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RESUMO

A propolis ¢ uma substancia resinosa e balsdmica coletada principalmente pelas abelhas
Apis mellifera de diferentes partes das plantas, como brotos, ramos, entre outros, a qual ainda
acrescentam cera e secregoes salivares. Sdo bastante conhecidas as atividades farmacologicas
relacionadas a propolis: antioxidante, antimicrobiana, citotdxica, entre outras. Tais
propriedades sdo atribuidas aos diversos compostos fendlicos presentes em sua composicao,
como acidos fenolicos e flavonoides. A presente pesquisa teve como objetivo o estudo da
composi¢do quimica do extrato oleoso da propolis (EOP), através do fracionamento,
isolamento, identificacdo e quantificagdo de compostos no mesmo. O fracionamento do
extrato foi iniciado através de cromatografia liquida classica e cromatografia liquida de alta
eficiéncia. A identificacdo de alguns de seus componentes organicos foi realizada por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, espectrometria de massas
seqiiencial e por ressonancia magnética nuclear. Neste estudo foi possivel identificar 7
compostos no extrato oleoso de propolis: 4 acidos fendlicos e 3 flavondides, sendo que o
flavonodide dihidrocanferida foi isolado e quantificado por Cromatografia Liquida de alta
eficiéncia (HPLC) no EOP; o que permitiu a quantificagdo de flavondides totais no EOP em
relacao a dihidrocanferida. A dihidrocanferida foi avaliada em testes de citotoxicidade in vitro
contra células tumorais humanas, porém, ndo apresentou potencial antitumoral. Foram

também determinados os teores de 8 metais, na propolis bruta e no extrato oleoso de propolis,

por absorc¢ao atdmica modo chama.

PALAVRAS-CHAVE

Extrato oleoso de préopolis, composi¢do quimica, anadlise quantitativa, flavondides, atividade

citotoxica.



ABSTRACT

Propolis is a resinous and balsamic substance colleted by bees, mainly Apis mellifera,
from various plant sources as buds, branches, to which bees add wax and salivary resins.
Propolis pharmacologycal activities are well known, like: antioxidant, antimicrobial,
cytotoxic, among others. Those properties are assigned to the various phenolic compounds
presented in its composition, as phenolic acids and flavonoids. The main objective of this
research was the study of chemical composition of propolis oily extract through fractionation,
isolation, identification and quantification of its compounds. The fractionation of the extract
was started by classic liquid chromatography and high performance liquid chromatography.
The identification of some organic components was performed by liquid chromatography
coupled with mass spectrometry, mass spectrometry tandem, and nuclear magnetic resonance.
In this study was possible to identify 7 compounds in the propolis oily extract: 4 phenolic
acids and 3 flavonoids, and the dihydrokaempheride flavonoid was isolated and quantified by
high performance liquid chromatography (HPLC) in propolis oily extract; which allowed the
quantification of total flavonoids in propolis oily extract taking dihydrokaempheride as a
standard. The dihidrocanferida was evaluated in tests of in vitro cytotoxicity against human
tumor cells, however, did not show antitumor potential. The levels of 8 metals were also
determined , in the crude propolis and in propolis oily extract, by flame atomic absorption

spectrometry (FAAS).

KEY-WORDS

Oil Extract of propolis, chemical composition, quantitative analysis, flavonoids, cytotoxicity

activity



1- INTRODUCAO

A propolis ¢ uma resina natural, coletada de fontes vegetais pelas abelhas Apis
Mellifera (e abelhas de outros géneros), a qual misturam secre¢des salivares e ceras para dar a
consisténcia necessaria para ser utilizada na colméia.' Nesta, a propolis é utilizada por suas
propriedades mecanicas, selando pequenas frestas, e antimicrobianas, garantindo um ambiente
asséptico.”

De forma geral, a propolis contém 50-60% de resinas e balsamos, 30-40% de ceras, 5-
10% de oleos essenciais, 5% de grdos de pdlen, além de microelementos como aluminio,
calcio, ferro, cobre, entre outros.’

A composicdo quimica da propolis ¢ bastante complexa e variada, tendo sido
encontrados na mesma mais de 300 compostos; e depende, principalmente, da flora da regido
visitada pelas abelhas, como por exemplo, a espécie Populus ¢ a principal fonte vegetal em
regides onde o clima ¢ temperado, como Europa e América do Norte. J4 no Brasil, essa
espécie nao € nativa, e as abelhas t€ém que procurar novas fontes para a retirada da resina. A
diversidade da propolis brasileira é proporcional a biodiversidade vegetal existente.”

As propriedades farmacologicas da propolis sdo bastante conhecidas e relatadas na
literatura, como toxicidade contra células cancerigenas, antimicrobiana, antioxidante,
cicatrizante, anestésica, anticariogé€nica, hepatoprotetora, entre outras. Tais propriedades vém
sendo atribuidas aos diversos compostos fenolicos presentes na propolis, como flavonoides e
acidos fenolicos.’

Devido a grande mistura de compostos na propolis, com polaridade bastante variada,
um unico solvente ndo ¢ capaz de extrair todos os compostos de interesse. O solvente mais
utilizado para extrair a propolis € o etanol em concentra¢des que variam desde 30% em agua
até o etanol absoluto.® No entanto, muitas pessoas deixam de comprar produtos contendo
propolis por estes terem em sua formulagdo elevado teor alcodlico, por contra-indicagdo ou
por ndo gostarem do sabor que o etanol confere aos mesmos. O uso do etanol também
dificulta a utiliza¢do da propolis em apresentacdes farmacoldgicas secas, uma vez que, para
preparar o extrato seco o etanol deve ser evaporado, o que aumenta o custo da produgdo do
extrato.

A propolis da regido de Prudentopolis ¢ de excelente qualidade, devido a riqueza e
diversidade da flora da regido, que ¢ considerada ideal para o desenvolvimento da atividade

apicola. A empresa Campolin & Schimidt LTDA, situada na cidade de Prudentopolis/Parana,



estabeleceu um convénio com o grupo de pesquisa em Quimica Organica e Tecnologia do
Departamento de Quimica da Unicentro, visando agregar valor aos seus produtos. Tal
convénio tem como principal objetivo o desenvolvimento de novos produtos contendo mel e
propolis.

O extrato oleoso de propolis obtido com 6leo de canola, surge como uma alternativa
ao extrato etandlico, possibilitando novas formas de apresentacdo da mesma. Dando inicio ao
estudo do extrato oleoso de prépolis o nosso grupo de pesquisa comparou a composi¢ao
quimica qualitativa, os rendimentos de extracdo e os teores de flavonodides e fendlicos totais
de extratos de propolis obtidos com 6leo vegetal comestivel e com solugdes hidroalcoodlicas.
Também, os diferentes extratos foram submetidos a testes para avaliar sua atividade
antibacteriana, contra bactérias patogénicas, e citotdxica, contra linhagens de células tumorais
humanas. Esse estudo inicial revelou que, apesar do extrato de propolis obtido por extragdo
oleosa apresentar baixos rendimentos de extracdo e baixos teores de flavonoides e fenolicos
totais -substancias as quais sdo atribuidas a maioria das atividades farmacologicas relatadas
para a propolis- o mesmo apresentou desempenho comparavel, ou por vezes melhor, que os
extratos hidroalcodlicos nos ensaios bioldgicos in vitro em que foram avaliados.
Especialmente, o extrato oleoso de propolis apresentou alta especificidade e efeito citotoxico
frente as linhagens tumorais humanas de carcinoma de célon (HCT-116) e glioblastoma (SF-
295), com Concentracdo Inibitéria Minima (Clso) de 0,8 e 3,1 [Jg/mL, respectivamente.54
Segundo critérios estabelecidos pelo “National Cancer Institute (NCI, USA)”, o valor limite
de Cls para extratos com atividade citotoxica promissora ¢ de 30 pg/mL.’

Esses resultados preliminares indicam o interesse em continuar o estudo da
composicdo quimica do extrato oleoso de propolis, uma vez que, o mesmo pode conter
substancias que, embora em concentracdes baixas, apresentem efeitos farmacoldgicos
potentes. Essas substancias podem ser de natureza fendlica ou nao.

Dessa maneira, a presente pesquisa teve como objetivo dar inicio ao fracionamento do
extrato oleoso de propolis por cromatografia liquida para isolar e/ou identificar compostos
presentes nesse extrato. A obten¢do de compostos puros a partir do extrato oleoso visa
também avaliar a atividade biolodgica de compostos individuais, bem com, a obtengdo de
padrdes analiticos para realizar andlises quantitativas de compostos individuais e/ou classes
quimicas especificas presentes nos extratos de propolis. Ainda, como os extratos oleosos

obtidos serdo matéria prima para a elaboracdo de produtos de interesse mercadologico foi



realizada também a andlise quantitativa de metais, minerais e toxicos, no extrato oleoso e na

propolis bruta.



2 - OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Este estudo teve como objetivo dar continuidade ao estudo da composi¢ao quimica,
qualitativa e quantitativa, do extrato de propolis obtido com dleo vegetal comestivel.

Objetivos especificos:

-Quantificar metais toxicos e essenciais na propolis bruta e no extrato oleoso de
propolis.

-Fracionar o extrato oleoso de propolis por cromatografia liquida classica e de alta
eficiéncia, visando o isolamento de compostos.

-Identificagdo estrutural dos compostos isolados por técnicas espectroscopicas como
espectrometria de massas e ressonancia magnética nuclear.

-Quantificagdo por HPLC de flavondides totais no extrato oleoso de propolis e de
compostos individuais presentes no mesmo.

-Avaliar a atividade citotéxica em linhagens de células tumorais humanas de

compostos puros isolados do extrato oleoso de prépolis.



3 — REFERENCIAL TEORICO

3.1 — Abelhas

Abelhas sdo insetos pertencentes a ordem Hymenoptera, da superfamilia Apoidea, que
habitam a terra h4 milhdes de anos.® Sdo conhecidas mais de 20 mil espécies de abelhas,
porém somente 2% sdo sociais e produzem mel. Entre as produtoras de mel, as do género Apis
sdo as mais conhecidas.

As abelhas Apis t€ém sua origem no continente africano, tendo migrado para a Europa e
Asia. As mesmas foram introduzidas ao continente americano no periodo da colonizagdo.*”
No Brasil, o Padre Antonio Carneiro Aureliano trouxe de Portugal, em 1839, diversas
colméias de abelhas. Até o ano de 1956 as abelhas encontradas no Brasil eram, quase que em
sua totalidade de origem européia quando, para o melhoramento dos produtos apicolas, houve
a vinda de abelhas africanas.®"

No Brasil, hoje, hd uma mistura de abelhas européias (Apis mellifera, Apis mellifera
ligustica, Apis mellifera caucasica, Apis mellifera carnica) e das abelhas africanas Apis
mellifera scutellata. Além dessas, ainda ha a presenca de abelhas nativas, ditas sem ferrdo, e
conhecidas cientificamente como Meliponideos.®'*'?

Uma colméia de abelhas Apis mellifera contém cerca de 20 a 80 mil abelhas, vivendo
de forma extremamente organizada onde cada individuo possui sua funcdo. Numa colméia
existem a rainha, os zangdes e as operérias.’

A rainha em uma colméia ¢ facilmente identificada, por ser mais longa que as
operarias e os zangdes (figura 1). E a tinica fémea fecundada, e tem por fungio a postura de
ovos, mantendo a organizacdo da colméia. Ela produz ovos fertilizados que dao origem as
operarias, e ndo fertilizados, aos zangdes. A capacidade da postura de ovos da rainha pode ser

de 2500 a 3000 ovos por dia, ¢ a mesma vive por 3 anos ou mais.”"?



Figura 1 — Uma abelha rainha e suas operarias.®

Os zangdes sdo os individuos machos da colméia, e possuem a unica funcido de
fecundar a rainha durante o vo nupcial. Eles sdo mais largos e fortes que as demais abelhas.’

