phenolic and flavonoid compounds and by the radical scavenge activity of the
extracts. The yellow samples of propolis from Brazil and Cuba had low levels of total
phenolics and flavonoids and low radical scavenge capacity when compared with the other
types of propolis. Nevertheless, these levels are in agreement with the quality requisites
established by the Brazilian legislation for extracts of propolis. On the other hand, the
antitumoral potential of the extracts of propolis was also investigated by in vitro cytotoxic
assays in different strains of human tumoral cells. The ethanolic extract of the yellow propolis
from Brazil showed a high value of inhibition (95%) only in OVCAR-8 strain (ovarian
carcinoma), then being more selective against this type of tumoral cell. Once that the brown
(Parana state) and red (Bahia state) types of Brazilian propolis had a tumoral cell inhibition
higher than 75% in at least two tumoral cell strains, these extracts were further evaluated to
obtain their inhibition concentration for 50% of the tested cells (I1Csp). Among all propolis, the
brown type showed the highest antitumoral potential with ICso< 50pg/mL for all tumoral

cells. To conclude, our results contributed to widen the knowledge about the different types of



Brazilian propolis, specifically, to chemically characterize the yellow Brazilian type of
propolis for which there are no previous reports of their chemical composition and/or
pharmacological activities. The yellow propolis from Mato Grosso do Sul had a different
qualitative and quantitative chemical profile, as well as, different radical scavenge and

antitumoral potentials from the other types of propolis assessed in this study.
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1. INTRODUCAO

As abelhas produzem um material sélido e pegajoso, conhecido como propolis, a partir
da coleta de resinas vegetais de varias partes de plantas e arvores que sdao misturadas

. . . . . 1,2
involuntariamente com secregdes salivares, pdlen e cera de abelha.

A propolis desempenha varias fungdes dentro da colméia, por exemplo, ¢ usada para
fechar pequenas frestas, diminuindo as correntes de ar no interior e estabilizando a
temperatura interna que se mantém em torno de 35°C. Também funciona como um
antisséptico usado para esterilizar os favos antes de cada postura de ovos e embalsamar
pequenos insetos mortos na colméia, evitando assim sua putrefagdo. Dessa maneira a propolis
¢ um material de defesa da colméia, devido as suas propriedades fisicas, como viscosidade, e

também devido a sua composicdo quimica por conter agentes antimicrobianos. °

Ao mesmo tempo em que a propolis ¢ indispensavel para a sobrevivéncia da colméia,
suas propriedades farmacologicas a tornam um firmaco em potencial. * Nos tltimos anos a
propolis tem sido de grande interesse econdmico e deixou de ser descartada pelos apicultores,
passando a ser comercializada com o desenvolvimento de novos produtos. A propolis se
destaca pelas suas propriedades terapéuticas, entre elas a atividade antioxidante e
antimicrobiana, ambas relacionadas com a sua composicdo em compostos fendlicos e
flavonoides. Por esse motivo ha grande interesse no estudo da propolis para uso em beneficio

da satide humana.

O trabalho realizado teve como objetivo principal a investigacao quimica da propolis
amarela coletada no Mato Grosso do Sul (EEP-A MT). O interesse nessa propolis partiu de
um pedido dos proprios apicultores que almejam sua padronizagdo para possivel
comercializa¢do. Ainda em estudos preliminares, que visaram a identificacdo de extratos de
propolis com potencial antitumoral, a propolis EEP-A MT demonstrou atividade citotoxica in
vitro contra células tumorais humanas, apresentando 100% de inibi¢do em duas das trés
linhagens tumorais avaliadas (SF-295 glioblastoma - humano e OVCAR-O ovario - humano).
Vale ressaltar também que a pesquisa bibliografica referente aos estudos sobre propolis

brasileira, apontou um Ginico trabalho que analisou uma amostra de propolis de MT. °

Neste trabalho, o extrato desta propolis foi comparado com cinco tipos de amostras de

propolis: propolis verde de Sao Paulo (EEP-V SP), prépolis verde de Minas Gerais (EEP-V



MG), prépolis vermelha da Bahia (EEP-VM BA), propolis marrom do Parand (EEP-M PR) e
um tipo de propolis amarela de Cuba (EMP-A Cuba).



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Prépolis

A descoberta de que certos alimentos podem prevenir doengas iniciou uma revolugao
nas areas de nutri¢do, farmacia, medicina ¢ ci€ncias de alimentos. Além dos nutrientes, sabe-
se hoje que existem outras substancias nos alimentos que tem fungdes especificas e
importantes para a satde. Elas sdo denominadas de “substancias bioativas” e os alimentos que
as contém sdo denominados de “alimentos funcionais”. ® Entre os produtos naturais funcionais
esta a propolis que ja € conhecida hd muito tempo e nas tltimas décadas tem se observado um

aumento do numero de pesquisas com propolis. ’

A propolis ¢ um material resinoso coletado pelas abelhas a partir de diferentes partes
das plantas, exsudatos resinosos, brotos e partes do tecido vegetal. Na colméia a resina
coletada ¢ misturada com enzimas presentes na saliva e cera de abelha. ® A palavra propolis é
derivada do grego pro-, em defesa, e polis-, cidade ou comunidade, isto ¢, em defesa da
comunidade, reflete a sua importancia para as abelhas, uma vez que a utilizam para suavizar
paredes internas, selar orificios impedindo a entrada de vento e agua e para manter a
temperatura dentro da colméia. Além disso, a propolis ¢ usada para cobrir carcagas de insetos
que morreram dentro da colméia evitando sua decomposicao, protegendo assim a colonia de
doencas (Figura 1). Devido as propriedades antibacterianas da préopolis, a colméia fornece

condicdes estéreis necessarias para a sobrevivéncia de milhares de familias de abelhas. **%!°

A resina contida na propolis € coletada da vegetacao que fica em torno da colméia. O
voo de uma abelha Apis mellifera abrange um raio de cerca de 3 km em torno da colméia, de
onde as abelhas coletam pdlen e néctar para alimentacdo, bem como a resina para a produgdo
da propolis. Nao sdo conhecidos os fatores que direcionam a preferéncia das abelhas coletoras
de resina por uma determinada fonte vegetal, mas se sabe que elas sdo seletivas nesta coleta.
Dependendo da disponibilidade de representantes no campo, as plantas de uma determinada

, . . ~ . 1
especie prevalecem €m uma malor ou menor extensao, como fontes de resina. 510

Possivelmente, esta escolha esteja relacionada com a atividade antimicrobiana da
resina, uma vez que as abelhas utilizam a propolis como um anti-séptico para prote¢ao de toda

a colméia. ®
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Figura 1 - Esquema de produgao e utilizagao da propolis pelas abelhas.

Fonte: Elaborada pela autora.

As abelhas do género Apis sdo utilizadas pelos apicultores na produgdo nao sé de
propolis, mas também de mel, por apresentarem maior rendimento na producdo destes
produtos. As populacdes de abelhas do género Apis, no Brasil, eram principalmente de origem
européia antes de meados dos anos 1950. Em 1956, abelhas africanas (Apis melliferas
cutellata) foram introduzidas no sudeste do Brasil, mas por causa de um acidente ocorrido,
varias abelhas africanas escaparam e um processo de africanizacdo ocorreu com as abelhas
européias presentes no Brasil ', gerando outra espécie de abelhas, ou seja, uma mistura
genética de abelhas européias e africanas. Essa espécie conhecida como abelha Apis mellifera
(Figura 2) se adapta facilmente as variacdes climaticas e sdo menos agressivas que as abelhas

africanas.



Figura 2 - Representacdo da espécie de abelhas Apis mellifera.

Fonte: Foto registrada pela autora.

A propolis pode apresentar varias cores e odores caracteristicos. Algumas amostras
apresentam textura dura e quebradica quando frio, enquanto outras amostras podem ser

elasticas e terem propriedades adesivas quando quente. '*°

Devido a todos os tipos de propolis apresentar propriedades antimicrobianas, a mesma
tem sido utilizada pelo homem desde os tempos remotos com diversas finalidades. Os
egipcios utilizavam a propolis no embalsamamento de mumias no antigo Egito devido as
propriedades anti-putrefagio de prépolis, o que impede a decomposicdo do cadaver. '
Durante a Segunda Guerra Mundial, na ex-Unido Soviética, a propolis foi empregada na
cicatrizacdo de feridas. Desde os anos 1980, a sua utilizagdo na medicina alternativa tem
aumentado, e a propolis tem sido utilizada na prevencdo de varias doengas, tais como

diabetes, cancer e disfuncdes cardiovasculares, bem como no tratamento de inflamacdes.

Em paises da Europa Ocidental, na América do Norte e do Sul e no Japao, a propolis
ndo possuia popularidade até os anos 80. Neste ultimo pais, o primeiro reconhecimento da
prépolis como uma possibilidade promissora em farmacologia ocorreu em 1985 (30°

Congresso Internacional de Apicultura, Nagoya). Até aquele momento, a propolis era
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considerada pelos apicultores como um produto indesejado na colméia, por ndo possuir valor
de mercado e por sua produgdo significar um declinio na producao de mel. Comegando com
um aumento gradual do interesse em varios paises, em meados de 1980, a propolis tornou-se
um produto cada vez mais importante na medicina complementar e alternativa, sendo
atualmente um dos produtos apicolas mais consumidos no mundo. ° O Japdo é o principal

importador de propolis, com preferéncia manifestada pela propolis brasileira. ’

O mercado brasileiro de produtos apicolas tem crescido nos ultimos anos,
principalmente pela procura por produtos naturais que atendam anseios especificos do
consumidor em relagdo a sua agdo terapéutica. A producao de propolis tem se tornado fonte
de renda para muitas familias brasileiras. Isso se reflete no aumento da demanda pelo
consumo de produtos contendo propolis, como extratos, comprimidos, capsulas, cosméticos,
suplementos alimentares, ¢ no seu estado puro. '* Consequentemente as pesquisas sobre a
composicdo quimica e atividade biolégica da propolis tém crescido também
consideravelmente nas trés ultimas décadas. Os cientistas tém se interessado na investigagao
de seus constituintes e nas suas propriedades farmacoldgicas tais como antioxidante,

antibacteriana, antiinflamatéria, antitumoral, antiviral, antifingica, entre outras. 1.6

Esse interesse reflete no aumento do niimero de artigos publicados, e também de
patentes, cujo objeto de estudo foi a propolis. Por exemplo, pesquisa realizada no
Sciencedirect, usando a palavra-chave propolis, indicou 326 trabalhos publicados com estudos
sobre propolis e 490 patentes nos ultimos 10 anos. "> Considerando o periodo de 2003 até
novembro 2013, data em que esta pesquisa foi realizada, podemos observar na Figura 3 que o
ano de 2011 tem a maior quantidade de trabalhos publicagdes e patentes depositadas em

relacdo ha outros anos. '*'°
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Figura 3 - Publicagdes e patentes depositadas sobre propolis no periodo de 2003 até
novembro de 2013. Fontes: SCIENCEDIRECT (2013) ° ¢ EUROPEAN PATENT OFFICE
(2013) '

Em relacdo as patentes depositadas, a maior parte delas ¢ japonesa, sendo que a
primeira patente japonesa ¢ de 1987 e aborda o uso da propolis no controle de odores. ' Uma
busca feita para patentes tratando sobre propolis no site do Instituto Nacional da Propriedade
Industrial (INPI) teve como resultado 45 patentes depositadas de 1992 a 2010. As inovagdes
tecnoldgicas sdo muitas. A primeira patente brasileira surgiu somente em 1995, para o uso em
tratamento odontoldgico na prevencao de caries e gengivites. Em 1995, CARVALHO
patenteou a Caixa Coletora de Propolis (MU7501840-3 U2), cuja finalidade principal é fazer
com que as abelhas produzam maior quantidade de propolis, com menos impurezas € com
melhor qualidade. Muitas patentes tratam sobre processos de obtengdao da propolis com
diferentes solventes extratores e também aplicagdes da propolis em veterindria. ROSA em
2010 depositou a patente sobre processo para producdo de extrato oleoso de propolis com alto
rendimento e produtos resultantes (P11000615-0 A2) com a finalidade de substituir os extratos
etandlicos e hidroalcodlicos. O extrato oleoso demonstrou vantagens com alta concentracao
de compostos bioativos. A fracao liquida pode ser utilizada em diversas aplicacdes como na

~ . ;- s A s 1
elaboracio de produtos alimenticios, cosméticos e farmacéuticos. '’



Quinze patentes representando 6,2% das patentes depositadas até o comeco de 1999,
no mundo inteiro, se referem ao uso da propolis no tratamento odontologico.  Em 2001,
MARCUCCI " depositou a patente sobre formulagdes a base de propolis para o uso
odontologico (PI0105471-6 A2), para higiene bucal e no processo cariogénico e assepsia da

cavidade bucal. Essa é uma das aplica¢des da propolis mais estudada em todo o mundo. ’

O mercado brasileiro de produtos apicolas tem crescido nos ultimos anos,
principalmente pela procura por produtos naturais que atendam anseios especificos do
consumidor em relagdo a sua agdo terapéutica. A producao de propolis tem se tornado fonte

de renda para muitas familias brasileiras.

A propolis verde, assim como a propolis vermelha, ¢ muito valorizada no mercado
internacional, principalmente no mercado japonés. Segundo o SEBRAE '8, 0 preco médio de
um quilograma da prépolis verde em 2010 foi de 87 ddlares, enquanto que o prego médio do

quilograma de mel foi de 3 ddlares no mesmo periodo.

O alto valor agregado a propolis ¢ um incentivo para um sério controle de qualidade
dos produtos apicolas produzidos no Brasil, para que o mesmo nao perca mercado para outros
paises produtores. O Brasil possui hoje a segunda maior produ¢ao mundial, perdendo apenas
para a China. As exigéncias internacionais para a qualidade dos produtos apicolas obrigaram
o Brasil a estabelecer normas para definir padrdoes minimos de qualidade para comercializagao

destes produtos. '*

Para regulamentar o produto apicola, foi criada a instru¢do normativa n° 3, de 19 de
janeiro de 2001, que mostra os limites para fixacdo de identidade e qualidade da propolis.
Essa instru¢do normativa contém o anexo VI que regulamenta os padrdes para fixagdo de
identidade e qualidade de propolis, € o anexo VII, que regulamenta a identidade e qualidade
do extrato de propolis. Entende-se por extrato de propolis o produto proveniente da extragao
dos componentes soluveis da propolis em alcool neutro (grau alimenticio), por processo

tecnologico adequado. "
2.2 Fontes botanicas de prépolis

Devido a ser um produto de origem vegetal, ao qual as abelhas agregam ceras, pdlen,
enzimas, etc, existe uma grande variabilidade da propolis de acordo com a fonte vegetal

utilizada pelas abelhas para sua elaboragdo. Diferengas na biodiversidade de diferentes locais



geograficos levam a propolis de composicao quimica diferente. Por esse motivo, as amostras

de propolis da Europa, América do Sul e Asia tém composi¢des quimicas distintas. '

Por exemplo, foi relatado que existe uma menor variacdo da composi¢do quimica da
propolis nas regides de clima temperado, como na Europa e América do Norte. Nessas
regides, espécies de Populus (dlamo) constituem a fonte dominante visitada pelas abelhas
Apis mellifera para a extragdo da matéria-prima. '° No norte do México, precisamente na
regido semi-arida do estado de Sonora, pesquisadores sugeriram que a principal fonte botanica
de coleta de propolis é Populus fremontii, independente das quatro estacdes do ano. 2!
Entretanto, num estudo feito por BANKOVA e colaboradores ® foi proposto que no Deserto

de Sonora a fonte de propolis foi a planta Ambrosia deltoidea, diferente da proposta feita por

VALENCIA e colaboradores ?' citada anteriormente.

Em zonas tropicais onde as espécies de Populus estdo praticamente ausentes as
abelhas procuram diferentes fontes botanicas para elaboragdo da propolis. Assim, em
amostras de propolis da Venezuela a origem da resina ¢ a partir das fontes Clusia
scrobiculata, Clusia menor e Clusia major. Para a propolis de Cuba os exsudatos das folhas e
dos frutos da Clusia rosea parecem ser os preferidos pelas abelhas. 2 ** J4 na Tunisia na
Africa do Norte foi encontrado o exsudato das folhas de algumas espécies de Cistus como a
fonte vegetal da propolis. No oeste da Australia, Xanthorrhoea (Juncaceae) foi indicada como

uma possivel fonte da propolis. ***

Também em estudo recente ISIDOROV e pesquisadores ** analisaram extratos etilicos
de propolis de 11 paises da Europa e Asia, juntamente com extratos de brotos. Esses extratos
foram preparados e investigados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (GC/MS). Pela primeira vez, as composi¢cdes quimicas dos exsudatos de alamo
(Populus tremula), bétula branca (Betula pubesces) e brotos de bétula prata (Betula pendula)
foram determinados. Este estudo permitiu caracterizar pela primeira vez a origem botanica de
propolis da Eurasia. Todos os extratos demonstraram ser de origem mista. Para as amostras de
propolis das regides situadas no norte da Asia e Europa hi uma maior concentragio dos
exsudatos poplar pretos (P. nigra e P. nigravar. piramidalis) comparado com os localizados
no sul. Os autores observaram que as abelhas possuem um comportamento seletivo a espécie
vegetal, diretamente relacionado aos teores de fenodis, os quais sdo principais substancias

responsaveis pelas propriedades antibacterianas da propolis.



Na Tabela 1 encontra-se um resumo de tipos de propolis estudados no mundo todo,

sua origem geografica, fonte vegetal e principais constituintes.

Tabela 1- Tipos de propolis produzidas globalmente: origens vegetais e principais

constituintes.
. P . . Principais A
Tipo de propolis Origem geografica Fonte vegetal constituintes Referéncia
Europa, América do
) Norte, AAma,. Nova Populus spp. Flavonas, flavanonas,
Alamo Zelandia 4cidos cindmicos e seus 15112829
Argentina, Uruguai e ésteres
Brasil (SC) Populus alba
Bétula Russia Betula verrucosa Flavonas e flavonois HE
Clusia Cuba, Venezuela Clusia spp. Benzofenonas 21,22.23.30
polipreniladas
Acidos p-cumarico
Verde Brasil (Sudeste) Baccharis spp. prenilados, dcidos >
diterpénicos
) ecfﬁibe;g; ;; m Fenil propanoides
Brasil PHY prenilados
Guttiferae
Benzofenonas 11,21, 23,25 30,
Vermelha Venezuela Clusia spp. polipreniladas 31,32,33,
Clusia rosea Benzofenonas
Cuba Dalbergia poliisopreniladas
ecastophyllum
. Flavonoides, acidos
) Araucaria spp. A
Marron Brasil (Sul) ~ cInamicos € 5, 34,35
Baccharis spp. diterpérpenicos e seus
ésteres

Fonte: Elaborada pela autora.

A propolis brasileira tem sido objeto de estudo de numerosas pesquisas nos ultimos
anos. Como o objetivo principal do presente projeto € a caracterizagdo quimica de uma
amostra de propolis amarela produzida no Mato Grosso do Sul e sua comparacdo com outros
tipos mais estudados de propolis brasileira, a revisdo bibliografica realizada foi direcionada
aos estudos sobre a composicdo quimica da propolis brasileira, sua variabilidade, origem

vegetal e as atividades farmacologicas relatadas para a mesma.
2.3 Tipos de propolis encontrados no Brasil

Devido a ampla variedade da propolis brasileira e a necessidade de sua padronizagao,

vérios pesquisadores a investigaram buscando sua classificagdo. PARK e colaboradores °
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coletaram amostras de propolis de diferentes regides do Brasil. Utilizando cromatografia em
camada delgada de alta eficiéncia (HPTLC), espectrofotometria no UV e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) classificaram as amostras a partir de suas caracteristicas
fisico-quimicas e propriedades biologicas. Neste estudo, 500 amostras de propolis foram
coletadas de diferentes regides do Brasil, sendo classificadas em 12 grupos distintos de
propolis (Tabela 2), cinco grupos da regido sul, seis grupos na regido nordeste e a existéncia
de apenas um tipo majoritario de propolis na regido sudeste do Brasil. A classificagdao foi
intimamente relacionada ao tipo de abelha e flora de cada regido onde a propolis foi
originada, por consequéncia, apresentaram atividades farmacologicas distintas. Além disso,
fatores associados as técnicas de extragcdo, metodologia e época do ano em que foi produzida
a propolis foram sugeridos como influenciadores da atividade farmacologica. Esse resultado
sugere que existe uma maior diversidade de propolis nas regides sul e nordeste do Brasil na
mesma propor¢ao que a vegetagao destas regides também varia. Os autores demonstraram a
pouca diversidade vegetal para a retirada de resina pelas abelhas na regido sudeste.
Posteriormente, ALENCAR e colaboradores * propuseram um novo tipo de propolis
brasileira a propolis vermelha do nordeste, essa propolis foi classificada separada dos 12 tipos

encontrados por PARK e colaboradores °.

