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Descobre que as pessoas com as quais vocé mais se importa sdo tomadas de ti
muito depressa, por isso devemos deixar as pessoas que amamos com palavras
amorosas, pois pode ser a Ultima vez que a vemos. Aprende que as circunstancias e os
ambientes tém influéncia sobre ndés. Comeca a aprender que nao se deve comparar
com os outros, mas sim com o melhor que pode ser. Descobre que leva muito tempo
para se tornar a pessoa que quer ser e que o tempo é curto.

Aprende que paciéncia requer muita pratica. Aprende que maturidade tem mais a
ver com os tipos de experiéncias que viveu do que com quantos aniversarios celebrou.
Aprende que quando esta com raiva tem o direito de estar, mas isso ndo lhe da o direito
de ser cruel... Aprende que, com a mesma severidade com que julga, sera em algum
momento condenado. Aprende que nao importa em quantos pedacos o seu coracao foi
partido, 0 mundo nao para para que vocé o concerte. Aprende que o tempo nao € algo
que possa voltar para tras. E aprende que realmente pode suportar... que realmente é
forte! E que pode ir muito mais longe depois de pensar que néo pode ir mais... € que
realmente a nossa vida tem valor e que vocé tem valor diante da vida! As nossas
duvidas sao traidoras e nos fazem perder o bem que poderiamos conquistar, se nao
fosse o medo de tentar."
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RESUMO

Isolamento e identificacao de compostos com atividade antibacteriana
da prépolis vermelha brasileira

A propolis € uma substancia resinosa coletada pelas abelhas de diversas partes
das plantas, a qual tém sido atribuidas propriedades antimicrobiana, antioxidante,
antinflamatéria, antiviral, entre outras. Sua composicao quimica depende de varios
fatores, como a localizagdo geografica. Um novo tipo de prépolis brasileira, denominada
de “prépolis vermelha”, por sua coloracdo intensa caracteristica, foi identificada e
coletada em regido de mangue do Estado de Alagoas. O objetivo deste trabalho foi
fracionar e isolar compostos com atividade antibacteriana dessa nova variedade de
prépolis. O extrato etandlico da prépolis vermelha foi fracionado pela técnica de
extracao liquido-liquido, originando as fragdes hexanica (fr-Hex) e cloroférmica (fr-Clo).
A fr-Clo apresentou alta atividade antibacteriana pelos testes de Concentragéo Inibitéria
Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM), contra as bactérias
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e Actinomyces naeslundii. Dessa forma,
a fr-Clo foi refracionada por coluna seca gerando sete sub-fracoes. Apds a avaliacao da
atividade antibacteriana das sub-fracdes pelas técnicas de CIM e CBM, a sub-fracéao 3,
a mais bioativa, foi purificada em coluna de Sephadex LH-20. Dessa purificacao foram
obtidas trés sub-fracbes bioativas, as quais foram submetidas ao isolamento dos
compostos pela técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) preparativa.
Dois compostos foram isolados e denominados de composto 1 e composto 2. O
composto 2 foi 0 mais potente para as atividades inibitéria e bactericida e sua CIM para
os trés tipos de bactéria testados variou entre 15,6 e 31,2 pg/mL, enquanto para o
composto 1, este parametro variou de 31,2 a 62,5 pg/mL. As CBM do composto 1 e do
composto 2 variaram entre 125 e 250 pg/mL e entre 31,2 e 62,5 pg/mL,
respectivamente. Por meio da técnica Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foi
possivel identificar o composto 1 como pertencente a classe das isoflavanas e o
composto 2 como uma chalcona (isoliquiritigenina). A forte atividade antibacteriana
apresentada pelos compostos isolados da prépolis vermelha torna este produto uma
importante fonte de compostos antibacterianos naturais.

Palavras-chave: Propolis; Atividade antibacteriana, Apis mellifera, CLAE
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ABSTRACT

Isolation and identification of compounds presenting antibacterial activity
in Brazilian red propolis

Propolis is a resinous material, collected by honeybees from several parts of
plants, known for its antimicrobial, antioxidant, anti-inflammatory, antiviral properties,
among others. Its composition varies according to several factors, such as the
geographical location. A novel type of Brazilian propolis, named red propolis due to its
intense characteristic color, was collected in a mangrove area in the State of Alagoas.
This research aimed to fractionate and isolate the compounds in this new type of
propolis that present antibacterial activity. The ethanolic extract of red propolis (EEP)
was fractionated using the liquid-liquid extraction technique, yielding the hexanic (Hex-fr)
and the chloroformic fractions (Chlo-fr). Chlo-fr showed high antibacterial activity
determined by the minimal inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal
concentration (MBC) tests against Staphylococcus aureus Streptococcus mutans, and
Actinomyces naeslundii. Thus, Chlo-fr was refractionated by Dry-Column
Chromatography, yielding seven subfractions. After submitted to MIC and MBC
techniques to assess their antibacterial activity, and subfraction 3, the most bioactive of
them, was purified in Sephadex LH-20 column. After this purification, three bioactive
subfractions were obtained, submitted to isolation of compounds using preparative High
Performance Liquid Chromatography (HPLC). Two compounds were isolated and
named compound 1 and compound 2. Compound 2 presented the highest inhibitory and
bactericidal activities and its MIC for the three types of bacteria tested ranged from 15.6
to 31.2 ug/mL, whereas for compound 1, this parameter ranged from 31.2 to 62.5
ug/mL. MBC of compound 1 and compound 2 ranged from 125 to 250 pg/mL and from
31.2 to 62.5 pg/mL, respectively. Through Nuclear Magnetic Resonance tecnique
(NMR), it was possible to identify the compound 1 as belonging to class of isoflavans
and the compound 2 as a chalcone (isoliquiritigenin). Due to the strong antibacterial
activity presented by the compounds isolated from red propolis, it can be concluded that
this product is an important source of natural antibacterial compounds.

Key words: Propolis; Antibacterial activity; Apis mellifera; HPLC.
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1 INTRODUCAO

A resisténcia a agentes antibacterianos tem se tornado um importante problema
global. Dos dois milhées de pessoas que contrairam alguma doenca de origem
bacteriana nos hospitais dos Estados Unidos a cada ano, cerca de 70% dos casos
envolvem cepas bacterianas que sao resistentes a pelo menos uma droga (CUSHINE;
LAMB, 2005).

Em resposta a resisténcia bacteriana, as principais industrias farmacéuticas,
juntamente as universidades, tém concentrado esforcos em isolar e identificar novos
compostos com propridedades antibacterianas (TAYLOR; STAPLETON; PAUL, 2002).

Os produtos naturais tém sido fontes valiosas para o desenvolvimento desses
novos compostos (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2000), permitindo a descoberta de
agentes terapéuticos ndo somente para tratar doencgas infecciosas, mas também para
tratar o cancer, imunodeficiéncias e outras (CLARDY; WALSH, 2004). De acordo com
Cushine e Lamb (2005), os flavonoides provenientes de produtos naturais, na forma
original ou com suas estruturas alteradas, sdo uma das principais classes de compostos
gue podem ser utilizados como agentes terapéuticos.

Entre todas as novas drogas aprovadas pelo Food and Drug Administration
(FDA) ou outras entidades equivalentes de outros paises, 28% delas sdo totalmente de
origem direta de produtos naturais e 39% sao de derivados destes (NEWMAN et al.,
2002). Assim, 67% de todas as novas drogas aprovadas atualmente sdo de fontes
naturais ou derivadas de fontes naturais.

Entre os produtos naturais, a propolis tem se destacado, tanto pelas suas diversas

propriedades biologicas (CHEN et al., 2003; NAGAOKA et al., 2003; DUARTE et al.,
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2003; NAGAI et al., 2003; ASO et al., 2004; KUMAZAWA; HAMASAKA; NAKAYAMA,
2004; HAYACIBARA et al., 2005; CASTRO et al., 2007; ALENCAR et al., 2007; OLDONI,
2007), quanto pela sua aplicabilidade nas industrias de cosméticos e alimentos, utilizada
como ingrediente na formulagao de varios produtos (MATSUDA, 1994).

Como definicao, a propolis € uma substancia resinosa coletada pelas abelhas de
diferentes partes da planta, como brotos, botbes florais e exsudados resinosos. Possui
coloracao e consisténcia variada e é utilizada para fechar pequenas frestas, embalsamar
insetos mortos bem como proteger a colméia contra a invasdao de microrganismos
(GHISALBERTI, 1979).

Devido a grande complexidade quimica, a prépolis é considerada uma das
misturas mais heterogéneas ja encontradas em fontes naturais. Os principais
constituintes sdo os compostos fendlicos, representados pelos flavondides, acidos
fendlicos e seus ésteres, e que possuem papel importante no organismo, pois podem
agir como antioxidantes, antiinflamatérios, antimicrobianos entre outras atividades
biologicas (CHEN et al., 2003; NAGAOKA et al., 2003; DUARTE et al., 2003; NAGAI et
al., 2003; ASO et al, 2004; KUMAZAWA; HAMASAKA; NAKAYAMA, 2004;
HAYACIBARA et al., 2005; CASTRO et al., 2007; ALENCAR et al., 2007; OLDONI,
2007).

A prépolis brasileira foi classificada em 12 grupos de acordo com a composi¢ao
quimica e propriedades biolégicas, sendo que os grupos que apresentaram melhor
atividade antimicrobiana foram os grupos 3 (Rio Grande do Sul); 6 (Bahia) e 12 (Minas
Gerais) (PARK et al., 2000; ALENCAR, 2002). Um novo tipo de propolis, classificada
como o 13° tipo de propolis brasileira (SILVA et al., 2007), denominada de prépolis

vermelha, demonstrou alta atividade biologica, principalmente atividade antimicrobiana
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contra microrganismos patogénicos em ensaios in vitro (ALENCAR et al., 2007), além
de ter despertado recentemente um grande interesse pelo mercado internacional.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi fracionar e isolar compostos com atividade

antibacteriana da prépolis vermelha brasileira.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Revisao Bibliografica

2.1.1 Propolis

A origem do conhecimento do homem sobre as virtudes alimenticias, curativas e
profilaticas dos produtos das abelhas é bastante curiosa e interessante. Praticamente
todas as civilizagdes antigas conheceram e utilizaram os produtos das abelhas como
valiosos recursos terapéuticos. A histéria da medicina das civilizagdes Chinesa,
Tibetana e Egipcia & muito rica, todas contendo em seus escritos antigos centenas de
receitas em que foram utilizados mel, prépolis, larvas de abelhas e as vezes as proprias
abelhas para curar ou prevenir enfermidades. Os Egipcios conheciam muito bem as
propriedades conservantes da prépolis e a usavam para embalsamar os mortos. Os
Incas utilizaram a propolis como um agente antipirético e a farmacopéia inglesa do
século XVII registrou a prépolis como um remédio oficial. Entre os séculos XVIl e XX a
prépolis tornou-se popular na Europa, principalmente por sua atividade antibacteriana
(CASTALDO; CAPASSO, 2002).

Os gregos, entre os quais Hipocrates, adotaram a prépolis como cicatrizante de
feridas internas e externas. Plinio, historiador romano, refere-se a prépolis como
medicamento capaz de reduzir inchagos e aliviar dores, enquanto a elite feminina da
época utilizava este produto no alivio da sindrome pré-menstrual e de cdlicas. Os
médicos europeus dos séculos XVI, particularmente russos e poloneses, utilizaram a
prépolis como antibacteriano, tuberculostatico e agente dermatolégico antiacne. Na
odontologia foi empregada no tratamento de abcessos e gengivas hemorragicas, bem
como nos casos de candidiases bucais e halitoses. A prépolis também é encontrada
nos receituarios chineses antigos como medicamento ativo contra doengas coronarias,
hipertensao e disfungdes hematolégicas (NOTHENBERG, 1997).

O termo “prépolis” ja era descrito no século XVI na Franca. Na Africa do Sul, na
guerra ao final do século XIX, foi amplamente utilizada devido as suas propriedades

cicatrizantes e na segunda guerra mundial foi empregada em varias clinicas soviéticas
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(MARCUCCI, 1996). Na antiga URSS, a prépolis mereceu especial atencdo na
medicina humana e veterinaria, com aplica¢des inclusive no tratamento da tuberculose,
observando-se a regressdo dos problemas pulmonares e recuperacdo do apetite
(PEREIRA; SEIXAS; NETO, 2002).

A prépolis pode ser definida como uma resina coletada por abelhas de diversas
partes das plantas como brotos, botdes florais e exudados resinosos (GHISALBERTI,
1979 apud BURDOCK, 1998). O nome “prépolis” é derivado do grego pro, em defesa
de, e polis, a cidade, e quer dizer: “em defesa da cidade ou da colméia”. De fato as
abelhas usam esta substancia na entrada das colméias com a finalidade de fechar as
frestas, reduzindo assim a entrada do vento frio, dos insetos e microrganismos, além de
ser utilizada para embalsamar pequenos animais mortos que nao puderam ser retirados
(BURDOCK, 1998; INOUE, et al., 2007). Costuma-se encontrar na colméia pequenos
animais ou parte deles envoltos em prépolis, e em perfeito estado de conservacao
(MARCUCCI, 1996), ja que € atribuida também a prépolis acdo antimicrobiana, o que
impede a decomposicdo do cadaver. E também utilizada como material de construgéo
no interior da colméia para soldar favos, quadros e envernizar o interior dos alvéolos
para que a abelha rainha faca a postura (MARCUCCI, 1996).