As operarias sdo as responsaveis por todo o trabalho de manutencdo da colméia. De
acordo com a idade e necessidade da colméia, elas executam atividades distintas. Entre suas
tarefas estdo: limpeza dos alvéolos, alimentagdo das larvas em desenvolvimento, producdo de
ceras, defesa da colméia e controle da temperatura, coleta de polen, néctar, resinas e agua.’

As abelhas s3o importantes agentes de polinizacdo sendo fundamentais para a
continuidade das espécies vegetais. Além disso, as mesmas produzem produtos considerados
naturais, seja para a sua morada, alimento, higiene ou defesa. Tais produtos também vém
sendo utilizados pelo homem, como complementos alimentares altamente energéticos, ou
mesmo como complemento medicinal, na prevengdo ou tratamento de doencas.'® Os produtos

apicolas de interesse sao: mel, cera, geléia real, polen, propolis, veneno (apitoxina).

3.2 — Produtos apicolas

3.2.1 — Mel

O mel ¢, sem duvida, o produto apicola mais conhecido e comercializado no mundo.
As abelhas produzem o mel a partir do néctar retirado das flores, transformando-o por dois
processos: evaporacdo da dgua e adigdo de enzimas. Grande parte do mel ¢ armazenado nos
favos, como reserva de alimento no inverno ou em periodo de escassez.'> ¢

O valor nutricional e propriedades medicinais do mel sdo bastante conhecidos e por
esse motivo muito utilizado como alimento pelo homem. Em sua composi¢ao quimica

destacam-se, além dos actcares, os aminoacidos, enzimas, proteinas, sais minerais, vitaminas

A f1s 16
e substancias fenolicas.



3.2.2 - Cera

A cera, utilizada pelas abelhas para a construgao dos favos, ¢ produzida por glandulas
presentes no abdomen das operarias. Comercialmente, a cera ¢ matéria prima para pastas de
polimento de mdveis e automoveis, para velas, industrias de componentes eletronicos e até
mesmo cosméticos."”

3.2.3 — Geléia real

A geléia real ¢ produzida pelas glandulas das abelhas mais jovens, e serve como
alimento para as larvas e rainha.'>'’ Possui grande quantidade de proteinas, lipideos,
carboidratos, vitaminas, hormoénios, enzimas e substincias minerais. Devido a sua
composi¢do quimica estudos indicam que o consumo da geléia real agrega varios beneficios
para a saide humana. Como possui uma ac¢ao energética e regeneradora, pode ser indicada em
casos de cansaco, falta de apetite, anemia, e, casos de esgotamento fisico e nervoso. ' >!718

3.2.4 — Polen

O pdlen ¢ coletado pelas operarias nas primeiras horas da manha, e transportado para a
colméia na forma de bolotas, que sdo depositadas no interior das células de armazenamento. E
utilizado na alimentagdo das abelhas e para a produgdo da geléia real. E um alimento rico em
substincias gordurosas, minerais e vitaminas."

3.2.5 — Propolis

Descricao detalhada da propolis, sua composi¢do quimica, origem vegetal, atividades

bioldgicas e controle de qualidade sdo descritas no item a seguir.

3.3 — Propolis

3.3.1 - Definic¢ao

A propolis ¢ uma mistura de substancias, resinosa e balsdmica produzida pelas
abelhas, que coletam resinas de diferentes partes das plantas, e na colméia, adicionam
secre¢des salivares, cera e enzimas.”®'"""*?%% A palavra propolis vem do grego pro, em
defesa de, e polis, cidade, ou seja, em defesa da cidade ou colméia, e ¢ utilizada pelas abelhas
justamente para esse fim,'*2%2*2
3.3.2 — Utilizac¢ao pelas abelhas
Para que seja util para as abelhas a propolis deve ter algumas caracteristicas, como ser

. . , , . , . .. . 11
aderente, resistente, insolivel em &gua e possuir caracteristicas antimicrobianas. Desta

maneira a propolis ¢ utilizada tanto por suas propriedades fisicas: fechando frestas,



protegendo da entrada de vento frio; como material de construgdo, reforcando favos;
diminuindo a abertura que serve como entrada na colméia, e assim protegendo contra a chuva;
quanto por suas propriedades quimicas: mantendo o ambiente asséptico, envernizando os
favos antes da postura de ovos, higienizacdo da colméia, evitando a putrefacdo de insetos
invasores e abelhas mortas dentro da mesma, etc.'”®!!1920232423 A Fioyra 2 mostra uma

abelha morta que estava sendo embalsamada com propolis em uma colméia da regido de

Prudent6polis-PR.

Figura 2 — Abelha sendo embalsamada com propolis de uma colméia de

Prudentopolis-PR (08/11/2008)

3.3.3 - Historia

A propolis vem sendo utilizada pelo homem ha muitos séculos. Ha relatos da sua
utilizagdo pelos assirios, gregos, romanos, incas ¢ egipcios. No antigo Egito, a propolis era
conhecida como “cera negra” e utilizada para embalsamar cadaveres.'* "7

Médicos gregos e romanos, como Aristoteles, Dioscorides, Plinio de Galeno
reconheceram as propriedades medicinais da prépolis. Seu uso na medicina popular data de
300 g.C.2+1923.2429-3031-35

Devido as suas propriedades cicatrizantes, a propolis foi empregada na guerra Anglo-
Boer, na Africa do Sul, e na Segunda Guerra Mundial. Também na antiga URSS a prépolis
foi utilizada na medicina humana e veterinaria, inclusive no tratamento de tuberculose.
Famosos fabricantes de violinos na Italia utilizavam a propolis como um ingrediente na
composi¢ao dos vernizes.

Em 1908 surgiu o primeiro trabalho cientifico sobre a propolis a respeito de suas
propriedades quimicas e “composi¢io”, no Chemical Abstracts."”*'***° De 2003 ao inicio de
2008, mais de 500 pedidos de patentes relacionados a propolis foram encontrados através de
uma busca realizada por Lustosa e colaboradores no European Patent Office tomando-se

: 19 . o
Worldwide como base de dados.” Isso se deve ao interesse crescente dos cientistas pelas



propriedades da préopolis desde a década de 60. Durante os ultimos anos muitos trabalhos
foram publicados sobre a sua composicao quimica, atividade biologica e usos terapéuticos.
Em 1978, Ghisalbert publicou o primeiro review sobre propolis.>****

No Brasil, Ernesto Ulrich Breyer, na década de 80, descreveu em seu livro “Abelhas e
saude”, as propriedades terapéuticas da propolis e seu uso como antibidtico natural.” O
primeiro trabalho publicado especificamente sobre a prépolis foi no ano de 1984, sobre
atividade antimicrobiana da prépolis, e em 1995 surgiu a primeira patente brasileira, sobre o
uso da propolis em tratamentos odontologicos na prevengio de céries e gengivites.*!

Atualmente, a propolis encontra aplicacdo nas inddstrias farmacéutica, cosmética e
alimenticia, sendo que existem varios produtos contendo prépolis, como balas, chocolates,
doces, shampoo, cremes para pele, solugdes anti-sépticas, pasta de dente, spray, etc.***-7%

3.3.4 — Composicdo quimica

A composi¢ao quimica da propolis € complexa e variada. Sua coloragio pode variar do
amarelo claro, marrom esverdeado até marrom avermelhado.”***~* Sua composicdo depende
da regido, estagdo do ano, flora visitada pelas abelhas, periodo de coleta da resina e até
mesmo a variabilidade genética da rainha,®'®-?>2%28-3436.38.4045

De uma forma geral, a propolis contém de 50-60% de resinas e balsamos, 30-40% de
ceras, 5-10% de Oleos essenciais, 5% de graos de pdlen, além de microelementos: calcio,
magnésio, aluminio, cobre, ferro, manganés, niquel, zinco, estroncio, vitaminas B1, B2, B6, C
e E, acidos alifaticos, ésteres, acidos aromaticos, carboidratos, aldeidos, aminoacidos, cetonas
¢ terpenbides, »3:6:1219-2124-28.38.4243.45-47

3.3.4.1 — Compostos fenolicos

As resinas sdo ricas em compostos fenolicos, como acidos fendlicos e flavondides. Sao
esses compostos os principais responsaveis pelas propriedades farmacoldgicas atribuidas a
propolis."”

Um composto fendlico possui pelo menos um anel aromatico no qual, ao menos um
hidrogénio ¢ substituido por uma hidroxila. Os compostos fendlicos ocorrem amplamente no
reino vegetal e nos microorganismos e pertencem a uma classe de compostos que inclui uma
grande diversidade de estruturas. S3o classificados de acordo com o tipo de esqueleto
principal, como fenois simples, benzoquinonas, acidos fendlicos, acetofenonas e acidos

fenilacéticos, fenilpropandides, naftoquinonas, xantonas, flavonoides, lignanas, melaninas,



taninos.*® Dentre essas classes de compostos fendlicos, os 4cidos fendlicos e flavonoides sdo
de grande interesse nesse trabalho, por estarem presentes na composi¢ao da propolis estudada.

Os flavonodides sdo um dos grupos de compostos fendlicos mais importantes e
diversificados. Estdo presentes em relativa abundancia entre os metabdlitos secundarios. Os
flavondides sdo formados por uma série de reacdes de condensacdo entre acidos
hidroxicinamicos e residuos malonil, possuindo, de forma geral, 15 d&tomos de carbono em seu
nicleo fundamental, sendo duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés carbonos entre elas,

como mostra a Figura 3.8

Figura 3 — Nicleo Fundamental dos Flavonoides e sua numeragio™

Os flavondides tém varias fungdes nas plantas, como protecdo dos vegetais contra a
incidéncia de raios ultravioleta e visivel, protecdo contra insetos, fungos, virus e bactérias,
antioxidantes, inibi¢do de enzimas, entre outros.*® Sdo bastante relatadas as propriedades
bioldgicas dos flavonoides, sendo considerados os principais responsaveis pelas atividades da
propolis de regido de clima temperado. Alguns dos flavondides comumente encontrados na
propolis sdo galangina e canferida,” cujas estruturas sdo mostradas na figura 4. Os demais
compostos presentes na figura 4 sdo exemplos adicionais de compostos comumente
encontrados na propolis.'”?***" Entre parénteses ¢ indicada a Massa Molecular nominal dos

compostos representados.

Erreur ! Objet incorporé incorrect. Erreur! Objet incorporé incorrect.
Galangina (MM 270) Canferida (MM 300)
Erreur ! Objet incorporé incorrect. Erreur ! Objet incorporé

incorrect.



Acido 3,4-di-O-cafeoilquinico (MM 516) Betuletol (MM 330)

Erreur ! Objet incorporé incorrect. Erreur ! Objet incorporé
incorrect.
Acido 4-dihidroxicinamoiloxi-3-prenil-cinAmico Diterpeno PMS1

(MM 364) (MM 318)
Erreur ! Objet incorporé incorrect. Erreur ! Objet incorporé
incorrect.
Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinimico Ester feniletil do acido caféico

(MM 300) (MM 284)
Erreur ! Objet incorporé incorrect. Erreur ! Objet incorporé
incorrect.
Acido 3-prenil-4-hidroxicinimico Acido p-cumarico (MM 232)

(MM 232)
Erreur ! Objet incorporé incorrect. Erreur ! Objet incorporé
incorrect.
Dihidrocanferida (MM 302) Isosakuranetina (MM 286)

Figura 4 — Estruturas de compostos comumente encontrados na prépolis

3.3.4.2 - Minerais

Entre os minerais encontrados na prépolis, muitos sdo importantes nutrientes para o
organismo humano, conforme resumido na tabela 1. Sendo assim, a propolis pode ser boa
fonte de alguns desses minerais e de vitaminas encontradas em sua composi¢do. Nao
encontram-se na literatura muitos artigos que determinem a composi¢ao mineral da propolis.

Tabela 1 — Alguns minerais encontrados na propolis e sua fungdo biologica™

Mineral Funcio

Célcio  -Construcao e manutengao de o0ssos e dentes.
-Necessario na transmissdo nervosa e regulacdo da fun¢do muscular
cardiaca.

-Co-fator em vdrias reagdes enzimaticas.