Tabela 2 - Classifica¢io da propolis brasileira proposta por PARK e colaboradores ° .

Extratos Etanolicos de Propolis

Grupos Cor Substéncias Soluaveis (%) Origem da propolis
Grupo 1 (RS5) Amarelo 63,0 Regido Sul
Grupo 2 (RS1) Castanho claro 57,5 Regido Sul
Grupo 3 (PR7) Castanho escuro 65,0 Regido Sul
Grupo 4 (PR8) Castanho claro 54,5 Regido Sul
Grupo 5 (PR9) Marrom esverdeado 58,7 Regido Sul

Grupo 6 (BA11) Marrom avermelhado 45,9 Regido Nordeste
Grupo 7 (BAS1) Marrom esverdeado 43,8 Regido Nordeste
Grupo 8 (PES) Castanho escuro 41,3 Regido Nordeste
Grupo 9 (PE3) Amarelo 46,7 Regido Nordeste
Grupo 10 (CE3) Amarelo escuro 24,1 Regido Nordeste
Grupo 11 (PI1) Amarelo 23,1 Regido Nordeste
Grupo 12 (SP12) Verde ou Marrom 61,0 Regido Sudeste

esverdeado
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Em outro estudo, PARK e colaboradores '' analisaram a origem vegetal de amostras
de propolis dos grupos 3 (regido sul do Brasil), 6 (regido nordeste) e 12 (regido sudeste). As
origens vegetais destes grupos foram investigadas utilizando cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia em fase reversa (RPHPTLC), cromatografia liquida de alta
eficiéncia em fase reversa (RPHPLC), e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (GC/MS). Os autores verificaram que na produgdo das amostras de propolis advindas
dos estados de Minas Gerais ¢ Sao Paulo (grupo 12), as abelhas coletaram a resina
principalmente de B. dracunculifolia, visitando raramente outras espécies como Baccharis (B.
caprariaefolia, B. erioclada, B. myriocephala, B. platipodae B. tridentade), Eucalyptus
citriodora, Myrocarpus frondosus € Araucaria angustifolia. Em relagdo as amostras do grupo
3, foi observado que as abelhas visitaram principalmente as plantas de alamo e, para as

amostras do grupo 6, Hyptis divaricata toi a principal fonte vegetal visitada pelas abelhas.

SAWAYA e pesquisadores ~ analisaram por espectrometria de massas com ionizagio
de eletrospray (ESI/MS) mais de 40 amostras de propolis incluindo, principalmente, propolis
brasileira ¢ amostras pontuais de diversas regides do mundo como de Europa, América do
Norte e Africa. Nesse estudo, a propolis do nordeste do Brasil do estado da Bahia e Alagoas
foram subdivididas em dois grupos principais, com coloragdo de vermelho intenso ¢ marrom-
avermelhada. As propolis do sudeste e sul foram distinguidas pela coloracao variavel de verde
a marrom. A propolis do sudeste apresentou caracteristicas bastante distintas da propolis da
Europa e América do Norte. A propolis da regido sul e sudeste do Brasil também variaram
significativamente entre si, ¢ foram divididas em trés grupos. Houve uma similaridade na
composi¢cdo quimica (marcadores de ions negativos) da propolis da regido sub-tropical no
estado do Parana e da propolis da Europa e América do Norte mostrando possivel semelhanga

na origem vegetal.

Pesquisadores coletaram nos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais amostras de
propolis de abelhas africanizadas da espécie Apis mellifera resultando num total de 58
amostras, juntamente com a resina vegetal de Baccharis dracunculifolia. Através da
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RPHPLC), cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia em fase reversa (RPHPTLC) e cromatografia gasosa acoplada a
espectometria de massa (GC/MS), foi verificado um perfil quimico similar entre os extratos
etandlicos de propolis (EEP) e o extrato metandlico do vegetal (EMV), sendo confirmadas 18

substancias quimicas comuns. O composto artepelin C foi identificado nas amostras 16 ¢ 17
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tanto na propolis quanto no extrato metanolico Baccharis dracunculifolia. *° Por esse motivo,
o artepilin C ¢ considerado um marcador quimico da prépolis verde produzida em Sao Paulo e
Minas Gerais. Baccharis dracunculifolia ¢ um arbusto da familia Asteraceae, que cresce
naturalmente no sul e sudeste do Brasil, Uruguai, Paraguai, Argentina e Bolivia, a uma altura

. R 1,37
de dois a trés metros.

Por causa da grande biodiversidade de plantas existentes no Brasil, a propolis
brasileira tem uma composicdo quimica bastante distinta do restante do mundo.
Consequentemente, a propolis brasileira tem sido classificada em grupos distintos de acordo

com sua cor, composi¢io quimica e origem vegetal. >

A coloragao da propolis relaciona-se também com sua origem vegetal, podendo variar
do amarelo claro passando a uma tonalidade esverdeada até o marrom avermelhado. ' Um
exemplo disto € a propolis vermelha, encontrada normalmente na regido do nordeste do
Brasil. Também conhecida como a propolis do Mangue, do estado de Alagoas, teve sua
origem vegetal investigada por ALENCAR e colaboradores *° . Dentre 20 plantas coletadas ao
redor das caixas de coleta de propolis, apenas a espécie Dalbergia ecastophyllum

(Leguminosae) mostrou um perfil de resina semelhante ao da propolis vermelha.

Recentemente, LOPEZ e colaboradores 23 estudaram 14 amostras do extrato etandlico
de propolis brasileira de cor vermelha, incluindo uma amostra de Cuba e uma amostra da
espécie vegetal Dalbergia ecastophyllum sugerida por ALENCAR »°. As amostras dos
estados de Alagoas e Paraiba apresentaram caracteristicas da espéciede Guttiferae. Ja as
amostras de propolis do Sergipe e Cuba agruparam-se entre si € com a fonte vegetal
Dalbergia ecastophyllum. As amostras foram analisadas por espectrometria de massa com
ionizagdo por inser¢do direta no modo negativo (ESI (-)-MS) obtendo os fingerprinting.
Combinando os dados de fingerprints ao uso da técnica da analise das componentes principais
(PCA), as propolis foram claramente classificadas em trés grupos principais, de acordo com
seus ions marcadores, sendo identificado um ion caracteristico de cada um dos trés grupos. As
amostras do estado de Roraima apresentaram um unico ion marcador e muito abundante de
m/z 501, o qual caracterizou as amostras como um novo tipo de propolis vermelha brasileira.
As outras amostras vermelhas foram divididas em dois grupos de acordo com a
predominancia de ions especificos marcadores. As amostras do Grupo A foram oriundas dos
estados de Alagoas e Paraiba e apresentaram o ion marcador de m/z 601, indicado pelos

pesquisadores como provavel benzofenona presente na resina de Guttiferae. No grupo B
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agruparam-se as amostras de propolis vermelha de Sergipe e Cuba e a fonte vegetal Dalbergia
ecastophyllum. A PCA mostrou os ions comuns aos extratos de propolis e a fonte vegetal,
sendo esses os ions m/z 267 identificado como a formononetina, m/z 283 como biochanina A
e m/z 255 como pinocembrina. A amostra de propolis vermelha cubana classificou no grupo B
principalmente devido ao marcador abundante do ion em m/z 401. Esse agrupamento indica
que a propolis vermelha cubana deve conter além de resinas de D. ecastophyllum, outras
resinas vegetais em sua composicao. Os autores concluiram que pelo menos duas espécies de
plantas sdo as principais fontes de resinas de propolis vermelha brasileira e a contribuicao
relativa de cada espécie com a composi¢ao da propolis varia regionalmente e possivelmente

sazonalmente, resultando em dois tipos diferentes de propolis vermelha brasileira.

Outro tipo de propolis brasileira ¢ a propolis marrom, que normalmente ¢ encontrada
nas regioes do sul do Brasil (estados de Parana e Santa Catarina). Para essa propolis tem sido
sugerido que as abelhas visitam as plantacdes de Araucaria heterophylla. ® Porém a araucaria
conhecida como o pinheiro do sul € a Araucaria angustifolia e, embora sugerida como fonte
da prépolis do sul, ainda niao existem estudos definitivos que confirmem esse fato. No
entanto, observagdes de campo realizadas por nosso grupo de pesquisa mostraram claramente

que as abelhas coletam resina da Araucaria angustifolia (Figura 4).

Ha ainda uma propolis mista no sul do Brasil que tem como caracteristica a presenca
de compostos de ambas as vegetacdes citadas anteriormente, B. dracunculifolia e A.

heterophylla.’

Figura 4 - Abelha Apis mellifera coletando a resina de plantacdes de Araucaria angustifolia.

Fonte: Foto registrada durante coletas em 2012.
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Além das abelhas Apis mellifera, existem no Brasil centenas de espécies de abelhas
sem ferrdao, denominadas como abelhas nativas ou indigenas. Algumas dessas espécies
produzem mel e propolis. Essa propolis ¢ conhecida como cerumem, pois as abelhas
indigenas a fabricam a partir de resinas vegetais e cera de abelha, ou também como

, . - . . . 38
geopropolis, quando sdo misturadas resinas vegetais a terra.

SAWAYA e pesquisadores *° investigaram amostras de propolis de abelhas nativas e
algumas amostras de propolis 4. mellifera que foram fornecidas pelos apicultores de
diferentes regides do Brasil. O objetivo foi determinar marcadores quimicos da propolis de
abelhas nativas oque resultou em trés grupos principais devido a conjuntos caracteristicos de
componentes polares e/ou acido. Nesse trabalho foi confirmado Baccharis dracunculifolia e
sugerida Araucaria heterophylla como plantas visitadas pelas abelhas Apis mellifera do
sudeste e sul do Brasil para extra¢ao de resinas. Para a abelha nativa Tetragonisca angustula
(popularmente conhecida como Jatai) foi verificado que sua propolis apresentou o mesmo
perfil em todas as regides analisadas. Os autores concluiram que, esta espécie de abelha
parece ser mais seletiva procurando sempre pela mesma fonte vegetal para produzir a
propolis. Schinus terebenthifolius (aroeira) foi apontada como uma importante fonte para a
propolis da Jatai em todas as regides do Brasil. A conclusdo foi baseada na comparagao dos
extratos de propolis através de seus perfis de ions obtidos por ionizagdo por eletrospray.
Amostras de propolis de Jatai provenientes do sudeste e do interior do nordeste, bem como
algumas amostras do sul apresentaram ions diagnosticos presentes em Schinus
terebenthifolius (aroeira). Pela comparacdo da propolis de Jatai com o extrato de Baccharis
dracunculifolia (alecrin do campo) foi possivel concluir também que a mesma nao ¢ uma

fonte vegetal para propolis dessa abelha sem ferrao.
2.4 Composicao quimica da propolis

Em geral, a propolis ¢ um produto de uma mistura complexa e ¢ composto de 50% de
resina e balsamo vegetal, 30% de cera, 10% de dleos essenciais e aromaticos, 5% pdlen e 5%
vérias outras substancias, incluindo residuos organicos. ** MARCUCCI relatou mais de 250
compostos presentes em amostras de propolis englobando: alcodis e fenois, aldeidos, acidos
alifaticos e ésteres derivados, acidos aromaticos e ésteres aromaticos derivados, acidos graxos

superiores tipicos de ceras e seus ésteres, cetonas, flavonas e flavonois, flavanonas, chalconas
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e diidrochalconas, terpendides e sesquiterpendides, esteroides, aminoacidos, agucares,

. . . . .12
hgnanas, vitaminas € minerais.

Os materiais disponiveis para a coleta da resina sdo produzidos por uma enorme
variedade de processos botanicos em diferentes partes de plantas. Podem ser substancias
ativamente secretadas pelas plantas e substancias encontradas no exsudato de cortes das
plantas, materiais lipofilicos das folhas e dos botdes das folhas, mucilagens, gomas, resinas e
latex. ® Dessa maneira, a composi¢do quimica da propolis ¢ qualitativa e quantitativamente
variavel, dependendo da vegetacio do local onde foi coletada e o periodo de coleta. ® Além
disso, podem ser encontrados na propolis materiais que sao introduzidos durante a elaboragao

da mesma na colméia. '

Atualmente, mais de 300 compostos pertencentes as classes dos acidos fenolicos,
terpenos, ¢ésteres e flavonoides foram identificados como constituintes de propolis de
diferentes origens geograficas. Amostras originadas de regides de clima temperado como
Europa, China ¢ América do Norte sao caracterizadas por composi¢des quimicas similares,
apresentando elevados teores de substancias fenolicas tais como: flavonoides, acidos fendlicos

e ésteres. °

Em amostras de propolis da Nova Zelandia foram identificados o acido 5-fenil-trans,
trans-2,4-pentadienoico (1) e o 4cido 5-fenil-frans-3-pentanoico (2). ® Na propolis originaria
do Deserto de Sonora no México foram identificados flavonoides agliconas como a flavona

5,7,4’—trihidroxi-6,8-dimetoxi (3) e 5,3’,4’-trihidroxi-6,7,8-trimetoxiflavona (4). 8

Acido 5-fenil-trans, trans-2,4-pentadienoico (1) Acido 5-fenil-trans-3-pentanoico (2)

5,7,4’—trihidroxi-6,8-dimetoxiflavona (3) 5,3’,4’-trihidroxi-6,7,8-trimetoxiflavona (4)
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De maneira geral, os estudos sobre propolis da Europa e da China mostram que essas
propolis contem varios tipos de flavonoides e acidos fenolicos, enquanto que as amostras
brasileiras contem mais terpendides e derivados prenilados do 4cido p-cumérico. ° KORU e
colaboradores *° coletaram amostras em diferentes regides da Turquia e do Brasil, ¢ com a
ajuda da técnica de GC/MS mostraram que o percentual de flavondides nas amostras do Brasil
¢ muito menor que o das amostras coletadas em diferentes areas da Turquia. Esses autores
relataram que os flavonoides quercetina (5) e a flavanona 2-propen-1-ona (6) foram os que

apresentaram maior concentragao na propolis brasileira.

Quercetina (5) Flavanona 2- propen-1-ona (6)

Na propolis de zonas temperadas, a classe mais importante de compostos
biologicamente ativos € caracterizada pelos polifenois, incluindo flavonoides, acidos fenolicos
e seus ésteres, sendo que esta possui maior teor de flavonoides do que a propolis de zonas
tropicais. Por outro lado, a propolis de regides tropicais tem mostrado conter maiores
quantidades de outros compostos. Podemos destacar fenil propandides prenilados em propolis
brasileira, como o 4cido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico *' (7), e benzofenonas

.. . 7 . 2
poliisopreniladas, como a nemorosona >’ (8), em propolis cubana. *°

Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico (7) Nemorosona (8)
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Os componentes principais na propolis de origem brasileira sao diterpenos, lignanas,
derivados prenilados do acido p-cumarico, sesquiterpenos e acetofenonas. A propolis verde do
sudeste ¢ a propolis mais estudada do Brasil e contém predominantemente derivados

. L 21,41
prenilados do acido p-cumarico. “

MARCUCCI em 2006 ** sumarizou mais de 30 estruturas quimicas e os respectivos
nomes de compostos identificados em propolis brasileiras até o dado momento, a maioria
deles flavonoides e acidos fenolicos. O principal componente quimico presente na prépolis
verde brasileira ¢ o composto chamado artepilin C (acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico) (7),
um composto fendlico prenilado de baixa massa molecular (MM 300) encontrado somente em
propolis brasileira, sendo considerado um marcador quimico para este tipo de propolis. *!
Além do artepilin C (7), a propolis verde possui em sua composi¢ao derivados de 2,2-dimetil-
6-carboxietenil-8-prenil-2H-1- benzopirano (9), os acidos 3-prenil-4-hidroxicinamico (10), p-
cumérico (11), caféico (12) e 3,5-dicafeoilquinicos (13). > Ainda, a propolis verde também
possui quantidades significativas de flavonodides, muitos dos quais ndo estdo presentes nas
propolis da Europa, América do Norte ou Asia, como, por exemplo, diidrocanferida (14) e
5,6,7-trihidroxi-3-4’-dimetoxiflavona (15). ® Para a avaliacio dos efeitos citotoxicos da
propolis verde, SIMOES e colaboradores *! utilizaram amostras de propolis verde das regides
de Oliveiras (MG) e Ribeirao Preto (SP), e através do sistema de HPLC foram identificados
por comparacao com padrdes auténticos os seguintes compostos principais: acido 3-prenil-4-
hidroxicinamico (10), acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (artepilin C) (7) e isosakuranetina
(16) a partir da fracdo cloroféormica, e os compostos acido p-cumarico (11), diidrocanferida
(14) e 3,5,7-trihidroxi-4’-metoxiflavona (17) e a canferida (18) foram obtidos a partir da

fracdo butanolica.