E um material quebradico quando frio e se torna ductil e maleavel quando
aquecido. Seu ponto de fusédo é variavel entre 60 - 70 °C, sendo que pode atingir em
alguns casos até 100 °C. Possui propriedades elasticas e pode se distender em até
200% antes de se romper (INOUE et al., 2007). Das propriedades adesivas derivou a
designacao em lingua inglesa de bee glue (cola-de-abelha). A coloracao da prépolis é
dependente de sua procedéncia, sendo encontrada em tons que variam do amarelo-
esverdeado, passando pelo marrom-avermelhado ao negro, dependendo da flora de
origem e idade. Possui também um aroma forte e caracteristico em consequéncia de
uma fracdo volatil de acidos fendlicos, podendo variar de uma amostra para outra
(MARCUCCI, 1996; BURDOCK, 1998; INOUE et al., 2007).

Na Europa, América do Norte e oeste da Asia, a fonte dominante da prépolis é o
exsudado do botdo de alamo (Populus sp.) e, portanto somente um tipo de propolis €
encontrado nestas regides (MARKHAM et al., 1996; WOLLENWEBER; BUCHMANN,

1997). Entretanto, na América do Sul, a espécie vegetal do género Populus sp. nao é
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nativa, existindo uma grande diversidade vegetal para a retirada da resina, dificultando
inclusive a correlacdo da propolis com a fonte produtora. A dependéncia geografica e
vegetal da propolis é exemplificada nos trabalhos, por exemplo, de prépolis da América
do Sul, Europa, China, Canada e Espanha (GARCIA-VIGUERA; GREENAWAY,
WHATLEY, 1992; TOMAS-BARBERAN et al., 1993; BONVEHI; COLL, 1994; PARK;
ALENCAR; AGUIAR, 2002; ALENCAR, 2002; PARK et al., 2004; ALENCAR et al.,
2005; SFORCIN et al., 2005; SILVA et al., 2007).

No Brasil, um novo tipo de propolis proveniente do Estado de Alagoas e
denominada de prépolis vermelha teve a sua composicdo quimica e origem botanica
estudada por Silva et al. (2007) e Alencar et al. (2007). O extrato etandlico da propolis e
de 20 resinas diferentes, secretadas por espécies de plantas mencionadas como a
provavel origem botanica, foram avaliados por espectrofotometria na regiao UV-visivel,
cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia gasosa acoplada por
espectrometria de massas. Todas as evidéncias fitoquimicas demonstraram ser
Dalbergia ecastophyllum a principal fonte da prépolis vermelha de Alagoas. Esse foi o
primeiro relato de uma prépolis brasileira ter como fonte botanica uma espécie de
leguminosa, o que corrobora com o fato da presenga de varias isoflavonas em sua
composicao quimica. Pelo fato da propolis vermelha apresentar um perfil quimico
distinto dos outros 12 grupos de prépolis, foi classificada como sendo o 13? tipo de

prépolis brasileira.

2.1.2 Producao e Mercado

Dependendo da regido de coleta de resina pelas abelhas, a producédo pode ser
concentrada em alguns meses do ano. No hemisfério Norte, as abelhas coletam
propolis apenas nos periodos mais quentes. Por outro lado, na Argentina, observam-se
dois periodos caracteristicos de coleta: na primavera e no verdao. No Brasil, gracas ao
clima propicio, a coleta pode ser realizada durante praticamente todo o ano
(GHISALBERTI, 1979 apud INOUE et al., 2007).

As pesquisas referentes a utilizagdo da prépolis aumentaram

substancialmente e, devido aos seus resultados altamente positivos, ocorreu
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uma procura maior pelo produto in natura, tornando-a um atrativo no
incremento da exploracdo econ6mica do setor apicola (INOUE et al., 2007).

Nos ultimos anos constatou-se um grande aumento do niumero de apicultores no
Brasil aproveitando a extensa area territorial e a diversidade de plantas nectariferas,
poliniferas e propoliniferas (KISS, 2002). Isso ocasionou um aumento na producao da
prépolis nos ultimos dez anos, sendo o terceiro maior produtor mundial, chegando a 100
toneladas anuais (INOUE et al., 2007). Desse volume, dois tercos sao destinados a
exportagao, principalmente ao Japao, Estados Unidos, Alemanha e China. O Japéo é o
principal importador deste produto apicola brasileiro. Este fato pode ser justificado pelo
alto valor agregado da propolis em Toquio, onde um frasco do extrato etandlico, que é
vendido no Brasil por cerca de 5 a 10 reais, pode chegar a custar 150 ddlares
(NOTHENBERG, 1997; PEREIRA; SEIXAS; NETO, 2002). Embora o Brasil produza de
10 a 15% do total da producdo mundial, o pais atende cerca de 90% da demanda
japonesa (PEREIRA; SEIXAS; NETO, 2002).

O mercado brasileiro de produtos apicolas esta avaliado atualmente em
US$ 360 milhdes anuais. As pesquisas demonstram um potencial de curto prazo para
mais de US$ 1 bilhdo anual (O MERCADO, 2008). Estudos sobre a producao apicola
no Brasil mostram dados contraditérios quanto ao numero de apicultores e colméias,
producéo e produtividade. Quanto aos apicultores, as pesquisas apontam os extremos
entre 26.315 e 300.000. Esses produtores, juntos, possuem entre 1.315.790 e
2.500.000 colméias e um faturamento anual entre R$ 84.740.000,00 e R$
506.250.000,00 (PEREIRA et al., 2003).

Dados da Federacao de Apicultores de Minas Gerais revelaram que a prépolis
produzida no estado é considerada a melhor do mundo pelo mercado japonés, onde o
quilograma do produto saltou de US$ 5 para US$ 200 nos ultimos anos (PEREIRA;
SEIXAS; NETO, 2002).

O Nordeste brasileiro possui um dos maiores potenciais apicolas do Brasil, sendo
que alguns de seus estados estdo também vocacionados para a producgao de propolis,
geléia real, pdlen, cera e apitoxina, produtos que podem atingir precos superiores ao do
préprio mel (APICULTURA, 2008).
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2.1.3 Patentes

Desde a primeira patente romena em 1965 até 1999 foram depositadas 239
patentes sobre prépolis. Até o final da década de 80 as patentes eram dominadas pela
antiga URSS e seus paises satélites, principalmente a Roménia (PEREIRA; SEIXAS;
NETO, 2002).

De acordo com dados obtidos na base de dados LATIPAT, no site do Instituto
Nacional da Propriedade Industrial (INPI), até o0 més de maio de 2008 ja tinham sido
depositadas 530 patentes referentes a propolis. Desse total, 142 patentes sao
japonesas, sendo que a primeira patente deste pais surgiu em 1987 (CHO; TORII,
KANAMORI, 1987). Como exemplos de patentes japonesas, podem ser citadas as
patentes sobre o isolamento e aplicagdo do composto antitumoral da propolis brasileira
produzida nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais, Artepillin C (3,5-diprenil-4- acido
hidroxicinamico) (ARAI et al., 1998); aplicagdo do composto 3,5-diprenil-4- acido
hidroxicinamico isolado e/ou seu sal como agente controlador do processo de apoptose
(KIMOTO et al., 1998) e o processo de obtencao de extrato de prépolis desodorizado
(SHIBUYA et al., 2000).

Em relacdo ao Brasil, a primeira patente surgiu somente em 1995 para 0 uso em
tratamento odontolégico, na prevencado de caries e gengivites. Até 1999 o Brasil
possuia apenas trés patentes, menos de 2% de todas as patentes depositadas
(PEREIRA; SEIXAS; NETO, 2002). Esse nUmero aumentou para 27, em maio de 2008,
de acordo com a base de dados LATIPAT, no site do INPI (INPI, 2008). Como
exemplos, podem ser citadas patentes sobre a implementacdo de caixas coletoras de
prépolis (CARVALHO, 1997), a utilizacao de dispositivo coletor de prépolis acoplado a
colméia de abelhas (TZIORTZIS, 2002), o processo de obtencdo de propolis em
solucdo aquosa (ITICE, 2001), obtencdao de extratos e avaliagdo da atividade
antifngica (PEREIRA; CARVALHO, 2006; ESTIVALET et al., 2007), formulacdes de
prépolis para uso odontolégico (MARCUCCI, 2003) e o processo de identificacdo de
tipagens da proépolis brasileira (MARCUCCI, 2005).
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2.1.4 Publicacoes

O primeiro trabalho cientifico sobre as propriedades quimicas da prépolis,
indexado no Chemical Abstracts (referéncia n° 192) surgiu em 1908. No Brasil a
primeira publicacdo sobre o assunto ocorreu somente em 1981. Em pouco mais de 90
anos, o numero de trabalhos publicados citados no Chemical Abstracts totalizou 450,
oriundos de 39 paises dos cinco continentes. Houve um crescimento quase exponencial
do numero total de publicacdes sobre a prépolis nos ultimos anos. Apesar da posicao
de destaque na producdo e comércio da prépolis, e de possuir a quinta maior
produtividade cientifica no assunto, a atividade de pesquisa no Brasil ndo reflete em
namero, nem em conteldo, o interesse internacional que a prépolis brasileira possui,
principalmente para os japoneses (PEREIRA; SEIXAS; NETO, 2002).

2.1.5 Composicao quimica da prépolis

A composicdo quimica da prépolis é determinada principalmente pelas
caracteristicas fitogeograficas existentes ao redor da colméia (KUMAZAWA;
HAMASAKA; NAKAYAMA, 2004). Entretanto, a sua composicdo também varia
sazonalmente em uma mesma localidade (SFORCIN et al., 2000) e entre amostras de
prépolis coletadas em uma mesma regido, por diferentes racas de Apis mellifera
(SILICI; KUTLUCA, 2005).

A composicao quimica da prépolis pode conter de 50 a 60% de resina, 30 a 40%
de cera, 5 a 10% de 6leos essenciais, 5% de podlen, além de microelementos como
aluminio, calcio, estréncio, ferro, cobre, manganés e quantidades tragos de vitaminas
B1, B2, B6, C e E (GHISALBERTI, 1979; MARCUCCI, 1995). Estudos especificos sobre
a composicao quimica da propolis eram raros até 1969, provavelmente devido a falta de
técnicas apropriadas de separacao e analise (GHISALBERTI, 1979). Porém, atualmente
mais de 300 compostos ja foram identificados. O maior grupo de compostos isolados da
prépolis sdo os flavondides, os quais junto com os acidos carboxilicos modificados sao
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denominados de componentes estratégicos, pois sdo responsaveis pela bioatividade
contra varios microrganismos patogénicos (BURDOCK, 1998).

Analises de proépolis oriundas do Brasil e da Venezuela confirmaram a presenca
de compostos incomuns, além dos flavondides, como por exemplo, os derivados do
acido cinamico e seus ésteres e os diterpenos (TOMAS-BARBERAN et al., 1993;
MARCUCCI, 1995; BANKOVA et al. 1995; MARCUCCI, 1996; BANSKOTA; TEZUKA;
PRASAIN, 1998; PEREIRA; SEIXAS; NETO, 2002; SALATINO et al., 2005). Embora a
composicao quimica da prépolis seja um dado extremamente importante, suas
atividades farmacoldgicas distintas podem também decorrer do sinergismo entre seus
diversos compostos quimicos (KROL et al., 1993).

De acordo com Adelmann (2005), a prépolis possui uma composicdo quimica
bem heterogénea e complexa, sendo possivel encontrar os diversos grupos quimicos
descritos abaixo:

- hidrocarbonetos superiores (penta-, hexa-, nonacosanoshexanos);

- alcoois (cinamicos, fenetilico, prenilico, isobutenol, benzilico);

- acidos alifaticos (acético, angélico, butirico, fumarico, isobutirico, metilbutirico) e
derivados de ésteres (acetatos de isobutila, isopentila e isopentelina);

- acidos arométicos (benzobico, caféico, cinamico, cumaricos (orto, para e meta),
ferdlico, galico, salicilico, 3-4-dimetoxicindmico, gentisico, hidroxicin@mico, isoferulico,
vanilico) e derivados de ésteres aromaticos (acetato de benzila, benzoato de benzila,
cafeato de benzila, cumarato de benzila, cafeato de fenil etila, ferulato de prenila,
salicilato de benzila, cafeato de butenila, cafeato de butila, cafeato de cinamila, cafeato
de butila, benzoato de etila, benzoato de metila, salicilato de metila; ésteres do &cido
cafeico com alcoois graxos de cadeia longa - dodecanol, tetradecanol, tetradecenol,
hexadecanol);

- acidos graxos superiores tipicos de ceras (araquidico, behénico, cerdético,
lignocérico) e usuais (palmitico, oleico, laurico, miristico) e seus ésteres
(hexacosilhexadecanoato);

- aldeidos (benzaldeido, aldeido capréico, vanilina, isovanilina, p-
hidroxibenzaldeido);

- cetonas (acetofenona e seus derivados);
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- flavonas e flavondis (acacetina, apigenina, apigenina-7-metil éster, crisina,
galangina, galangina-3-metil éster, quercetina, canferol, tectocrisina, canferide;
3,7,4’ 5'tetrametil éter da quercetina);

- flavanonas (naringenina, pinobanksina, pinobanksina-3-acetato, pinobanksina-
3-butirato, pinobanksina-3-metil éter, pinocembrina, pinostrobina);

- chalconas e diidrochalconas (naringenina, pinobanksina, pinobanksina-3-
acetato, pinocembrina, pinostrombina);

- terpendides (farnesol, geraniol, cimeno, limoneno, estireno, naftaleno, B-
bisabolol, 1,8-cineol, derivados de clerodane, derivados do labdane, [-amirin,
sesquiterpendides, ledol, spatulenol, germacren);

- esterdides (acetatos de estigmasterol e calinasterol);

- aminoacidos (alanina, B-alanina, acido a-aminobutirico, acido—&-aminobutirico,
arginina, asparagina, acido aspartico, cistina, cisteina, acido glutamico, glicina, histidina,
hidroxiprolina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, ornitina, fenilalanina, prolina, acido
piroglutamico, sarcosina, triptofano, valina, serina, treonina, tirosina);

- agucares (D-ribofuranose, D-frutose, D-glucitol, D-glucose, talose, sacarose,
xilitol, xilose, galactose, manose, acido galacturbnico, lactose, maltose, melibiose,
eritritol e inositol);

- lignanas (sesamina, aschantina, sesartenina, dihidrobenzofuran);

- vitaminas (A, B1, B2, B6, C e E);

- minerais (sédio, potassio, magnésio, bario, estréncio, cadmio, chumbo, cobre,
manganés, ferro, calcio, vanadio, silicio, aluminio, niquel, zinco, cromo, titanio, prata,
molibdénio, cobalto).