-Essencial no transporte de ferro.

Magnésio -Estabiliza a estrutura do ATP nas reacdes enzimaticas dependentes de
ATP.

-Co-fator para mais de 300 enzimas envolvidas no metabolismo.

Potassio  -Balanco e distribuicao de agua, equilibrio osmético, equilibrio acido-base.

Cobre  -Componente de enzimas.

-Papel na oxidacao do ferro.

Ferro -Transporte de oxigénio e didxido de carbono.

-Funcao imunoldgica.

Zinco  -Participa de reacdes que envolvem a sintese ou degradagdo de
carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucléicos.

-Presente em mais de 200 enzimas e na insulina.

No entanto, a presengca de metais toxicos, como Cromo, Chumbo e Cadmio ¢
indesejavel, pois sdo contaminantes da propolis, provenientes de contaminagdo ambiental, por
se tratar um produto de origem vegetal, ou mesmo devido a técnicas de manuseio erradas por
parte dos apicultores e/ou entrepostos.*>

3.3.5 — Origem vegetal

O conhecimento da origem vegetal da propolis é de extrema importancia, pois pode
ser util como base para uma padronizacao da propolis, garantindo o controle de qualidade.
Além disso, tal conhecimento ajudaria os apicultores a estarem certos de que as abelhas tém
plantas apropriadas em seu territorio de v60.%°

A analise da composi¢ao quimica da propolis comparada a composi¢ao quimica de sua
possivel fonte vegetal, constitui o melhor indicador para a origem botanica na propolis.”!' =%
Virios estudos relatam que a principal fonte vegetal em locais de clima temperado como
Europa, América do Norte e oeste da Asia sdo espécies do género Populus sp. Porém, em
paises de clima tropical, como é o caso do Brasil, essa espécie ndo ¢ nativa, sendo que as
abelhas t€ém que achar outras fontes vegetais para a retirada da resina. A grande diversidade
da flora existente no Brasil dificulta a correlagdo da propolis com sua possivel origem
Vegetal,#6:1925:2731:32.37.41-43.45

O primeiro trabalho sobre a origem vegetal da propolis de clima temperado data da

década de 70. Lavie, na Frangca e Popravko, na Russia, analisaram a composicao de



flavonoides da propolis e compararam com exsudados da espécie vegetal Populus. Apos,
muitas publicagdes comprovaram tais estudos e hoje ¢ aceito e quimicamente demonstrado
que em zonas temperadas os exudados do botdo de alamo (Populus spp) sdao as principais
fontes vegetais da pr(')polis.26 Ainda em regides de clima temperado, mais especificamente ao
norte da Russia, a espécie Betula verrucosa ¢ utilizada pelas abelhas para a retirada da
resina.”®

A propolis que tem como fonte vegetal as espécies do género Populus ¢ rica em
flavondides, e a estes sdo atribuidas as propriedades farmacologicas dessa propolis, com
abundincia do flavonoide Galangina.”> Diferentes espécies do género Populus sio
freqiientemente similares em sua composi¢do qualitativa, fato que faz com que a composi¢ao
quimica de tal propolis também ndo varie qualitativamente.”!

Com o objetivo de estabelecer pardmetros para o controle de qualidade da propolis
européia, pesquisadores analisaram amostras de propolis e do exsudado de Populus nigra, da
Bulgaria, Italia e Suica por GC-MS. Foram identificados 80 compostos e, como esperado, a
maioria das amostras teve perfil tipico de propolis de Populus nigra. Porém, duas amostras
variaram significativamente: uma de origem Suiga e outra da Italia. A primeira amostra era de
uma regido em que havia relativamente pouca vegetacao de Populus nigra e rica em Populus
tremula, sendo essa espécie a principal fonte vegetal para a retirada da resina de tal amostra.
A segunda amostra discrepante teve o teor de fendlicos relativamente baixo, e os seus
principais componentes foram acidos diterpénicos, ndo sendo possivel a elucidacdo de sua
origem vegetal.”!

Outro grupo de pesquisadores estudou o comportamento das abelhas de uma regiao
sub-tropical do Japao e a partir de tais observagdes, compararam amostras de propolis com o
fruto da planta Macaranga tanarius por HPLC. Eles comprovaram um perfil cromatografico
muito semelhante entre a propolis e o material vegetal analisado, além de, identificar 5
flavonoides prenilados em ambos.*

A origem vegetal de amostras de propolis de clima tropical tem sido recentemente
estudada. Bankova e colaboradores sumarizaram os resultados de estudos que comprovam a
origem vegetal da propolis de algumas regides de clima tropical: alguns pesquisadores
encontraram o exsudado de Cistus spp. como fonte vegetal de propolis da Tunisia, enquanto a
Ambrosia deltoidea e Encelia farinose foram indicadas como fontes vegetais no deserto

Sonora.**® A propolis venezuelana foi estudada por HPLC juntamente com material vegetal



de Clusia minor e Clusia major € se comprovou serem estas espécies utilizadas para a retirada
da resina pelas abelhas.**>*® Clusia rosea também foi identificada como fonte vegetal
importante para a propolis de Cuba. A prépolis que tem sua origem vegetal em espécies de
Clusia spp. apresenta menor quantidade de flavonoides, quando comparada a prépolis de
regides de clima temperado, sendo abundantes as benzofenonas polipreniladas.”

A propolis brasileira ¢ bastante diversificada. Park e colaboradores analisaram 500
amostras de propolis de diferentes lugares do Brasil, exceto a regido norte, e classificaram a
propolis brasileira em 12 grupos a partir de suas caracteristicas fisico-quimicas e propriedades
bioldgicas. Eles utilizaram cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (HPTLC),
espectrofotometria no UV, cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), além de
realizarem testes de atividades antimicrobianas e antioxidante. Dos 12 grupos encontrados, 5
eram da regido sul, 6 da regido nordeste e 1 da regido sudeste, o que comprova que a
diversidade da propolis das regides sul e sudeste varia proporcionalmente com a diversidade
da flora local. Tais pesquisadores observaram que diferentes tipos de propolis possuem
diferentes atividades antimicrobianas, sendo necessaria uma padronizac¢do, pois existem tipos
especificos de propolis para cada caso. A atividade antioxidante foi alta para todas as
amostras, algo ja esperado, pelo fato de a prdépolis possuir em sua composi¢do muitos
compostos fendlicos.’” Apos essa classificacdo, os mesmos pesquisadores analisaram 3 dos 12
grupos encontrados no estudo anterior, o grupo 3 do sul do Brasil, grupo 6 do nordeste do
Brasil e o grupo 12 do sudeste do Brasil. Através da observa¢do do comportamento das
abelhas selecionaram possiveis fontes vegetais e compararam com a propolis por HPTLC,
HPLC e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). Os perfis
cromatograficos entre a propolis e os materiais vegetais confirmaram as principais fontes
vegetais dos grupos estudados: o grupo 3, localizado no sul do Brasil, na divisa entre Parana e
Santa Catarina, ¢ originado de uma espécie do género Populus,; o grupo 6, da regido nordeste
do Brasil, da espécie Hyptis divaricata ¢ o grupo 12, da regido sudeste do Brasil, de
Baccharis dracunculifolia®

A origem vegetal da propolis do grupo 3, no sul do Brasil, mais especificamente na
regido de Santa Cruz do Timbo, foi ratificada pelo mesmo grupo de pesquisadores, que
analisou, ndo somente esse grupo de propolis do Brasil, mas também os demais 4 grupos da
regido sul e amostras da Argentina e Uruguai, num total de 150 amostras, por HPTLC, HPLC,

e CG-MS. Os resultados que tais pesquisadores obtiveram mostram que o grupo 3 do Brasil e



a propolis da Argentina e Uruguai apresentaram o mesmo perfil cromatografico por HPTLC,
e a existéncia dos mesmos compostos fendlicos, variando apenas na proporcao entre eles. Isto
indica que as propolis foram fabricadas a partir da mesma fonte vegetal, sendo identificada
como tal a espécie de alamo, Populus alba, trazida da Europa por descendentes de alemaes.
Dessa maneira, essas propolis apresentam composi¢cdo parecida com as do clima temperado,
ricas em flavonoides.” A origem vegetal dos demais grupos da regido sul do Brasil ndo pode
ser identificada nesse trabalho.

A propolis da regido sudeste do Brasil, onde Park e pesquisadores encontraram apenas
um grupo existente, tem sido extensivamente estudada, devido a grande aceitagdo e
valorizacao dessa propolis, conhecida como propolis verde no mercado consumidor. Todos os
estudos confirmam a origem vegetal da propolis dessa regido como sendo a Baccharis
dracunculifolia, ou como popularmente ¢ conhecida essa espécie, Alecrim do Campo. Essa

J4

propolis € rica em dacidos fenodlicos, especialmente derivados prenilados do acido p-
cumérico, 319223246

Outra classificagdo da propolis brasileira foi feita por Sawaya e colaboradores, que
estudaram amostras de diferentes regides do Brasil, e também amostras da Europa, América
do Norte e Africa por espectrometria de massas com ionizagdo por eletrospray, utilizando a
técnica de fingerprint. A comparacdo dos espectros fingerprint obtidos permitiu que as
amostras pudessem ser divididas em grupos diferentes, de acordo com seus principais ions
marcadores, relacionados a sua origem geografica. As amostras da América do Norte, da
Bulgéria, Inglaterra e Finldndia mostraram espectros ESI-MS muito similares, o que confirma
a similaridade de suas plantas de origem. Os maiores ions marcadores dessas propolis sao o
m/z 253, 255, 269, 271, 285 e 313. Os quatro primeiros ions sdo também os mais intensos e
provavelmente, formas desprotonadas dos flavondides, crisina, pinocembrina,
apigenina/galangina e naringenina, comuns na propolis européia. A propolis africana de
Mocambique mostrou um espectro fingerprint unico. Os maiores ions marcadores foram m/z
239, 255, 269 e 369, com fonte vegetal ndo identificada."!!

Nesse trabalho Sawaya e colaboradores dividiram a prépolis do Brasil como préopolis
vermelha, da regido nordeste, que foi subdividida em 2 grupos: R1, com cor vermelha intensa
e R2, com cor vermelha menos intensa, € a propolis do sul e sudeste: verde (G) ou marrom
(B). Por inspecdo visual do espectro fingerprint pode-se relacionar os principais ions

marcadores de R1: m/z 255, 267, 271, 285, 519 e 601, enquanto que o grupo R2 apresentou:



m/z 255, 281, 311, 325, 339 e 441. A propolis dessa regido do Brasil comecou a ser
recentemente estudada.'' Alencar e Daugsch estudaram amostras de propolis vermelha do
nordeste brasileiro. Os pesquisadores puderam identificar varios compostos, dentre eles
isoflavonas, isoflavanas e chalconas, alguns dos compostos identificados nunca foram
encontrados em propolis de outras regides. Essa propolis foi classificada como grupo 13,
dentro da classificacao feita por Park. Sua origem vegetal foi comprovada como sendo a
espécie Dalbergia ecastophyllum, que pode ser a origem das isoflavonas encontradas nessa
propolis.®

A propolis do sul e sudeste do Brasil mostrou espectro fingerprint diferente das
propolis européias, da América do Norte ¢ também da vermelha do nordeste brasileiro.
Devido a diversidade dos tipos de propolis encontrados, a propolis do sul e sudeste brasileiro
foi adicionalmente subdividida em 3 grupos: O grupo G, a prépolis verde, que tem como
principais ions marcadores m/z 231, 255, 299, 315, 363. Esse grupo, cuja origem vegetal ja
foi discutida anteriormente, compreende todas as amostras de Sao Paulo, Minas Gerais, Mato
Grosso do Sul e algumas do Parana. Dois grupos de propolis marrom foram encontrados no
sul do Brasil, o B1, do estado do Parana, com principal ion caracteristico m/z 301, com outros
ions importantes m/z 253, 255, 269, 319 e 361. Os ions 231 e 299 (caracteristica do grupo G)
ndo sdo encontrados nesse grupo. A origem vegetal da propolis desse grupo também ja foi
discutida anteriormente, sendo a principal fonte de resina a espécie Populus alba. Ja o grupo
B2, também do estado do Parana, possui o ion m/z 299, e todos os principais ions
caracteristicos do grupo G, e ainda possui alguns ions marcadores do grupo BI,
principalmente m/z 301, 319, 351 e 361. Tais resultados indicam que a propolis desse grupo
tem mais de uma espécie vegetal importante como fonte de resina para a propolis,
provavelmente uma superposicao de vegetacdo que origina as propolis dos grupos G e BI.
Nio hé estudos detalhados sobre a origem vegetal especifica desse grupo de propolis.''!