2,2-dimetil-6-carboxietenil-

8-prenil-2H-1-benzopirano (9) Acido 3-prenil-4-hidroxicinamico (10)
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Acido p-cumarico (11) Acido cafeico (12)

) Diidrocanferida (14)
Acido 3,5-dicafeoilquinico (13)
5,6,7-trihidroxi-3-4"-dimetoxiflavona (15) Isosakuranetina (16)
3,5,7-trihidroxi-4’-metoxiflavona (17) Canferida (18)

Seis amostras de propolis brasileira de Minas Gerais e Parana foram analisadas para
identificar os constituintes (GC/MS e HPLC/MS) e determinar o seu conteudo (HPLC e
padronizacdo externa). Pela técnica de GC/MS foi possivel a identificacdo de dez compostos
entre eles éster metilico do acido palmitico (19) e éster metilico do &cido esteérico (20), entre

outros. Através do sistema HPLC/MS e utilizando padrdes auténticos, foram identificados
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dezoito compostos pertencentes as classes de flavonoides, acidos cafeoilquinicos e fenil
propandides prenilados. Todas as amostras continham componentes caracteristicos da
propolis verde, mas as amostras de Minas Gerais tiveram maiores teores de fenil propanoides
prenilados e acidos cafeoilquinicos. Apesar dos compostos detectados nas amostras de Minas
Gerais e Parana serem marcadores de propolis verde brasileira, as analises qualitativas e
quantitativas indicaram que as amostras das duas localidades sdo quimicamente muito
distintas e que os aspectos quantitativos devem ser levados em consideragao para resolver o
problema complexo de padronizagao da propolis. Canferida (18) e outros dois flavonoides
estdo entre os principais constituintes das amostras de Minas Gerais. Luteolina éter 5-O-metil
(21) foi detectada apenas em amostras do PR. Baccharis dracunculifolia foi apontada como
uma fonte de resinas para todas as amostras analisadas, mas para a amostra do Parana foi
sugerido uma origem vegetal mais complexa. Plantas como o alecrim-do-campo nao sao
abundantes no Parana, e, portanto, outras fontes (como o alamo e uma fonte desconhecida),
provavelmente sejam complementares no fornecimento de resina para a produgao de propolis

no Estado. **

Ester metilico do &cido palmitico (19) Ester metilico do acido estearico (20)

Luteolina éter 5-O-metil (21)

Nosso grupo de pesquisa vem estudando a composi¢ao quimica de propolis do Parana
desde 2006. Nesse contexto foram analisados extratos oleoso e etandlico de propolis
proveniente da cidade de Prudentopolis (Parana/Brasil). Dando mais énfase ao extrato oleoso
foram identificados, através de LC/MS e LC-MS/MS, 7 compostos presentes em fragdes
ainda impuras do extrato oleoso da propolis. Dos compostos identificados, 4 sdo acidos
fenolicos prenilados e 3 sdo flavonoides. Sao eles: artepilin C (7), acido 3-prenil-4-

hidroxicinamico (10), diidrocanferida (14), isosakuranetina (16), canferida (18), acido 3.4-
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dihidroxi-5-prenil-cindmico (22) e acido 2-propenoico- 4-hidroxi-3-(E)-{(4-hidroxi-3-[(E)-4-

(2,3-dihidrocinamoilhidroxi)-3-metil-2-butenil]-5-prenilcindmico} (23). **

o i . A Acido (E)-3-{-4-hidroxi-3-[(E)-4-(2,3-
Acido 3,4-dihidroxi-5- 1- 22 o . ou ) . .
cico thidroxi-5-prenil-cindmico (22) dihidrocinamoiloxi)-3-metil-2-butenil-5-prenil-

fenil }-2-propendico (23)

Em relagdo a propolis vermelha brasileira, classificada como o 13° tipo de propolis
brasileira, essa tem demonstrado uma composicao quimica diferente quando comparada com
outras amostras do Brasil. ALENCAR e colaboradores *° identificaram através do GC/MS 20
compostos na propolis vermelha do nordeste, estado de Alagoas, pelo menos trés isoflavonas,
nunca antes relatadas na propolis, tais como homopterocarpina (24), medicarpina (25) e 4°,7-
dimetoxi-2’- hidroxi-isoflavonol (26). Os isoflavonodides sao compostos tipicos da familia
Leguminosae (Dalbergia ecastophyllum). Assim, esses compostos podem ser uteis como
marcadores quimicos deste novo tipo de propolis brasileira. Esse estudo descrito
anteriormente concorda com TRUSHEVA e pesquisadores *%, que também observaram a
presenca de isoflavonoides, como medicarpina (25) e 4’°,7-dimetoxi-2’-hidroxi-isoflavonol

(26), em amostras de propolis vermelha brasileira.

Homopterocarpina (24) Medicarpina (25)
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4’ 7-dimetoxi-2’-hidroxi-isoflavonol (26)

Pesquisadores estudaram a propolis vermelha do estado de Paraiba (Brasil), onde,
através de investigacdo fitoquimica, isolaram e identificaram 43 compostos: sete
pterocarpanas, quatro flavanonas, neoflavonoide, isoflavanona, trés isoflavanonas, quatro
chalconas, quatro isoflavanas, sete isoflavonas, seis flavanonas e flavonol, juntamente com
trés ligninas. Dentre os 43 compostos, trés foram novos compostos: (6aS,11aS)-6a-
etoximedicarpana (27), 2-(2°,4’-dihidroxiprenil)-3-metil-6-methoxibenzofurano (28) e 2,6-
dihidroxi-2-[(4-hidroxiphenil)metil]-3 benzofuranona (29).%

2-(2’,4’-dihidroxiprenil)-3-metil-6-

6a8S,11aS)-6a-ctoximedi 27
(6aS, 11a5)-6a-etoximedicarpana (27) methoxibenzofurano (28)

2,6-dihidroxi-2-[(4-hidroxifenil) metil]-3 benzofuranona (29)

Amostras de propolis vermelha brasileira (Paraiba) tem uma composi¢do semelhante a
de um tipo especifico de propolis vermelha de Cuba (Pinar del Rio), que possui varios
isoflavondides, dentre eles medicarpina (25), (6aR,11aR)-3-hidroxi-8°,9 -dimetoxi

pterocarpano (30) e liquiritigenina (31). *°
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(6aR,11aR)-3-hidroxi-8",9 -dimetoxipterocarpano (30) Liquiritigenina (31)

Recentemente, ISHIDA e colaboradores ** estudaram amostras de propolis da regido
amazonica, na qual benzofenonas polipreniladas foram os principais componentes. Este tipo
de propolis foi altamente ativo contra bactérias cariogénicas. Os autores sugerem que as
possiveis fontes botanicas para a produgdo deste tipo de propolis pelas abelhas sejam espécies
de Garciniae Clusia. Benzofenonas polipreniladas também tém sido relatadas como

constituintes da propolis vermelha do nordeste do Brasil.

Um estudo da composi¢ao quimica da propolis produzida no Estado do Piaui resultou
na identificagdo de seis triterpendides derivados do cicloartano que foram: o acido
isomangiferélico (32), acido mangiferolico (33), acido mangiferonico (34), 24-metileno
cicloartano-3[3,26-diol (35), acido ambolico (36) e acido ambonico (37), compostos inéditos
em propolis. Os autores mencionaram que esses compostos foram isolados da casca do caule
da espécie Mangifera indica (Anacardiaceae), propondo assim que essa espécie ¢ utilizada
pelas abelhas em diferentes épocas do ano para a fabricagdo da propolis. Triterpenoides
pentaciclicos tipo lupeol (38), a e f-amirinas (39) e tetraciciclicos tipo cicloartenol (40) e 24-

metileno cicloartanol (41) apresentam atividade antiinflamatoria significativa. *’

Acido isomangiferélico (32) Acido mangiferélico (33)
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Acido mangiferénico (34)

Acido amboélico (36)

Lupeol (38)

Cicloartenol (40)

24-metileno-cicloartano-3p, 26-diol (35)

Acido ambénico (37)

o, ¢ f-amirinas (39)

24-metileno cicloartanol (41)
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As contribui¢des cientificas em estudos sobre a composi¢ao quimica de uma amostra
de propolis do Estado do Ceara permitiu a identificagao de triterpenos (lupeol (38), lupenona
(42), germanicona (43) e 4acido candrico (44)) e os flavonoides quercetina (5), canferida (18) e
acacetina (45)), sendo este o primeiro relato de acido canarico em préopolis. Os autores citam
que o acido canarico (44) foi isolado da resina de Canarium muellerie de Rugea jasminoides,
mas nenhum estudo comparativo foi realizado para verificar se estes vegetais poderiam ter

sido fonte para a retirada de resinas, pelas abelhas, na producdo deste tipo de propolis. **

Lupenona (42) Germanicona (43)

Acido canarico (44) Acacetina (45)

Podemos observar que as fontes botanicas da propolis brasileira, bem como sua
composi¢cdo quimica, variam enormemente de uma regido para outra. Dessa maneira, deve-se
levar em consideracdo essas diferengas na comercializacao da propolis brasileira, tendo em
conta que cada tipo de propolis comercializada podera apresentar um efeito diferente do

esperado pelo consumidor.
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2.5 Atividades biolégicas da propolis

Nos ultimos anos tem aumentado o interesse no estudo das propriedades
farmacologicas da propolis. Na literatura cientifica ¢ possivel verificar um grande nimero de
pesquisa sobre as atividades antibacteriana, antifingica, antiviral, antioxidante, anti-
inflamatodria, antitumoral, cicatrizante, reparadora do tecido, anestésica, contra parasitas
intestinais e sanguineos, antimutagénica e contra doengas cardiovasculares e respiratorias. O
melhor conhecimento do potencial farmacoldgico da propolis visa a utilizacao desse produto
natural para a prevencio, cura ou tratamento de diversas doencas. ' No entanto, é importante
destacar que qualquer estudo sobre a atividade biologica da propolis deve ser realizado em
conjunto com o estudo de sua composi¢ao quimica, uma vez que, a variagao da mesma leva a
variacao nas atividades observadas, principalmente na sua potencia e efetividade. Ou seja, se
faz necessario vincular a composi¢ao quimica, qualitativa e quantitativa, com a atividade

biolégica observada para determinado tipo de propolis.

Para a propolis vermelha da regido do nordeste do Brasil foi avaliada a atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e Staphylococcus mutans. Os resultados obtidos
revelaram que o extrato etanolico e a fracdo de cloroférmio foram ativos contra ambas as
bactérias, enquanto que, a fragdo hexanica foi inativa. A melhor atividade antimicrobiana foi
encontrada na fracao de cloroformio que mostrou também a maior concentracao de polifendis
totais. Em relacdo a atividade antioxidante, a fragdo hexanica foi mais ativa pois apresentou
maiores teores de flavonoides, compostos com reconhecida acao sequestradora de radicais
livres. O extrato etandlico dessa propolis (EEP) mostrou atividade citotdxica para as células

tumorais HeLa (cervical) com ICso de 7,45 ug / ml.

Da propolis foram isoladas algumas substancias anti-inflamatérias, como o acido
caféico (12), a quercetina (5), naringenina (46), e acido fenil éster caféico (CAPE) (47).
Também outros autores atribuiram atividade anti-inflamatéria para novos compostos,
incluindo o acido salicilico (48), apigenina (49), acido fertlico (50) e galangina (51). CAPE
(47), que possui a acdo de remover radicais livres, tem sido identificado como um dos
principais compostos ativos da propolis possuindo propriedades antioxidantes, anti-
inflamatdrias e hepatoprotetoras. * No entanto, os efeitos anti-inflamatérios observados para a

propolis dependeram principalmente do modo de administracdo e dosagem.
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Acido fenil éster caféico (CAPE) (47)

Naringenina (46)
Acido salicilico (48) Apigenina (49)
Acido ferulico (50) Galangina (51)

A propolis ¢ muito utilizada na dermatologia para curar feridas, queimaduras e
tratamento de ulceras externas, redugdo do tempo de cicatrizagao e aceleragdo de reparacao do

. 4
tecido. ¥

O artepilin C (acido 3,5- diprenil-4-hidroxicindmico) (7) € um dos principais acidos
fenolicos encontrados especificamente na propolis verde brasileira. Tem varias atividades
biolégicas, tais como propriedades antibacterianas, antiviral, indu¢do de apoptose,
antioxidante e anticarcinogénica. Pesquisadores relataram que o artepilin C possui atividade

antiangiogénica in vitro. *° PAULINO e pesquisadores °'

investigaram os efeitos anti-
inflamatodrios do artepilin C in vivo comparando com a dexametasona, os dois compostos
diminuiram o nimero de neutr6filos mais o artepilin C diminui em maior porcentagem. Nesse

trabalho foi demonstrado que o artepilin C mesmo em baixas concentracdes induz efeitos
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analgésicos e anti-inflamatorios em ratos. Por esse motivo os pesquisadores sugeriram que o

artepilin C pode ser utilizado por via oral em um tratamento para a dor e inflamagao.

A melhor propriedade descrita de compostos fendlicos ¢ a capacidade antioxidante
para os radicais livres produzidos normalmente pelo metabolismo de células ou em resposta a
fatores externos. Os radicais livres podem danificar biomoléculas, tais como lipidos, acidos
nucleicos, proteinas, causar a peroxidacdo das membranas celular, com isso atrair varios
mediadores inflamatorios. °* A propolis esta entre os antioxidantes mais conhecidos. Alguns
estudos demonstram que sua composi¢do quimica pode variar sob a influéncia da
sazonalidade, o que pode interferir nas suas propriedades biologicas. SIMOES-AMBROSIO e

colaboradores °

3 analisaram a propolis verde em diferentes tempos de coleta. A andlise
objetivou observar se existia diferenca entre a composicao quimica da propolis coletada a
partir do més de novembro/2001 a outubro/2002. Os extratos que apresentaram a maior
atividade antioxidante foram produzidos nos meses de maio, junho e agosto. Os autores
explicaram esses resultados como ocasionados pela baixa quantidade de chuva e as baixas
temperaturas observadas durante o outono e inverno na regido sudeste do Brasil. Nas outras
€pocas observou-se uma reducdo da concentracao de todos os principais compostos estudados
(artepilin C (7), diidrocanferida (14), e baccharin (52)), possivelmente devido as abelhas
passarem a maior parte do tempo na colméia. Nesse trabalho foi concluido que a sazonalidade

desempenha um papel importante tanto no perfil quimico como nas atividades biologicas

exibidas pela propolis.

Baccharin (52)
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Nas analises feitas por ISHIDA e pesquisadores ** nos extratos de propolis da
Amazonia designadas E(1-4), os extratos E2 e E4 foram altamente ativos contra a bactérias
cariogénicas Streptococcus mitis, Streptococcus mutans e Streptococcus salivarius. Essa
atividade foi atribuida ao elevado teor de benzofenonas polipreniladas nessa propolis. E2 foi
mais ativo que E4, provavelmente devido a um maior teor de 7-epi-nemorosona (53),
enquanto o ultimo foi mais rico em compostos di-hidroxilados. Ja as amostras E3 e El
apresentaram menor atividade antimicrobiana, provavelmente devido a quantidades elevadas
de triterpendides e quantidades praticamente nao detectadas de benzofenonas

poliisoprenilados.

7-epi-nemorosona (53)

Terpenoides, tais como, tri, sesqui, tri € pentaciclicos sdo frequentementes encontrados
, . . I . A - .. . . 41 . 4
em propolis brasileira. ' Acidos diterpénicos possuem atividade antioxidante *', antitumoral *°

.. . 4
e antimicrobiana >*.

A propolis tem sido objeto de intensa pesquisa farmacoldgica, especialmente na area
de pesquisa anticancer. A maioria dos estudos avalia os extratos etanolicos, aquosos ou
metandlicos de propolis. Entretanto, em estudo recente, nosso grupo de pesquisa reportou a
atividade antitumoral in vivo em camundongos dos extratos oleoso ¢ etanodlico de propolis de
Prudentdpolis (Parand) utilizando o modelo experimental do Sarcoma 180. Nesse estudo foi
comparada primeiramente a atividade in vitro dos extratos oleoso e etandlico contra quatro
linhgens de células de tumores humanos: HL-60 (leucemia), HCT-8 (c6lon), MDA/MB-435
(mama) e SF-295 (cérebro). Os resultados demonstram que o extrato oleoso de propolis
possui substancias com efeitos citotoxicos semelhantes as encontradas no extrato etanodlico

mais comum, tornando o extrato oleoso atraente para aplicacdes onde as formulagdes
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etandlicas impedem o consumo de propolis por razdes médicas. O extrato oleoso de propolis
também produziu mais inibigdo de células tumorais do que suas fragdes, indicando que a
atividade citotoxica da propolis € provavelmente um efeito sinérgico de seus muitos
componentes bioativos. Em conclusdo os autores destacaram que o extrato oleoso de propolis
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¢ de grande potencial para o tratamento de cancer.

Adicionalmente, o nosso grupo de pesquisa estudou o potencial antifingico de um
extrato de propolis obtido com o6leo vegetal comestivel (ODEP) e suas fragdes (OLSx1 —
OLSx6). Esse extrato e suas respectivas fragdes foram testados in vitro contra linhagem de
Candida albicans. Atréves de técnicas cromatograficas, foi possivel isolar a diidrocanferida
(14) a partir da fragdo OLSx4. Neste estudo, a atividade antifingica do extrato ODEP e suas
fragdes, subfragdes e compostos isolados foram avaliadas contra seis linhagens de C.
Albicans. A atividade fungicida das fragdes OLSx3 a OLSx6 foi significativamente superior
que a atividade para ODEP. A diidrocanferida (14) isolada foi considerada um potente
composto ativo, enquanto a isosakuranetina (16) e canferida (18) foram identificadas por LC-
MS/MS nas fragdes (OLSx5) e (OLSx4 e OLSx6), respectivamente, demostrando potencial
contra a C. albicans. > Esse estudo suporta a utilizagdo do extrato de propolis obtido com 6leo
vegetal comestivel como uma alternativa para o extrato obtido com etanol para o tratamento
de infegdes fungicas, tendo em mente que novas apresentagdes farmacéuticas sao possiveis

em vinculo oleoso.

BURIOL e colaboradores * observaram que os extratos hidroalcoélicos e oleoso da
propolis apresentaram atividades antimicrobiana contra as bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus e Listeriamono cytogenes. O extrato que apresentou maior atividade in
vitro foi o obtido com etanol 30% v/v, o qual apresentou também a maior concentracdo de
compostos fenolicos. Para a bactéria Gram-positiva Listeriamono cytogenes, o extrato oleoso
e o hidroalcodlico 70% v/v apresentaram maior atividade antimicrobiana. Nos testes de
atividade citotdxica, o extrato oleoso de propolis mostrou-se efetivo contra todas as células
tumorais humanas testadas no estudo como leucemia, carcinoma de cdlon, carcinoma de

mama e glioblastoma, com maior especificidade contra aquelas de colon e glioblastoma.

MENEGHELLI e outros pesquisadores “° estudaram os efeitos do extrato
hidroalcoodlico de propolis recolhido em 2010 no més de Outono no Estado de Santa Catarina
(Sul do Brasil), sob a atividade anti-angiogénica, desenvolvendo esse estudo em in vitro e in

vivo. A angiogénese tem sido descrita como um processo simbolico em tumores e outras
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condicdes patologicas, incluindo retinopatia diabética, artrite reumatica e aterosclerose, em
que um cendrio persistente de inflamagao cronica supera a ativacao de células endoteliais. Em
relacdo ao aumento dessas implicacdes clinicas, a atencdo tem sido dirigida para o
desenvolvimento de novas estratégias farmacologicas para os processos de formag¢ao de novos
vasos sanguineos. Os resultados deste estudo sugeriram que o extrato de propolis pode ser
uma ferramenta alternativa de alto potencial para o tratamento clinico de doencas

angiogénicas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

- Contribuir com o estudo das propolis brasileiras, em especial a propolis amarela oriunda do

Mato Grosso do Sul, para a qual ndo existem estudos prévios de sua composi¢ao quimica.
3.2 Objetivos especificos:

- Identificar os principais constituintes quimicos presentes em amostra de propolis amarela do

Mato Grosso do Sul;

- Comparar, do ponto de vista quimico e farmacolédgico, a propolis amarela originaria de Mato
Grosso do Sul com um tipo de propolis amarela de Cuba e com diferentes tipos de propolis

brasileiras;
- Comparar os teores de fenolicos e flavonoides totais nos diferentes extratos de propolis;
- Avaliar o potencial antirradicalar dos extratos de propolis;

- Verificar a qualidade da propolis de Mato Grosso do Sul através de parametros quantitativos

utilizados no controle de qualidade da propolis;

- Comparar a atividade citotoxica in vitro do extrato de propolis amarela do Mato Grosso do

Sul com outros tipos de propolis brasileira.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1Técnicas Analiticas

As atividades experimentais do projeto de mestrado foram realizadas no Laboratdrio
de Cromatografia ¢ Produtos Naturais (CRONAT) do CIMPE e também no Laboratorio de
Pesquisa em Quimica Organica e Tecnologica na Universidade Estadual do Centro-Oeste

Unicentro, Campus Cedeteg.

Os equipamentos multiusuarios disponiveis na UNICENTRO para as atividades de
pesquisa e que foram utilizados para o desenvolvimento de alguma etapa do projeto estao

relacionados a seguir:

- Cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC) WATERS 600, equipado com bomba
reciproca de dois pistdes, sistema de gradiente quaternario com quatro valvulas
proporcionadoras para mistura a baixa pressao dos solventes da fase mével. O sistema possui
modulo de desgaseificador WATERS In-Line. O detector, utilizado em todas as andlises
cromatograficas, foi o detector de UV por arranjo de diodos (DAD) WATERS 2696, com

lampada de deutério e faixa de operagao de 190 a 800 nm.

- Cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometria de massas (GC/MS) da Agilent 7890A com

ionizagao por elétrons (EI) e analisador de massas de quadrupolo.

- Espectrofotdometro no UV-VIS VarianCary 50 Bio com lampada de tungsténio.