Em termos de acao farmacoldgica, a principal classe de constituintes da propolis
€ a dos compostos fendlicos. Essas substancias caracterizam-se pela presenca de pelo
menos um grupo hidroxila ligada diretamente a um anel aromatico (figura 1).
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OH

Figura 1 - Estrutura quimica de um fenol, o mais simples dos compostos fendlicos
Fonte: BRAVO (1998)

Existem diversas classes de compostos fendlicos que ocorrem de maneira
universal nas plantas vasculares e que podem desempenhar importantes papéis na
biologia dos animais, principalmente nos fitéfagos. Como exemplos, podem-se citar os
acidos fendlicos e os flavondides.

Os acidos fenodlicos podem ser divididos em trés classes: os derivados
substituidos do &cido benzbico, constituidos por um nlcleo basico
hidroxifenilpropendico tipicamente C6-C1 (figura 2); os derivados do &cido cinamico,
com estruturas C6-C3, geralmente esterificados com alcool etilico ou benzilico, e a
terceira classe engloba as cumarinas, que sao derivadas do acido cindmico por
ciclizacdo da cadeia lateral do acido o-cumarico (NOTHENBERG, 1997).

R" R™
R’ = -OOH (&cidos benzodicos); =CH-COOH (acidos cinamicos)
R”, R” = -H; -OH; -OCH3

Figura 2 - Nucleo basico hidroxifenilpropendico dos acidos fendlicos
Fonte: Adelmann (2007)
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A figura 3 mostra a estrutura quimica de alguns exemplos de compostos
fendlicos, varios deles comuns em produtos apicolas, como os acidos galico, vanilico,
ferdlico, p-cumarico, CAPE, caféico e siringico (SOARES, 2002).

o)
o H i iH
OH
HO OH H,CO HO
OH OH OcH,
Acido Galico Acido Vanilico Acido Fertlico
~. _COOH o m@
o o
HO HO
OH
Acido p-cumarico Acido cafeico fenetil éster - CAPE
9 oH
HD e CO0H
H,CO OCH,
HO OH
Acido Caféico Acido Siringico

Figura 3 - Estrutura quimica de alguns compostos fenolicos encontrados em prépolis
Fonte: SERRA BONVEHI et al. (2001)
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Os flavondides compdem uma ampla classe de substancias de origem natural,
cuja sintese nao ocorre na espécie humana. Sdo substdncias aromaticas com 15
atomos de carbono no seu esqueleto basico, sendo compostos fendlicos C6-C3-C6,
onde os dois anéis C6 sdao necessariamente aromaticos (anéis A e B) e conectados por
uma ponte de trés carbonos que geralmente contém um atomo de oxigénio (anel C)
(Figura 4) (LOPES et al., 2000).

Figura 4 - Nucleo basico de um flavondide, sendo composto por dois anéis arométicos (A e B) e
um anel intermediario (C)
Fonte: ADELMANN (2007)

Os flavonodides, de acordo com as suas caracteristicas quimicas, sdo separados
em diversas classes tais como: flavonas, flavondis, dihidroflavonéides (flavanonas e
flavanonois), antocianidinas, isoflavonéides, auronas, neoflavonédides, biflavondides,
catequinas e seus precursores metabdlicos conhecidos como chalconas e podem
ocorrer como agliconas, glicosilados e como derivados metilados (HAVSTEEN, 2002).
Atualmente, ja foram identificadas mais de quatro mil substancias pertencentes ao
grupo dos flavonéides (PETERSON; DWYER, 1998).

A figura 5 mostra estruturas de flavondides comumente encontrados em prépolis:
a quercetina, miricetina e a galangina sao flavondis; a apigenina, a crisina e o canferol
sédo exemplos de flavonas e a pinocembrina e a naringenina sdo flavanonas (CUSHINE;
LAMB, 2005).
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Miricetina Galangina

Apigenina Crisina Canferol

OH
HO o HO ' O ‘
OH CH O
Pinocembrina Naringenina

Figura 5 - Estrutura de alguns flavonoides comumente encontrados em proépolis
Fonte: PUBMED (2008)

2.1.6 Compostos isolados e identificados de prépolis

Varios trabalhos sobre o isolamento e identificacdo de compostos tém
demonstrado a diversidade de compostos biologicamente ativos da prépolis. Como por
exemplo, Aga et al. (1994) isolaram trés acidos com atividade antimicrobiana: acido 3,5-
diprenil-4-hidroxicindmico, acido 3-prenil-4-dihidroxicinamoloxicindmico e acido 2,2-
dimetil-6-carboxietenil-2H-1-benzopirano. Acidos diterpénicos, tipicos de algumas
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espécies de Araucaria, também foram isolados de propolis e apresentaram atividade
antibacteriana contra Staphylococcus aureus (BANKOVA; NIKOLOVA; MARCUCCI,
1996). Os terpendides, tais como o tri, 0 sesqui, o di e os pentaciclicos também sao
frequentemente encontrados e isolados de prépolis brasileiras (SALATINO et al., 2005).
Em amostras provenientes de Teresina — Pl foram encontrados seis triterpendides
derivados do cicloartano inéditos em prépolis (acido mangiferdlico, &acido
isomangiferdlico, &cido mangiferdnico, 24-metileno-cicloartano-33,26-diol, acido
ambdlico e acido ambobnico) (SILVA et al., 2005). Triterpendides pentaciclicos foram
obtidos de extratos cloroférmicos de prépolis provenientes da regido sudeste do Brasil
(NEGRI; SALATINO; SALATINO, 2003; TEIXEIRA et al. 2006).

A prépolis proveniente do Estado de Minas Gerais teve seu extrato etandlico
analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia, sendo identificados 24
compostos, sendo 5 flavondides (isosacuranetina, pinocembrina, dihidrokamferide,
camferide e betuletol); 3 compostos fendlicos ((+)-treo-1-C-guaiacilglicerol, acido 3,4-
dihidroxibenzoico e 3-metoxi-4-hidroxibenzaldeido (vanilina)); 6 acidos cafeoilquinicos
(acido 3-cafeoilquinico (acido clorogénico), acido 4-cafeoilquinico, acido 5-
cafeoilquinico, &cido 3,4-dicafeoilquinico, acido 3,5-dicafeoilquinico, acido 4,5-
dicafeoilquinico); 10 derivados do acido cinamico (acido 4-hidroxicinamico (acido p-
cumarico), acido 3-(4-hidroxifenil) propandico (acido 2,3-dihidro-p-cumarico), acido 3,4-
dihidroxicinamico (acido cafeico), acido 3-prenil-4-hidroxicinamico (drupanina), acido 3-
prenil-4-(2,3-dihidrocinamoiloxi)  cindmico, acido  3-prenil-4-(2-metilpropioniloxi)
cindmico, acido 3,5-diprenil-4-hidroxicin@mico (artepilina C), a4cido3-(2,2-dimetil-8-prenil-
2H-1-benzopiran-6-il)-2-propendico, sendo dois novos compostos: acido (E)-3-(2,2-
dimetil-3,4-dihidro-3-hidroxi-8-prenil-2H-1-benzopiran-6-il)-2-propendico e acido (E)-3-
[2,3-dihidro-2-(1-hidroxi-1-metiletil)-7-prenil-benzofuran-5-il]-2 propendico) (TAZAWA et.
al., 1998).

As benzofenonas polipreniladas também j& foram encontradas em amostras de
propolis da Venezuela (TOMAS-BARBERAN et al. 1993). Estes compostos também
foram identificados na prépolis vermelha cubana (CUESTA RUBIO et al., 1999;
HERNANDEZ et al., 2005) e em amostras de prépolis provenientes da Venezuela
(TRUSHEVA et al., 2004).
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Uzel et al. (2005) analisaram quatro amostras de prépolis da Anatdlia e
verificaram por cromatografia gasosa acoplada ao espectrdmetro de massas a
presenca dos flavonbides pinocembrina, pinostropina, isalpina, pinobanksina,
quercetina, narigenina, galangina e crisina. Varios flavonéides ja foram encontrados na
prépolis vermelha brasileira. Alencar et al. (2007) identificaram outros 20 compostos na
prépolis vermelha de Alagoas, sendo que sete deles (metil-o-arselinato; metil abietato;
2,4,6-trimetilfenol; homopterocarpina; medicarpina; 4’,7-dimetoxi-2’-isoflavonol e 7,4’-
diidroxiflavona) foram identificados pela primeira vez em amostras de propolis
brasileiras. Pelo menos 3 isoflavondides, tais como a homopterocarpina, medicarpina e
4’ 7-dimetoxi-2’-isoflavonol apresentaram-se como o0s compostos majoritarios. A
prépolis vermelha produzida no Brasil tem uma composi¢do quimica similar a um tipo
especifico de prépolis vermelha cubana, produzida na provincia de Pinar Del Rio.
Ambas nao contém benzofenonas, mas possuem em comum dois isoflavondides, a
medicarpina e a homopterocarpina (PICCINELLI, et al., 2005; ALENCAR et al., 2007) e
duas isoflavonas, a formononetina e a biochanina (PICCINELLI et al., 2005). Além
destes compostos, outros 7 isoflavondides foram encontrados nesta amostra de
prépolis cubana sendo trés isoflavanas e outras quatro pterocarpanas. Trusheva et al.
(2006) também observaram a presenca de isoflavonodides na prépolis vermelha. Além
destes autores, Oldoni (2007) identificou dois isoflavondides metilados de alta atividade
antioxidante da propolis vermelha brasileira. Um deles, identificado como vestitol,
também ja foi isolado da propolis vermelha cubana (PICCINELLI et al., 2005).

No trabalho de Silva et al. (2005) foram isolados seis triterpendides da prépolis
proveniente de Teresina — Pl. Utilizando-se da combinacdo das técnicas de
cromatografia em coluna de silica gel e cromatografia em coluna de Sephadex LH-20,
os autores obtiveram seis triterpendides derivados do cicloartano, inéditos em prépolis.
Por meio da andlise dos espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN), os
compostos foram identificados como acido isomangiferélico, acido mangiferélico, acido
mangiferénico, 24-metileno-cicloartano-3[3,26-diol; acido ambdlico e acido ambédnico. Os
autores concluiram que, por estes compostos terem sido isolados e identificados
anteriormente em cascas de caule de Mangifera indica, esta espécie pode ter sido
utilizada para a coleta do material usado na elaboragao da prépolis em estudo.
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Recentemente Li et al. (2008) isolaram 42 compostos da propolis vermelha
brasileira com o objetivo de avaliar a atividade citotdxica, sendo identificados 38
flavondides e 3 lignanas. Dos 38 flavondides, foram encontrados 10 flavanéides, 1
flavonol, 7 isoflavonas, 4 isoflavanonas, 4 isoflavanas, 4 chalconas, 1 auronol, 5

pterocarpanas, 1 arilbenzofurano, e 1 neoflavonéide.

2.1.7 Estratégias para a obtencao de compostos puros e biologicamente ativos da

prépolis

Um dos fatores de extrema importancia para a descoberta de principios ativos
naturais consiste, principalmente, na interacdo entre a quimica e a farmacologia.
Quanto mais estreita for esta colaboracdo, mais consistentemente serdo alcangados os
objetivos almejados (CECHINEL; YUNES, 1998).

A andlise de substancias ativas é complexa e longa, ja que geralmente os
compostos presentes em menor propor¢do em produtos naturais sdo os que
apresentam melhores efeitos biolégicos (CECHINEL e YUNES, 1998). Neste sentido,
torna-se indispensavel analisar a poténcia das fracdes, sub-fracées e das substancias
puras dos extratos. Este procedimento, chamado de monitoramento bioguiado, permite
predizer se o principal componente quimico responsavel pela atividade bioldgica foi
realmente determinado.

Quando se procura obter substancias ativas de produtos naturais, o primeiro
aspecto que deve ser observado consiste na preparacao do extrato (CECHINEL e
YUNES, 1998). Existem varias metodologias descritas para a preparacao de extratos de
produtos naturais, visando o isolamento de seus constituintes quimicos. Um dos
métodos considerado o mais adequado para a analise quimico-farmacolégica de
prépolis é a preparacao de extratos hidroalcodlicos (KUMAZAWA et al., 2002; DUARTE
et al., 2003; SAWAYA et al.,, 2004; TRUSHEVA et al., 2004; UZEL et al., 2005;
CASTRO et al., 2007; ALENCAR et al., 2007; SILVA et al., 2007). Park et al. (1998)
avaliaram varias concentracées de etanol como solvente e concluiram que o extrato
etandlico a 80% (v/v) foi o que apresentou maior eficiéncia de extracado de compostos

fendlicos.
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Posteriormente, o extrato pode ser submetido a um processo de particao liquido-
liquido, com solventes de polaridades crescentes, como hexano, cloroférmio,
diclorometano, acetato de etila e butanol, visando a separacao das substancias através
de suas polaridades (CUSTODIO et al., 2000; MACIEJEWICZ, 2001; DUARTE et al.,
2003; HAYACIBARA et al., 2005; ALENCAR et al., 2007). No sentido de se identificar
0s principios ativos, todos os extratos semi-puros devem ser testados e aquele que
apresentar efeito bioldgico de interesse, deve ser submetido aos procedimentos
cromatograficos para o isolamento e purificagao.