3.3.6 — Atividades biologicas

As atividades bioldgicas da propolis tém sido freqiientemente estudadas e relatadas na
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literatura, como antibacteriana, antifungica, antiviral, """
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antiinflamatoria, hepatoproterora, antioxidante, antitumora

425459 antiprotozoaria,” e anti-HIV.”

cicatrizante,19 anestésica,42 anticariogénica,42 citotoxica,
Muitos pesquisadores relatam que essas atividades sdo potencializadas pelo sinergismo entre

muitos compostos presentes na propolis.



Como conseqiiéncia da composi¢do quimica variada da propolis, as atividades
farmacologicas também variam. Alguns componentes ativos estao presentes em praticamente
todas as amostras de propolis, enquanto outros ocorrem somente em propolis derivadas de
espécies particulares de plantas, por isso ainda serdo necessarios mais estudos
correlacionando a composi¢do quimica com a atividade bioldgica, definindo cada tipo de
propolis com sua aplicagio terapéutica mais recomendada."

Apesar disso e independente da origem vegetal, todas as propolis possuem atividade
antimicrobiana."' Essa ¢ a atividade mais citada e comprovada cientificamente.

Pesquisas evidenciam que a propolis age mais eficientemente frente as bactérias do
tipo gram-positiva do que frente as gram-negativas.'>'’ No entanto, a inibi¢cdo do crescimento
de Helicobacter pylori, bactéria gram negativa, relacionada ao aparecimento de ulceras
gastricas, foi observada por vérios pesquisadores.'” Banskota e colaboradores estudaram a
atividade de compostos isolados de extrato metanolico da propolis frente essa bactéria. Dos
compostos testados, 50% foram ativos frente a H. Pylori. No geral, os compostos fendlicos,
especialmente os flavonoides, foram os que apresentaram atividade, porém, alguns diterpenos
também se mostraram ativos.”

Sawaya e colaboradores analisaram atividade de extratos hidroalcoolicos de propolis
de Sao Paulo frente as bactérias Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius e Streptococcus sobrinus. Foram testados os
métodos de difusdo em 4agar por discos de papel, cilindros e diluicdo seriada em tubos. A
difusdo em tubos foi o método que apresentou os resultados mais consistentes, com
concentracdo minima inibitéria variando de 2,5 a 20,0mg.mL'1. A melhor inibi¢ao foi do
extrato etandlico 50%, seguido do extraido com etanol 70%, alcool de cereais e por fim o
extrato obtido com etanol absoluto.™

As atividades antimicrobiana e antifungica de extratos de propolis comerciais obtidos
com diferentes solventes foram avaliadas por Tosi e colaboradores.” Os extratos foram
obtidos com etanol, glicerina, propilenoglicol e 6leo de cereais. Todos os extratos foram
ativos frente: Sarcina lutea, Candida albicans, Rhodotorula glutinis, Schizosaccharomyces
pombe e dermatophytes. O extrato etanolico foi inativo frente a Pseudomonas ssp. € pouco
ativo frente a Escherichia coli; o extrato em glicerol foi pouco ativo frente a Staphylococcus
aureus e Escherichia coli, enquanto que o extrato oleoso foi ativo frente a todos os

microorganismos testados. Os extratos obtidos com etanol, 6leo e propilenoglicol tiveram boa



inibicao por mais de 2 semanas, ja o extrato com glicerina foi ativo por apenas 2-3 dias. Os
resultados presentes nesse trabalho comprovam que os solventes empregados na extragdo da
propolis podem potencializar a atividade antimicrobiana da propolis.>® A atividade da propolis
de diferentes regides frente a Staphylococcus aureus também foi avaliada por diferentes
autores, sempre com boa inibi¢do.*>"°

Vardar-Unlii e colaboradores estudaram a atividade antimicrobiana da propolis que
tem como sua origem vegetal espécies de Populus, frente a varias bactérias gram-positivas e
gram-negativas. Seus resultados mostram excelente inibi¢do das bactérias gram-positivas e até
mesmo gram-negativas.’’

Sawaya e pesquisadores analisaram extratos hidroalcodlicos (30 a 100% de etanol em
agua) de propolis brasileira do estado de Sao Paulo por dois métodos diferentes para avaliar
sua atividade antifingica frente a Candida. Os extratos ainda foram submetidos a analise por
bioautografia de placas de TLC e HPLC. Os melhores resultados foram obtidos utilizando o
método de difusdo em placas, com concentracdo minima inibitéria entre 6 ¢ 12mg.mL™". Os
resultados encontrados indicaram que o efeito inibitoério dos extratos de propolis frente a
Candida ¢ devido a substancias que sdo melhor extraidas usando-se solventes contendo 50%
de etanol ou mais.* Através da bioautografia selecionaram-se as 4reas nas placas onde foi
observada a inibi¢dao do crescimento bacteriano e, apos extracao e analise por HPLC, foram
identificados 10 compostos.*' Alguns dos compostos identificados nos trabalhos descritos
acima e compostos revisados da literatura estdo presentes na tabela 2 com suas respectivas
atividades.

Os compostos presentes na tabela 2 sao na grande maioria compostos fendlicos, entre
eles flavonoides e 4cidos fenolicos. Alguns desses compostos apresentam o grupo prenila (5,
7 ¢ 9). Tais compostos despertam interesse, pois a por¢do isoprénica configura-se como um
grupo farmacoforico, potencializando a atividade bioldgica dos compostos. A introdugdo de
um grupo prenil em uma molécula aumenta a hidrofobicidade, o que poderia acarretar para as
propriedades quimicas e farmacologicas um aumento de afinidade pela membrana lipofilica.
Witjen e colaboradores analisaram o efeito citotoxico de flavonodides prenilados e ndo
prenilados. Os flavonoides prenilados foram relativamente toxicos a célula H411E, enquanto

os flavonoides ndo prenilados ndo mostraram redugio significante.”



Tabela 2 — Alguns compostos quimicos encontrados na propolis e suas atividades

biolégicas relatadas na literatura,'**!-30-2>3%61

Composto

Atividade

Galangina

Antiinflamatoria
Antimicrobiana

Canferida

Hepatoprotetora
Antioxidante
Antiinflamatoria

Acido 3,4-di-O-cafeoilquinico

Hepatoprotetora
Antioxidante

Betuletol

Hepatoprotetora
Citotoéxica (HT-1080-fibrosarcoma, L5-
26- co6lon)
Antioxidante
Antiinflamatoria

Acido 4-dihidroxicinamoiloxi-3-prenil-
cindmico

Hepatoprotetora
Antioxidante
Antimicrobiana

Diterpeno PMS1

Antitumoral (carcinoma hepatocelular -
HuH13)

Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico
(Artepillin C)

Antitumoral (HT-1080 - fibrosarcoma,
L5-26 - colon)
Antioxidante
Antimicrobiana
Antiviral

Ester feniletil do 4cido caféico (CAPE)

Antitumoral (HL-60 - leucemia)
Antioxidante
Antiinflamatoria




Imunomodulatoria

Hepatoprotetora
Acido 3-prenil-4-hidroxicindmico Antioxidante
Antimicrobiana

Antimicrobiana

Acido p-cumarico .. -
p Antiinflamatoria

Citotoxica (HT-1080 - fibrosarcoma, L5-
26 - colon)
Antifingica
Antimicrobiana

Dihidrocanferida

Antifingica
Antioxidante
Isosakuranetina Antibacteriana
Anticancer
Antialérgica

3.3.7 — Controle de qualidade e técnicas empregadas na analise da propolis

Devido a grande diversidade na propolis, estabelecer medidas de controle de qualidade
que englobem todos os tipos de propolis € bastante complicado, porém, ¢ extremamente
necessario para a efetiva introducao da propolis em terapicos. Varios pesquisadores apontam
algumas sugestdes de analises a fim de garantir a boa qualidade dos produtos contendo
propolis, como: analises macroscopicas (cor, textura, cheiro), teor de cinzas, de fenolicos e de
flavonoides totais, teor de residuo seco, teor de ceras, teor de substincias volateis,
identificagdo da origem botanica da propolis, umidade, propriedades redutoras, presenga de
metais pesados, presenca de fungos, presenca de coliformes e atividade
antibacteriana, %352

Além dos teores totais de fendlicos e flavondides, sugere-se também a determinagado
de teores individuais de substincias de reconhecida atividade biologica. Tal ¢ o caso do
artepillin C , presente na propolis brasileira, especialmente na propolis verde. O artepillin C ¢
um composto prenilado com muitas propriedades farmacologicas atribuidas, como
antimicrobiana, antioxidante e antitumoral, aumentando a resposta imunoldgica contra a
leucemia.® Essas propriedades fazem com que a propolis que contém esse composto seja
considerada de alta qualidade e o teor de artepillin C ja é usado no controle de qualidade por
algumas empresas.”

Devido aos componentes da propolis serem, em sua maioria, compostos fenolicos,

estes mostram intensa absor¢ao na regido UV do espectro eletromagnético, sendo esse método



bastante utilizado no estudo de propolis. Para as andlises quantitativas de teores totais de
fendlicos e flavonoides tém sido bastante utilizado o método espectrofotométrico baseado em
curvas de calibragdo e absorbancia, por serem mais baratos ¢ podendo ser utilizados em
analises de rotina. Tais métodos sdo, porém, 5 a 10 vezes menos sensiveis que os métodos
cromatograficos.®!!25>%82

Na literatura encontram-se varias técnicas utilizadas na andlise qualitativa e
quantitativa de extratos de propolis, principalmente métodos cromatograficos, como GC-MS,
HPTLC, HPLC, TLC, além de Espectrofotometria de Absor¢ao atomica para a identificacio e
quantificacdo de metais.****%

3.3.7.1 — Absor¢ao Atomica

Para a andlise de metais na propolis o método mais utilizado ¢ a espectrometria de
absorc¢do atdmica. Se uma determinada quantidade de energia ¢ aplicada sobre o atomo e esta
¢ absorvida, um dos elétrons mais externos sera promovido a um nivel energético superior,
levando o 4&tomo a uma configuragdo energética menos estavel denominada “estado excitado”.
Uma vez que esta configura¢do ¢ instavel, o dtomo retorna imediatamente para o “estado
fundamental”, liberando a energia absorvida sob a forma de luz. Esses dois processos
(absor¢ao e emissdo de luz) sdo explorados, com fins analiticos, através das técnicas de
Emissdo Atdmica e Absorcdo Atdmica.*

Como a propolis ¢ um produto natural que tem origem vegetal, pode estar sujeita a
contaminagdo ambiental. Conti e Botré¢ estudaram o conteido de cadmio, cromio e chumbo
em abelhas e seus produtos apicolas, dentre eles a propolis, como bioindicadores de polui¢ao
ambiental. Utilizaram espectrometria de absorcao atdmica para quantificar tais metais. Foram
construidas colméias especialmente para esse estudo. Os pesquisadores concluiram que as
abelhas e alguns de seus produtos, como propolis, pdlen e ceras podem ser usados como
bioindicadores de polui¢io ambiental.®’