Todas as analises, por ionizacao por electrospray acoplado a espectrometria de massas
ESI(-)-MS e cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a espectrometria de massas
sequencial LC-MS/MS, foram realizadas no Laboratorio de Fisiologia Vegetal do Instituto de

Biologia da Universidade Estadual de Campinas.
4.2 Amostras de propolis

Um total de cinco amostras de propolis representativas de varias regioes do Brasil
foram estudadas nesse trabalho (Tabela 3). Trés tipos de amostras de propolis: a propolis
marrom do estado do Parand da regido Sul, a propolis vermelha do estado da Bahia, regido
Nordeste, e a propolis amarela do estado de Mato Grosso do Sul, regido Centro-Oeste, foram
fornecidas diretamente por apicultores. A amostra de propolis verde do estado de Sao Paulo

da regido Sudeste foi fornecida pela pesquisadora Alexandra Christine Helena Frankland
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Sawaya, da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP, Campinas-SP. A prépolis
verde do estado de Minas Gerais da regidao Sudeste, foi adquirida no Mercado Central da
cidade de Belo Horizonte. Para fins de comparagdo com a propolis amarela do Brasil foi
utilizada uma propolis amarela de Cuba, cedida pelo pesquisador Osmany Cuesta-Rubio da

Universidade de Havana. Todas as propolis foram produzidas por abelhas Apis mellifera.

Tabela 3 - Origem e quantidade adquirida de cada tipo de propolis.

C()digo Origem da amostra da propolis Massa propolis in natura
EEP-V MG Minas Gerais, Brasil 44,4678 g
EEP-V SP Sao Paulo, Brasil 10,5809 g
EEP-VM BA Bahia, Brasil 12,9048 g
EEP-M PR Parana, Brasil 50,1896 g
EEP-A MT Mato Grosso do Sul, Brasil 101,6488 g
EMP-A Cuba Matanzas, Jaguey Grande,Cuba ~ ceeemeeeeee

4.3 Preparo dos extratos etanélicos de propolis

As amostras de propolis in natura foram conservadas em freezer até o momento de sua
extracdao. Na Tabela 3 encontra-se um resumo das massas utilizadas para a obtengdo do
extrato de propolis. As amostras foram trituradas em almofariz com pistilo e extraidas por
maceracdo em etanol P.A (BIOTEC) (1:10 m/v) por 24 horas utilizando uma incubadora
(TECNAL), com 160 rpm e temperatura ambiente. Apoés o tempo estabelecido para as
extracdes, as solugdes foram filtradas a vacuo para retirar as partes insoluveis. Em seguida, a
fase hidroalcodlica foi colocada em um freezer por 24 horas. Apds esse periodo as solugdes
foram novamente filtradas com papel qualitativo (MACHEREY-NAGEL) para retirar as
ceras. A solucdo extrativa foi seca por evaporacdo do solvente a pressao reduzida em
rotaevaporador (FISATOM Mod. 752), equipado com bomba de vacuo (PRISMATEC) e
banho-maria (NOVA QUIMICA) a 50°C. Os extratos etandlicos de propolis (EEP) obtidos

foram transferidos para um frasco de vidro com tampa, e armazenados na geladeira.
4.4 Analises de extratos de propolis por Espectrofotometria no UV-VIS

As andlises quantitativas foram realizadas utilizando o equipamento espectrofotometro
UV-VIS VarianCary 50 Bio. Os teores de acidos fenolicos nos extratos etanolicos de propolis
foram determinados utilizando o reagente Folin-Ciocalteau >’ (BIOTEC) ¢ o acido galico

(VETEC, 99%) como padrao analitico. Para a solu¢cdo tampao utilizou-se carbonato de sodio
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Na,CO; (CPQ) e tartarato de sodio e potassio hidratado KNaCsH404.4H,O (CPQ). Na
determinacdo de flavonoides utilizou-se o cloreto de aluminio dihidratado (VETEC) ¢ a
quercetina  (SIGMA, 98%) como padrio analitico. *® Na determinagio da atividade
antirradicalar utilizou-se o radical DPPH- (2,2-difenil-1-picrilhidrazil SIGMA) e etanol P.A
para a diluicdo. * A 4gua ultra pura utilizada nas analises foi obtida através de um

equipamento da marca TKA-GENPURE.
4.4.1 Obtencao de espectros de absorciao na regiao ultravioleta- visivel

Os extratos EEP verde MG, verde SP, vermelha BA, marrom PR e amarela Cuba,
foram dissolvidos em etanol, e a propolis amarela MT em diclorometano na concentracao de
20 mg/L. Os espectros de absor¢ao na regido UV-Vis foram determinados na faixa de
comprimento de onda de 220 a 700 nm, em um espectrofotometro UV-VIS VarianCary 50

Bio.
4.4.2 Determinacao do teor de Fendlicos totais

Utilizando o reagente Folin-Ciocalteau, os teores de fendlicos totais presentes nos
extratos de propolis foram determinados através de espectrofotometria no UV-Vis. As
solucdes padrao foram preparadas a partir de uma solucao estoque de acido galico em etanol
na concentracdo de 1000 mg/L. Para a quantificagao foram construidas curvas analiticas em
faixas de concentracdo diferentes para o padrdo analitico. Para a andlise quantitativa dos
extratos etandlicos da propolis vermelha BA, propolis amarela MT e propolis amarela Cuba a
curva analitica foi construida em 7 niveis de concentragdo de acido galico [3; 10; 50; 70; 90;
120; 140 mg/L]. Para os extratos etandlicos da propolis marrom PR, propolis verde MG e
propolis verde SP, utilizaram-se as seguintes concentragdes de acido galico [1; 3; 10; 50; 70;
90; 120; 140; 160 mg/L]. A reacdo entre o reagente Folin-Ciocalteau e os compostos de
natureza fendlica foi realizada em balao volumétrico de 5 mL por adigdo de 100 puL de cada
solucao padrao, 500 puL de solucao tampao de carbonato/tartarato (20g de Na,COs e 1,2 g de
KNaC4H406.4H,0 em 100 mL de 4gua) e 500 uL do reagente Folin-Ciocalteau, nesta ordem.
O volume do balao foi ajustado com agua ultra-pura. Apos o repouso da mistura por 30
minutos foi feita a leitura da absorbancia a 760 nm. Para cada extrato de propolis seco foi
preparada uma solucao 1000 mg/L em etanol, e em diferentes baldes volumétricos de 5 mL

foram adicionados aliquotas de 25 pL da solugdo dos extratos da propolis vermelha, marrom,
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verde MG e verde SP. Para a propolis amarela MT e Cuba foi usado um volume de 100 uL
das solugdes estoque, e realizou-se 0 mesmo procedimento descrito para as solu¢des padrao
para determinagdo espectrofotométrica de fenolicos totais. Cada determinagao foi realizada

em duplicata.
4.4.3 Determinacao do teor de Flavonoides

As concentragdes de flavonoides totais foram determinadas utilizando o reagente
cloreto de aluminio dihidratado a 5% m/v em etanol. Como referéncia foi construida uma
curva de calibracao, preparada com solugdes de padrao analitico quercetina 1000 mg/L em
etanol. Para a curva analitica dos extratos de propolis amarela MT, propolis amarela de Cuba
e propolis marrom PR foram utilizadas as seguintes concentragdes de quercetina [0,5; 1; 5;
10; 15; 20; 25; 30; 35 e 40 mg/L]. Para os extratos etanolicos da propolis vermelha BA,
propolis verde MG e propolis verde SP, utilizaram as seguintes concentragdes de quercetina
[25; 30; 35; 40; 45; 50; 55; 60; 65; 70; 80 ¢ 90 mg/L]. Em baldes volumétricos de 5 mL
misturou-se 500 uL das solucdes padrao e 250 uL da solugao de AICl;, o volume do balao foi
ajustado com etanol. Decorrido o tempo de 30 minutos foi realizada a medida da absorbancia
a 425 nm. Foram preparadas solu¢des de 1000 mg/L de cada extrato em etanol, e efetuou-se o

mesmo procedimento utilizado para as solugdes padrdes.
4.5 Capacidade antirradicalar dos extratos de propolis

4.5.1 Determinacio do tempo de espera para avaliacido da capacidade antirradicalar dos

diferentes extratos de propolis pelo ensaio do DPPH:

A determinag¢dao da capacidade antirradicalar dos extratos de propolis foi feita por
método espectrofotométrico e leitura da absorbancia a 515 nm, através da reacdo entre o
DPPH- (1,1- difenil-2-picrilhidrazila) e os antioxidantes presentes nos extratos de propolis.
Foi preparada uma solugdo estoque de DPPH: sendo que foi pesado aproximadamente 0,0150
g ¢ diluido em 10 mL de etanol (3,80x10~ mol/L). A partir da dilui¢do da solucio estoque
preparou-se a solugdo de trabalho de DPPH- (7,60x10” mol/L) com absorbancia aproximada
de 0,7800. A medida da absorbancia inicial (A;icia1, N0 tempo inicial #y) da solucdo de DPPH:-
na auséncia de substancias antirradicalares foi feita diretamente na cubeta do UV-Vis

adicionando 2500 pL da solugdo trabalho de DPPH- e 500 pL de etanol.
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Para as andlises, a propolis amarela do MT foi preparada em uma concentragao de
10000 mg/LL em etanol. As outras restantes foram preparadas na concentracao estoque de
1000 mg/L em etanol. A reacdo foi feita por dilui¢do diretamente na cubeta, adicionando-se
volume fixo de DPPH- 7,60x10° mol/L (2,5mL) e volume de 450 pL da solugio

antirradicalar, completando com etanol para se obter um volume final de 3 mL.

O monitoramento da reacdo com leitura da absorbancia em 515 nm foi de 2 em 2
minutos, totalizando 30 minutos para as amostras de propolis de SP, MG, BA, PR, ¢

totalizando 50 minutos para as amostras de propolis de MT e Cuba.
4.5.2 Determinacao da capacidade antirradicalar dos extratos

Para cada amostra de propolis elaborou-se uma curva analitica por regressao linear
com 0 RS% (100 X Ainicial — Afinal/Ainicial) €m funcao da concentragdo do extrato. Ainicial € a
medida de absorbancia da solugdo contendo somente 2500 puL da solucao trabalho de DPPH:
e 500uL de etanol P.A. Agna € 0 valor da absorbancia obtida apos os 30 minutos de reacao
entre o DPPH- e o extrato de propolis em cada uma das concentragdes testadas. Reportou-se a
atividade antirradicalar de cada extrato em IC;, que ¢ a concentracdo de amostra necessaria

para diminuir em 30% (RS 30%) a absorbancia inicial da solu¢do de DPPH-.

Para os extratos de propolis verde MG, verde SP, vermelha BA, marrom PR e amarela
Cuba foram preparadas solu¢des estoque na concentragdo 1000 mg/L em etanol. O extrato
etandlico seco da propolis amarela do MT foi diluido em diclorometano para uma

concentragdo de 5000 mg/L.

Para fins de comparacdo com a literatura a capacidade antirradicalar foi expressa
também como porcentagem de inibicdo de DPPH- determinada para uma concentragao fixa
dos extratos. A reagdo foi feita por diluicdo diretamente na cubeta, adicionando-se volume
fixo de DPPH- 7,60x10” mol/L (2,5mL) e volume de 450 pL da solugdo antirradicalar,

completando com etanol para se obter um volume final de 3 mL.

O indice de inibicdo (ICsp) foi determinado utilizando os valores de %RS em cada

concentragdo por regressao linear utilizando o programa computacional Origin.
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4.6 Analises Qualitativas por Espectrometria de Massas
4.6.1 Obtenciao dos fingerprints dos extratos de propolis por ESI(-)-MS

Os fingerprints dos extratos de propolis foram obtidos através da insercao direta das

solucdes dos extratos na fonte do electrospray (ESI).

As condicdes analiticas da interface electrospray e do espectrometro de massas foram:
voltagem do capilar -3,5 KV, voltagem do spray -30 V, temperatura do capilar 150 °C, gas de
arraste 350 °C. A faixa de aquisi¢ado foi m/z 100 — 700 Da.

4.6.2 Analises por Cromatografia liquida acoplada a Espectrometria de Massas (LC-

MS) e LC-MS/MS

Foi utilizado para a andlise por cromatografia liquida o aparelho UPLC/MS da marca
Waters Acquity, e os dados foram adquiridos por inje¢do de 5 puL dos extratos ou fragdes. A
separacao cromatografica foi realizada por uma coluna analitica Waters Acquity C;s BEH (50
mm x 2,1 mm, 1,7 pm) mantida a temperatura constante de 30 ° C. Como fase moével utilizou-
se acetonitrila (fase A) e dgua/acido féormico 0,1 % (fase B) com fluxo de 0,2 mL/min. Fez-se
um gradiente linear, iniciando com 5:95 (A:B) até 9 minutos e terminando com 100% de A
realizada até 10 minutos, a partir disso o sistema retornou as condigdes iniciais 5:95 (A:B)
estabilizando em 12 minutos. A ionizagdo foi por electrospray no modo negativo ESI(-). As
condi¢des analiticas da interface e do espectrometro de massas para ESI(-)-MS e para os
experimentos em tandem ESI(-)-MS/MS foram: capilar -3,5 KV, cone -30 V, a temperatura
da fonte e dessolvatacdo foi de 150 e 350 °C, respectivamente. Para ESI(-)MS/MS, foi
utilizada uma energia de dissociacdo induzida por colisao (CID) de 25 eV. Os dados foram
adquiridos por varredura na faixa de m/z 100 — 700 Da. A identificacdo de componentes
quimicos dos extratos de propolis foi realizada através da comparacdo dos espectros ESI(-
)MS/MS de ions selecionados com os respectivos espectros de padrdes auténticos disponiveis
no Laboratério de Fisiologia Vegetal do Instituto de Biologia e/ou por comparagdo com dados

. .. 2
anteriormente adquiridos por Sawaya e colaboradores. >*°
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4.7 Fracionamento da propolis amarela por cromatografia
4.7.1 Cromatografia Liquida Classica

Para a realizagdo do fracionamento em coluna aberta aproximadamente 0,300 gramas
do EEP amarela MT foram dissolvidos em hexano com o auxilio de ultra-som. A coluna foi
lavada com agua e metanol, ¢ em seguida, seca e ambientalizada com hexano. A solu¢ao do
extrato foi cromatografada em coluna empacotada com Silica Gel 60 (MERCK G60 tamanho
da particula 0,063-0,200 mm). Os solventes utilizados na fase movel foram de grau P.A. A
eluicdo foi realizada em ordem crescente de polaridade na sequéncia: hexano (100),
hexano/acetato de etila (50/50), acetato de etila (100), acetato de etila/metanol (50/50),
obtendo um total de 8 fragdes. A separacao foi monitorada por cromatografia em camada
delgada (TLC) com fase estaciondria Silica-Gel (MACHEREY-NAGEL) com indicador de
fluorescéncia. Como fase moével para a TLC utilizou-se o solvente cloroformio de grau P.A.
As placas cromatograficas foram borrifadas com o reagente quimico acido fosfomolibdico
(CPQ) 5% em etanol, e aquecidas a 120°C. Logo apos, foi feita a remocdo dos respectivos
solventes por meio de rotaevaporador, a 50 °C, para posterior andlise por cromatografia

liquida e gasosa.
4.7.2 Fracionamento e analise qualitativa por HPLC

As oito fragdes provenientes da coluna classica de silica foram analisadas por HPLC
com detector de arranjo de diodos DAD (190 ou 800 nm). Utilizou-se coluna de fase reversa
XTERRA® MS C-18 analitica (250 x 4,6 mm, com tamanho de particula de S5um) mantida a
30°C = 1°C. A fase movel utilizada foi de metanol (solvente A) e agua (solvente B). A corrida
foi isocratica 80:20 (A:B) de 20 minutos, com vazdo de 0,8 mL/min. Os cromatogramas
foram processados utilizando um software especifico EMPOWER 2 (Waters Corporation).
Todos os solventes nesta etapa foram de grau HPLC previamente filtrados a vacuo por
membrana de Poliamida SARTORIUS, e desgaseificados em banho Ultra-Sonico ULTRA
CLEANER/UNIQUE. A fracdo 4 que se apresentou com algumas impurezas foi
recromatografada no sistema descrito anteriormente, diferenciando pela coluna utilizada,
coluna preparativa C18 (250 x 10mm, com tamanho de particula de 10 pm), o sistema
também possuia o auxilio de uma pré-coluna. O pico do composto eluido foi recolhido

manualmente.
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4.8 Analises por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC/MS)

As andlises por GC/MS do EEP amarela MT e fra¢des derivadas foram feitas em um
aparelho da marca AGILENT, modelo 7890A GCSystem, com detector de massas MS,
modelo 5975C. Aliquota de 1 mL da solugdo diclorometano da amostra (500 mg/L) foi
colocada em “vials” de vidro e lacrada. A temperatura do injetor foi de 220 °C. Operando no
modo splitless, 1 pL das amostras foram injetadas diretamente no cromatdgrafo gasoso
acoplado a um espectrometro de massas, equipado com uma coluna capilar (5% fenil- 95%
dimetilpolisiloxano) da marca Agilent 19091S-433 (temperatura maxima de trabalho: 325
°C); com 30 m de comprimento, 250 um de didmetro interno e espessura do filme 0,25 um.
As temperaturas da fonte e do quadrupolo do MS foram de 230 °C e 150 °C, respectivamente.
Foi empregado o hélio (He) como géas de arraste com vazao de 1 mL/min. A coluna foi
mantida a 250 °C por um minuto e entdo aquecida até 300 °C com incrementos de 5 °C/min,
temperatura na qual foi mantida por 10 minutos. O espectrometro de massas foi programado
para detecgao de 40 a 700 unidades de massa atdomica, por ionizagdo por elétrons (20 eV). A
identifica¢do dos constituintes foi feita por comparacao dos espectros de massas obtidos para
cada pico cromatografico com aqueles disponiveis nas bibliotecas de espectros do

equipamento (NIST e Demo).
4.9 Analises por Ressonancia Magnética Nuclear - RMN

As andlises por Ressonancia Magnética Nuclear foram conduzidas pelo Professor
Doutor Antonio Gilberto Ferreira e a aluna de pos- doutorado Tatiana Onofre de Lira, do

Laboratorio de Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal de Sao Carlos.

Os espectros de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H),
unidimensionais foram obtidos em espectrometro BRUCKER operando na freqiiéncia de 600
MHz para hidrogénio, equipado com uma sonda BBI (Broadband Inverse Detection) com
ATMA", unidade de temperatura variavel, unidade geradora de gradiente de campo e trocador
automatico de amostra. Para obtencdo dos espectros, as amostras foram dissolvidas em uma
mistura dos solventes deuterados CD;0D e D,0O (Tampao Fosfato pH 7,04). Para tal, 100 pL
do tampao fosfato em D,O e 600 pL de CD;OD foram adicionados a cada extrato na
proporcao 1:9. A mistura foi deixada por 15 minutos em ultrasson. Apds esse periodo a
mistura foi centrifugada a 13000 rpm durante 20 minutos a temperatura ambiente. Um volume

de 600 pL do sobrenadante foram transferidos para um tubo de RMN de 5 mm.
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Os deslocamentos quimicos (0) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
referenciados nos espectros de RMN 'H pelo pico em & H 3,31 pertencente a fracdo nio

deuterada dos solventes.

4.10 Avaliacao do potencial citotoxico dos extratos de propolis em linhagens de células

tumorais

A avaliagdo da atividade citotoxica in vitro dos extratos de propolis foi conduzida pela
Professora Doutora Claudia Pessoa e sua aluna de doutorado Fatima de Cassia Evangelista de

Oliveira, do Laboratorio de Oncologia Experimental da Universidade Federal do Ceara.

Os extratos foram analisados frente a trés linhagens de células tumorais: OVCAR-8
(carcinoma de ovario - humano), HCT-116 (colon - humano) e SF-295 (glioblastoma -
humano) as quais foram cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA). As células foram
cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de
antibioticos. As células foram mantidas em estufa a 37° C e atmosfera contendo 5% de CO,.
Para a avaliagdo todos os extratos de propolis foram diluidos em DMSO puro estéril e

testados na concentragdo unica de 50 ug/mL.