Diferentes técnicas cromatograficas podem ser empregadas. A principio, €
geralmente empregada a cromatografia em coluna aberta, com silica-gel como fase
estacionaria (KUMAZAWA et al., 2002; TRUSHEVA et al.,, 2004; PICCINELLI et al.,
2005; SILVA et al., 2005; TRUSHEVA et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2006; OLDONI,
2007; AWALE et al., 2008), podendo ser adaptada para a técnica da coluna seca, na
qual se gasta menos solvente e silica (COLLINS; BRAGA; BONATO, 1997).

Dependendo do extrato, a coluna pode ser eluida com solventes de polaridade
crescente ou por apenas uma unica fase mével, composta por mistura de solventes que
deve ser previamente determinada por cromatografia em camada delgada
(MACIEJEWICZ, 2001; SAWAYA et al., 2004; TEIXEIRA et al. 2006; OLDONI, 2007). A
cromatografia em camada delgada, além de ser utilizada no acompanhamento da
purificacdo também pode ser usada no isolamento de compostos (CCD-preparativa)
(PICCINELLI et al., 2005; TRUSHEVA et al., 2006; AWALE et al., 2008). Outros
suportes cromatograficos podem ser usados, como, poliamida (MACIEJEWICZ, 2001),
Sephadex LH-20 (HERNANDEZ et al., 2005; SILVA et al., 2005; PICCINELLI et al.,
2005) e Amberlite XAD-2 (ALENCAR, 2002; MATSUI et al., 2004; GOMEZ-CARAVACA
et al., 2006).

As fracbes obtidas devem ser reunidas segundo seu perfil cromatografico,
verificado por CCD. As frag6es reunidas, apds terem sua atividade biolégica avaliada e
se apresentarem bioativas, devem ser novamente submetidas a cromatografia em
coluna ou, dependendo da complexidade da mistura, as técnicas cromatograficas
especiais, como cromatografia liquida de alta eficiéncia (KUMAZAWA et al., 2002;
PICCINELLI et al., 2005; JIN et al., 2005; OLDONI, 2007).
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Uma vez isolados os compostos ativos, deve-se proceder a elucidacao estrutural
dos mesmos. Uma ferramenta que seria importante para a identificagdo réapida e
eficiente de misturas, consiste no uso de cromatografia gasosa acoplada ao
espectrébmetro de massa, onde grande parte dos componentes de uma mistura pode
ser identificada e quantificada (UZEL et al., 2005; TEIXEIRA et al. 2006). O uso em
conjunto de técnicas espectrais, como infra-vermelho (IV) e ressondncia magnética
nuclear (RMN) tém permitido também propor com seguranca a estrutura molecular de
substancias naturais (SILVA et al., 2005; TRUSHEVA et al., 2006).

2.1.8 Propriedades bioldgicas da propolis

Existem varios relatos atribuindo a prépolis as mais variadas aplicacbes na
medicina popular e, de fato, os estudos vém corroborando que a prépolis possui um
grande potencial terapéutico, principalmente em relacdo as atividades antimicrobiana,
antiinflamatéria, cicatrizante, anestésica, antitripanossomal (GHISALBERTI, 1979;
BANKOVA; POPOV; MAREKOV, 1989; KHAYYAL; ELGHAZALY; ELKHATIB, 1993;
KUJUMGIEYV et al., 1999; MARCUCCI et al., 2001; ALENCAR, 2002; MONTPIED et al.,
2003, CUNHA et al., 2004, ALENCAR et al., 2007), anticariogénica (PARK et al. 19983a;
PARK et al., 1998b; KOO et al., 1999; KOO et al., 2000a; KOO et al., 2000b; ROSALEN
et al., 2002; MURATA et al., 2003; DUARTE et al., 2003; HAYACIBARA et al., 2005;
CASTRO et al., 2007), antiviral, anticarcinogénica, antioxidante (BURDOCK, 1998;
MARCUCCI, 1996; CHEN et al., 1996; BANKSOTA et al., 2000; ALENCAR, 2002;
CHEN et al.,, 2003; NAGAI et al., 2003; ASO et al.,, 2004; ISHIKAWA et al., 2004;
KUMAZAWA; HAMASAKA; NAKAYAMA, 2004; OLDONI, 2007) e fitotdxica
(GHISALBERTI, 1979; JOHNSON; EISCHEN; GIANASSI, 1994).

Diversas outras atividades da propolis tém sido descritas, tais como propriedades
hepatoprotetoras (LIN et al., 1997; BANKSOTA et al., 2000), analgésica (PAULINO et
al., 2003), atividade estrogénica (SONG et al., 2002a), atividade antiangiogénica
(SONG et al., 2002b) e regenerativa de cartilagem e o0ssos, por meio do estimulo na
proliferacdo de condrocitos (CARDILE et al., 2003). Avaliagbes da atividade
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imunomodulatéria da prépolis foram realizadas e indicaram um incremento no ndmero
de linfécitos CD4 e CD8 em camundongos tratados com CAPE (PARK et al., 2004),

bem como o estimulo na producao de anticorpos especificos (SFORCIN et al., 2005).

2.1.9 Atividade antibacteriana da prépolis

Desde a introdugdo da penicilina houve aumento significativo no niamero de
classes de antibidticos disponiveis. Infelizmente ocorreu o desenvolvimento da
resisténcia bacteriana contra as diversas classes de antibiéticos (GINZBURG et al.,
2000), o que tem levado a intensa procura por novos medicamentos. Atengao especial
tem sido voltada para os produtos de origem natural, entre eles a prépolis.

Durante os ultimos anos tem sido relatada a atividade antimicrobiana in vitro da
prépolis e varios autores atribuem essa atividade aos flavondides, acidos aromaticos e
ésteres. O mecanismo de atividade antimicrobiana é complexo e provavelmente se
baseia na inibicio da RNA-polimerase bacteriana (BOSIO, 2000), podendo
decorrer de um efeito sinergistico entre flavondides, hidroxiacidos e
sesquiterpenos (MARCUCCI, 1995).

A atividade antibacteriana da prépolis esta diretamente relacionada a sua
composicao quimica. Porém, os compostos presentes na propolis variam de acordo
com varios fatores, tais como a flora da regido estudada, a variedade da abelha rainha
e ainda, com a variacao sazonal, afetando, por consequiéncia, a atividade antibacteriana
da propolis. Um desses fatores que contribuem para a variacdo da atividade
antibacteriana da propolis foi observado por Silici e Kutluca (2005). Os autores
analisaram a composicao quimica e atividade antibacteriana de trés tipos de propolis
coletadas por trés diferentes racas de abelha Apis mellifera, de um Unico apiario. Como
resultado, as amostras de prépolis coletadas por Apis mellifera caucasiana mostraram
maior atividade antibacteriana do que as coletadas por Apis mellifera anatolica e Apis
mellifera carnica.

Com relacdo ao efeito da variacdo sazonal, Castro et al. (2007) coletaram
amostras de propolis brasileiras tipo 6 e tipo 12, durante 6 meses, e avaliaram a
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atividade antibacteriana contra Streptococcus mutans Ingbritt 1600. Os resultados
encontrados demonstraram que a estacdao na qual a prépolis é coletada influencia sua
composicao quimica, resultando em modificacdes na sua atividade antibacteriana.

A diferenca na atividade antibacteriana da prépolis em funcdo do local de
producdo ja foi bastante estudada. Foram encontradas variacdes de atividade
antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus sp,
Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans entre amostras de propolis de Botucatu
(SP), Mossor6 (RN) e Urubici (SC). A prépolis de Botucatu, em Sao Paulo, foi a mais
eficaz contra S. aureus, Enterococcus sp e C. albicans. (FERNANDES et al., 2006). No
trabalho de Gonsales et al. (2006) também foi encontrada a maior atividade
antibacteriana para as amostras de prépolis do estado de Sao Paulo, quando
comparadas a atividade das prépolis provenientes de Goias e Parana.

Devido a excelente qualidade da prépolis brasileira, o que faz do Brasil um dos
maiores exportadores deste produto (PEREIRA; SEIXAS; NETO, 2002), varias prépolis
de outros paises tém sua atividade antibacteriana comparada a atividade de amostras
produzidas no Brasil. Como exemplos tém-se a prépolis da Coréia (CHOI et al., 2006),
da Anatdlia (UZEL et al., 2005), da Turquia (BASIM; BAIM; ZCAN, 2006), da Bulgaria
(SALOMAO et al., 2004) e da Argentina (ISLA et al., 2005), sendo que, na maioria dos
casos, a prépolis brasileira apresentou maior potencial antibacteriano.

Nao somente o extrato bruto da propolis brasileira possui atividade
antibacteriana, mas também as fragbes obtidas destes extratos. Isto foi verificado por
Duarte et al. (2003), trabalhando com a proépolis brasileira tipo 6 e Hayacibara et al.
(2005) com as prépolis tipo 3 e tipo 12, avaliando o efeito inibitério das fragdes destas
prépolis na atividade das glucosiltransferases (GTFs) e no crescimento e aderéncia de
Streptococcus mutans. Como resultado destes dois trabalhos foi demonstrado o grande
potencial anti-carie dos trés tipos de propolis brasileiras, principalmente a fracao
hexanica de cada uma delas. O efeito do fracionamento da propolis vermelha também
foi avaliado por Alencar et al. (2007). Os autores testaram a atividade antibacteriana
das frac6es hexanica e cloroférmica contra Staphylococcus aureus ATTC 25923 e
Streptococcus mutans UA 159 e observaram que a atividade antibacteriana da prépolis

vermelha se concentrou na fracao cloroférmica.
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Varios autores tém estudado a atividade antibacteriana de compostos isolados
encontrados em prépolis. Como exemplos, Koo et al. (2002) avaliou a habilidade de 30
compostos puros inibirem a atividade de glucosiliransferases produzidas por
Streptococcus mutans. Entre os flavondides, derivados do acido cinamico e terpendides
avaliados, compostos comumente encontrados em propolis, o t-farnesol e a apigenina
foram os que apresentaram os melhores resultados. O CAPE (éster fenetilico do acido
caféico) também teve sua atividade avaliada contra Helicobacter pylori, sendo capaz de

inibir seu crescimento numa concentragéo de 25 pug/mL (LATIF et al., 2005).
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2.2 Material e Métodos

2.2.1 Coleta do material

As amostras de propolis foram obtidas de coletores colocados nas caixas de
abelhas Apis mellifera, em marco de 2005, em um apiario localizado na cidade de

Marechal Deodoro, Estado de Alagoas.

2.2.2 Tratamento da amostra de propolis in natura

A amostra de propolis bruta foi limpa retirando-se a poeira, pedacos de madeira,
abelhas mortas, tracas e qualquer outro tipo de material estranho. Em seguida, foi
triturada mediante a adicdo de nitrogénio liquido, homogeneizada, pesada e
armazenada a -18°C.

2.2.3 Preparo do extrato etandlico da prépolis (EEP)

Para o preparo do extrato etandlico de propolis (EEP) foram pesados 100 gramas
de propolis triturada, obtidos conforme o item 2.2.2, e transferidos para um frasco de
vidro contendo 400 mL de etanol 80% (v/v). A extracao foi a feita a 70°C, em banho de
agua termostatizado, por 30 minutos, sob agitacao constante. Em seguida realizou-se a
filtracao em papel de filiro e o Extrato Etandlico de Prépolis (EEP) foi transferido para
um frasco de vidro com tampa de rosca. O EEP obtido foi utilizado no fracionamento,

conforme ilustrado na figura 6.
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Figura 6 - Fluxograma do fracionamento e isolamento bioguiado de compostos com atividade
antibacteriana da propolis vermelha
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2.2.4 Fracionamento liquido-liquido do extrato etandlico da prépolis

O fracionamento do EEP pela técnica de extragao liquido-liquido foi feito pela
particdo em série, em funil de separacdo, com os solventes hexano e cloroférmio. As
fracdes hexanica (fr-Hex) e cloroférmica (fr-Clo) obtidas foram concentradas a 60°C, em

rotaevaporador, e submetidas as analises fisico-quimicas e microbiolégicas.
2.2.5 Fracionamento e purificacao da fracao cloroformica
2.2.5.1 Cromatografia em coluna seca

A pré-purificacdo da fragcdo cloroférmica foi realizada utilizando-se a
cromatografia em coluna seca, por meio de uma coluna de celulose de 20 cm de
comprimento e 3 cm de diametro interno. A celulose foi escolhida por ser flexivel,
resistente, inerte aos solventes utilizados e transparente a luz natural e ultravioleta.
Primeiramente a coluna foi tratada com hexano, para remoc¢ado da camada oleosa de
protecdo. Em seguida, a extremidade inferior foi fechada e empacotada deixando-se o
adsorvente cair de uma altura de 20 cm. Logo apés foi realizada uma pressao com 0s
dedos para aumentar o empacotamento.