Santana, em sua tese de doutorado, utilizou a espectrometria de absor¢ao atomica em
modo chama e com forno de grafite para analisar metais na propolis in natura e em extratos
hidroalcoolicos comerciais da propolis. Os metais pesquisados foram célcio, cddmio, chumbo,
cobre, cromio, manganés, magnésio, mercurio, niquel, talio e zinco. As amostras foram
digeridas através de forno microondas. Utilizando-se a absor¢ao atdmica modo chama os

elementos caddmio, chumbo, cromio, tdlio, mercurio e niquel, ndo foram detectados ou sua

concentragdo foi muito baixa, enquanto que, calcio e zinco foram encontrados em todos os



extratos. Na propolis in natura foram detectados calcio, zinco, magnésio, manganés ¢ cobre
em todas as amostras, € o chumbo em 75% das amostras. A andlise de absor¢ao atdmica com
forno de grafite, por ser mais sensivel que a técnica em chama foi utilizada para determinar
chumbo, cromio, talio e cadmio. O talio foi identificado em 25% dos extratos em
concentragdes baixas (4,59ug.L" a maior). O chumbo foi detectado em 81% dos extratos com
concentragdo que chegou a 12.618,513ug.L", e em 100% das amostras in natura com maior
concentragio 79.105,60ug.L”'. Os demais metais analisados com forno de grafite
apresentaram baixas concentragdes. A pesquisadora ressaltou que a propolis ndo esta isenta de
contaminagdo ambiental, sendo necessaria uma legislagdo pertinente que estabeleca os limites

adequados de metais na propolis.®®

3.3.7.2 — Métodos cromatograficos

Os métodos cromatograficos sao bastante utilizados na analise da propolis. O objetivo
principal de uma cromatografia ¢ separar componentes de uma mistura, porém, com o
desenvolvimento das técnicas, hoje a cromatografia pode ser utilizada para a identifica¢do de
componentes, através da comparagdo com padroes, e para a quantificacdo desses
componentes.’” A cromatografia liquida classica pode ser utilizada como uma etapa de pré-
separacdo, obtendo-se fragdes mais simples para posterior separagdo por HPLC. Bankova e
colaboradores utilizaram coluna de poliamida e de silica gel para separar fracdes de
flavonodides da propolis da Bulgaria que apds foram purificadas por HPLC, obtendo 7
flavonoides: pinocembrina, galangina, crisina, tectocrisina, quercetina, isoramnetina e
canferol.”!

Na analise da propolis a TLC ¢ utilizada em estudos de classificagdo da préopolis de
diferentes regides geograficas, comparando ou ndo o perfil cromatografico com a possivel
fonte vegetal, e ainda para avaliar a influéncia da variacdo dos parametros de extracdo na
composigdo dos extratos de propolis.®® Park e colaboradores utilizaram a TLC, juntamente
com o HPLC e UV para analisar 500 amostras de propolis brasileira e dividi-la em 12 grupos
distintos.”” Sawaya e colaboradores analisaram extratos hidroalcodlicos de propolis do estado
de Sao Paulo por TLC utilizando a técnica de bioautografia ou revelando com vanilina
sulfurica. Através das placas reveladas com vanilina sulfurica os pesquisadores concluiram

que quanto maior a quantidade de etanol na composi¢do do solvente extrator, maior ¢ a



quantidade de componentes presentes no extrato.’'>> Apesar da facil execucdo e do menor
custo, a analise da propolis por TLC tem como desvantagem o fato de que a prdopolis € uma
mistura complexa, sendo que por TLC a separacdo ndo ¢ completa. A identificacdo dos
compostos depende da comparagdo dos seus fatores de retencdo com padrdes, andlise que nao
¢ conclusiva quanto a presenca de determinado composto, pois muitos compostos podem
apresentar propriedades de retencao similares.

A utiliza¢do de técnicas em conjunto ¢ bastante util em estudos de classificagdo de
origem vegetal. Muitos pesquisadores utilizam a HPTLC, GC-MS e HPLC para tragar perfis
cromatograficos entre a propolis estudada e a possivel origem vetegal *>-'=% 404

A cromatografia gasosa ja foi bastante utilizada na anélise da prépolis, sendo uma
excelente técnica para andlises dos compostos volateis da propolis. Porém tem o
inconveniente de que muitos compostos ndo sdo volateis o suficiente para serem analisados,
sendo necessario silanisar os compostos para aumentar sua volatilidade e evitar que se
degradem, o que acarreta em analises mais demoradas. Nascimento e colaboradores
encontraram um marcador quimico de facil detec¢do por cromatografia gasosa para a propolis
de Alecrim do Campo. Tal marcador ¢ o composto 3-prenilcinamato de alila, de massa molar
256.2 A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas também ¢ utilizada com
freqiiéncia, principalmente para caracterizar o perfil cromatografico da propolis de diferentes
regiGes.531:324045

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) ¢ um dos métodos cromatograficos
mais utilizados na analise de propolis, tanto para tragar o perfil cromatografico da propolis de
diferentes regides, como descrito acima, como também na identificacdo e quantificacdo de
compostos. Quando utilizado o detector UV com arranjo de foto-diodos ¢ possivel obter o
espectro UV de cada pico e, através da comparacdo de seus tempos de retencao e do perfil do
espectro UV com padrdes, pode-se identificar o tipo de flavonéide analisado. *>#0-41:#3:45:46

Souza e colaboradores utilizaram a HPLC com detector UV com arranjo de foto-
diodos na quantifica¢do do teor de 4cidos fendlicos individuais na propolis da regido sudeste
do Brasil, através de padronizacdo interna. Nas amostras analisadas o Artepilin C apresentou
os maiores niveis dentre os 4cidos fenolicos analisados.*®

A técnica foi também utilizada na quantificacdo de flavonoides totais em relagdo a

crisina, com padronizacdo externa, por Bruschi e colaboradores. Construiu-se curva de

calibracdo para a crisina e os picos identificados como flavondides (através do espectro UV)



foram quantificados com relagdo a curva de calibracao da crisina. Os pesquisadores ainda
validaram o método ao avaliar parametros analiticos como linearidade, limites de deteccao e
quantificacdo, precisdo e exatidio.”®

Junior e colaboradores utilizaram o HPLC com detector UV com arranjo de
fotodiodos, para quantificar alguns flavondides e acidos fendlicos presentes nos extratos
etanolicos da propolis da regido sudeste do Brasil, bem como, quantificar tais compostos em
extratos etanolicos de B. dracunculifolia, possivel fonte vegetal para a propolis dessa regido.
A identificacdo dos flavonoides foi feita por comparacdo dos tempos de retengdo e co-
cromatografia com padrdes auténticos. Os resultados obtidos mostram semelhangas entre os
extratos de propolis e de B. dracunculifolia, e sugerem que os principais constituintes
identificados e quantificados no trabalho podem ser usados como marcadores quimicos com o
objetivo de classificar e identificar a origem boténica da propolis.*®

Alguns acidos fenodlicos e flavonoides foram quantificados por HPLC por Funari e
colaboradores em extratos etandlicos € metanolicos de propolis e em extratos metandlicos de
B. dracunculifolia. A detec¢ao dos compostos foi feita com detector UV nos comprimentos de
onda 280 e 340nm, e os compostos identificados foram quantificados através de curvas
analiticas relacionando a area do pico com a concentragdo dos diferentes padrdes usados
como referéncia. Os cromatogramas dos extratos de propolis ndo apresentaram diferengas
significativas e o principal constituinte identificado nos extratos de propolis foi o Artepelin
2

O HPLC com detecgdo UV ¢ bastante utilizado na quantificagdo de compostos
fendlicos, em especial flavonoides, em plantas, alimentos e medicamentos.®””!

Muitas vezes € necessaria a verificagdo dos resultados obtidos por HPLC. A validacao
de um método ¢ feita devido a necessidade de se verificar a qualidade e a seguranga das
medi¢des realizadas. Agéncias credenciadoras, como a ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) ¢ o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagao e

Qualidade Industrial) disponibilizam guias para os procedimentos de validacdo de métodos

cromatograficos. A tabela 3 mostra os pardmetros indicados por tais agéncias.”

Tabela 3 — Parametros indicados pela ANVISA e INMETRO para validagao de
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métodos cromatograficos

INMETRO ANVISA



Especificidade/Seletividade Especificidade/Seletividade

Faixa de trabalho ¢ faixa linear de trabalho Intervalos da curva de calibracao
Linearidade Linearidade
Curva de calibragao
Limite de detecgdo (LD) Limite de detecgdo (LD)
Limite de quantificagdo (LQ) Limite de quantificagdo (LQ)
Sensibilidade (inclinagdo da curva) -

Exatidao e tendéncia Exatidao
Precisao Precisao

Repetitividade Repetibilidade ( precisdo intra-
Precisdo intermediaria corrida)

Reprodutibilidade Precisdo intermedidria (precisao

inter-corrida)
Reprodutibilidade (precisao inter-
laboratorial)

Robustez Robustez

Incerteza de medigao -

A seletividade,, que ¢ muitas vezes utilizada como sindnimo de especificidade, pode
ser entendida como a capacidade do método de detectar a substincia de interesse. A
seletividade visa garantir que o pico de resposta, no caso de um método cromatografico, seja
exclusivamente do composto de interesse. Se a seletividade ndo for confiavel, a exatiddo e a
precisdo estario comprometidas.”*”* A seletividade pode ser avaliada através da comparagio
da matriz isenta da substiancia de interesse, € a matriz adicionada com a substincia de
interesse. Nenhum outro composto deve eluir no tempo de retengdo da substancia a ser
analisada. Porém, ha alguns casos em que ¢ impossivel obter a matriz sem a substancia de
interesse, como ¢ o caso da propolis. Podem ser comparados entdo, o tempo de retencdo e o
espectro UV do padrio e do pico em analise.’

O intervalo da curva de calibragdo corresponde a faixa do maior ao menor nivel que
possa ser quantificado com precisdao e exatiddo. A Anvisa especifica um minimo de cinco
pontos para a curva de calibragdo.”

A linearidade do método ¢ a capacidade de o método reproduzir resultados que sejam
diretamente proporcionais a concentracao da substancia a ser analisada. O método matematico
de regressao linear pode ser utilizado para estimar os coeficientes de uma curva analitica a

partir de dados experimentais. Através da regressdo linear pode-se saber o valor do



coeficiente de correlagdo r. Tal pardmetro permite uma estimativa da qualidade da curva,
quanto mais préximo de 1 menor a incerteza. A Anvisa recomenda para métodos
cromatograficos que o coeficiente de correlacdo seja igual ou maior que 0,99 e o Inmetro um
valor acima de 0,90.72’73

O limite de detec¢do ¢ a menor quantidade da substancia de interesse que pode ser
detectada, mas nao necessariamente quantificada. Pode ser medido visualmente, pela relagdo
sinal/ruido ou por meio de parametros da curva analitica. O limite de quantificagdo ¢ a menor
quantidade do analito que pode ser quantificada, e pode ser calculado através dos mesmos
critérios utilizados para o limite de detec¢o.®*”?

A sensibilidade ¢ a capacidade do método em distinguir, com confianca, duas
concentragdes proximas. Existem dois fatores que limitam a sensibilidade, a sensibilidade de
calibracdo ¢ a sensibilidade analitica. A sensibilidade de calibragdo ¢ a inclinagao da curva de
calibragdo a uma dada concentragdo de interesse, ou seja o coeficiente angular da reta. A
sensibilidade de calibragdo falha ao ndo considerar a precisao das medidas individuais. A
sensibilidade analitica ¢ representada pela equacdo matematica

y=m/sS
onde m representa a inclinagdo da curva de calibragdo e sS ¢ o desvio-padrdo da medida a
uma dada concentragdao?. A sensibilidade analitica possui a vantagem de que ¢ independente
das unidades de medida de S, porém, ¢ frequentemente dependente da concentragdo, uma vez
que sS pode variar com a concentragio.**

A exatiddo representa o grau de concordancia entre o valor encontrado para o analito e
o valor real. Existem varios métodos para avaliar a exatidao de um método, como o uso de
materiais de referéncia certificados, comparagdo de métodos, ensaios de recuperacdo e adicao
padrio. No presente trabalho foram feitos ensaios de recuperagdo.’