As células foram plaqueadas na concentra¢io de 0,1 x 10° cél/mL para as linhagens
OVCAR-8 e SF-295, ¢ 0,7 x 10° cél/mL para a linhagem HCT-116. As placas foram
incubadas por 72 horas em estufa com 5% de CO, a 37°C. Ao término do periodo de
incubacdo, as placas foram centrifugadas e o sobrenadante removido. Em seguida, foram
adicionados 150 pL da solu¢ao de MTT (sal de tetrazolium) e as placas foram incubadas por 3
horas. A absorbancia foi lida apds dissolugdo do precipitado com 150 pLL de DMSO puro em

espectrofotometro de placa a 595 nm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Comparacao qualitativa e quantitativa entre varios tipos de prépolis

Primeiramente os extratos de propolis (EEP) foram analisados por espectrofotometria
de varredura na regido do UV-Visivel (220- 700 nm) (Figura 5). Nos espectros UV-Vis dos
extratos de propolis vermelha e verde de Sdo Paulo e Minas Gerais se observam bandas de
absor¢ao entre 280 — 390 nm. Para a propolis verde o maximo de absor¢ao ocorre em 300 nm
e para a propolis vermelha em 284 nm. Ja os extratos das propolis amarela MT e Cuba e
marrom do PR apresentaram bandas de absorcao fracas na regidao do UV-Vis. Os compostos
fenolicos, de modo geral, apresentam bandas de absor¢ao da luz ultravioleta na faixa de 250 e
350 nm. *® Os EEP-V MG, EEP-V SP ¢ EEP-VM BA apresentaram absor¢ao maxima neste
intervalo de comprimento de onda (maximos em 295, 300, 284 nm, respectivamente). Os
flavonoides (isoflavondides, flavanonas e diidroflavonas) normalmente apresentam maximo
de absor¢cdo em torno de 280 - 330 nm. A propolis vermelha do nordeste do Brasil ¢
conhecida por ser rica em isoflavonas e chalconas com banda de absorc¢ao entre 230 a 295 nm.
Entre outros compostos encontrados nessas propolis podemos relatar os pterocarpanos,
benzofenonas prenilados e fenilpropanoides. **° Os perfis de absorcdo na regiio do UV-

Visivel dos extratos etandlicos de propolis indicam que apenas as propolis verdes de Minas

11
S para as

Gerais e de Sao Paulo apresentam composi¢do quimica semelhante entre si.
amostras de propolis de coloracdo amarela, os perfis de absor¢do no UV-Vis indicam
claramente que essas propolis possuem composicdo quimica diferentes dos demais tipos de

propolis brasileiras.
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Figura 5 - Espectros de absorcao na regido do UV-Visivel dos extratos etandlicos de propolis.
5.1.1 Teores de fenodlicos e flavonoides

A fim de se obter dados preliminares quantitativos das seis amostras de propolis em
estudo foram determinados os teores totais de substincias fenolicas, flavonoides e a
capacidade antirradicalar dos extratos de todas as propolis. Esses parametros sdo utilizados

como critério de qualidade de extratos etanolicos de propolis. ®

A curva analitica para determinacao do teor de fendlicos nos extratos foi obtida por
regressao linear utilizando solu¢des padrdo de acido gélico na faixa de concentragdo [1; 3; 10;

50; 70; 90; 120; 140; 160] mg/L.

Para as amostras EEP-M PR, EEP-V MG e EEP-V SP, utilizou-se a curva da Figura
6A [A = (0,04854 + 0,00214) C], = 0,9961). Para as amostras EEP-VM BA, EEP-A MT e
EMP-A Cuba utilizou-se a curva da Figura 6B [A = (0,05244 + 0,00173 C)], 1’=0,9973).
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Figura 6 — Curvas analiticas para determinacdo dos teores de fendlicos totais nos extratos de

propolis.

Os teores de flavonoides em extratos de propolis foram determinados a partir da

analise de solu¢des padrao de quercetina. Para os extratos etanolicos da propolis vermelha

BA, propolis verde MG e propolis verde SP, utilizou-se acurva da Figura 7A [A = (-0,01895

+0,01162) + (0,06591 + 0,002)C, r*= 0,9968]. Para os extratos etanolicos da propolis marrom

PR, propolis amarela MT e propolis amarela Cuba, utilizou-se a curva da Figura 7B [A = (-

0,00509 % 0,00459) + (0,06688 + 0,00176)C , r*= 0,9969].
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Figura 7- Curvas analiticas para determinacdo dos teores de flavonoides nos extratos de

propolis.

O experimento utilizado para quantificacio de flavonoides totais baseia-se na

propriedade do cation aluminio formar complexos estaveis com os flavonoides em alcoois
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(Figura 8), ocorrendo, na andlise espectrofotométrica, um deslocamento para maiores
comprimentos de onda e uma intensificacao de suas absorg¢des, sendo assim possivel a leitura
de absorbancia a 425 nm. Desta forma, ¢ possivel determinar a quantidade de flavonoides,
evitando-se a interferéncia de outras substancias fendlicas, principalmente os acidos fendlicos.
MARCUCCI ** afirma que o método de quantificacdo espectrométrica de flavonoides pela
reacdo com cloreto de aluminio ¢ preciso e reprodutivel, e que apresenta desvios muito
pequenos ou nulos entre um ensaio e outro realizado com a mesma amostra, sendo indicado

para o controle de qualidade de propolis.

Figura 8 — Reacdo de formagdo do complexo Flavonoide-Al >°

Os teores de fenolicos e flavonoides totais encontram-se sumarizados na Tabela 4
como valores médios com seus respectivos intervalos de confianga (95%) expressos em
miligramas de fenolicos ou flavonoides totais por grama de extrato seco de propolis. Para fins
de comparagdao com as regulamentacdes vigentes para extratos de propolis, ambos os teores

foram expressos em porcentagem no extrato seco.

Tabela 4 - Valores dos teores médios de fendlicos e flavonoides obtidos para os seis extratos

de propolis.
Tipo de Fenolicos Desvio Fenolicos Flavonoides Desvio Flavonoides
propolis (mg/g) padrio (%) (mg/g) padrao (%)
relativo (%) relativo (%)
EEP-V MG 234,65+ 75,19° 3,56 23,46+ 7,527 40,45 +10,86" 3,00 4,04+1,09°
EEP-VSP 293,96+ 154,70 5,85 29,39+ 1547° 45,58 +24,34° 5,95 4,56+2,43°
EEP-VM BA 215,23+ 73,75° 13,79 21,5247,38" 38,94 +25,78° 7,37 3,8942,58"
EEP-M PR 161,40 +72,68° 4,97 16,13+7,27¢ 7,30 + 0,00° 0 0,73+0,00°
EEP-A MT 26,70+ 4,54° 12,82 2,67+0,45¢ 2,14+ 1,78% 10,65 0,21+0,18%*
EMP-A Cuba 19,42+ 6,18° 6,85 1,94+0,62¢ 4,11 +3,93%° 9,25 0,41+0,39%°

* Valores médios + intervalo 95%. ~ Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<
0,05)
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A analise de variancia ANOVA realizada demonstrou que os teores de fendlicos e
flavonoides variaram significativamente nos extratos de propolis (p <0,05) das varias regides
do Brasil. Os resultados mostram que a propolis oriunda de Sao Paulo de coloragao verde e
facilmente quebradica, apresenta os maiores niveis de fendlicos totais (29,39%) e de
flavonoides (4,56%). A amostra de propolis de MG que possui a coloragcdo verde apresentou
teores de fenolicos (23,5%) e de flavonoides (4,00%) estatisticamente similares (p>0,05) aos
observados para a propolis vermelha da BA (fendlicos 21,5%) e (flavonoides 3,9%). Por outro
lado, as amostras de coloracao amarela Cuba e MT, foram as que apresentaram os teores de
fenolicos totais e flavonoides mais baixos (2,67%/0,21%; 1,94%/0,41%, respectivamente). A
propolis marrom do Parand apresentou teores fendlicos intermedidrios (16,10%) e teores

baixos de flavonoides (0,70 %) similares a propolis amarela de Cuba.

O valor encontrado de 4,56% de flavonoides totais para a EEP-V SP, expresso como
equivalente de quercetina, estd em correspondéncia com teores de flavonoides previamente
reportados para a propolis de Sdo Paulo que determinaram o contetido de flavonoides através
da reagdo do flavonoide com cloreto de aluminio. Por exemplo, BATISTA 61, FUNARI * ¢
SOUZA ® reportaram teores de flavonoides para amostras de propolis verde de SP de 4,50 %,
2,64% e 2,11%, respectivamente. Para a propolis verde de MG a porcentagem de flavonoides
no extrato foi de 4,04%, uma maior porcentagem que aquela encontrada por SILVA ® (0,63 —
0,21%) que estudou 17 tipos de amostras de propolis de Minas Gerais. A propolis vermelha
oriunda do estado da Bahia utilizada no presente estudo demonstrou teor de flavonoides de

0 onde o estudo foi baseado na

3,89%, similares aos resultados encontrados por RIGHI
propolis vermelha de Alagoas, com percentagem de flavonoides de 3,29%. A amostra de
propolis de coloragdo marrom do estado do Parand analisada no presente trabalho foi coletada
em Prudentopolis e apresentou uma porcentagem de 0,73% (7,30 mg/g) de flavonoides. Esse
resultado foi equivalente aos encontrados em estudos prévios realizados no nosso laboratorio
de pesquisa com amostras de propolis da mesma regido. Por exemplo, SCHMIDT  reportou
o valor de 10,20 mg/g de flavonoides para um extrato de propolis de Prudentdpolis obtido
com etanol. O mesmo autor estudou 12 amostras de propolis oriundas de diferentes
localizagdes de Prudentopolis. As amostras foram extraidas com etanol 70% e foi observada
uma variagao na composicao de flavonoides 5,65 a 20,78 mg/g. Em outro estudo, realizado
também no ambito do nosso grupo de pesquisa com propolis da regido de Prudentdpolis,

BURIOL * estudou o efeito da variacdo da quantidade de etanol do solvente extrator no teor

extraido de compostos bioativos da propolis. A composicdo de flavonoides nos extratos
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variou na faixa de 2,77 % para o extrato obtido com etanol 30% a 4,80 % para a extracdo com

etanol absoluto.

Para o calculo do teor de substancias fendlicas totais foi utilizado o método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, utilizando acido galico como padrao de referéncia.
O reagente de Folin-Ciocalteu ¢ utilizado para a analise de compostos fendlicos totais e para a
avaliacao da capacidade antirradicalar de amostras, uma vez que muitos trabalhos apontam
uma correlagio positiva entre essas varidveis. >’ Esse ensaio se baseia em uma reacdo de
oxido-reducao (Figura 9), onde o reagente Folin-Ciocalteau ¢ uma solugdo aquosa de ions
complexos formados a partir de acido fosfotungsticos- fosfomolibdicos. Esse reagente oxida
os fenolatos em meio alcalino, reduzindo os acidos a um complexo azul (o cromoéforo),

podendo ser medida a absorbancia entre 700 ¢ 760 nm. >+ *°

Figura 9 - Reacdo do acido galico com molibdénio, componente do reagente de Folin-

Ciocaulteau. >’

A porcentagem de fenolicos totais para a EEP- V SP foi de 29,39%. FUNARI
reportou valores inferiores para uma amostra de propolis verde de SP (7,39 %). CABRAL *’
mostrou um teor de fendlicos de 169,60 mg/g em prépolis verde SP (16,96%). Esse mesmo
autor estudou uma propolis de coloragdo vermelha oriunda da Bahia e relatou os teores
fenolicos 14,80 mg/g de propolis (1,48%), menores ao obtido no presente estudo (21,52%). *’
A propolis de coloracao marrom do estado do Parand apresentou uma porcentagem de 16,13%
(161,40 mg/g) de 4cidos fendlicos. Comparando com os dados obtidos por SCHMIDT ® esse
valor foi maior que o encontrado no extrato etandlico de propolis marrom 134,04 mg/g. Para

as 12 amostras estudadas por esse pesquisador a composi¢ao de fenolicos variou entre 89,32 a
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146,02 mg/g. O valor de fendlicos apresentado no estudo para EEP- M PR (16,13%), foi
maior que o encontrado pela autora BURIOL *°, 8,55 % de fenélicos no EEP 95%.

Em relagdo aos teores de fenolicos e flavonoides, os extratos avaliados da propolis
amarela de Cuba e MT, encontram-se dentro do requisito que estd previsto pela legislagao
brasileira, a qual estabelece como requisito de qualidade para extratos etanolicos de propolis

um teor minimo de 0,5% de fendlicos totais e de 0,25% de flavonoides totais. 19.63

5.1.2 Capacidade antirradicalar

Determinacio do tempo de espera para avaliacio da capacidade antirradicalar dos

diferentes extratos de propolis pelo ensaio do DPPH:

A medida da atividade sequestrante do radical DPPH- foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por SINGLETON. °” O DPPH- (2,2-difenil- 1-picrilhidrazil) é um radical
organico estavel que tem coloragdo violeta, e apresenta um maximo de absorbancia em 515
nm. Na presenca de substancias redutoras, o DPPH- ¢ reduzido, através da doagdo de um
atomo de hidrogénio das substancias antirradicalares, desta forma torna-se uma molécula
diamagnética estavel 2,2-difenil-picril-hidrazina (DPPH-H) (Figura 10). °® Para avaliacio da
capacidade antirradicalar, os extratos etanolicos de propolis foram dissolvidos em etanol para
obter solucdes estoque de concentracao 1000 mg/L. Para EEP- A MT a solucao estoque foi
preparada com uma maior concentracao de 10000 mg/L devido ao extrato ser menos rico em

fendlicos e flavonoides.

Figura 10 — Rea¢do quimica entre um composto fendlico e o radical DPPH:. *°

Com o objetivo de verificar o tempo necessario para se completar a reagdo entre o
DPPH: e as substancias antirradicalares presentes nos extratos de todas as préopolis, foi
primeiramente realizado um estudo cinético da diminui¢dao da absorbancia da solugdo de

trabalho do radical DPPH: no tempo na presenca de quantidade fixa de cada extrato de
48



propolis. Este simples ensaio monitora a porcentagem do DPPH-: restante apds um
determinado tempo. Para as amostras de propolis de SP, MG, BA, PR verificou-se que, no
instante que aliquotas dos extratos de propolis sdo acrescentadas a solucao de DPPH-, ha uma
diminuicdo rapida da absorbancia. Apos 10 minutos de reagdao a absorbancia se manteve
constante, indicando o término da reacdo devido ao consumo das substancias antirradicalares
da propolis. Para essas propolis foi fixado um tempo de espera de 30 minutos. Ja para ambas
as propolis amarelas (EEP- A MT e EMP- A Cuba) a reacao foi mais lenta e foi preciso um

tempo de reacao de 50 min.

Na Figura 11 podemos observar dois perfis cinéticos associados a descoloragcdo do
DPPH: com extratos etandlicos de propolis. A Figura 11A mostra a diminuicdo da
absorbancia de uma solucao de DPPH- de concentragao inicial 1000 mg/L quando reagiu com
o EEP-V SP na concentracdo 150 mg/L, ocorrendo um processo rapido nos primeiros
segundos para o EEP-V SP. A Figura 11B mostra a diminui¢do da absorbancia de uma
solucao de DPPH- de concentragdo inicial 1000 mg/L quando reagiu com extrato EEP-A MT
na concentragao 1500 mg/L, sendo um processo significativamente mais lento para o EEP-A
MT com tempos de reacdo mais longos. Mesmo o EEP-A MT estando em maiores
concentragdes comparado ao EEP-V SP, a reacdo entre o radical DPPH- e as substancias
antirradicalares presentes na propolis amarela ¢ lenta, tendo um decaimento continuo com as
absorbancias decrescentes constantes. Para o EEP-V SP podemos observar que da primeira
absorbancia (0,47) para a segunda medida da absorbancia (0,25) o valor decai bruscamente

pela metade.
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Figura 11 - Perfis cinéticos de consumo de DPPH- para a amostra (A) EEP-V SP (150
mg/L) e (B) EEP-A MT (1500 mg/L).
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O grau de descoloragao (de violeta intenso caracteristico do radical para uma
coloragdo amarelada caracteristica do produto reduzido) indica o potencial de substancias
antirradicalares no extrato. A capacidade antirradicalar dos extratos pode ser atribuida a
habilidade de sequestrar radicais livres por meio da doacdo de hidrogénio. °**’ Desta forma, a
analise da descoloragdo de todo o DPPH:- feito através da determinacao do tempo de espera
para avaliacdo da capacidade antirradicalar dos diferentes extratos, traz informagdes uteis
sobre as velocidades da reacdo, bem como o tempo necessario para que as substancias

antirradicalares sejam consumidas.
Capacidade antirradicalar dos extratos de propolis

A atividade antirradicalar foi expressa em ICsy que corresponde a concentracao do
extrato capaz de diminuir em 30% a concentracdo inicial do DPPH-. Esse valor ¢ obtido por
interpolagdo na curva analitica que relaciona a inibigdo RS% (100 x Ainicial — Afinal/ Ainicial), NO

tempo de reacdo determinado, versus a variacao de concentracao dos extratos (Tabela 5).

Para cada extrato foi obtida uma curva analitica, como a representada na Figura 12
para o (A) EEP-V SP [RS%= (2,53 + 1,46) + (1,68 + 0,06)C, r’= 0,9950] ¢ (B) EEP- A MT
[RS% = (5,11 +2,18) +(0,1193 + 0,0010)C, r*= 0,9872].

(AI-AfIAI)X100

T T T T T 1
180 200 220 240 260 280

[extrato] (mg/L) [extrato] (mg/L)

Figura 12 — Porcentagem de inibigdo do DPPH- por extratos etanolicos de propolis com

diferente capacidade antirradicalar (A) EEP-V SP e (B) EEP-A MT.
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Tabela 5 — Capacidade antirradicalar dos extratos de propolis representada por 1Cs.

Tipo de propolis IC3 (mg/L) " % Inibicio DPPH ~
EEP-V MG 18,54 + 9,76 87,42+ 0,18
EEP-V SP 15,94 + 9,70, 84,26 + 3,68
EEP-VM BA 20,29 + 1.93%° 70,63 + 11,68
EEP-M PR 26,20+ 17,18° 81,52 + 0,09
EMP-A Cuba 136,71 +21,65° 66,77 + 4,94
g%géﬁlg/g 211,33 +44,11¢ 63,55 + 2,69

* Valor médio concentragdo extratos em mg/L =+ intervalo de confianca 95%. Letras sobrescritas
diferentes*indicam diferencas significativas (p< 0,05).

Valor médio % Inibicdo DPPH =+ intervalo de confianga 95% obtido com extratos de concentracdo
fixa 150 mg/L. Referéncia Quercetinal 50 mg/L com inibigdo de 84,35%.

Levando em consideragao que quanto menor o ICsp, menor a concentragdo do extrato
necessdrio para inibir 30% da absorbancia inicial do radical DPPH-, maior ¢ o potencial
antirradicalar. Verificou-se que as amostras de propolis de SP, MG, BA e PR apresentam
menor valor do 1C;, demonstrando assim a possivel utilizacdo de menor concentragdo para a
inibi¢do do radical livre. Desta forma, esses extratos apresentam compostos com alto
potencial antirradicalar e/ou uma maior concentracdo desses compostos nos extratos. A
analise ANOVA seguida dos testes de probabilidade FISHER e TUKEY mostrou que as
propolis de MG, SP e BA apresentaram a maior capacidade antirradicalar dentre todas as
propolis, ndo tendo diferencas significativas (p>0,05) entre elas. O pior desempenho no
ensaio do DPPH- foi o obtido para as propolis amarelas. Principalmente a propolis amarela
EEP-A MT teve a menor capacidade antirradicalar e estatisticamente diferente das restantes
propolis. A propolis marrom apresentou excelente capacidade antirradicalar nio se
diferenciando (p > 0,05) da capacidade antirradicalar da propolis verde MG e propolis

vermelha da Bahia.