A amostra foi preparada pesando-se 1,0 g da fracao cloroférmica concentrada, e
apds ser redissolvida em 5 mL de cloroférmio, foi misturada imediatamente a 2,5
gramas de silica-gel 60 (MERCK). Na sequencia foi feita a evaporagdo do solvente em
rotaevaporador a 45 C, para obtencdo de uma mistura da fragdo cloroférmica e silica
em forma de po6 fino. A amostra adsorvida a silica foi colocada no topo da coluna e, em
seguida acrescentada a fase mével, composta de 70% de cloroférmio e 30% de acetato
de etila, até que a linha de frente atingisse a base da coluna. Apds o desenvolvimento,
a coluna foi avaliada sob luz natural e luz ultravioleta a 366 nm. Nas faixas onde
apareceram o0s adsorvatos separados, foram feitas delimitacdes que em seguida foram
cortadas com uma lamina afiada. As fatias cortadas foram solubilizadas com metanol.
As sub-fracoes foram entdo filtradas em papel de filtro e logo apos foi realizada a
cromatografia em camada delgada. As placas foram reveladas com anisaldeido
sulfarico a quente.
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2.2.5.2 Purificacao da sub-fracao bioativa da fracao cloroféormica

Para a purificacdo da sub-fracao bioativa da fracao cloroférmica foi utilizado o gel
lipofilico Sephadex LH-20. Para a montagem da coluna, com base na metodologia
descrita por Alencar (2002), foram pesados 7,0 g do gel, o qual foi misturado com
metanol. A mistura foi entdo colocada numa coluna e o seu empacotamento foi feito de
forma simples, com apenas a for¢ca da gravidade. A coluna preenchida com o gel
apresentava 30 cm de altura por 1,5 cm de diametro.

As sub-fracdes bioativas obtidas pelo fracionamento em coluna seca foram
concentradas em rotaevaporador a 45°C e, entdo preparadas solugdes pela dissolucao
de 150 mg em 2 mL de metanol. Em seguida foram aplicadas no topo da coluna de gel
Sephadex LH-20 e apés a total penetracdo da amostra no gel, foram eluidas com
metanol. A vazao da coluna foi de 53 gotas por minuto e as fragdes foram retiradas a
cada 1 minuto e 30 segundos. As sub-fracdes obtidas foram avaliadas por
cromatografia em camada delgada, tendo anisaldeido sulfurico a quente como
revelador, e teste de bioautografia para a determinagdo das sub-fracbes bioativas
destinadas ao isolamento dos compostos por CLAE-preparativa.

2.2.6 Isolamento dos compostos com atividade antibacteriana

As sub-fracoes bioativas selecionadas previamente pela coluna de Sephadex LH-
20 foram recromatografadas em um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) preparativa, utilizando uma coluna preparativa Shimadzu PREP-ODS (H) (250 x
20 mm), para o isolamento dos compostos bioativos. A fase mével utilizada foi 35% do
solvente A (4gua) e 65% do solvente B (metanol). O gradiente iniciou com 65% do
solvente B até 24 minutos, 95% de B de 27 a 30 minutos e 65% de B em 35 minutos,
com uma vazao constante de 8 mL/min e temperatura do forno de 30°C. A coleta do
compostos foi monitorada por um detector arranjo de fotodiodos (SPD-M10Avp,
Shimadzu Co.) operando na faixa de 200 a 400 nm. O comprimento de onda escolhido
para a coleta do composto 1 foi 280 nm e para o composto 2 de 383 nm. Os picos dos
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compostos eluidos foram recolhidos em um coletor automético de fracdes (FRC-10A,
Shimadzu Co.), acoplado ao sistema de cromatografia.

2.2.7 Analises fisico-quimicas do EEP, fracoes, sub-fracées e compostos isolados

2.2.7.1 Espectrofotometria na regiao ultravioleta-visivel dos compostos isolados

A determinacdo do espectro de absorcdo dos compostos isolados foi realizada
segundo o método descrito por Park et al. (2000), Ikegaki (2001) e Alencar (2002), com
algumas modificagdes. Aliquotas de 25 puL dos compostos isolados foram diluidos em
30 mL de metanol P.A. e os espectros de absorcdo na regido UV-visivel foram
determinados na faixa de comprimento de onda de 200 a 500 nm em espectrofotdmetro
UV-Mini 1240 (Shimadzu-Co).

2.2.7.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As analises por cromatografia em camada delgada foram realizadas em
cromatofolhas de silica gel 60 F2s4 (Merck Co.). Uma aliquota de 10 uL do EEP, fr-Hex,
fr-Clo e sub-frac6es na concentracao de 2 mg/mL foram aplicadas na placa. O tempo de
desenvolvimento dos cromatogramas foi de aproximadamente 20 minutos, utilizando-se
como fase mével o sistema de solvente composto por acetato de etila: cloroférmio
(3:7, v/v). As cromatoplacas foram visualizadas sob luz ultravioleta, no comprimento de
onda de 366 nm, antes e apds a revelacdo com anisaldeido sulfurico aquecido a 100°C
em estufa, por 5 minutos (OLDONI, 2007).

2.2.7.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR)

As andlises por CLAE em fase reversa do EEP, fragdes, sub-fracbes e
compostos isolados foram feitas de acordo com o método descrito por Park et al.
(2004) e Alencar et al. (2007). Aliquotas de vinte microlitros na concentragdo 1% foram
injetados em um cromatografo liquido acoplado a um detector de arranjo de fotodiodos
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a 254 nm e uma coluna de fase reversa Cig (250 x 4,6 mm), com tamanho de particula
de 5 um. A fase mével utilizada foi agua/acido acético (19:1, v/v) (solvente A) e metanol
(solvente B), com vazdo constante de 1 mL/min. O gradiente iniciou com 40% do
solvente B até 60% de B em 45 minutos, 90% de B em 60 minutos até 75 minutos e
40% de B em 85 minutos. A coluna foi mantida a uma temperatura constante de 30°C e
os cromatogramas foram processados utilizando “software” especifico. Neste trabalho
foram investigados os seguintes padroes auténticos de flavondides e acidos fendlicos
(Extrasynthese Co.): quercetina, canferol, apigenina, pinocembrina, crisina, acacetina,
galangina, canferide, isosacuranetina, sacuranetina, ramnetina, isorramnetina, rutina,

acido galico, acido p-cumarico, acido cinamico e acido ferulico.

2.2.8 Identificacao quimica dos compostos isolados

A identificacdo quimica dos compostos isolados foi realizada por meio da técnica
de Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Os espectros de RMN
foram registrados em espectrémetro Brucker DPX 500 MHz, operando em 500 MHz
para o 'H. Os espectros foram obtidos em CD3OD (&lcool metilico deuterado) utilizando
TMS (tetrametilsilano) como padrao interno. Os deslocamentos quimicos foram obtidos

em d (ppm) e as constantes de acoplamento (J) foram dadas em Hz.

2.2.9 Atividade Antibacteriana in vitro do EEP, fracoes, sub-fracoes e compostos
isolados.

2.2.9.1 Teste de difusdao em agar do EEP e fracées

Este teste trata-se de uma prova rapida de susceptibilidade a antimicrobianos,
essencialmente qualitativa. O método utilizado foi o descrito por Koo et al. (2000b) e
Duarte et al. (2003). Os microrganismos Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Streptococcus mutans Ingbritt 1600 e Actinomyces naeslundii ATCC 12104 foram
reativados a partir das culturas estoque em meio BHI liquido por 18-24 h a 37°C, 10%
CO: e posteriormente cultivados em placas BHI agar. Apds o crescimento bacteriano,

as colbénias individuais foram removidas com auxilio de uma alca de platina e
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suspendidas em uma solucdo de NaCl 0,89% estéril. Apdés a homogeneizacao, as
suspensoes bacterianas foram ajustadas para o valor de absorbéancia de 0,135 a 660
nm em espectrofotdmetro que equivale a 1-2 x 10® UFC/mL. Uma aliquota de 50 pL de
cada suspensdo bacteriana foi inoculada em 50 mL de agar BHI a 45°C, sendo a
mistura homogeneizada por meio de um agitador magnético. Apés a homogeneizacao,
o meio inoculado foi imediatamente distribuido em placas de Petri.

Foram colocados cinco cilindros de acgo-inoxidavel esterilizados com 6 mm de
didmetro interno (8 mm de didmetro externo x 10 mm de espessura x 10 mm de altura)
sobre a superficie do agar semeado, apoés a total solidificacdo do meio. Com o auxilio
de uma pipeta, um volume de 40uL do EEP e suas fragdes (na concentracao de 10%
m/v), controle positivo (clorexidina 0,12% m/v) e controle negativo (etanol 80% v/v)
foram colocados no interior de cada cilindro. As placas foram mantidas em repouso por
2 horas na temperatura ambiente para permitir a difusdo dos extratos e, apos esse
procedimento, foram incubadas por 24 horas, a 37°C. As zonas de inibicdo de
crescimento bacteriano foram medidas com auxilio de um paquimetro digital, sendo
comparadas aos seus respectivos controles. Foram realizadas triplicatas de trés
experimentos distintos para o EEP e suas fracdes.

2.2.9.2 Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

A determinagéo da CIM foi realizada de acordo com a técnica descrita por Koo et
al. (2000b) e Duarte et al. (2003), sendo utilizados tubos com tampa de rosca contendo
meio de cultura liquido BHI. Os microrganismos Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Streptococcus mutans Ingbritt 1600 e Actinomyces naeslundii ATCC 12104 foram
inicialmente reativados a partir das culturas estoque em meio BHI liquido por 18-24 h a
37°C, 10% CO. e posteriormente cultivados em placas BHI agar. Ap6s o crescimento
bacteriano, as colénias individuais foram removidas com auxilio de uma algca de platina
e suspendidas em uma solucao de NaCl 0,89% estéril. Apdés a homogeneizacao, as
suspensoes bacterianas foram ajustadas para o valor de absorbéancia de 0,135 a 660
nm em espectrofotdmetro, o que equivale a 1-2 x 108 UFC/mL.

Um volume de 100 uL das suspensdes bacterianas foram inoculados em 100 mL
do meio BHI, de modo a obter uma concentragdo bacteriana em torno de
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1-2 x 10° UFC/mL, sendo a mistura homogeneizada através de um agitador magnético.
Imediatamente apds a homogeneizacao, um volume de 4960 uL do inéculo e 40 uL do
EEP, fragcdes e sub-fracbes (concentracdes finais variando entre 800 pg/mL a
6,25 pg/mL (com diluicdo seriada de razédo 2), foram acrescentados em cada tubo,
resultando em um volume final de 5 mL de solu¢do. Em seguida, os tubos foram
agitados e incubados em estufa a 37°C, atmosfera parcial de 10% de CO,, por 24
horas.

Apoés a incubagao, os tubos foram agitados e a leitura foi feita através de um
espectrofotbmetro a 660 nm. Foram feitos quatro controles para todos os
microrganismos: 1) meio de cultura inoculado de bactéria, com o objetivo de avaliar o
crescimento bacteriano; 2) meio de cultura inoculado de bactéria acrescido de 40 pL de
etanol 80% (v/v), como controle negativo; 3) meio de cultura sem inocular, com a
finalidade de testar a eficiéncia da esterilizacdo do meio e 4) meio de cultura inoculado
de bactéria acrescido de 40 yL de clorexidina 0,12% (m/v), como controle positivo. A
CIM foi considerada a menor faixa de concentracao do EEP, fracdes e sub-fracoes em
gue nao houve crescimento bacteriano visivel, ou seja, uma leitura de absorbéancia a

660 nm menor que 0,05.
2.2.9.3 Concentracao Bactericida Minima (CBM)

Para a determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima, segundo a técnica
descrita por Koo et al. (2000b) e Duarte et al. (2003), foram utilizadas placas de Petri
contendo meio de cultura agar BHI.

Baseando-se nos resultados obtidos no teste da CIM, foram utilizados como
inéculo as suspensdes provenientes dos tubos que apresentaram resultado de leitura
de absorbancia, a 660 nm, inferior a 0,05. Uma aliquota de 50 pyL das suspensodes
utilizadas no teste da CIM foi inoculada em placas BHI agar esterilizado. A CBM foi
considerada a menor concentracdo que causa 99,9% de morte celular, ou seja, sem

crescimento bacteriano visivel sobre o agar.
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2.2.9.4 Atividade antibacteriana pelo método da bioautografia

Para o monitoramento bioguiado das sub-fracdes, foi realizada a bioautografia
de acordo com o método descrito por Ahmad et al. 2007, com algumas modificagbes. O
objetivo da bioautografia foi visualizar quais compostos das sub-fracées bioativas
apresentavam atividade antimicrobiana contra os microrganismos testados. Entdo, uma
aliquota de 25 uL de cada sub-fracdo a 1 mg/mL foi aplicada em cromatofolha de silica
gel Fos4 € eluida com a fase mével composta por 70% de cloroférmio e 30% de acetato
de etila. Apds a eluicdo, a placa foi seca para a completa evaporacdo do solvente,
revelada em lampada ultravioleta a 254 e 360 nm e armazenada em dessecador até a
realizacdo do teste antibacteriano. Uma outra placa foi desenvolvida nas mesmas
condicdes e, além da revelacdo com a lampada de UV foi revelada com anisaldeido
sulfarico a quente, sendo entao, referéncia das substancias que reagiram ao revelador
e ndo a luz ultravioleta.

Os microrganismos Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus mutans
Ingbritt 1600 e Actinomyces naeslundii ATCC 12104 foram reativados a partir das
culturas estoque em meio BHI liquido por 18-24 h a 37°C, 10% CO. e posteriormente
cultivados em placas BHI agar. Depois do crescimento bacteriano, as colbnias
individuais foram removidas com auxilio de uma alca de platina e suspendidas em uma
solucdo de NaCl 0,89% estéril. Ap6s a homogeneizacdo, as suspensdes bacterianas
foram ajustadas para o valor de absorbancia de 0,135 a 660 nm em espectrofotdmetro
que equivale a 1-2 x 10® UFC/mL. Uma aliquota de 60 uL de cada suspensio
bacteriana foi inoculada em 60 mL de &gar BHI a 45°C, sendo a mistura
homogeneizada por meio de um agitador magnético.