A precisdo representa a dispersdo de resultados entre ensaios, € pode ser avaliada
através do desvio padrao. A precisdo pode ser dividida entre repetitividade, que ¢ a
concordancia entre os resultados de medi¢des sucessivas, efetuadas sobre as mesmas
condi¢des: mesmo procedimento, mesmo analista, mesmo instrumento utilizado, mesmo
local; a precisdo intermediaria corresponde as variagdes dentro do laboratério devido a fatos
como diferentes dias, diferentes analistas e diferentes equipamentos, ou uma mistura desses

fatores; enquanto que a reprodutibilidade diz respeito a variagdo interlaboratorial, e pode ser

obtida pela colaboragdo entre laboratérios.”



r

A robustez ¢ a capacidade do método de permanecer inalterado frente a pequenas
variagcdes nos parametros, como colunas de diferentes fabricantes, temperatura, fluxo, entre
outros.”

Ao validar um método, o pesquisador deve escolher um caminho a ser seguido, ou
seja, escolhe uma das determinagdes (Anvisa ou Inmetro).

3.3.7.3 — Espectrometria de massas e LC-MS

A espectrometria de massas ¢ bastante utilizada na andlise da propolis, pois ¢ um
método altamente sensivel e que tem sido usado como detector nas cromatografias gasosa e
liquida. Através de um espectro de massas ¢ possivel determinar a massa molecular de um
composto, bem como, obter informacdes sobre sua estrutura pela observa¢do de modos
caracteristicos de fragmentacdo. A técnica ¢ baseada na ionizacdo de moléculas do analito
pelo fornecimento de algum tipo de energia. Formas de ionizagdo muito utilizadas para a
analise de compostos organicos sdo a ionizagdo por impacto de elétrons, ionizagdo quimica e
bombardeio por atomos rapidos. Além dessas, outras técnicas mais recentemente
desenvolvidas e que expandiram as aplicagdes da espectrometria de massas sdo a ionizagao
por lazer assistida por matriz, ionizacdo por Termospray, ionizagdo quimica a pressao
atmosférica e ionizagdo por eletrospray.’* A ionizagdo por eletrospray serd mais bem
discutida, por ser a técnica de ionizagao empregada neste trabalho.

Na ionizagdo por eletrospray o analito € ionizado a pressdo atmosférica, o que aumenta
a eficiéncia da ionizacdo de 10° a 10* vezes, quando comparada a ionizagdo a pressao
reduzida.'' A amostra em solugdo passa através de um capilar metalico onde é aplicado um
alto potencial, em torno de +4000V ou -4000V, no modo de ionizagdo positivo € negativo,
respectivamente. Assim, formam-se goticulas altamente carregadas, que tem seu tamanho
reduzido devido ao géas dessolvatador, por exemplo, nitrogénio, que evapora o solvente. Com
a reducdo do tamanho e subdivisdo das goticulas, ocorre uma explosdao coulombica e os ions
formados do analito sio atraidos para dentro do espectrémetro de massas.'' A figura 5 ilustra

o funcionamento da ionizagdo por eletrospray.
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Figura 5 — Ionizacao por eletrospray

A 1ionizagao por eletrospray ¢ uma das melhores interfaces para cromatografia liquida
acoplada com espectrometria de massas (LC-MS) devido a possuir alta sensibilidade e
permitir a ionizagdo diretamente da solugdo de substancias de media a alta polaridade, o tipo
de substancias normalmente analisadas por HPLC em fase reversa. Por ser uma técnica
branda de ionizacdo, um espectro de massas obtido com ESI ¢ formado principalmente por
ions moleculares de multiplas cargas. Assim quando substincias de baixa massa molecular,
com poucos sitios acidos ou basicos, ionizam por ESI produzem geralmente espectros simples
constituidos apenas por ions moleculares monocarregados, o que permite a analise de
misturas. Nao entanto, a ESI também ¢ aplicada a andlise de macromoléculas o que conduz a
determinagdo de sua massa molecular com alta precisio e exatiddo.'""

A ionizagdo por eletrospray apresenta como desvantagem o fato de ser pouco eficiente
na ionizagdo de moléculas pouco polares, além da possibilidade de efeitos de supressdo de
matriz que dificultam a analise quantitativa de misturas. Ainda devido ao fato da ESI ser uma
técnica de ionizagao branda, com espectros contendo pouca ou nenhuma fragmentacao, perde-
se informa¢do estrutural. Essa ultima desvantagem pode ser superada através da
espectrometria de massas sequencial (MS/MS) ou espectrometria de massas com Dissociagao
Induzida por Colisdo (CID)."" Quando h4 a necessidade de maior informagdo estrutural, no
caso de compostos isolados da prépolis ¢ comum a utilizagao de técnicas espectroscopicas de
determinagio estrutural como a ressonancia magnética nuclear de 'H e "°C.

A espectrometria de massas na andlise de propolis pode ser utilizada na forma de
insercao direta, sem passar previamente por uma coluna cromatografica acoplada ao

espectrometro de massas. Como descrito no item 3.3.5, pesquisadores analisaram diretamente



amostras de propolis da Europa, América do Norte, Africa e de diversas regides do Brasil
através da espectrometria de massas com ionizagdo por eletrospray. A andlise direta com
ionizagdo por eletrospray permite a obtencdo do “fingerprint”, ou seja, um espectro de massas
formado por ions moleculares das diferentes espécies presentes na mistura e capazes de
ionizar por ESI. Esse espectro nos dé entdo o perfil da amostra a partir da observacgao de seus
principais ions marcadores. Esses pesquisadores ainda utilizaram a espectrometria de massas
seqiiencial para, através da comparagdo com padrdes, identificar compostos da préopolis
através da fragmentacdo por colisdo induzida. Nesse trabalho foram testados os modos
positivo e negativo de ionizagdo, sendo que o negativo apresentou melhores resultados. A
divisdo em grupos das amostras analisadas foi discutida no item 3.3.5."

O mesmo grupo de pesquisadores também utilizou a espectrometria de massas com
ionizagdo por eletrospray em modo negativo para comparar amostras de propolis de abelhas
Apis Mellifera de diferentes regides do Brasil com amostras de propolis das abelhas nativas,
Tetragonisca angustula (jatai). Também, com o objetivo de estabelecer a provavel fonte
vegetal para a propolis produzida pelas abelhas nativas, foram analisados diversos extratos de
plantas visitadas por essas abelhas. Os resultados obtidos permitiram aos autores concluir que
a composi¢do quimica da prépolis da Apis Mellifera é dependente da regido, enquanto que a
propolis de abelhas nativas mostra composicao quimica constante, independente da regido, e
diferente de todas as amostras de propolis de Apis Mellifera. Tal resultado sugere que as
abelhas nativas da espécie 7. angustula retiram a resina para a producdo da propolis de uma
unica fonte vegetal, sendo que, Schinus terebenthifolius, conhecida como aroeira € comum em
todo o territorio nacional, foi sugerida como fonte vegetal para a retirada da resina por essas
abelhas.”®

Volpi e Bergonzini utilizaram a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas com ionizagdo por eletrospray em modo negativo para analisar qualitativa e
quantitativamente extratos etandlicos de amostras de propolis de diferentes regides. As
amostras da Argentina, Itdlia, e Espanha apresentaram praticamente o mesmo perfil, tendo
grandes quantidades de pinocembrina (49%, 48% e 39% do total de flavondides,
respectivamente) e quantidades similares de outras classes de flavonoides. As amostras da
China, Azerbaijao e Etiopia mostraram perfis peculiares, sendo que a pinocembrina
apresentou quantidades de 63%, 46% e 62% em relagdo ao total de flavondides,

respectivamente. As amostras da China ndo apresentaram genisteina, canferol, apigenina e



crisina; as amostras de Azerbaijao ndo apresentaram genisteina, canferol, acacetina e crisina;
e as amostras da Etiopia ndo apresentaram canferol e acacetina. Com relacdo ao teor de
flavondides totais, os extratos da Argentina, Itdlia e Espanha apresentaram teores mais
elevados que as amostras de Azerbaijao, China, Etiépia e Quénia. Os pesquisadores puderam
concluir ser esse método extremamente sensivel e eficaz.”

Extratos aquosos e etanolicos de amostras da regido sudeste do Brasil foram analisadas
por LC-MS com ionizagdo quimica a pressdo atmosférica (APCI) em modo negativo por
Midorikawa e colaboradores. A APCI ¢ um modo de ionizagdo complementar a ESI, pois ¢
mais eficiente na ionizagdo de substancias de menor polaridade. Através da comparagdo com
padrdes previamente isolados, identificaram os constituintes quimicos da propolis dessa
regido. Acidos dicafeiolquinicos foram encontrados em quase todos os extratos aquosos,
enquanto diterpenos, flavonoides e compostos fenodlicos prenilados nos extratos etanolicos.”’

3.3.7.3.1 — Espectrometria de massas na analise de flavonoides

Os flavonoides sao importantes compostos presentes na propolis. Tais compostos t€m
sido bastante analisados através da espectrometria de massas. As técnicas de ionizagdo
modernas sdo geralmente utilizadas, sendo a ionizagdo por eletrospray e a ionizagdo quimica a
pressdo atmosférica as mais indicadas por varios autores, com a vantagem de que tais técnicas
sdo especialmente apropriadas na combinacdo com a espectrometria de massas seqiiencial,
onde a fragmentacdo ocorre por colisdo induzida. O sistema de elui¢do geralmente constitui
uma solu¢do aquosa acidificada e acetonitrila ou metanol. A acidificagdo € necessaria para
obter melhores retengdes e separacdes em colunas de fase reversa, como C8 e C18, colunas
que sdo quase que exclusivamente empregadas nas analises por LC-MS. O modo de ionizagao
pode ser positivo ou negativo, sendo que o negativo confere uma maior sensibilidade.”

No modo positivo, a fragmentacdo dos flavondides geralmente esta relacionada com a
clivagem de uma ligagdo C-C do anel C. A fragmentagdo de flavonoides agliconas pode ser
designada conforme a nomenclatura proposta por Ma et.al., onde a representacao VA" e BT
se refere a fragmentos intactos do anel A e B, respectivamente, e os sobrescritos i e j indicam
qual ligagdo do anel C foi quebrada. A figura 6 apresenta um exemplo de clivagem no anel C
de um flavondide, sendo que os numeros indicados representam qual ligagio C-C foi
quebrada.”

A maioria das rotas de fragmentagdo que resultam nos ions do anel A e B corresponde

a quebra de uma ligagdo C-C do anel C nas posi¢des 1/3, 0/2, 0/3, 0/4, ou 2/4. O caminho da



fragmentacdo depende dos tipos de substituigdo e do tipo de flavondide analisado, por
exemplo, ?A", A" -CO, A" +2H e '"B" -2H sdo exemplos de ions observados em

. 13+ 0d4nt | 045+ ~ 75
flavondis, enquanto que "B, "'B" e “'B" -H,O sdo encontrados em flavonas.
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Figura 6 — Exemplo de clivagem das ligagcdes 1 e 3 do anel C de um flavonoide

Os ions formados contendo os anéis A e B podem perder pequenas moléculas, por
exemplo, perda de 18u (H,O), 28u (CO), 42u (C,H,0O). Essas perdas sdao uteis para se
identificar a presenca de alguns grupos funcionais especificos, como por exemplo, a metoxila
pode ser facilmente identificada pela perda de massa de 15u (CHs) do fon precursor.”

A andlise de flavondides por espectrometria de massas no modo negativo ¢
considerada mais dificil de interpretar que no modo positivo. Geralmente sdo necessarias
maiores energias de colisdo para o modo negativo do que para o modo positivo, por isso, a
analise do espectro no modo positivo, pode muitas vezes auxiliar para maior informagao
estrutural. O modo negativo é, porém, mais sensivel para a analise de flavonodides. A clivagem
do anel C, gerando os ions YA~ e WB, fornece informacdes do tipo ¢ do nimero de
substituintes nos anéis A e B. O grau de hidroxilagdo no anel B tem influéncia na
fragmentacdo. Perdas de pequenas moléculas neutras, como CO (-28u), CO; (-34u), C,H,O (-

42u) podem ser observadas.”