Os valores de 1C;p obtidos para cada extrato estdo de acordo com os trabalhos de
varios pesquisadores. Exemplo: em estudos realizados no nosso laboratdério de pesquisa com
amostras de propolis marrom de Prudentdpolis, mesma regido de origem da propolis EEP-M
PR avaliada neste estudo, SCHMIDT ® reportou um ICs, de 50,37 mg/L, valor equivalente ao
encontrado para a EEP- M PR. A pesquisadora STOCK °® reportou o ICsq para 12 amostras de
propolis marrom de Prudentdpolis, os quais variaram em uma faixa de 17,13 — 83,60 mg/L.
SILVA ° apresentou a permanéncia em % do radical através da formula % DPPH: = A

extrato/ A branco X 100 para 42 amostras do Brasil todo. Esse pesquisador mostrou que as
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amostras de MG e SP (12-51 %) possuem maior capacidade antirradicalar consumindo

praticamente todo o DPPH-, comparando com amostras do Sul e Nordeste (71-83 %).

A quercetina ¢ um flavonoide com alto poder antioxidante, muito utilizado como
padrao nos ensaios de avaliacao da agdo de diferentes amostras sobre o radical DPPH-. Neste
ensaio, observou-se que a quercetina na concentragao fixa de 150 mg/L, age na inibicao de
84,35% do radical livre DPPH:-. Os resultados obtidos, expressos na Tabela 5, mostraram que
nas condi¢des testadas, os extratos de propolis verdes e marrom (87,42; 84,26; 81,52) tiveram
porcentagem de inibicdo equivantes a quercetina. Ja as propolis amarelas e vermelha (66,77,

63,55; 70,63) ndo foram tao eficientes quanto a quercetina na inibi¢ao do radical de DPPH.
5.1.3 Comparacao qualitativa dos extratos de propolis por ESI/MS e LC/MS
Fingerprints por ESI(-)-MS

As amostras foram injetadas diretamente no espectrOmetro de massa e ionizadas no
modo electrospray negativo (ESI(-)-MS), sem nenhum método de preparo ou separagao
prévia. O objetivo foi comparar os perfis de cada extrato através dos ions observados por
ESI(-)-MS. Essa técnica que apresenta resultados de forma répida, eficiente e de grande
sensibilidade, mostra no espectro a abundancia relativa de ions em um feixe, em funcao de
seus valores de m/z. A ESI ¢ capaz de gerar informagdes especificas sobre a composi¢ao
quimica de matrizes bem complexas, os quais apresentam substancias de ampla faixa de peso

A v ,q. . 2
molecular, bem como substancias de média e alta polaridade. >’

A técnica de infusdo direta no espectrometro de massa com ionizacao por electrospray
ESI(-)-MS para a obtencao dos fingerprints, tem sido amplamente aplicada a caracterizagao
de prépolis com sucesso. Por exemplo, tem sido aplicada para caracterizar amostras de

propolis da abelha Apis mellifera de diferentes paises, >

e propolis de abelhas nativas sem
ferrdo de diferentes regides do Brasil. *° Também foi usada para comparar as resinas vegetais
com amostras de propolis para confirmar a sua origem vegetal. > ** Além disso, a ionizagdo
por electrospray (ESI), combinada com a espectrometria de massa (MS/MS), tem provado ser
uma técnica valiosa com alta sensibilidade e resolucdo, e capaz de fornecer informagdes para

a determinacao estrutural dos ions presentes.

Dessa maneira se obtém a impressdo digital dos extratos ou fingerprints, onde os

componentes dos extratos susceptiveis de ioniza¢do por ESI(-) sdo visualizados como ions
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moleculares desprotonados. Os fingerprints foram examinados quanto aos ions presentes e

suas intensidades relativas.

A amostra do sudeste do Brasil do Estado de Sao Paulo apresentou ions em m/z 163,
179, 231, 247, 299, 301, 315, 329, 363, 447, 515. Sendo o ion m/z 299 (100%) com maior
intensidade relativa, e os outros ions com intensidades variaveis abaixo de 50%. Ao comparar
os fingerprints ESI (-)-MS das amostras da regido sudeste do Brasil, dos estados de Sao Paulo
e Minas Gerais observa-se que ambos tém muitos ions em comum, confirmando a semelhanca

entre suas composi¢des quimicas.

No fingerprint do extrato da propolis vermelha da regido Nordeste do Brasil, podemos
observar a ocorréncia de ions entre m/z 240 e m/z 340, com ions m/z 239, 255, 271, 285, 301,
315 de intensidades varidveis e o ion m/z 271 de maior intensidade relativa 100%. O ion
mostrado para essa coloracao de propolis em m/z [M - H]” 255 também pode ser observado na
propolis marrom da regido do Parand. Os ions m/z [M - H] 301 e 315 estdo presentes na

propolis de SP, MG e BA.

O fingerprint da propolis marrom oriunda do Estado do Parand, regido Sul do Brasil,
apresentou um niumero maior de ions dentro da faixa m/z 100-700. Os ions entre m/z 280 a
370 apresentaram intensidades relativas superiores a 40%, sendo o ion em m/z [M - H] 319 o
de maior intensidade. Ainda, podem-se observar os ions em m/z 301, 333, 351, 367 de média
intensidade (40%), e também a presenca do ion m/z [M - H] 299, o qual ¢ caracteristico na

propolis de SP e MG.

As amostras de propolis amarela de Cuba e MT apresentaram fingerprints diferentes
das outras amostras de propolis e diferentes entre si, tendo apenas em comum os ions m/z 325
e 339. Na propolis amarela MT o ion m/z [M - H]” 452 foi o ion mais intenso enquanto que, na
propolis amarela de Cuba foi o ion m/z [M - H] 401. Os ions mais intensos da propolis
amarela MT foram 311, 325, 339 e 452. Para a propolis amarela de Cuba os ions mais

mtensos foram 373, 401, 455, 469.

Em correspondéncia com trabalhos prévios, pode-se concluir da andlise por ESI(-)-MS
que apenas as propolis verdes de SP e MG, bem como, em menor extensdo, a propolis
marrom do PR tem composi¢oes qualitativas semelhantes (Figura 13). A propolis vermelha

BA e a propolis amarela MT apresentam um perfil quimico diferente das anteriores. Apesar
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das amostras de propolis amarela de Cuba e MT terem a mesma coloragao, elas apresentaram

composi¢do quimica diferente por ESI(-)-MS.
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Figura 13 — Fingerprints ESI(-)-MS das amostras de propolis.
Analises por LC-MS/MS

Uma vez que existem inumeros relatos na literatura sobre a composi¢do quimica da
propolis verde, marrom e vermelha, mas nenhum dado em relagdo a composicao da propolis
amarela, todas as amostras foram analisadas por LC-MS/MS para, sem necessidade de etapas
de isolamento e com o auxilio da literatura, poder identificar os produtos naturais presentes.
Durante a andlise por LC-MS/MS os principais ions [M-H] de cada amostra de propolis
foram selecionados no primeiro estdgio do espectrometro de massas e submetidos a

fragmentacao por colisdo induzida obtendo-se assim os ions fragmentos.

As técnicas mais empregadas para a analise de constituintes de propolis sao métodos
hifenados de cromatografia liquida como, por exemplo: HPLC, HPLC/DAD/MS e LC-
MS/MS, devido a natureza relativamente polar dos constituintes da propolis (em geral, eles
tém varios grupos OH nas suas moléculas). Destes métodos, os espectrofotométricos sao
considerados especialmente uteis para o controle de rotina de amostras de propolis. HPLC em
combinacdo com detecgdes espectroscopicas e espectrométricas melhorou significativamente
a analise de compostos fenolicos, fornecendo informacao definitiva para a identificagdo e

quantifica¢io dos componentes biologicamente ativos. >*
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Na Tabela 6 foram resumidas informac¢des dos ions [M-H] observados para as

diferentes amostras de propolis como sua identificacdo quimica, ocorréncia, tempo de

retencgdo, ions fragmentos e suas intensidades relativas. Vale destacar que a identificagdo foi

baseada na comparacdo dos espectros ESI(-)-MS/MS (Anexo 1) com dados previamente

reportados na literatura cientifica, bem como, quando possivel, pela comparagao com padrdes

analiticos disponiveis no Laboratério de Fisiologia Vegetal do Instituto de Biologia

(UNICAMP). No entanto, podemos observar que numerosos ions ainda ndo foram

identificados e pelos espectros apresentados devem pertencer as classes j& mencionadas no

trabalho (Tabela 6).

Tabela 6 — Dados de LC- MS/MS obtidos para as propolis estudadas.

Amostra de

ESI(-)-MS/MS

m/z IM-HJ Nome Proépolis femin (intensidade relativa %) Referéncia
150 (100); 147 (65); 127 (10);
151 SP 4,20 121 (15)
163 Acido p-cumarico SP, (iu}l));, MG 2,60 163 (20); 119 (100) a, b3l 69
179 Acido cafeico SP,MGePR 2,14 179 (40); 135 (100); 116 (50) b
229 Acido 2.,2-d1met11-2H-’1.- SP e MG 5,77 185 (100); 168,9 (50); 146 a
benzopirano-6-propenoico (20)
231 A.CldO .3-.prAen1'l-4- SP. MG ¢ PR 481 231 (15); 187 (30); 132 (100) a, b e
hidroxicindmico
233 Viscidona SP,MGePR 481 235 (25); 188 (100): 133 (50 b
132 (85)
247 A01d.o 3,4{-d¥h1drox1-5- SP. MG ¢ PR 4,60 247 (40); 203 (60); 148 (100) a
prenilcindmico
2-Hidroxi-4- 253 (80); 237 (95); 209 (100);
253 metoxichalcona BA 5,17 161 (70); 136 (92) b
253 (0); 220 (5); 162 (20), 145
253 SP e MG 5,69 (30): 118 (100)
255 Liquiritigenina BA 3,55 255(35); 135 (40); 119 (100) b **46:6370.71
255 BA e Cuba 4,46 255 (45); 135 (35); 119 (100)
254 (52); 209 (100); 191 (50);
255 MT 937 153 (62): 123 (62): 109 (61)
. 285 (25); 269 (33); 147 (18); 63
285 (3S5)-Vestitone BA e MG 4,07 109 (100) b
. . . 285 (100); 252 (30); 163 (45); 3144
285 Pinobanksina-5-metil-eter SP e MG 5,21 151 (35): 136 (50) b
285 Cuba ¢ BA 5,88 285 (83); 149 (100); 122 (85)
297 BA 4,08 297 (0); 267 (85); 205 (100)
299 BA 4,23 299 (40); 284 (100)
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i i 299 (40); 284 (100); 255 (25); b 183144
299 Luteolina-metil-eter BA 4,60 22730)

Acido 3,5-diprenil-4-
hidroxicinamico

299 (90); 255 (100); 200 (97)

299 SPeMGePR 481

315 (35)-Violanone BA 3,60 315 (20); 108 (100) b®

315 (100); 284 (20); 252 (30 a, b'*#

315 Isorhamnetina SP, MG e PR 4,86

Acido 3-hidroxi-2,2-dimetil- 315 (75); 271 (25); 253 (20);
315 8-prenil-2H-1-benzopirano- SP e MG 5774 244 (85); 198 (100); 146 (45) b &
6-propendico

317 (25); 314 (50); 241(100);

317 SP e MG 3,79 124 (73

317 SP 5,05 317 (45); 273 (55); 160 (100)

319 BA ¢ PR 5,98 319 (0); 301 (100); 193 (25)

329 (30); 314 (55); 299 (100);
329 BA 4,12 285 (285 (35); 271 (100); 182
(60)

329 (85); 314 (45); 299 (100);
329 Betuletol SP e MG 5,95 270 (85); 257 (90) 198 (50); a,b?®
160 (35)

333 (45); 314 (40); 257 (30);

69
245 (35) ab

333 Acido agatico SP,MGePR 4,89

353 (40); 335 (45); 151 (40);

353 Cuba e MT 7,52 112 (50)
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Acido 3-prenil-4-

363 . . e
dihidrocinamoiloxiconamico

Acido (E)-3-{-4-hidroxi-3-
[(E)-4-(2,3-

447 dihidrocinamoiloxi)-3-metil- ~ SP, MG e PR

2-butenil-5-prenil-fenil }-2-
propenoico

515 Acido 3,5-di-Cafeoilquinico SP, MG e PR

SP e MG

363 (20); 187 (80); 149 (100) a, b

447(10); 297 (50); 197 (15);
149 (100) a

515 (25); 353 (100); 173 (30) a, b

*Identidade confirmada pela comparagdo das fragmentagdes MS/MS com as observadas para padrdes analiticos.
" Identidade confirmada pela comparagdo das fragmentagdes MS/MS com as descritas na literatura.

A Tabela 7 apresenta as estruturas quimicas dos compostos identificados nas amostras

de propolis e suas atividades biologicas descritas na literatura cientifica para os compostos

puros. Os compostos identificados ja foram relatados na literatura, os quais sao amplamente

distribuidos na natureza.

Tabela 7 - Estruturas de compostos identificados nas propolis avaliadas.

Nome Estrutura

Atividades Referéncias

Acido p-cumarico

MM 164

Acido cafeico

MM 180

Acido 2,2-dimetil-2H-1-
benzopirano-6-
propendico

MM 230

Acido 3-prenil-4-
hidroxicinimico

MM 232

Viscidona

MM 234

72

Antibactericida

Antibactericida

Imunomodulatoria

Antibacteriana

Antibacteriana
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Acido 3,4-dihidroxi-5-
prenilcindmico
MM 248
(22)

Antioxidante

Liquiritigenina
MM 256 Citotoxidade

(35)-Vestitone
MM 286 Antioxidante

Pinobanksina-5-metil-
eter

MM 286

Luteolina-metil-eter
MM 300
(58)

20,50, 51, 61,72, 74,
75

Antibacteriana,
Acido 3,5-diprenil-4-
hidroxicinamico

MM 300

(7
Antiinflamatoria

Antitumoral
Antioxidante

Antiangiogénica

Dihidrocanferida
MM 302 Antioxidante

(14)

(3S)-Violanone
MM 316

Quercetina-3-metil-eter
MM 316
(60)



Isorhamnetina
MM 316
(61)

Acido 3-hidroxi-2,2-
dimetil-8-prenil-2H-1-
benzopirano-6- ' o
propendico Anti-H-pilori

MM 316

(Acido 4-hidroxi-3(E)-
4-hidroxi-3-metil-2-
butenil)-5-prenil
cinidmico

MM 316

Quercetina-dimetil-eter

MM 330

Betuletol
MM 330 Citotoxico

Acido agatico
MM 334
(66)

Acido 15-
acetilisocupréssico

MM 348

Antimicrobiana

Acido 15-
acetoxiisocupréssico

MM 362



Acido 3-prenil-4-
dihidrocinameoiloxiconi
mico

MM 364
(52)

Acido (E)-3-{-4-hidroxi-
3-[(E)-4-(2,3-
dihidrocinamoiloxi)-3-
metil-2-butenil-5-

prenil-fenil}-2- Anti-H-pilori

propendico
MM 448
S
11,75
Hepatoprotetora
Acido 3,5-di-0- Antioxidante
Cafeoilquinico o
Antiviral
MM 516
(13) Antibacteriana
Antihistaminico

Através de LC-MS/MS nao foi possivel a identificacio de nenhum composto da
propolis amarela de MT devido a falta de padroes analiticos e auséncia de bases de espectros

para essa técnica. Por esse motivo, o extrato de propolis amarela foi analisado por GC/MS.

A maioria dos compostos identificados corresponde a compostos fenolicos de diversas
classes, como derivados do &cido benzoico, acido cindmico, flavonoides (flavanona, flavonol,
isoflavona) e compostos fendlicos prenilados. Porém, também ¢ comum a presenca de
terpenos labdanicos. A seguir sdo discutidas as principais caracteristicas dos espectros ESI(-)-

MS dessas classes de compostos quimicos.
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Padroes de fragmentacgao observados por ESI(-)-MS/MS para acidos fenolicos

Os 4cidos fendlicos podem ser divididos em trés grupos. O primeiro ¢ composto pelos
derivados do acido benzoico, que possuem uma estrutura de sete atomos de carbono (C6-C1).
O segundo grupo ¢ formado pelos derivados do 4cido cinamico, que possuem nove atomos de
carbono (C6-C3). As cumarinas compdem o terceiro grupo e sdo derivadas do acido cinamico
por ciclizagdo da cadeia lateral do acido o-cumarinico. " E comum observar nos espectros de
massas desses compostos a ocorréncia de ions originados pela perda de moléculas neutras
como H,O, CO e CO, (ions em m/z [M-H-H,0], [M-H-CO]J’, [M-H-CO;]’, respectivamente)

entre outros.

Um exemplo da classe dos acidos fendlicos ¢ o acido p-cumarico (11), o qual foi
identificado nas amostras de propolis de MG, SP, PR e Cuba. O ion precursor de m/z [M-H]
= 163 corresponde a molécula desprotonada do &cido p-cumadrico. A fragmentacao desse ion
levou ao ion m/z 119, pico base do espectro (Figura 14), referente a perda de 44 u.m.a que

pode ser atribuida a perda de CO, [M-H-CO;] =119.

1191

[M-H-COy] m/z =119 ~ —————

1

1

1

1

1

1

1
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1374 143.3,144_?
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130 135 140 145 150 135 160 165 170 175 180

bl
Lo

Figura 14 - Espectro ESI(-)-MS/MS e proposta de fragmentagao do 4cido p-cumadrico ion [M-
H] m/z 163.

O mesmo tipo de fragmentagdo ¢ observado para o acido cafeico (12) onde o ion
precursor de m/z [M-H] = 179 fragmenta produzindo o ion m/z 135 como pico base (Figura

15).
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[M-H-COy] m/z =135 —————

F———=—=-=-==--

100- 2
134.9
.

134.8 1776 1812
176.7-. I

2] 116.3 134 5.,

171.1

105.9 109.2

: - 1306
g 127 8 1367 174.5
{ 116.8 N - 161.0 l53-3 AJ u 182.7
0 I A .11 ek I vt

' L B L L L WL WL NI UL UL IR I - Mz
105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190
Figura 15 — Espectro ESI(-)-MS/MS e proposta de fragmentagao do acido cafeico ion [M-H]
m/z 179.

O ion precursor de m/z [M-H] = 229 corresponde a molécula desprotonada do acido
2,2-dimetil-2H-1-benzopirano-6-propendico (54). O MS/MS deste ion levou ao pico base m/z
185, referente a perda de uma molécula de CO, [M-H- CO,] = 185. Podemos observar outro
ion produto m/z 169 com boa intensidade o qual pode ser atribuido a perda de [M-H-CO;-

CHs] (Figura 16)

[M-H-CO,] m/z =185 —:
1
1
1
1
100+ 185.2 :
L ~ -~
2 168.9
185.5 2493
1307 141.0 2044 214.6 2243 248.2..
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Figura 16 - Espectro ESI(-)-MS/MS e proposta de fragmentacao do acido 2,2-dimetil-2H-1-

benzopirano-6-propendico ion [M-H] m/z 229.
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O ion precursor de m/z [M-H] = 231 corresponde a molécula desprotonada do acido 3-
prenil-4-hidroxicindmico (10), levou a formagao de um ion produto de m/z 187, referente a
perda de CO, [M-H-CO,] . O pico base neste espectro tem m/z 132 que pode ser explicado
pela eliminagdo sequencial [M-CO,-C4H7] , provavelmente correspondente a perda de parte

do grupo prenila (Figura 17).
[M-H-CO,] m/z = 187

B

[M-H-CO,- C4Hy] m/z = 132

100~ 132.2
1323
1319
2]
187.0 2306
1316 5 217
1103 118.9 jﬁS.U 158.0 Jﬁﬁ.ﬁ 2419
0 miz

110 120 130 140 130 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290

Figura 17 — Espectro ESI(-)-MS/MS e proposta de fragmentagdao do acido 3-prenil-4-

hidroxicinamico ion [M-H] m/z 231.