Os cromatogramas desenvolvidos foram colocados no fundo das placas de Petri
previamente esterilizadas e uma fina camada de meio inoculado (aproximadamente
20 mL), com as respectivas bactérias, foi adicionada sobre os cromatogramas. As
placas entdo foram incubadas a 37°C por 24 horas. As zonas de auséncia de
crescimento sobre os cromatogramas serviram como norteadores para o isolamento

bioguiado dos compostos ativos.



46

2.2.9.5 Microtécnica para determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e
da Concentracao Bactericida Minima (CBM) dos compostos isolados

O método da CIM descrito anteriormente no item 2.2.9.2 foi modificado para
microtécnica devido a pequena disponibilidade dos compostos isolados. A técnica foi
desenvolvida em microplacas de 96 pocos, nos quais foram adicionados 190 uL de
caldo BHI previamente inoculado com as bactérias conforme descrito no item 2.2.9.2.
Em seguida foram adicionados 10 pL dos compostos isolados em concentracdes que
variaram de 500 a 3,9 pg/mL (diluicAo seriada de razdo 2), como controle positivo foi
utilizada a clorexidina 0,12 % (m/v) e como controle negativo foi utilizado o etanol 80%
(v/v), solvente utilizado para solubilizar os compostos. As microplacas foram incubadas
a 37°C por 24 horas. Ap6s a incubagao foram adicionados 30 pL do corante Resazurina
(0,01% m/v) com o objetivo de verificar, por meio de leitura visual, em quais pocos
houve crescimento bacteriano. Nos pocos em que o corante ndo mudou de cor, ou seja,
permaneceu roxo, foi considerada a auséncia de bactérias viaveis. Qualquer evidéncia
na mudanga da coloracao considerou-se crescimento bacteriano.

Para a determinacdo da CBM, uma aliquota de 10 uL do meio de cultura dos
pocos considerados inibitorios foram semeados em placas de Petri contendo BHI &gar e
incubados a 37°C por 24 horas. A CBM foi considerada como a menor concentragdo na

qual ndo houve crescimento de colénias na superficie do meio de cultura.
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2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Coleta das amostras de prépolis

As amostras de prépolis vermelha foram coletadas em oito cidades localizadas
em regides litoraneas do Estado de Alagoas, conforme descrito na Tabela 1. A coleta foi
realizada diretamente nos apiarios, onde foi feita a identificacdo de modo que fosse
possivel o retorno a cada colméia, caso necessario. O perfil quimico dos extratos
etanodlicos provenientes das 25 amostras foi analisado por cromatografia em camada
delgada (CCD), onde foi observado o mesmo padrao de bandas. Desta forma, e com o
intuito de se obter um material 0 mais homogéneo possivel, foi escolhido um unico
apiario fornecedor de propolis vermelha in natura localizado no municipio de Marechal
Deodoro-AL (Figura 7). Na figura 8 pode-se observar as caracteristicas da prépolis
vermelha nos coletores, enquanto que na figura 9 esta ilustrado o aspecto da prépolis
vermelha in natura (A) e ap0s ser triturada com o emprego de nitrogénio liquido (B). A

amostra triturada foi utilizada no preparo dos extratos usados nos ensaios.

Tabela 1 - Localidades no estado de Alagoas onde as amostras de prépolis vermelha foram coletadas

Municipio N? de amostras
coletadas

Maragogi, Matriz de Camarujipe,
Litoral Norte Ipicoca e Paripueira. 10

Barra de Sao Miguel, Jequia da
Litoral Sul Praia, Coruripe e 15
Marechal Deodoro
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Figura 7 - Aspecto do apiario selecionado como fornecedor de prépolis, localizado em Marechal
Deodoro — Alagoas

Figura 8 - Aspecto da prépolis vermelha in natura nos coletores instalados em colméias de abelhas
Apis mellifera

Figura 9 - Amostra de prépolis vermelha in natura (A) e triturada (B)
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2.3.2 Fracionamento do Extrato Etandlico de Propolis (EEP) pela Técnica de
Particao Liquido-liquido

O processo de fracionamento do EEP iniciou-se com uma particdo liquido-
liquido, conforme ilustrado na figura 10, onde foram usados em sequéncia os solventes
hexano e cloroformio. A particao liquido-liquido € uma técnica cromatografica que se
baseia nas diferentes solubilidades dos componentes da amostra entre os solventes
imisciveis (COLLINS; BRAGA; BONATO; 1997).

As fracdes obtidas foram concentradas em rotaevaporador a 60°C, obtendo-se
um rendimento de 11,36 gramas para a fracao hexanica (fr-Hex) (A) e 30,08 gramas
para a fracao cloroférmica (fr-Clo) (B). Em seguida, o EEP, a fr-Hex e a fr-Clo foram

avaliados quanto a composicao quimica e a atividade antimicrobiana.

Figura 10 - Aspecto da partigéo liquido-liquido do EEP com hexano (A) e cloroférmio (B)
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2.3.3 Analises fisico-quimicas do EEP e de suas fracoes

Os cromatogramas obtidos pela técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia do EEP e de suas fragcbes demonstraram uma composi¢cao quimica complexa,
com varios picos em diferentes tempos de retengéo (figura 11).

O processo de fracionamento liquido-liquido originou duas fragées quimicamente
diferentes. A maioria dos compostos do extrato etandlico bruto se concentraram na
fracao cloroférmica. Ja a fracdo hexanica apresentou apenas um pico majoritario, cujo

tempo de retencao foi de aproximadamente 70 minutos.

EEP

15004 1500

2 1000 1000 2

500 3 500

Minutes

Minutes

1500

1250 1250 500 £500

fr-Hex

1000 1000 400 F400

300 F300
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mAU
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N N ,NJ . .
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Figura 11 - Cromatogramas obtidos por CLAE do extrato etandlico bruto da propolis vermelha (EEP), da
fragdo hexénica (fr-Hex.) e fragcdo cloroférmica (fr-Clo.). 1, &cido ferulico; 2, Daidzeina; 3,
Quercetina; 4, UV A 230, 242, 372 nm; 5, formononetina; 6, UV A 227, 247, 359 nm
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Apenas um flavonéide (quercetina), duas isoflavonas (daidzeina e
formononetina) e um &cido fendlico (acido ferulico) puderam ser identificados no EEP e
na fr-Clo, sendo que a maioria dos compostos usados como padrdao e comumente
encontrados em outros tipos de prépolis brasileiras nao foi identificada. Estes resultados
estdo de acordo com os trabalhos de Silva et al. (2007) e Alencar et al. (2007),
demonstrando assim que a propolis vermelha se trata de um novo tipo de propolis
brasileira.

Analisando o extrato etandlico bruto da propolis vermelha por cromatografia
gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG-EM), Alencar et al. (2007)
identificaram 20 compostos, sendo que sete deles (metil-o-arselinato; metil abietato;
2,4,6-trimetilfenol; homopterocarpina; medicarpina; 4’,7-dimetoxi-2’-isoflavonol e 7,4’-
diidroxiflavona) foram identificados pela primeira vez em amostras de prépolis
brasilerias. Pelo menos 3 isoflavondides, nunca antes relatadas em prépolis, tais como
a homopterocarpina, medicarpina e 4’,7-dimetoxi-2’-isoflavonol se apresentaram como
0s compostos majoritarios pela técnica de CG-EM.

O EEP, a fracdo hexanica e a fragao cloroférmica foram também avaliados pela
técnica de cromatografia em camada delgada (CCD), cujos cromatogramas podem ser
observados na figura 12, que ocorreu o fracionamento dos compostos do EEP em duas
fracdes. Na figura 12A, que ilustra a cromatofolha revelada sob luz UV a 366 nm, pode-
se verificar que o EEP apresentou um perfil semelhante a fr-Clo e distinto da fr-Hex. Os
varios tons de azul nas bandas sao caracteristicas de compostos fendlicos,
principalmente da classe dos flavondides (WAGNER; BLADT; ZGAINSKI, 1984).
Quando a cromatofolha foi revelada com anisaldeido sulfurico a quente (figura 12B), foi
possivel a visualizacdo no EEP de bandas com tonalidades vermelha, roxo, verde e
azul. As bandas roxo, verde e azul foram encontradas no EEP e em maior intensidade
na fr- Hex, sendo ausentes na fr-Clo, a qual apresentou apenas as bandas em tons de
vermelho caracteristicas de terpenos, 6leos essenciais e antocianinas (WAGNER,;
BLADT; ZGAINSKI, 1984).
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EEP HEX CLO EEP HEX CLO

Figura 12 - Cromatograma do EEP, fragcdo hexanica e fracdo cloroférmica. Na placa A, revelado com
lAmpada de ultra-violeta a 360 nm; e na placa B, revelado com anisaldeido sulfurico a quente

2.3.4 Atividade Antibacteriana in vitro do EEP e de suas fracoes

Por meio do teste de difusdo em agar foi possivel verificar, de forma rapida e
qualitativa, a atividade antibacteriana da propolis vermelha. O controle negativo utilizado
foi o etanol 80% (v/v) enquanto que o controle positivo foi a clorexidina 0,12% (m/v), um
antibacteriano de alto poder de acédo. Na figura 13 estdo ilustradas as placas de Petri
com as zonas de inibicdo em relacdo ao controle positivo, enquanto que na tabela 2
encontram-se os valores da média dessas zonas em milimetros. De acordo com o0s
resultados foi possivel verificar que a atividade antibacteriana ficou concentrada na
fracao cloroférmica, sendo que as zonas de inibicao foram bem maiores que até mesmo
as apresentadas pelo EEP (Tabela 2). O solvente utilizado para solubilizar as amostras,
etanol 80% (v/v), ndo inibiu o crescimento das bactérias testadas (Figura 13 e
Tabela 2).
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. e ikt T B 5
Staphylococcus aureus
ATCC 25923

Streptococcus mutans
Ingbritt 1600

Figura 13 - Teste de difusdo em agar do EEP, fracao hexanica e fragéao cloroférmica

Tabela 2 - Meédias das zonas de inibicdo do crescimento (mm) de Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Streptococcus mutans Ingbritt 1600 e Actinomyces naeslundii ATCC 12104
frente ao EEP, fr- Hex e fr-Clo

Tratamento S. aureus S. mutans  A. naeslundii
EEP 49+0,5 2,4+0,1 4,6 £0,1
Fracao Hexanica 2,2+0,7 nd 1,9+0,1
Fragao Cloroférmica 57+04 3,7+0,2 55+£05
Clorexidina 0,12% (controle positivo) 3404 48+0,2 6,1£0,3
Etanol 80% (controle negativo) nd nd nd

* nd: valor ndo detectado.
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Apesar dos resultados apresentados na tabela 2, é interessante salientar que o
teste por difusdo em agar deve ser considerado como um teste qualitativo. Isto se deve
a probabilidade de compostos com carater apolar, como € o caso da fracao hexanica,
nao se difundirem bem no meio de cultura utilizado. Dessa forma, também foram feitos
ensaios qualitativos por meio dos testes de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Bactericida Minima (CBM). Os resultados da CIM e da CBM estao
apresentados na tabela 3.

Tabela 3 - Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao Bactericida Minima (CBM) do EEP,
fr-Hex e fr-Clo contra Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus mutans
Ingbritt 1600 e Actinomyces naeslundii ATCC 12104.

S.aureus S. mutans A. naeslundii
Tratamento
cim* cBM* cim* CcCBM* cim* cBM*
EEP 50-100 200-400 50-100 200-400 100-200 100-200
fr- Hex. 50-100 200-400 100-200 400-800 200-400 400-800
fr- Clo. 25-50 200-400 50-100 200-400 50-100 50-100

* valores expressos em pg/mL.

A fracao cloroférmica apresentou valores de inibicdao entre 25 e 50 ug/mL para o
S. aureus e entre 50 e 100 ug/mL para S. mutans e A. naeslundii, sendo estas
concentracdes menores que as concentracdes necessarias para inibir o crescimento
das bactérias pela fracdo hexanica e até mesmo pelo extrato bruto. Estes resultados
confirmam os resultados qualitativos obtidos pelo teste de difusdo em A&gar,
demonstrando realmente que a atividade antibacteriana se concentrou na fracéo
cloroférmica.

Com relacao a atividade bactericida, a fr-Clo foi tdo eficaz quanto o EEP para S.
aureus e S. mutans; ja para o A. naeslundii a fr-Clo se mostrou mais bioativa que o
extrato, requerendo concentracdes entre 50 e 100 ug/mL para inviabilizar o crescimento
bacteriano. Os controles utilizados (negativo e positivo) responderam conforme o
esperado, ndo havendo nenhum tipo de interferéncia. Esses resultados sao similares
aos resultados descritos por Alencar et al. (2007), que avaliaram a CIM e CBM da

prépolis vermelha proveniente de Alagoas, bem como das suas fracbes hexanica e
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cloroférmica, contra S. aureus ATCC 25923 e Streptococcus mutans UA159. Os autores
atribuiram a alta atividade antimicrobiana da prépolis vermelha e da fracéo cloroférmica
ao alto teor de compostos fendlicos, que foi de 232 mg/g e 324 mg/g, respectivamente,
sendo este o mais alto teor ja encontrado em amostras de propolis brasileiras
(WOISKY; SALATINO, 1998; KUMAZAWA et al., 2004; ALENCAR et al., 2007).

Por ter apresentado a melhor atividade antibacteriana nos ensaios realizados, a
fracdo cloroférmica foi escolhida para ser refracionada e utilizada como fonte de
compostos com atividade antibacteriana no processo de isolamento.