4 - MATERIAIS E METODOS



4.1 — Local do experimento

O trabalho experimental foi realizado no Laboratorio de Cromatografia e Produtos
Naturais (CRONAT) localizado no CIMPE, Campus CEDETEG, da UNICENTRO. As
analises por Espectroscopia de Absor¢dao Atomica foram executadas no Laboratorio do Grupo
de Analises de Tragos e Instrumentagdo (LABGATI) da UNICENTRO. As andlises por
Espectrometria de Massas foram realizadas no Laboratério Thomson de Espectrometria de
Massas da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP, Campinas-SP. As andlises por
RMN deram-se no Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal
de Sao Carlos — UFSCar, Sao Carlos-SP. Os testes de atividade citotoxica foram realizados no
Laboratério de Oncologia Experimental da Universidade Federal do Ceara — UFC, Fortaleza,

CE.

4.2 — Material Experimental

4.2.1 — Amostras de propolis

As amostras de propolis foram provenientes da empresa Campolin e Schimidt LTDA
da cidade de Prudentdpolis, regido sudeste do Parana, através de um convénio estabelecido
entre a empresa e o grupo de pesquisa em Quimica Organica e Tecnologia do Departamento
de Quimica (DEQ) da UNICENTRO.

4.2.2 — Solventes e reagentes

Os solventes organicos utilizados na obten¢ao do extrato oleoso da préopolis (EOP),
para a quantifica¢do de metais por Espectroscopia de absor¢do atdmica modo chama (FAAS),
para as cromatografias em coluna (CLC) e por cromatografia em camada delgada (TLC)
foram todos grau PA. Os solventes organicos utilizados para cromatografia por HPLC foram
grau HPLC, previamente filtrados por membrana de Poliamida (Sartorius, Goettingen,

Germany) e desgaseificados por filtragdo a vacuo em banho ultrason Unique. A 4gua utilizada



nas medidas por FAAS e por HPLC foi ultrapura obtida pelos sistemas Human UP 900 ou
PKA Genpure, disponiveis nos respectivos laboratorios.

Os padroes utilizados na analise quantitativa foram quercetina dihidratada 98% HPLC
(Sigma) e dihidrocanferida obtida por isolamento prévio.

Para o preparo do extrato oleoso da propolis utilizou-se 6leo de Canola obtido
comercialmente.

4.2.3 — Analise por Espectroscopia de Absor¢ao Atémica

Na determina¢do de metais utilizou-se um espectrometro de absor¢ao atdmica Varian
AA-220, equipado com lampada de deutério como corretor de fundo. Solugdes estoque de
todas as espécies avaliadas foram preparadas com concentra¢des 1000 mgL™ (SpecSol, NIST-
USA).

4.2.4 — Cromatografia em Camada Delgada (TLC)

As placas utilizadas para cromatografia em camada delgada foram as de silica-gel
(Macherey-Nagel) com indicador fluorescente, e os reveladores foram luz UV;s4 nm e solugao
de cloreto férrico 5% m/v em metanol. Como fase movel utilizaram-se os solventes de grau

P.A.: Cloroférmio, Acetona, Acido Acético 18:4:1v/v.

4.2.5 — Cromatografia Liquida em Coluna

A fase estacionaria empregada foi Sephadex LH-20, Amersham Biosciences e a fase
movel metanol PA previamente filtrado por membrana de Poliamida.

4.2.6 — Analises quantitativas e preparativas por HPLC

Utilizou-se um sistema HPLC Waters 600 equipado com Bomba reciproca de dois
pistdes e sistema de gradiente com 4 valvulas proporcionais que misturam até quatro eluentes
a baixa pressdo. Em linha o sistema possui moédulo de desgaseificagdo com quatro canais
simultdneos. Para monitorar os cromatogramas utilizou-se Detector por arranjo de diodos
(PDA) Waters 2696 com lampada de deutério e faixa de operagdo de 190 a 800nm. Para o
gerenciamento, controle de modulos do HPLC, aquisicdo e processamento de dados,
encontra-se acoplado ao sistema um microcomputador IBM Pentium IV com o software
EMPOWER 2 (Waters Corporation).

4.2.7 — Analise por Espectrometria de Massas

Foi utilizado para a analise por Cromatografia liquida acoplada com espectrometria de



massas (LC-MS), o sistema HPLC Waters Alliance 2695, com coluna uBondapak C-18
analitica (Waters, 3,9x300mm, 10um), acoplado a um espectrometro de massas Q-Trap da
Applied Biosystems. Os espectros de massas de alta resolucdo foram obtidos utilizando-se
Espectrometro de massas hibrido Q-TOF (Micromass/Waters) com um quadrupolo e um
analisador de massas por tempo de véo (TOF) com alta resolucdo. Para a obtencdo dos
espectros de massas sequencial (LC-MS/MS) foi utilizado um sistema HPLC Agillent série
1100 com coluna pBondapak C-18 analitica (Waters, 3,9x300mm, 10pm), acoplado a um
espectrometro de massas API 5000 da Applied Biosystems com triplo quadrupolo. A
ionizagdo nos trés equipamentos descritos foi por eletrospray, nos modos negativo ou
positivo, seguido de fragmentacao por colisao induzida (somente para experimentos MS/MS).

4.2.8 — Analise por Ressonancia Magnética Nuclear - RMN

Os espectros de RMN de 'H e "’C foram obtidos em um equipamento de 9,4 Tesla
(Modelo DRX400) operando a 400,23 MHz para freqiiéncia do hidrogénio ¢ 100,23 MHz
para freqiiéncia do carbono 13. Empregaram-se sondas de Smm de diametro interno tanto no
modo de detec¢do direta como inverso. Utilizou-se Tetrametil-silano (TMS) como referéncia
interna e a temperatura de 298K foi mantida constante durante todo o experimento. Utilizou-
se uma janela espectral de 5081,3 e 23980,8 Hz (SHW), tempo de espera apds cada aquisi¢ao
de 1,79 e 0,1 segundos (d1), para hidrogénio e carbono 13, respectivamente. O niimero de
pontos utilizados no FID foi de 64k (TD). Os espectros foram processados usando zero-filling

e a funcdo exponencial com 1b=0,3 e 3,0 para hidrogénio e carbono 13, respectivamente.

4.3 — Métodos

4.3.1 — Preparacio do extrato oleoso de propolis (EOP)

Aproximadamente 50g de propolis in natura triturada foram maceradas em 500mL de
6leo de canola, por 24h, com agitacdo mecanica, a temperatura ambiente. Apds o tempo de
extracdo filtrou-se a vacuo, com papel de filtro quantitativo. O filtrado foi entdo particionado
em metanol/agua 80:20 v/v. A fase metandlica foi seca em rotoevaporador Fisatom a pressao
reduzida e temperaturas inferiores a 60° C, obtendo-se 4,532g do EOP-1.

Para a quantificagdo de metais preparou-se novo extrato oleoso de propolis sem fazer
uso de materiais metalicos que poderiam interferir no resultado das andlises.
Aproximadamente 50g de propolis foram divididos em dois erlenmayers com 200mL de 6leo

de canola em cada um. A extragdo foi realizada em shaker (Tecnal-TE-420) a 140rpm e



temperatura ambiente por 20 dias, conforme descrito por Buriol (2008).° Apds esse periodo,

procedeu-se como descrito anteriormente, obtendo-se 1,428g do EOP-2 (figura 7).

50g prépolis bruta

500mL éleo de canola *agitacdo:

EOP 1 — agitacdo mecanica

Agitacdo*

Filtracdo a vacuo

por 24 horas

Residuo Filtrado

Particdo Metanol/agua
80:20v/v

Fase oleosa Fase

metandlica

Evaporacao

Extrato Oleoso de Prépolis

Figura 7 — Obtencao do extrato oleoso seco de propolis

4.3.2 — Determinacao de metais por Espectroscopia de Absor¢ao Atémica

Foram quantificados os metais Ca, Al, Mg, K, Fe, Zn, Cu, Cd, Cr e Pb na propolis
bruta ¢ no EOP através da espectroscopia de absorcdo atdmica modo chama (FAAS).
Amostras em duplicata de 5g de propolis bruta triturada foi calcinada em bico de bunsem; em
seguida levada a mufla por 4h a 400°C. As cinzas foram entdo dissolvidas em &cido nitrico
20% v/v em placa quente. Como ainda restaram alguns residuos carbonaceos, a solucdo
resultante foi filtrada em papel de filtro quantitativo. O filtrado foi transferido para baldo
volumétrico de S0mL cujo volume foi ajustado com agua deionisada.

Para quantificacdo dos metais no EOP, amostras em triplicata (massas: 0,0499g,
0,0520g e 0,0535g) foram dissolvidas em etanol, transferidas para baldo volumétrico de 25mL
e o volume ajustado com etanol 95%. Todas as vidrarias utilizadas foram estocadas em banho
de acido nitrico 10% v/v por uma noite e apds lavadas com agua deionisada. Operou-se o

equipamento com chama ar/acetileno para os metais Mg, K, Fe, Zn, Cu, Cd, Cr, Pb e com



acetileno/o6xido nitroso para Ca e Al. A determinagdo foi realizada no modo absor¢do para
todos os metais, exceto para o K que foi detectado no modo emissdo. Para cada espécie
analisada, construiram-se curvas analiticas conforme faixa de linearidade de cada metal em
agua, para a andlise da propolis bruta, e em etanol 95% para andlise dos extratos. O
procedimento da preparacdo da amostra de propolis bruta e do EOP para andlise por FAAS ¢

mostrado na figura 8.

5g propolis in natura

Incineragdo bico de bunsem
I
Mufla por 4h (4002C) EOP
|
Dissolucdo em HNO; 20%

Dissolugao etanol 95%

| Baldo 25mL

Baldo 50mL (agua)

Absorc¢do atémica

Figura 8 — Preparacdo das amostras para analise quantitativa de metais por FAAS.

4.3.3 — Cromatografia Liquida Classica

Aproximadamente 0,2g de EOP foi dissolvido em metanol e aplicado em coluna de
80cm de comprimento e 3cm de largura contendo a fase estacionaria Sephadex LH-20. A
cromatografia realizou-se com eluicdo isocratica de metanol como fase mével. Coletaram-se
aproximadamente 80 fracdes, de volume aproximado 8mL. As fragdes foram monitoradas por
TLC e em seguida reunidas em 6 fra¢des, de acordo com seu padrao cromatografico: OLSx1,

OLSx2, OLSx3, OLSx4, OLSx5 e OLSx6 conforme mostrado na figura 9.

EOP ~ 160mg

Sephadex

<«— Metanol

80 fragGes: monitoradas

por TLC




OLSx1 OLSx2 OLSx3 OLSx4 OLSx5 OLSx6

Figura 9 — Fracionamento do extrato oleoso de propolis

4.3.4 — Analises por espectrometria de massas

Uma aliquota de cada fragdo proveniente da cromatografia em Sephadex foi analisada
por insercdo direta no espectrometro de massas Q-Trap. A ionizagdo das moléculas realizou-
se por eletrospray em modo negativo ESI(-). A voltagem do capilar foi ajustada para -3000V
e a do cone 50V com temperatura de desolvatacao 100°C.

As amostras OLSx3, OLSx4, OLSx5 e OLSx6, por serem menos complexas, foram
analisadas por LC-MS. Foi utilizado sistema HPLC com coluna pBondapak C18 analitica
(Waters, 3,9x300mm, 10pum) e como detector o espectrometro de massas Q-Trap com
ionizagdo por eletrospray em modo negativo. A voltagem do capilar foi ajustada a -4500V e a
do cone 50V, a temperatura de dessolvatagdo foi 300°C. Como fase modvel utilizou-se
acetonitrila (solvente A) e 4gua/acido formico 1% (solvente B). Fez-se gradiente linear de 30
a 100% de A em 30 minutos e fluxo de 1mL/min.