De maneira semelhante, a fragmentagdo do ion precursor de m/z 247 (acido 3.4-
dihidroxi-5-prenilcinamico (22)) resultou nos ions produtos de m/z 203 (perda de CO;) e m/z
148 o pico base do espectro, também atribuido a uma perda sequencial de [M-H- CO,- C4H7]

(Figura 18).

[M-H-CO,] m/z =203

[M-H-CO,- C4H;] m/z = 148

100- N
1482 .
2032
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Figura 18 — Espectro ESI(-)-MS/MS e proposta de fragmentagdo do acido 3,4-dihidroxi-5-

prenilcinamico ion [M-H] m/z 247.
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O espectro ESI(-)-MS/MS do 4cido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico (7), com ion
desprotonado [M-H] = 299, também contem ions fragmentos formados por perdas de massas
caracteristicas de acidos carboxilicos prenilados: [M-H-CO,] = 255; [M-H-CO,-CsH;] =
200; [M-H-CO,-C4H7 - C4H7] = 145 (Figura 19).

[M-H-CO,] m/z = 255

[M-H-CO,- C4Hy] m/z = 200

[M-H-CO,- C4H7- C4H7] m/z = 145 / 1
:
) 2004 2551 |
100 2990 |
1
299 3 :
\
200.2 2649 525 6 2938 \
# 200.0 298.7.].299.7 Y
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Figura 19 - Espectro ESI(-)-MS/MS e proposta de fragmentacdo do acido 3,5-diprenil-4-

hidroxicinamico ion [M-H] m/z 299.
Padroes de fragmentacio observados por ESI(-)-MS/MS para os flavonoides

Os flavonoides tém estrutura bdsica que consiste em um nuacleo fundamental,
constituido de quinze atomos de carbono arranjados em trés anéis (C6-C3-C6), sendo dois
anéis fendlicos substituidos (A e B) e um pirano (anel heterociclico C) acoplado ao anel A

(Figura 20). "

Figura 20 - Nucleo Fundamental dos Flavonoides.
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Flavonoides mostram muitos caminhos de fragmentagdo que dependem fortemente do
padrao de substituicdo e das subclasses de flavonoides. Os ions fragmentos podem ser
designados de acordo com a nomenclatura proposta por Ma e colaboradores 8 onde a "A'e
B se refere a fragmentos intactos do anel A e B, respectivamente, ¢ os sobrescritos i e j
indicam as ligagdes do anel C que foram quebradas (Figura 21). A clivagem 1,3 das ligagdes
C-C do anel C central ¢ explicada como um mecanismo retro-Diels Alder (RDA). Perdas de
pequenas moléculas neutras, tais como H,O, CO, CO,, C,H,0 sao também freqiientemente

observadas.

0,3
1,3 >
B B O,ZB

/V

13A 4— 03 A 02 A

Figura 21 - Exemplos de clivagem das ligagdes do anel C de um flavonoide.

Por exemplo, no espectro de ESI(-)-MS/MS da liquititigenina (31) [M-H]- de m/z 255
(Figura 22), o fon m/z =135 é representado como '~ [A] segundo o sistema proposto por Ma
8 por ser produzido pela fragmentacio nas ligacdes C-C 1 e 3 permanecendo o anel A
intacto. Na liquititigenina esse ion € resultante de perda de 120 Da. O ion com m/z 119 ¢
representado como * [A] por ser provavelmente produzido pela clivagem 0,3 também do anel

central, com perda de 136 Da.
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Figura 22 — Espectro ESI(-)-MS/MS e proposta de fragmentacdo da liquititigenina ion [M-
H] m/z 255.

Através do MS/MS do ion precursor de m/z 285 (pinobanksina-5-metil-eter (57))
podemos observar varios picos com diferentes intensidades os quais podem ser obtidos por
perdas subsequentes de: agua e metila [M-H-H,O-CH3] = 252, a perda do anel B [M-H-anel
B] =208, [M-H-H,0-CH3-CO,-CO] = 152 e [M-H-H,0O-CH3-2CO,] = 136 (Figura 23).

fon m/z =208 Perda de 77Da \
\
"2 Al m/z =163 RN \\
\\ N
\\ \
~ \
\\\ \\
100 A 285.4
/
/' 285.0gs 5
= 136.0 1636
1512 | 4637 2623 2823
104.2 85.8
136.3 164.4 198.8 2102
136.9. 7% 186.5 J 2084 22542362 .288.0
| [ ] | N 1
L L L B B L B L R L A A AR e ey T MZ
120 140 160 180 200 230 240 260 280 300 320

Figura 23 — Espectro ESI(-)-MS/MS e proposta de fragmentagdo da pinobanksina-5-metil-
eter ion [M-H] m/z 285.

A dihidrocanferida (14), que foi identificada nas amostras de propolis de SP, MG, BA,
PR e Cuba com #z em 4,19 possui o ion precursor e pico base em 301 e mostra no seu ESI(-)-
MS/MS ions de baixa intensidade. O ion m/z 283 indica a perda da dgua [M-H - H,O]. O ion
m/z 268 pode ser formado pela perda seqiiencial de 33 Da equivale [M-H-H,O-CHs]. O ion
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m/z 152 pode ser explicado pela clivagem do anel C na posicdo '~ [A] com perda de 150 Da

(Figura 24).
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Figura 24 — Espectro ESI(-)-MS/MS e proposta de fragmentacao da dihidrocanferida ion [M-
H] m/z 301.

Discussido das caracteristicas dos espectros ESI(-)-MS/MS obtidos para constituintes da

propolis amarela MT

A anélise por LC-MS/MS para o EEP- A MT (Espectros no Anexo 2) revelou que
cada ion exibe um padrdo de fragmentagdo caracteristico. Os grupos funcionais t€ém uma
influéncia significativa sobre os caminhos de ionizagdo e fragmentacdo dos compostos
individuais. Por exemplo, para o ion [M-H] de m/z 255 foram observados ion fragmentos em
m/z 250 e 180, originados pela perda de [M-H-5] e [M-H-75], respectivamente. Podemos
observar que os ions precursores em m/z 325, 339 e 367, possuem um ion de fragmentagdo em
comum de m/z 183 (CsHo-C7H;50). Os ions precursores de m/z 367, 452 e 453 apresentaram o
ion fragmento m/z 153, que pode indicar a presenca de flavonoide 5,7 dihidroxilado no anel

A.

Para o ion [M-H] de m/z 325 foram observados ion fragmentos em m/z 280, 213 e¢ 141
originados pela perda de 45, 112 e 184 unidades de massa, respectivamente. Essas perdas
podem ser atribuidas a [M-H-CO;], [M-H-CO,-CsHg], [M-H-CO,-CsHg-CsHi],
respectivamente, o que indica possivelmente a presenga de acido carboxilico prenilado. Na
Tabela 8 sdo apresentados os principais ions observados por ESI(-)-MS/MS para a propolis

amarela do MT com seus respectivos ions fragmentos e suas intensidades relativas.
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Tabela 8 — Dados de LC-MS/MS para os ions observados por ESI(-)-MS/MS para a

propolis amarela MT.

m/s [IM-H]' g min m/ (iniils(i:i);z/{:slglastiva %)

255 9,57 255 (100); 250 (70); 180 (40)

281 9,62 281 (63): 255 (40); 244 (100); 128 (100)
311 7,14 311 (15); 231 (50); 197 (40); 115 (100)
311 11,05 311 (100); 257 (60); 183 (55); 122 (70)
325 7,81 325 (70): 280 (40); 213 (80); 141 (40)
325 11,05 325 (100); 183 (40)

339 11,05 339 (100); 267 (20); 183 (15)

367 11,05 367 (50); 183 (40); 152 (100)

452 6,63 452 (100); 171 (20); 153 (20)

453 6,59 453 (100); 171 (20); 153 (20)

A partir dos dados de LC-MS/MS obtidos para o extrato de propolis amarela de MT
nao foi possivel a identificagdo de nenhum componente quimico, do modo que se procedeu o
fracionamento por cromatografia para separacdo dos constituintes do extrato e posterior

identificagdo. Também o extrato e as fragdes obtidas foram analisados por GC/MS.

5.2 Cromatografia liquida Classica do EEP amarela MT

Para o fracionamento do extrato etandlico de propolis amarela MT utilizou-se uma
coluna aberta de silica gelG60, e como fase movel um gradiente de crescente polaridade de
solventes. A eluigdo das fragdes da coluna cromatografica foi monitorada através de TLC em

cromatoplacas de fase estacionaria Silica-Gel com indicador de fluorescéncia.

As placas cromatograficas foram reveladas com o reagente quimico d4cido
fosfomolibdico 5% em etanol, e aquecidas em seguida a 120°C. Esse reagente ¢ usado na
revelagao de fenolicos, ceras de hidrocarbonetos, alcaldides e esteroides. Foram coletadas 130
fragoes de 8 mL. As fragdes foram analisadas por TLC e reunidas em um total de 8 fragdes.
Da fracdo 4 e 5 foi obtida, por recristalizagdo em metanol, um sélido branco. Com a
evaporacao do solvente, a temperatura ambiente, da fracdo 4°, houve a formac¢ao de um sélido

de cor amarela (Figura 25).
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Figura 25 —Fracionamento por cromatografia e analise do EEP- A MT.

5.3 Analises qualitativas e semipreparativas por Cromatografia liquida de alta eficiéncia

em fase reversa (HPLC)

As fragdes provenientes da cromatografia classica foram analisadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia utilizando o sistema HPLC Waters 600 com detector de arranjo de
diodos DAD (260 nm) e coluna C-18 analitica, conforme descrito no item 4.7.2. As fracoes
foram detectadas utilizando o comprimento de onda A 260 nm. Na Figura 26 sdo mostrados
os cromatogramas obtidos para essas fragdes e o espectro UV extraido para o pico mais
intenso em cada cromatograma. Nos resultados qualitativos obtidos através dos
cromatogramas provenientes do HPLC, mostrados na Figura 26 podemos observar que o
processo de fracionamento através de coluna aberta foi eficiente para simplificar os extratos,

produzindo fragdes contendo um composto majoritario.
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Figura 26 — Cromatogramas das fragdes e o espectro UV extraido para o pico mais intenso

em cada cromatograma.

Podemos verificar através dos cromatogramas que o perfil quimico das fragdes 4°, 4 ¢
5 ¢ similar, onde o pico majoritario em cada cromatograma mostrou uma banda de absorg¢ao
maxima em A 259,4 nm, com o mesmo tempo de retengao (4,970 minutos). No cromatograma
da fracdo 8 pode-se observar que a fracdo ndo esta pura, ocorrendo a sobreposi¢ao de dois

picos, os quais tem diferentes tempos de retengdo e diferente perfil de absor¢ao no UV.

A fragdo 4 foi purificada por HPLC semipreparativa com a finalidade de obter dados
espectroscopicos de qualidade que permitissem a identificacdo do composto majoritario.
Dessa maneira, as fragdes 4°, 4, 5 ¢ 8 foram enviadas para andlise de espectrometria de

massas ¢ RMN de 'H para elucidar sua estrutura.
5.4 ESI(-)-MS das fracoes

A inspecao dos fingerprints obtidos por ESI(-)-MS para as fragdes provenientes do
fracionamento por cromatografia do extrato de propolis amarela de MT (Figura 27), confirma
que as fragdes 4°, 4 e 5 estdo ainda impuras e apresentam os mesmos ions em sua
composicdo: ions [M-H] de m/z 255, 283, 325, 339, 367, diferenciando-se apenas pelas
intensidades relativas de cada ion. A fracdo 8 apresenta um fingerprint mais simplificado e de
perfil de ions diferente das demais com o ion mais intenso em m/z em 329, o qual ¢ ausente

nas outras amostras.
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Figura 27 — Fingerprints ESI(-)-MS de fragcdes provenientes da cromatografia em coluna

aberta do extrato de propolis amarela MT.
5.5 Analise do extrato de propolis amarela e fracoes por GC/MS

O extrato da propolis amarela foi submetido a analise por GC/MS e a fracionamento
cromatografico. Essa técnica apresenta elevado poder de resolucdo, e vem trazendo
informagdes estruturais valiosas fornecidas pelo EI/MS, provando assim ser ainda uma
ferramenta util para a andlise de compostos de baixa volatilidade. GC/MS fez recentemente

, y e . . .. 12
um retorno notavel, como demonstrado por varios artigos em revistas especializadas.
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STEFANO *' relatou que o método hifenados GC/MS é o mais amplamente utilizado
para a andlise de alimentos, com mais de 300 artigos publicados por ano. HPLC/MS ¢ menos
usado (em 2011, 70 trabalhos foram publicados), mas essa analise ¢ a que mais cresce entre as

metodologias analiticas em analise de alimentos.

Pela analise feita por GC/MS do EEP- A MT obtivemos o cromatograma apresentado
na Figura 28. Para cada pico cromatografico verificou-se o espectro de massas obtido por
ionizagao por elétrons e, com o auxilio da biblioteca de espectros (NIST e Demo) foi possivel
a identifica¢dao de 6 constituintes no extrato da propolis amarela. A partir das fragdes 1 a 8 foi
possivel a identificagdo e confirmacdo de mais 9 compostos, totalizando 15 compostos
identificados na prépolis amarela do MT pela técnica de cromatografia gasosa (Tabela 9).

Todos os dados espectrais obtidos encontram-se no Anexo 3.

Dentre os compostos identificados pode-se observar a presenga de pelo menos 3
triterpendides ja relatados para a propolis do tipo 6 (coloragdo vermelha), sendo eles a f-
amirina (39), o lupeol (38) e o olean-12-en-3 ona (71) (Tabela 10).* Outros autores utilizando
a mesma técnica (CG/MS) também ja relataram a presenga destes compostos na propolis

vermelha oriunda do Nordeste do Brasil. >

Uma propolis vermelha oriunda de Manaus (Amazonia/ Brasil) foi estudada por
ISHIDA * e colaboradores que analisaram por HPLC/DAD/ESI-MS/MS e GC-EI/MS 4
amostras de propolis designadas E (1-4). As amostras E1 e E3 continham principalmente
triterpenoides, tais como lupeol (38), a-e f-amirinas (39), lupenone (42) e Olean-12-en-3-ona
(71). Nas amostras E2 e E4 a predominancia foi de benzofenonas polipreniladas, tendo um
perfil quimico até o momento nao encontrado para propolis brasileiras. Nas analises feitas nos
extratos de propolis, os extratos E2 e E4 foram altamente ativos contra as bactérias
cariogénicas Streptococcus mitis, Streptococcus mutans € Streptococcus salivarius. Essa
atividade foi atribuida ao elevado teor de benzofenonas polipreniladas nessa propolis. E2 foi
mais ativo que E4, o que os pesquisadores atribuiram a um elevado teor de 7-epi-nemorosona
(53) em E2, enquanto que E4 foi mais rico em compostos di-hidroxilados. Ja as amostras E3 e
El apresentaram menor atividade antimicrobiana, provavelmente devido a quantidades
elevadas de triterpendides e quantidades praticamente nao detectadas de benzofenonas

poliisoprenilados.
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Figura 28 — Perfil cromatografico do EEP- A MT obtido por GC/MS.

Pela comparagdo dos dados das Tabelas 8 e 9 verifica-se que os resultados obtidos por
LC-ESI(-)-MS/MS e por GC-EI/MS foram diferentes, obtendo-se ions diferentes. Esse
resultado ¢ decorrente da natureza diferente dos compostos que podem ser analisados e
ionizados por cromatografia liquida e ionizagdo por ESI(-) e por cromatografia gasosa e
ionizagdo por EI. Enquanto que, a cromatografia liquida associada a ionizagdo por
electrospray ¢ indicada para compostos de polaridade média a alta, a cromatografia gasosa
requer analitos de baixa polaridade, volateis e termicamente estaveis. Dessa maneira, as
técnicas de analise utilizadas sdo complementares e permitem a obtengao de informacdes mais

amplas em relacdo a amostra em estudo.
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Tabela 9 - Dados de GC/MS (ionizagao por elétrons) obtidos para o EEP- A MT.

tr(min) Composto MM Principais fragmentos em m/z Referéncia ];);t:gg/
. [M-C7H,3]=327;[M-C;6Hp51=207;
12,3 Ursa-9(11),12-dien-3-ol 424 [M-305 Da]=119 7
[M-CH;]=411; [M-C;H;s]= 327
12,5 Lanosterol 426 [M-C,¢Har]=207 EEP
: ens [M-CHyJ= 411; [M-CsHyJ= 313; a :
12,6 9,19 Ciclolanost-7-en-3-ol 426 [M-199 Dal= 227:[M- 359Da]=67 EEP, 4
12.7 4,14-Dimetilergosta-5,24-dien- 426 [M-CH;]= 411; [M-C;H;5]=327; 4
’ 3-ol [M-C,3H,s]= 245; [M- 357Da]=69
.. [M-H,O]= 408; [M- 115 32,43, 60,82 ,
13,5 - Amirina 426 DaJ=311;[M-CyuHa,O]=218; EEP, 4
[M-CsH 4] = 313; [M- 32
13,8 Lup-20(29)-en-3-ona 424 C12Hy00=245; [M-C;Hyy0] =189 2e7
[M-HzO] :365; [M-208Da]=218, 32,43, 60 EEP, Te
14,0 Lupeol 426 [M-305 Da] = 121 4
) e [M-CH;CO,] = 408; [CisH3,0;]
14,6 Acetato lup-20(29)-en-3p-ol 468 —189: [M-Cs;His0,]=109 2
T [M-H,O]= 408; [M-111Da]=313;
14,9 Olean-12-en-3 ona 424 [M-C4H,,0]=218:[M-303Da] =121 EEP e 2
[M-211Dal=257;
15,0 Acetato olean-12-en-3-il 468 [M-C;5H300,]=189; 2
[M-303Dal=119
. [M-33 Dal]= 393; [M-C;cHy0]
15,1 Olean-18-en-3-ol 426 ~189: [M-331] =95 2
Acetato  13,27-cicloursan-3-ol [M-57 Da]=411; [M-223Da]= 245,
156 (3. 13p.14p) 468 IM-CoyHye] ~159 EEP
_ o o a2 [M-Cngg] = 313, [M-C13H25]: 257,
18,1 24- Metilenecicloartan-3-ona 438 [C1oH4] =175 3
i . . [M-33 Da] = 407; [M-C,,H,,]=300;
18,3 24- Metilenecicloartanol 440 [M-265 Dal= 175 3e4
18,5 Betulina 442 [M-C,H0]=339; [M-127Da]=315; 4ed

[M- C17H330]:189
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Tabela 10 — Estruturas de compostos identificados por GC/MS (ionizagao por elétrons) para o

EEP- A MT.
Nome Estrutura Nome Estrutura
Ursa-9(11),12- Lup-20(29)-en-
dien-3-ol 3-ona
MM 424 MM 424
(70) (42)
Olear:)—ij-en-?y Lanosterol
MM 424 Ml(\%%
(71)
Cicl ?’19 7 - Amirina
iclolanost-7- MM 426
en-3-ol (39)
MM 426
(73)
4,14-
Lupeol Dimetilergosta-
MM 426 5,24-dien-3-o0l
(38) MM 426
(74)
24-
Olean-;ls -en-3- Metilenecicloar
tan-3-ona
Ml(\gs‘;% MM 438
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24-

. . Betulina
Metileneciclo MM 442
artanol 77)
MM 440
(41)

Acetato olean-
12-en-3-il
MM 468

(78)

Acetato 13,27-
cicloursan-3-ol
(3B, 13p,14p)
MM 468
(79)

Acetato lup-
20(29)-en-3p-ol
MM 468
(80)

A alta resolucdo encontrada em analises que utilizam coluna capilar transformou a
cromatografia gasosa em uma excelente técnica para estudar misturas de componentes de alta
complexidade como os extratos de propolis. A combinagdao de CG com a espectrometria de
massas (GC/MS) foi uma poderosa técnica para a identificagdo de componentes apolares no
EEP-A MT. Essa técnica se mostrou mais adequada para EEP-A MT do que HPLC/DAD e/ou
LC-MS/MS devido a baixa solubilidade de EEP-A MT em metanol ou outros solventes
utilizados como fase movel em cromatografia liquida de fase reversa. Ainda no caso de
HPLC-DAD, que utiliza detector espectrofotométrico, o mesmo também nao ¢ adequado para
a deteccao de todos os componentes de EEP-A MT pela fraca absor¢dao desse extrato na
regido do ultravioleta. Assim os componentes detectados por HPLC/DAD e/ou LC-MS/MS
devem corresponder a componentes minoritarios dessa propolis. Pelas caracteristicas de
solubilidade apresentadas por EEP-A MT e seus baixos teores de fenolicos totais, flavonoides
e baixa capacidade antirradicalar € possivel concluir que os constituintes dessa propolis sao
mais lipofilicos e melhor analisados por GC/MS. O perfil de fragmentacao desses compostos
(triterpenos) foi confirmado pela comparacao de espectros obtidos com a biblioteca de dados
do sistema. Podemos observar nos espectros de massas a ocorréncia de ions originados pela
perda de H,O [M- H,O] e de CH; [M-CH3].
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5.6 Analise do extrato de propolis amarela e fracées por Ressonancia Magnética Nuclear

de Hidrogénio— RMN-"H

Os espectros de RMN-"H do extrato de propolis amarela MT (Anexo 4) e da fragio 4’
(Figura 29) apresentam caracteristicas que demonstram a presenga de misturas de triterpenos.
2 De maneira geral, a auséncia de sinais acima de 6 ppm indica a auséncia de compostos
aromaticos como flavonoides ou acidos fenolicos, que sao abundantes nas propolis verde,
marrom ¢ vermelha (Anexo 4), mas que se encontram em baixa concentracdo na propolis
amarela de MT. Por outro lado, a predominancia de sinais de hidrogénios blindados, com
deslocamentos quimicos entre 0,5 — 2,0 ppm, indica a presenca de hidrogénios ligados a Csp’
em cadeias ou anéis saturados.
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Figura 29 - Espectro de RMN-'H (600 MHz, CD;OD/D,0) da fragio 4  obtida do

fracionamento do extrato da propolis amarela MT.