2.3.5 Fracionamento da fracao Cloroféormica por cromatografia em coluna seca

A montagem da coluna seca foi feita conforme o descrito no item 2.2.5.1. A
coluna seca é uma variacdo da técnica tradicional de cromatografia em coluna umida
(coluna aberta classica) apresentando reducao de tempo e de volume de solvente
durante a eluicao da amostra (COLLINS; BRAGA; BONATO; 1997). Na figura 14A esta
ilustrada a coluna seca utilizada na eluicdo da fracao cloroférmica. Apds a eluicao
(figura 14B) com a mesma fase movel utilizada na cromatografia em camada delgada,
ou seja, cloroférmio e acetato de etila (7:3), pode-se observar sob luz natural e luz

ultravioleta, varias faixas onde os adsorvatos apareceram separados.

Figura 14 - Cromatografia em coluna seca da fragao cloroférmica. Na figura A, a coluna pronta para ser
eluida e na figura B, a mesma ap0s a eluigcao
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Apos a eluigao, as faixas foram delimitadas de acordo com a visualizagédo sob a

luz natural e ultravioleta e em seguida, os cortes foram feitos utilizando-se uma lamina

afiada (figura 15).

Figura 15 - Sub-fragbes da fragéo cloroférmica obtidas a partir da técnica da coluna seca

As sete sub-fracdes obtidas foram separadas e colocadas em béquer. Para a
lavagem da silica foi utilizado metanol (P.A.) e apds a decantacdo da silica no béquer,
cada sub-fracao foi filtrada em papel de filtro. A aparéncia das sub-fragées sob luz

natural esta apresentada na figura 16.

{1114

Figura 16 - Aparéncia das sete sub-fragcdes obtidas apods o fracionamento em coluna seca
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O acompanhamento do fracionamento das 7 sub-fracdes pela técnica da coluna

seca foi feita pela cromatografia em camada delgada (figura 17).

Figura 17 - Cromatografia em camada delgada das 7 sub-fragbes obtidas através da coluna seca,
revelada com anisaldeido sulfurico

Foi possivel observar por meio da CCD que o fracionamento pela técnica da
coluna seca resultou em 7 sub-fragbes diferentes. De acordo com Wang, Lien, Yu
(2004) apud Yang e Wang (1999), o processo de fracionamento separa compostos com
polaridades diferentes e rende fragcoes de diferentes composicoes e propriedades com
atividades farmacol6gicas individualizadas, diferentes daquelas apresentadas pelo
sistema sinérgico inicial. O rendimento obtido foi de 91,53% em relagdo a massa de fr-
Clo aplicada a coluna, sendo que a sub-fracdo que apresentou o maior rendimento foi a
sub-fracdo 3 (302,7mg) (Tabela 4).
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Tabela 4 - Rendimento das 7 sub-fragdes da fragéo cloroférmica, coletadas a partir do fracionamento em
coluna seca. A porcentagem foi calculada referente ao 1,0 g de fragdo cloroférmica aplicada a
coluna

Sub-fracao Rendimento (mg) Rendimento (%)
01 67,8 6,78
02 158,4 15,84
03 302,7 30,27
04 75,3 7,53
05 103,9 10,39
06 157,8 15,78
07 49,4 4,94
Total 915,3 91,53%

Oldoni (2007) utilizando a técnica de cromatografia em coluna aberta para
refracionar a fragdo cloroférmica da propolis vermelha obteve 15 sub-fragdes, apds
aplicar na coluna 8,0 g da fragao cloroférmica e eluir com um sistema de solvente com
polaridade crescente, de hexano até etanol 80% (v/v). O rendimento total do
fracionamento foi de 89,62% e a sub-fracdo de maior rendimento foi a de numero 4
(m= 1,52 g) perfazendo 19% do total da fracdo cloroférmica aplicada a coluna. E
interessante ressaltar que o fracionamento por cromatografia em coluna seca é de
baixo custo, requerendo pequenas quantidades de silica e pequenos volumes de

solvente, além de ser de rapida execugéo.
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2.3.6 Atividade Antibacteriana das sub-fracoes da fracao cloroférmica obtidas

pela cromatografia em coluna seca.

Apbés a evaporagcao do solvente, as 7 sub-fracbes foram rediluidas em
concentracdes que variaram de 800 a 6,25 ug/mL. Os resultados dessas atividades
estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) das 7
sub-fracdes da fracdo cloroférmica obtidas pela técnica de coluna seca contra os
microrganismos S. aureus ATCC 25923, S. mutans Ingbritt 1600 e A. naeslundii ATCC
12104

Sub-fragéo S.aureus S. mutans A. naeslundii
CIMm* CBM* CIM* CBM* CIM* CBM*
01 400-800 nd >800 nd >800 nd
02 200-400 400-800 400-800 nd 400-800 nd
03 25-50 200-400 50-100 400-800 50-100 200-400
04 100-200 200-400 200-400 400-800 400-800 400-800
05 100-200 200-400 400-800 nd 400-800 nd
06 400-800 nd >800 nd >800 nd
07 >800 nd >800 nd >800 nd

nd: atividade ndo detectada na concentragao testada.
* valores expressos em pg/mL.

Foi possivel observar que somente a sub-fracdo 7 nao apresentou atividade
antibacteriana nas concentragdes testadas. Ja a sub-fragcao 03 foi a mais ativa, inibindo
o crescimento das bactérias numa concentragdo que variou entre 25 e 50 ug/mL para
S. aureus e entre 50 e 100 ug/mL para S. mutans e A. naeslundii. Com relacédo a
atividade bactericida, a sub-fracdo 3 também foi a que apresentou o0s melhores

resultados contra os microrganismos testados.
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Desta forma, a sub-fracdo 3 foi selecionada para o refracionamento pela técnica

de cromatografia em coluna aberta em gel de Sephadex LH-20.

2.3.7 Fracionamento da sub-fracao 3 em coluna de Sephadex LH-20

A figura 18A ilustra 0 momento da aplicacédo da sub-fracao 3 e a figura 18B o seu

desenvolvimento, o que possibilitou a coleta de 30 sub-fragdes.

Figura 18 - Cromatografia por coluna de Sephadex LH-20. Figura A: momento da aplicagcao da sub-
fracdo 3 e figura B: desenvolvimento da eluicdo com metanol

Na figura 19 esta ilustrado o cromatograma obtido por CCD das sub-fracdes,
apos a revelagcado com anisaldeido sulfurico. Pode-se observar no cromatograma que ao
longo do fracionamento houve a separagcado de 3 substancias que reagiram de forma
diferente ao revelador, ou seja, bandas das cores roxa, rosa e laranja, as quais estao

indicadas pelas setas na por¢ao superior do CCD (Figura 19).
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Figura 19 - Cromatografia em camada delgada das fragcdes obtidas através da coluna de Sephadex
LH-20

As sub-fragbes semelhantes em funcdo da coloragdo apresentada no
cromatograma de CCD foram reagrupadas para dar origem a seguintes sub-fragdes:
sub-fracdo 1 (roxa), sub-fracdo 2 (rosa) e sub-fracdo 3 (laranja) (Figura 19). Essas
sub-fracdes foram utilizadas para os testes bioautografia e isolamento dos compostos
pela técnica de cromatografia liquida preparativa de alta eficiéncia.

2.3.8 Bioautografia das sub-fracoes obtidas pela coluna de Sephadex LH-20

As 3 sub-fragbes foram entdo avaliadas pelo teste de bioautografia. Na figura 20
esta ilustrada a bioautografia das 3 sub-fragdes, utilizando-se como microrganismo a
bactéria S. aureus ATCC 25923. De acordo com as zonas de inibicdo formadas, e
indicadas pelas setas na figura 20, foi possivel verificar que as trés sub-fragdes foram
bioativas.
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Figura 20 - Bioautografia das 3 fragcdes obtidas através da coluna Sephadex LH-20, contra a bactéria
S. aureus ATCC 25923. As figuras A1, B1 e C1 representam o CCD utilizado como padréo,
revelado com anisaldeido sulfarico, e as figuras A2, B2 e C2 se referem ao teste de
bioautografia

fragao 3

fragdo 2 |

Para as outras bactérias testadas o padrdo de inibicdo do crescimento seguiu o
mesmo perfil. Apds este teste, as 3 sub-fragdes foram entdo analisadas pela técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

2.3.9 Isolamento dos compostos com atividade antibacteriana

As 3 sub-fracoes foram injetadas no cromatégrafo liquido, em modo analitico,
para a avalicdo dos perfis e pureza dos compostos.

Foi possivel verificar que, em relacdo a fracdo cloroférmica, as sub-fracdes
obtidas ap6s o fracionamento em coluna seca e em coluna de Sephadex LH-20
apresentaram um menor numero de picos, demonstrando assim a eficiéncia dos
métodos de purificacdo. Os picos majoritarios das fragcbes se concentraram entre 0s
tempos de retencao de 20 e 30 minutos, conforme ilustrado na figura 21.
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Figura 21 - Cromatogramas obtidos por CLAE-FR das 3 fragdes obtidas apds o fracionamento em
coluna de Sephadex LH-20. Os picos numerados foram submetidos ao isolamento em
coluna preparativa

Pode-se verificar que apesar das semelhangas nos perfis das trés sub-fragcdes,
0s Varios picos em comum pelos tempos de retengdo, como por exemplo, os picos 1 e 3
€ 0s picos 2 e 4 quando analisados pelos recursos do detector de arranjo de fotodiodos,
foram espectralmente distintos.

Os picos 3 da sub-fracédo 2 (denominado de composto 1) e o pico 6 da sub-fracéo
3 (denominado de composto 2) foram selecionados para o processo de isolamento pela
técnica de CLAE preparativa. Esses compostos além de serem majoritarios, quando
analisados pelos recursos do detector de arranjo de fotodiodos apresentaram altos
indices de pureza, o que nao ocorreu com os picos 1 e 2 da sub-fracao 1.
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A figura 22 ilustra os cromatogramas de coleta dos compostos das sub-fracées,

pela técnica de CLAE preparativa.
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Figura 22 - Cromatogramas da coleta dos compostos por CLAE-preparativa: composto 1,

proveniente da sub-fragédo 2 (LH-20) e composto 2, proveniente da sub-fragéo 3 (LH-20)

Apbs o isolamento, os compostos foram reavaliados pela técnica de CLAE,
podendo ser observada a existéncia de somente um pico, indicando assim que estavam

puros (Figura 23).
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Figura 23 - Cromatogramas obtidos por CLAE dos compostos com atividade antibacteriana, isolados
da prépolis vermelha
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Na Figura 24 estd ilustrado o cromatograma por CCD da evolugcdo do
fracionamento e purificagdo, partindo do EEP, o que possibilitou o isolamento de 2

compostos bioativos pela técnica de CLAE-preparativa.

Figura 24 - Evolucdo do fracionamento e purificagdo dos compostos com atividade antibacteriana da
propolis vermelha. Sendo, 1: Extrato etandlico da prépolis vermelha; 2: Fracdo Hexanica; 3:
Fragao Cloroférmica; 4: Sub-fracdo 3 da coluna seca; 5: Sub-fracdo 1 (Sephadex LH-20); 6:
Sub-fragao 2 (Sephadex LH-20); 7: Sub-fracdo 3 (Sephadex LH-20); 8: Composto 1, isolado
da sub-fragao 2; 9: Composto 2, isolado da sub-fragéo 3

2.3.10 Atividade Antibacteriana dos compostos isolados

Os compostos isolados foram submetidos a avaliagdo da atividade antibacteriana
pelos métodos da CIM e CBM, em microdiluicdo em caldo, sendo obtidos os resultados
apresentados na Tabela 6.

Foi possivel verificar que os compostos isolados apresentaram forte atividade
frente as bactérias testadas. O composto 1 apresentou a CIM entre 31,2 e 62,5 pg/mL,

nao havendo distincdo em seu efeito inibitério com relacdo a espécie bacteriana
testada. J&4 o composto 2 foi mais eficiente que o composto 1, apresentando a CIM
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entre 15,6 e 31,2 ug/mL para as trés bactérias. Com relagéo a atividade bactericida dos
compostos isolados foi possivel observar que o composto 2 foi mais eficiente que o
composto 1. A CBM do composto 2 ficou entre 31,2 e 62,5 ug/mL, tanto para S. aureus
quanto para S. mutans. Pode-se observar que 0s compostos isolados nao
apresentaram efeito bactericida para Actinomyces naeslundii.

Marcucci et al (1995) verificaram que a excelente atividade antibacteriana da
prépolis pode decorrer de um efeito sinergistico entre flavondides, hidroxiacidos e
sesquiterpenos. Por isso, neste trabalho também foi analisado o efeito sinergistico entre
0s compostos isolados. A solucao foi preparada misturando-se os compostos 1 e 2 na

concentragédo de 1:1. A concentracao final nos testes variou entre 125 e 1,8 ug/mL.

Tabela 6 - Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) dos
compostos isolados da prépolis vermelha contra Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Streptococcus mutans Ingbritt 1600 e Actinomyces naeslundii ATCC 12104.

S.aureus S. mutans A. naeslundii
Tratamento
Cim* cBM* cim* cBM* cim* cBM*
Composto 1 31,2-62,5 62,5-125 31,2-62,5 125-250 31,2-62,5 nd

Composto 2 156-312 31,2-625 156-312 312-625 156-31,2 nd

1+ 2[1:1] 31,2-62,5 nd 62,5 - 125 nd 31,2-62,5 nd

nd: atividade ndo detectada na concentracao testada.
* valores expressos em pg/mL.