Além das caracteristicas gerais acima mencionadas destacamos a seguir caracteristicas
especificas que indicam a presenca de misturas de compostos como lupeol (38), f-amirina
(39), betulina (77) e acetato de lup-20(29)-en-3B-ol (80), entre outros triterpenos. Por
exemplo, no espectro de RMN-"H da fragiio 4’ sio observados simpletos intensos em & 0,76
(H-23); 0,82 (H-24); 0,86 (H-25); 0,95 (H-26), 0,97 (H-27) e 1,06 (H-28) correspondentes aos

hidrogénios das metilas ligadas aos Csp’ quaterndrios, caracteristica estrutural comum nos
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triterpenos identificados por GC/MS neste trabalho. No espectro de RMN-'H mostrado na

Figura 30 sdo indicados sinais de hidrogénios metilicos cujo deslocamento quimico e

multiplicidade correspondem com os reportados para o lupeol (Figura 31) (Tabela 11). “®
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Figura 30 - Espectro de RMN-'H (600 MHz, CD;0D/D,0) expandido (8 0,65 a 1,20) da

fracdo 4" obtida do fracionamento do extrato da propolis amarela MT.

26

Figura 31 -Estruturas do lupeol (38) identificado no EEP- A MT

80



Tabela 11— Dados de RMN-"H para o lupeol (600 MHz ('H), D,O+CD;OD , & (ppm))

Posiciio RMN-'H RMN-'H* RMN-'H"

[,
(—]

[,
N

[,
=

p—
=)

p—
=]

N
=}

N
[\°]

N
=

0,82 (s) 0,79 (3H, s) 0,76 (3H, s)

[}
=)

0,95 (s) 0,94 (3H, s) 0,91 3H, s)

[\
=]

1,06 (s) 1,01 (3H, s)

30 1,70 (s) 1,68 (3H, s) 1,65 (3H, s)
“Dados reportados MARINHO 2008 (CDCls; 500 MHz) ** ¢ ® Dados reportados por
MALDANER 2005 (CDCls; 400 MHz) **
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Observa-se também um simpleto intenso em aproximadamente & 1,7 ppm que pode ser
atribuido a metila ligada a Csp” dissubstituido (Figura 32). A presenca de grupo metila ligado
a carbonila ¢ deduzida pelo sinal simpleto em § 2,2 ppm (Figura 32), deslocamento tipico para
metilas ligadas a carbonilas, caracteristica estrutural observada no acetato de olean-12-en-3-il
(78) e no acetato de 13, 27-cicloursan-3-ol (3B, 133,14B) (79) e acetato de lup-20(29)-en-3f3-
ol (80).

Outros multipletos, correspondentes a hidrogénios metinicos ligados a Csp® por sua
vez ligados a Csp?, sdo indicativos de triterpenos ciclicos de esqueleto semelhante ao lupeol
(38) e sdo observados acima de 6 2 ppm em ¢ 2,40; 2,23, etc. (Figura 32)
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Figura 32 - Espectro de RMN-'H (600 MHz, CD;0D/D-0) expandido (5 1,20 a 2,45) da

fragdo 4 obtida do fracionamento do extrato da propolis amarela MT.

A presenca de uma unidade olefinica dissubstituida pode ser confirmada pelos sinais
em 0 4,69 (dupleto) e 0 4,58 (multipleto), caracteristicos de hidrogénios geminais olefinicos
(Figura 33). Ainda no espectro da fracdo 4’, na regido dos hidrogénios olefinicos observam-se
outros sinais como os simpletos largos em 6 4,65, 4,74 e 5,29 provavelmente originados por
hidrogénios ligados a Csp® em alcenos trissubstituidos como no olean-18-en-3-ol (75).
Também se observam sinais de hidrogénios em o 5,14 e 5,16 (tripletos largos ou duplos
dupletos) que podem indicar o acoplamento de hidrogénios olefinicos com grupo metileno
adjacente como observado na f- amirina (39), no 9,19 ciclolanost-7-en-3-ol (73) e no acetato

de olean-12-en-3-il (78).
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Figura 33 - Espectro de RMN-'H (600 MHz, CD;0D/D,0) expandido (8 4,50 a 5,25) da

fragdao 4 obtida do fracionamento do extrato da propolis amarela MT.

Multipletos na regido de 6 3,00 - 3,50 sdo caracteristicos de hidrogénios ligados a
carbonos funcionalizados (Figura 34). Por exemplo, o sinal em 6 H 3,14 (duplo dupleto) ¢
compativel com hidrogénio ligado ao carbono carbindlico metinico em triterpenos. O
deslocamento quimico e multiplicidade desse sinal sdo compativeis com os dados reportados
para o hidrogénio ligado ao C-3 no lupeol (38). ***** Essa caracteristica estrutural também esta
presente em outros triterpenos identificados na propolis amarela como na f-amirina (39), 24-
metilene cicloartanol (41), ursa-9(11), 12-dien-3-ol (70), 4,14-dimetilergosta-5,24-dien-3-ol
(74), e olean-18-en-3-ol (75). Adicionalmente, o espacamento entre os picos de alguns
duplos-dupletos observados nessa regido indica acoplamento da configuracdo axial para o

hidrogénio ligado ao carbono carbindlico.
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Figura 34 - Espectro de RMN-'H (600 MHz, CD;0D/D-0) expandido (5 2,80 a 3,30) da

fragdao 4 obtida do fracionamento do extrato da propolis amarela MT.

Por ultimo, a presenca de hidrogénios em anéis tensionados de trés membros, como os
encontrados no 24- Metilenecicloartanol (41), 9,19 ciclolanost-7-en-3-ol (73) e em 24-
Metilene cicloartan-3-ona (76) ¢ deduzida pelos sinais muito blindados em 6 0,36 ¢ o 0,56,

caracteristicos de hidrogénios metilénicos de ciclopropano (Figura 35). ¥
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Figura 35 - Espectro de RMN-'H (600 MHz, CD;0D/D,0) expandido (8 0,1 a 0,65) da

fracdo 4" obtida do fracionamento do extrato da propolis amarela MT.
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5.7 Avaliacao do potencial citotoxico de extratos de propolis em linhagens de células

tumorais humanas

O potencial citotoxico in vitro dos extratos de propolis foi testado em trés linhagens de
células tumorais (OVCAR-8 (carcinoma de ovario), HCT-116 (colon - humano) e SF-295
(glioblastoma - humano). A avaliagcdo baseou-se no método do MTT, esse método de analise
de citotoxicidade, vem sendo utilizada no programa de screening do National Cancer Institute
dos Estados Unidos (NCI), que testa mais de 10.000 amostras a cada ano. ** E um método
rapido, sensivel ¢ barato. O mesmo foi descrito primeiramente por MOSMAN *¢ tendo a
capacidade de analisar a viabilidade ¢ o estado metabdlico da célula. E uma analise
colorimétrica baseada na conversao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de
tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente
nas células metabolicamente ativas. O estudo citotoxico pelo método do MTT permite definir

facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de agdo. *’

A atividade citotoxica dos extratos de propolis foi expressa como percentuais de
inibi¢do com seus respectivos desvios padrao (Tabela 12). Apenas as substiancias que
apresentarem valores de inibigdo 2 75 % em pelo menos duas linhagens tumorais (elevado
potencial citotoxico) sdo escolhidas para avaliagdes subsequentes, valor esse considerado
como cut-off para o screening de novas substancias com potencial antitumoral. Cada amostra

foi testada em triplicata em dois experimentos independentes.

Tabela 12 - Percentual de inibi¢do do crescimento celular (IC%) dos extratos de
propolis em trés linhagens tumorais humanas. Valores sao média + DPM (Desvio Padrao da

Média).

, HCT-116 OVCAR-8 SF-295
PROPOLIS
Média SD Média SD Média SD
45,33 % 5,25% 68,79 % 11,96 % 3,29 % 2,97 %
EEP-V MG
28,52 % 15,00 % 29,46 % 5,69 % 18,89 % 3,14%
EEP-V SP
87,78% 1,43% 89,79% 2,06% 42,17% 3,76%
EEP-VM BA
95,08 % 2,74 % 94,05 % 8,75 % 80,68 % 8,50 %
EEP-M PR
56,98 % 12,37 % 95,39% 0,74 % 25,55 % 3,54 %
EEP-A MT
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A propolis amarela da regido Centro-Oeste do Brasil (EEP-A MT) apresentou elevada
atividade citotdxica contra a célula tumoral OVCAR-8 (carcinoma de ovario), mostrando
assim maior especificidade contra o carcinoma de ovario. As amostras de propolis de
coloragdo verde (EEP- V SP e EEP- V MG) apresentaram valores de inibigdes menores que
75 % em todas as linhagens tumorais estudadas, apresentando assim baixo potencial

citotoxico.

Os dados presentes na Tabela 12 mostram que as amostras da regidao Sul (EEP-M PR)
e da regido Nordeste (EEP-VM BA) apresentaram valores de inibicdo maiores que 75 % em
pelo menos duas linhagens tumorais, demonstrando assim elevado potencial citotoxicos. Para
essas propolis, uma curva analitica obtida por regressao linear variando a concentragdao de
cada extrato de propolis ¢ medindo a inibicdo da proliferagdo celular causada, permitiu o
calculo da concentragdo de cada extrato necessdria para inibir 50% das células tumorais

testadas (ICsp) (Tabela 13). A maior concentracao testada para cada extrato foi 50 pg/mL.

Tabela 13 - Valores da 1Cs (ug/mL) e seus respectivos intervalos de confianca 95%
para os extratos de propolis marrom e vermelha avaliados pelo método MTT nas linhagens

SF-295, HCT-116, OVCAR-8 e HL-60 com incubac¢ao de 72 horas.

Células Testadas

Parametros

AMOSTRAS ' SF-295 HCT-116  OVCAR-8 HL-60
Avaliados
Clso (ug/ml) 27.91 19,43 26,97 9,441
EEP-MPR  Intervalode ¢ o0 9008 165002284 141221450 8.672a 1028
confianga
Clso (ug/ml) 70,66 42,53 53,46 17,48

EEP-VM BA  Intervalo de 9,063 a

confianca 551.0 14,932 121,2 44,302 64,52 14,66 a 20,85

A Clsp do extrato de propolis marrom apresentou valores < 50 pg/mL para todas as
linhagens testadas, apresentando potencial citotoxico. Para o extrato de propolis vermelha a
concentracdo média inibitoria foi de 17,48 pg/mL para alinhagem HL-60, porém para as
linhagens SF-295 e OVCAR-8 mostrou-se uma concentragao > 50 pg/mL. Segundo critérios
estabelecidos pelo National Cancer Institute (NCI, USA), o valor limite de Cls, para extratos

com atividade citotoxica promissora é de 30 pg/mL. **

Estudos adicionais estdo sendo conduzidos pela equipe da professora Clatdia Pessoa
na Universidade Federal do Ceara primeiramente para avaliar o potencial citotoxico dos
extratos de propolis contra células normais e também para elucidar o mecanismo de acdo

citotoxica das propolis marrom, vermelha e amarela.
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6. CONCLUSOES
A partir dos resultados obtidos foi possivel estabelecer as seguintes conclusdes:

1. A propolis amarela MT apresenta perfil quimico qualitativo e quantitativo diferente das
outras propolis brasileiras estudadas. Essa propolis possui baixos teores de fenolicos
totais e de flavonoides o que resultou em baixa capacidade antirradicalar frente ao radical
livre DPPH-. Apesar de baixos teores de fendlicos totais e de flavonoides, essa amostra
encontra-se dentro do requisito de qualidade que esté previsto pela legislagao brasileira.

2. Nos estudos comparativos feitos com propolis de mesma coloragdo mais de locais
diferentes (MT e Cuba) podemos observar através da ESI(-)-MS que elas apresentaram
composi¢cdo quimica diferente, no EMP- A Cuba foi identificado acidos fendlicos e
flavonoides, os quais nao foram identificados no EEP- A MT.

3. A propolis amarela MT ¢ rica em triterpenos e foi possivel identificar por GC/MS a
presenca de 15 compostos.

4. A realizacdo do fracionamento do extrato bruto de EEP- A MT por cromatografia em
coluna aberta mostrou-se adequada para as primeiras etapas. Embora as fragdes ainda se
apresentassem impuras, elas foram adequadas para a obtengao de dados de qualidade por
GC/MS.

5. Amostras de propolis de diferentes regides do Brasil e uma amostra de propolis amarela
de Cuba foram analisadas por ESI-MS em modo negativo e seus fingerprints foram
comparados entre si. Essa andlise permitiu comprovar que as propolis verde de SP e MG,
e em menor extensdo a propolis marrom do PR, apresentaram composi¢do quimica
semelhante. O EEP-VM BA se diferenciou das propolis estudadas. Apesar das amostras
de propolis amarela de Cuba e MT terem a mesma coloragdo, elas apresentaram
composi¢do quimica diferente por ESI(-)-MS.

6. O acoplamento do UPLC com o espectrometro de massas e a realizagdo de experimentos
MS/MS resultou na identificagdo de 15 compostos através da comparagao dos dados
cromatograficos e espectrais obtidos com os padrdes auténticos disponiveis. Ainda, a
comparacao com dados prévios da literatura permitiu a identificacio de outros 11
compostos. Dentre eles, compostos derivados dos acidos benzdico e cinamico, compostos

fenolicos prenilados e flavonoides de diversas classes (flavanona, flavonol, isoflavona).
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7. Através dos espectros de RMN-'H do extrato de propolis amarela MT e das fracdes
obtidas através da cromatografia classica, podemos confirmar que as caracteristicas das
fragdes e extratos sdo devido a presenga de misturas de triterpenos.

8. A avaliacdo da citotoxicidade in vitro dos extratos em 3 linhagens de células tumorais
humanas: HL- 60 (leucemia - humano), HCT-8 (colon - humano) e SF-295 (glioblastoma
- humano), demostrou para as amostras de propolis marrom (EEP- M PR) e propolis
vermelha (EEP- VM BA) elevado potencial citotoxico nas linhagens testadas. A amostra
de propolis amarela (EEP-A MT) apresentou elevada atividade citotoxica apenas contra a
célula tumoral OVCAR-8, demostrando assim maior especificidade contra o carcinoma

de ovario.
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Anexo 1: Dados de LC-MS/MS obtidos por ionizagdo por eletrospray negativo ESI(-)dos ions
encontrados nos extratos de propolis EEP-V MG, EEP-V SP, EEP-VM BA, EEP- M PR,
EMP-A Cuba e EEP-A MT
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m/z 447 - 6.94 min (acido (E)-3-{-4-hidroxi-3-[(E)-4-(2,3-dihidrocinamoiloxi)-3-metil-2-

butenil-5-prenil-fenil } -2-propenodico
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Anexo 2: Dados de LC-MS/MS obtidos por ionizagdo por eletrospray negativo ESI(-)dos ions
encontrados no EEP-A MT.
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m/z 325 - 7,81 min

100 3313
2132
3265
=
140 6 280.0
3253
193.0 2121 2236 247.6 2938
~
108.7 1218 1289 1787 1924 21134 2330 260 6 2894 oy 334.5
- & 128 1463 oo o 172.2 =] zus.shzﬁﬂ 2318 | j|2552 =) 2747 2| 299.8 31603196 .
ik ol WOIN S T FPRVITY WY A whloat
0 T AL Ly B Ll L AR L L RS R R L i s T T miz
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 200 300 310 320 330 340
m/z 325 - 11,05 min
100 3254
326 7
3241
= 323§
183 1
1830
183 4 193 3
184 0 3264
1237 Eas 364.7
o L n "
A e L o s L L s e o s e bt s L s U
100 120 140 160 180 = 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 = 420 = 440 = 460 480 500
m/z 339 - 11,05 min
100 339.3
3384
339 5
=
3T 3343
266 8
183 2 339.8
108.2 3194 340.2 4311
319 405 9
Ll . L | o
T t T T t T T Y T T t t t T T f f t T e Y t f t f f f T f f ' Mz
100 120 = 140 160 180 = 200 220 = 240 260 280 300 @ 320 340 360 380 400 420 = 440 460 480 500
m/z 367 - 11,05 min
100+ 1521
368 3
=
366 &
182 9 <
2640 2490 4315 4360 4921
R L L 1 . N , L o
Ry A L B s L L L M Ly B L L Ly LB e L Ly LRy L) L A LRl L n ey saas L s W UIES
100 120 | 140 = 180 | 180 = 200 220 | 240 260 = 280 = 300 = 320 = 340 = 380 = 380 400 = 420 = 440 = 460 = 480 = 500

108



m/z 452 - 6,63 min
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Anexo 3: Espectro de massas obtido por ionizagdo por elétrons pela técnica GC/MS.
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24- Metilenecicloartan-3-ona
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Anexo 4: Espectros de RMN-"H (600 MHz, CD;0D/D,0) do extrato de prépolis amarela
MT.
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Espectros de RMN-"H (600 MHz, CD;0D/D,0) do extrato de propolis verde MG.
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Espectros de RMN-"H (600 MHz, CD;0D/D,0) do extrato de propolis vermelha BA.
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Espectros de RMN-'H (600 MHz, CD;0OD/D,0) da fracio 5 provinda da cromatografia do
EEP- A MT
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Espectros de RMN-'H (600 MHz, CD;0OD/D,0) da fracio 8 provinda da cromatografia do
EEP- AMT

0.11 Yohandra_propolis6.013.08\:14R58S caleFactor = 1
010
D.og
D.08:

il

HNormalized |nlensity
1= 1= (=
E R 8

8

D.02.

121