Como se pode observar na tabela 6, apesar de apresentarem uma boa atividade
antibacteriana, com a CIM variando entre 31,2 e 62,5 ug/mL para S. aureus e
A. naeslundii e entre 62,5 e 125 ug/mL para S. mutans, a mistura dos compostos néao
apresentou efeito tdo eficaz quanto os compostos puros. Além disso, a acdo conjunta
dos compostos anulou o efeito bactericida apresentado pelos compostos isoladamente.
Isto demonstra que os compostos ndo apresentam efeito sinergistico capaz de
potencializar a acdo, ja que quando misturados sua atividade foi menor que quando

testados de forma isolada.
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Koo et al. (2001) analisaram a CIM e CBM de 30 compostos puros encontrados
em propolis contra S. mutans GS-5 e UA159 e S. sobrinus 6715. Algumas flavanonas e
diidroflavonéis, bem como o ftfarnesol (um terpendide) demonstraram atividade
antibacteriana. Todas as flavanonas testadas inibiram o crescimento bacteriano. Dentre
elas, a pinocembrina foi a mais eficaz, com uma CIM de 64 pg/mL. A pinobanksina-3-
acetato também inibiu o crescimento das bactérias na concentragdo de 157 pg/mL. E
interessante ressaltar que estas concentragbes sdo maiores que a necessaria para
inibir o crescimento de S. mutans pelos 2 compostos isolados da prépolis vermelha
(Tabela 6). De todos os compostos analisados por Koo et al. (2001), o tt-farnesol foi o
mais eficaz, com uma CIM de 28 ug/mL. A atividade do tft-farnesol € semelhante a
atividade do composto 2 isolado da propolis vermelha, cuja CIM variou entre
15,6 — 31,2 pg/mL. J& Pepeljnjak et al. (2004) avaliaram a atividade da galangina,
isolada de trés amostras de prépolis da Crodacia, sobre cepas resistentes de
Staphylococcus aureus, Enterococcus spp. € Pseudomonas aeruginosa. Os autores
encontraram valores de CIM entre 1600 e 2400 pg/mL. A alta concentracdo de
galangina utilizada para inibir os microrganismos era esperada pelos autores, ja que
eles utilizaram nos testes bactérias resistentes a varios tipos de antibiéticos conhecidos.

O composto a-Pineno foi isolado da prépolis provenientes da Grécia e teve sua
atividade antibacteriana avaliada contra Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Apesar
de este composto ser conhecido pela sua forte atividade antibacteriana
(MAGIATIS et al.,, 1999), ele apresentou uma CIM de 6500 pg/mL, sendo esta
concentracao significativamente maior que a concentracdo necessaria para inibir o

crescimento de S. aureus pelos compostos isolados da prépolis vermelha.

2.3.11 Analise espectrofotométrica na regiao ultravioleta-visivel dos compostos
isolados

Os compostos isolados foram avaliados espectralmente na faixa de comprimento
de onda de 200 e 500 nm. De acordo com a figura 25, pode-se observar que os perfis
de absorcdo sao distintos e que o composto 1 e o composto 2 possuem absorcao

maxima de 282 nm e 370 nm, respectivamente.
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Figura 25 - Perfis dos compostos isolados em espectrofotometria na regido UV-visivel.
A: Composto 1 e B: Composto 2

Os flavondides possuem espectros de absorcdo caracteristicos no ultravioleta,
determinados pelo nucleo comum benzopirona, com dois maximos de absorgcédo: um
ocorrendo entre 240-285 nm (banda Il) e outro entre 300-400 nm (banda I). Em geral, a
banda Il pode ser considerada como devido a existéncia do anel A e a banda | devido
ao anel B, portanto, as diferentes classes dos flavondides possuem bandas de
absorgao caracteristicas (MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970). De acordo com Mabry
et al (1970), o espectro em metanol das chalconas geralmente exibe picos de absorcéao
na regiao entre 340 - 370 nm. Portanto, de acordo com os resultados obtidos na andlise
espectrofotométrica, os compostos isolados da propolis vermelha podem pertencer a
classe dos flavondides, sendo a absor¢cao do composto 2 compativel com a absorcao
caracteristica de compostos da classe das chalconas.

2.3.12 Identificacao quimica dos compostos isolados por Espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Apoés o isolamento e andlise da atividade antibacteriana, os compostos isolados
foram analisados pela técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), para
identificacédo e confirmacgao da estrutura quimica.

De acordo com os resultados obtidos, o espectro de RMN de "H do composto 1

exibiu, para a regido de hidrogénios aromaticos, dois conjuntos de sinais referentes a
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dois sistemas ABX a 66,95 (1H, d, J = 8,3 Hz), 6,37 (1H, dd, J=8,3 e 2,4 Hz) e 6,41
(1H,d, J=24Hz)e a 6,24 (1H,d, J= 2,4 Hz), 6,87 (1H, d, J=8,3 Hz) e 6,32 (1H,
dd, J = 8,3 e 2,4 Hz). O espectro também mostrou um sinal a 3,71, que foi atribuido
aos hidrogénios do grupo metoxila (-OCHj). Os demais sinais foram relacionados com
os hidrogénios nas posicoes 2, 3 e 4, conforme descrito na Tabela 7.

Tabela 7 - Dados de RMN de 'H do composto 1 (500 MHz, CD;0D, TMS, 8, mult., J = Hz)

Posicéo Composto 1 8y

2 equatorial 4,21 ddd (9,9; 3,2;1,9)
axial 3,93 t (10,0)

3 axial 3,42 m

equatorial 2,77 dd (15,4; 3,2)
axial 2,92 dd (15,4;10,0)

50u5 6,95 d (8,3)

6 0u &' 6,37 dd (8,3;2.4)
7

8 ou2 6,41 d (2,4)

Q9

L
o

2 ou8 6,24 d (2,4)
3

¢
5oub 6,87 d (8,3)

6’ ou 6 6,32 dd (8,3; 2,4)
-OCHj,4 3,71 s

Onde: d = dubleto; dd = duplo dubleto; ddd = duplo duplo dubleto; m = multipleto; t = tripleto;
s = singleto
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Somente com os dados obtidos por RMN de 'H nao foi possivel identificar o
composto 1. No entanto, foi possivel saber a partir dos sinais descritos anteriormente na
tabela 7 que se trata de um isoflavondide, pertencente a classe das isoflavanas, com
estrutura semelhante a apresentada na figura 26.

Se: R1=R2=0H e R3=CH; — 7,3-diidroxi-4’-metoxiisoflavana;
R1=R3=0H e R2=CH; — 7,4-diidroxi-3’-metoxiisoflavana;
R2=R3=0H e R1 =CH3 — 3,4'-diidroxi-7-metoxiisoflavana.

Figura 26 - Possivel estrutura do composto 1, isolado da fracao cloroférmica da prépolis vermelha

De acordo com Oliveira (2005), as isoflavanas sdo compostos bastante raros na
natureza, apresentando normalmente substituintes como grupos hidroxi/metoxi nas
posicoes 7, 2’ e 4’, menos frequentemente nas posicoes 8 e 3.

Os isoflavonoides, dentre eles as isoflavanas, apresentam diversas atividades
biolégicas, dentre elas atividade antimicrobiana (CUSHINE; LAMB, 2005; TRUSHEVA
et al., 2006), anticancer (LI et al., 2008; AWALE et al.,, 2008) e antioxidante
(TRUSHEVA et al., 2006), além de serem associados a diversos beneficios para a
saude, como prevecao de doencas cardiovasculares (PICCINELLI et al., 2005),
combate ao colesterol, prevecao da osteoporose e alivio dos sintomas da menopausa
(LEE et al., 2006 apud OLDONI, 2007).
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Com relacdo ao composto 2, o espectro de RMN de "H mostrou dois dubletos
integrados para um hidrogénio cada a 6 7,61 e 7,78 (J = 15,4 Hz), caracteristicos de
hidrogénios trans-olefinicos do esqueleto de uma chalcona. O espectro exibiu também
trés sinais a 6 6,27 (1H, d, J = 2,4 Hz), 6,40 (1H, dd, J = 8,8 e 2,4 Hz) e 7,96 (1H, 4,
J = 8,8 Hz), 0 que sugere a presenca de um anel A 2’,4’-dissubstituido, e dois sinais a
66,84 (2H, d, J = 8,6 Hz) e 7,62 (2H, d, J = 8,6 Hz), consistentes com um anel B

monossubstituido, conforme descrito na Tabela 8.

Tabela 8 - Dados de RMN de 'H do composto 2 (500 MHz, CD;OD, TMS, §, mult., J = Hz) e de RMN de

"H do padrao obtido da literatura

Padrao 3y
Posicdo Composto 2 oy (Zheng et al., 2008) 500 MHz, CD;0D

o 7,61 d (15,4) 7,60 d (15,3)
B 7,78 d (15,4) 7,78 d (15,3)

1

2 7,62 d (8,6) 7,61 d (8,6)

3 6,84 d (8,6) 6,83 d (8,6)

4 e

5 6,84 d (8,6) 6,83 d (8,6)

6 7,62 d (8,6) 7,61 d (8,6)
1 e

>

3 6,27 d (2,4) 6,28 d (2,4)
4 e

5 6,40 dd (8,8;2,4) 6,40 dd (8,9;2,4)
6’ 7,96 d (8,8) 7,96 d (8,9)

Onde: d = dubleto; dd = duplo dubleto; ddd = duplo duplo dubleto; m = multipleto; t = tripleto;
S = singleto.
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Com base nos dados do espectro de RMN de 'H e comparagdo com dados da
literatura (ZHENG et al., 2008), o composto 2 foi identificado como sendo a
2,4 4-triidroxichalcona, também conhecida como isoliquiritigenina, cuja estrutura esta

demonstrada na figura 27.

Figura 27 - Estrutura do composto 2 (2',4’,4-triidroxichalcona ou isoliquiritigenina), isolado da fragao
cloroférmica da propolis vermelha

A isoliquiritigenina foi encontrada pela primeira vez em 1953, proveniente de
Dahlia variabilis (Bate-Smith; Swain, 1953). Pertence a classe das chalconas, cujos
compostos sao produzidos pelo metabolismo secudario das plantas atuando, em muitos
casos, como mecanismos de defesa para neutralizar a acdo de espécies reativas de
oxigénio, para a sobrevivéncia e para prevencao de danos moleculares e danos
provocados por microrganismos, mostrando assim sua atividade antioxidante e
antimicrobiana, além de proteger a planta contra a acao de insetos e de herbivoros
(YAYLI et al., 2005).

A isoliquiritigenina, bem como outros flavondides, ja foi identificada em amostras
de prépolis vermelha brasileira, provenientes do Estado da Paraiba (LI et al., 2008).

Avila (2008) verificou que a atividade antimicrobiana de algumas chalconas pode
estar relacionada com a presenca das hidroxilas nas posicdes C-2° e C-4 e que tém
substituintes na posicao C-4’. Nessas chalconas hd uma interagédo intramolecular entre

a hidroxila na posicdo C-2° e o oxigénio da carbonila, produzindo efeito em vérias
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propriedades das chalconas. A boa atividade antimicrobiana também foi relatada por
Sato et al. (2003) para chalconas que apresentam o mesmo tipo de estrutura quimica.

Outras atividades bioldgicas da isoliquiritigenina ja foram descritas. Por exemplo,
este composto exibiu atividade no musculo cardiaco (WEGENER et al., 1997), atividade
antioxidante (PRACHAYASITTIKUL et al., 2008), efeito inibitério da xantina oxidase
(KONG et al., 2000) e tirosinase (ZHENG et al., 2008), além de inibir a proliferacao e
induzir a apoptose em hepatoma humano (HSU et al., 2005). Também diminuiu a
producdo de prostaglandinas e Oxido nitrico em macréfagos de rato
(TAKAHASHI et al., 2004) e apresentou uma potente atividade inibitéria de células
cancerigenas de prostata (JUNG et al., 2006).

Tanto os isoflavonéides em geral quanto a isoliquiritigenina, uma chalcona, sao
considerados constituintes caracteristicos de plantas da familia Leguminosae
(PICCINELLI et al.,, 2005). A presenca desses compostos na prépolis vermelha
brasileira corrobora com a evidéncia de que sua origem botanica seja uma espécie de
leguminosa, conforme verificado por Silva et al. (2007) e demonstra a importancia
dessa familia como fonte de resinas com compostos bioativos para a produgdo da

propolis.
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3 CONCLUSOES

O processo de fracionamento e purificacao possibilitou a obtencao de fracdes e
sub-fragées mais bioativas que o extrato etandlico bruto da propolis.

Foi possivel identificar pela técnica de CLAE, tanto no EEP quanto na fragéo
cloroférmica, um flavonéide (quercetina), duas isoflavonas (daidzeina e formononetina)

e um acido fendlico (acido ferulico).

A atividade antibacteriana da prépolis vermelha se concentrou na fracao

cloroférmica, sendo esta a fragao rica em compostos antimicrobianos.

O fracionamento pela técnica de extracdo liquido-liquido, cromatografia em
coluna seca de silica-gel e cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 possibilitaram

a obtencao de fracbes e sub-fracbes quimicamente distintas.

Foi possivel isolar pela técnica de CLAE-preparativa 2 compostos de elevada
pureza e alta atividade antibacteriana, sendo eles uma isoflavana e uma chalcona

identificada como isoliquiritigenina.

Os compostos isolados ndo apresentaram efeito sinergistico, pois o efeito
bactericida demonstrado por eles na forma isolada foi anulado quando misturados na
proporcéo de 1:1.

A excelente atividade antibacteriana torna a prépolis vermelha uma importante
fonte de agentes antibacterianos naturais.
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