Com o objetivo de confirmar os ions identificados por LC-MS realizaram-se anélises
por LC-MS/MS. Utilizou-se o sistema HPLC Agillent com coluna uBondapak C18 analitica
(Waters, 3,9x300mm, 10um) e como detector o espectrometro de massas API-5000 triplo
quadrupolo com ionizagdo por eletrospray em modo negativo. A fase mével foi Metanol/acido
formico 0,1% (solvente A) e dgua/acido formico 0,1% (solvente B). O gradiente linear foi de
50 a 100% de A em 30 minutos com fluxo de ImL/min. A voltagem do capilar foi ajustada
para -4500V e do cone 80V. A temperatura de dessolvatacdo foi de 500°C e o gas de colisdo o
nitrogénio.

Para obtencdo dos espectros de massas de alta resolugdo foi utilizado Espectrometro
de massas hibrido Q-TOF. A voltagem do capilar foi ajustada para £3000V e a do cone + 40V
para trabalhar no modo de ionizagdo negativo ou positivo. A temperatura de desolvatacao foi
de 100°C, sendo nitrogénio o gas desolvatador e o argdnio o gas de colisdo.

4.3.5 — Fracionamento e analise qualitativa por HPLC



Cada uma das seis fragdes provenientes da Sephadex foi analisada por HPLC com
detector PDA (270 ou 292nm). Utilizou-se coluna pBondapak C-18 analitica (Waters,
3,9x300mm, 10pm) mantida a 30°C + 1°C. A fase movel constituiu-se de Acetonitrila
(solvente A) e dgua/acido acético 1% (solvente B). Fez-se gradiente linear de 30 a 100% de A
em 30 min, com fluxo de 1mL/min.

A partir das analises por LC-MS, do perfil de cada cromatograma obtido por HPLC
com detecgao UV e tendo em conta as massas obtidas de cada fragdo, escolheu-se a fragao
OLSx4 para fracionar, isolar e identificar compostos por HPLC com detector PDA (244 e
290nm). Utilizou-se pré-coluna pBondapak C18 (Waters 2PK, 3,9 x 20mm, 10um) e coluna
C-18 semi-preparativa (Phenomenex, 10 x 250mm, 10um). A fase movel foi acetonitrila
(solvente A) e agua/acido acético 1% (solvente B). A elui¢do se deu por gradiente linear de 30
a 100% de A até 30 minutos com fluxo de 2mL/min.

A fragdo OLSx4 gerou 6 novas fracoes: C18-F1, C18-F2, C18-F3, C18-F4, C18-F5 ¢
C18-F6, que foram secas em rotoevaporador Fisatom com temperatura inferior a 60°C. O

fluxograma da figura 10 mostra o fracionamento realizado com a fragdo OLSx4.

OLSx4
Fase movel: Acetonitrila (solvente
A), Agua/acido acético (solvente
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Gradiente: 30 a 100% de A em
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l l

MS e RMN MS




Figura 10 — Fracionamento por HPLC da fragao OLSx4

Ao evaporar-se 0 solvente organico da fracdo C18-F2 e permanecendo em baixas
temperaturas houve precipitacdo de um composto cristalino. O mesmo foi filtrado e os cristais
analisados por espectrometria de massas de alta resolugdo, MS/MS e por espectroscopia de
ressondncia magnética Nuclear de 'H e "°C para identificacio estrutural. A fracdo C18-F4,
ainda impura, continha um composto majoritario e foi analisada por espectrometria de massas
MS/MS.

Todas as fragdes obtidas foram analisadas por HPLC com coluna pBondapak C-18
analitica (Waters, 3,9x300mm, 10um) e deteccao UV (292nm), e as fragdes C18-F1, C18-F3,
C18-F5 e C18-F6 foram também analisadas por LC-MS/MS, com a finalidade de identificar
alguns de seus constituintes.

O composto puro obtido da fragdo C18-F2 foi utilizado como padrio para as analises
quantitativas descritas a seguir.

4.3.6 - Quantificacio por HPLC da dihidrocanferida e de flavonoides totais em
relacao a dihidrocanferida no EOP

As andlises de quantificacdo no extrato oleoso de propolis foram realizadas por HPLC
com deteccao a 292nm ou por varredura do espectro UV de 210 a 400nm. Utilizou-se coluna
puBondapak C-18 (Waters 3,9x300mm, 10um) mantida a uma temperatura de 30°C +1°C. A
fase movel foi acetonitrila (solvente A) e agua/acido acético 1% (solvente B). A elui¢do
procedeu com gradiente linear de 30% a 100% de A, em 30 minutos, com fluxo de 1ml/min.
As amostras foram injetadas usando um loop de 20uL.

4.3.6.1 - Quantificacao da dihidrocanferida no EOP

A dihidrocanferida obtida foi utilizada como padrdo para a andlise quantitativa. A
mesma foi diluida em metanol e a solugdo filtrada em membrana PTFE 0,45um (Millipore). O
detector PDA foi operado no modo 3D para obtencao do espectro UV da dihidrocanferida na
faixa de 210 a 400nm.

Construiu-se curva analitica para a dihidrocanferida a partir de uma solugdo estoque de
660ppm em 6 niveis de concentragdes (2 a 70ppm) e monitorando a 292nm. Apoés injetou-se o
EOP em triplicata. A concentragdao de dihidrocanferida no extrato foi calculada com base na

curva analitica através do software Empower 2.



4.3.6.2 - Quantificacdo de flavonoides totais em relacdo a dihidrocanferida no
EOP

A solugdo do EOP foi analisada no sistema HPLC com detec¢dao por varredura do
espectro UV de 210 a 400nm. Extraiu-se o espectro UV de cada pico para identificar quais se
caracterizavam como flavonodides. Injetou-se EOP em triplicada e somaram-se as areas dos
picos identificados como flavonédides. Com o dado da area total calculou-se a concentragao de
flavonodides totais com relagdo a curva analitica da dihidrocanferida através do software
Empower 2.

4.3.6.3 — Avaliacao do método

Com o objetivo de garantir confianga aos resultados obtidos cumpriram-se algumas
etapas de avaliagdo do método. O método foi avaliado quanto a seletividade, linearidade,
exatiddo, limite de deteccdo, sensibilidade, limite de quantificagdo e precisdo intra-ensaio,
seguindo-se recomendagdes e metodologia descrita por Ribani.””

Seletividade — Para avaliar a seletividade comparou-se o tempo de retencdo e o
espectro UV do pico da dihidrocanferida no extrato oleoso de propolis com o tempo de
retencdo e espectro UV do padrdo da dihidrocanferida. Verificou-se, ainda, que nas condi¢des
especificadas para a quantificagdo nenhum pico foi observado co-eluindo ou muito préximo
ao pico da dihidrocanferida no EOP.

Linearidade — A linearidade foi avaliada quanto ao coeficiente de correlagdo obtido
para a curva analitica da dihidrocanferida na faixa de concentragdo de 2 a 70ppm.

Exatiddo — Para avaliar a exatiddo do método fizeram-se ensaios de recuperagdo para
um flavondide que ndo estava presente no extrato oleoso de propolis, no caso a quercetina.
Construiu-se uma curva analitica com concentragdes entre 20 e 250ppm para a quercetina,
monitorando em 372nm. Apds, prepararam-se solugcdes de quercetina em 3 niveis de
concentragdo: proximo ao limite de quantificagdo, préximo ao limite superior da curva e outra
concentragdo intermediaria. Para cada nivel de concentracao foi feita triplicata. Adicionou-se
quantidade conhecida e igual de EOP nas 3 solucdes utilizadas para a recuperagdo. A
recuperagdo foi calculada através da equagdo 1, e o coeficiente de variagdo em porcentagem
foi calculado conforme equagdo 2, onde s é o desvio das recuperagdes ¢ M a média das
recuperagoes:

- valorobtido 00
valorreal (1)



S
CV% :HIOO (2)

Limite de deteccao — O limite de detecgao foi calculado por meio da equacdo da reta
da curva analitica da dihidrocanferida através da equagdo 3, onde s ¢ o desvio do coeficiente

linear da equacdo e S ¢ a inclinacdo da curva analitica.

=35
LD=3. 5 (3)

Limite de quantificagdo — Assim como o limite de detec¢do, o limite de quantificacao
foi calculado por meio de pardmetros da equagdo da curva analitica pela equacdo 4, onde s e S

sd0 o desvio do coeficiente linear da equagdo e a inclinagdo, respectivamente.

_ Ky
LO=10.¢ (4

Precisdo — A precisdo foi avaliada através do desvio, conforme equagdo 5, da
concentragdo encontrada para a dihidrocanferida no EOP, onde xi ¢ o valor encontrado para a
concentracdo em cada inje¢do, x € o valor médio da concentracdo ¢ N ¢ o numero de

injegdes, ” todas feitas em triplicata.

d= (5)
Sensibilidade de calibracdo — A sensibilidade do método foi avaliada pela inclinagao

. . : 72
da curva analitica, ou seja, pelo coeficiente angular.

4.3.7 — Avaliacao da citotoxicidade in vitro da dihidrocanferida

A avaliagdo da atividade citotoxica in vitro da dihidrocanferida foi conduzida pela
Profa. Dra. Claudia Pessoa do Laboratoério de Oncologia Experimental da Universidade
Federal do Cear4. A avaliagdo baseou-se no método do MTT,” que analisa a viabilidade ¢ o
estado metabolico da célula, baseado na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-
brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais
presentes somente nas células metabolicamente ativas.

A dihidrocanferida foi analisada frente a trés linhagens de células tumorais humanas:
HL-60 (leucemia humano), HCT-8 (célon-humano) e SF-295 (glioblastoma — humano), que
foram mantidas em meio de cultura RPMI 1640, suplementados com 10% de soro fetal

bovino e 1% de antibidticos, a 37°C e atmosfera contendo 5% de CO,. As linhagens foram



cedidas pelo National Cancer Institute, USA. A amostra foi diluida em DMSO puro estéril e a

amostra foi testada na concentracao unica de Spg/mL. Como controle positivo utilizou-se o

quimioterépico doxorubicina.

5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Determinacio de metais por espectroscopia de absorcao atémica na prépolis bruta

A determinacdo de metais através da espectroscopia de absor¢do atdmica em chama

mostrou que a propolis bruta apresenta teores elevados de Mg, K, Ca e Al. A auséncia de

metais toxicos como o Pb e Cr ¢ bastante positiva e indica que na préopolis analisada ndo ha

contaminag¢do por tais metais. Os resultados estdo expressos na tabela 4.

Tabela 4 — Concentra¢des de metais na propolis bruta e no EOP

Metal Propolis Bruta | Prépolis bruta | EOP (mg/g de | EOP (mg/L) LD (mg/L)
mg/g de propolis mg/L EOP
(mg/g de propolis) (mg/L) ) Varian 60 Bio
Chumbo <LD <LD <LD <LD 0,1
Cromio <LD <LD <LD <LD 0,06
Cadmio <LD <LD <LD <LD 0,02
Cobre 0,005 + 0,001 0,54 £ 0,02 0,003 + 0,001 | 0,006 + 0,002 0,03
Zinco 0,025 + 0,001 2,53 £0,04 0,008 +£0,003 | 0,017+ 0,005 0,01
Ferro 0,057 £ 0,001 5,77 £ 0,08 <LD <LD 0,06
Potéssio 0,138 + 0,005 13,89 +£ 0,01 0,070 +0,030 | 0,14+0,010 0,03
Magnésio 0,663 + 0,004 66,47 + 0,74 0,015 + 0,004 0,03 £ 0,01 0,003
Célcio 2,68 £ 0,020 269,0 + 8,20 0,004 +£ 0,001 | 0,008 +0,003 0,01




| Aluminio | 0,114+£0,006 | 11,43+084 | 3,550+1.220 | 7.1+£065 | 0,3

<LD: Menor que limite de detecgado

A avalia¢do na propolis bruta e no extrato oleoso de propolis visou verificar se os
metais presentes na propolis bruta também estavam presentes no extrato, pois o EOP
subministrado na forma encapsulada poderia ser uma fonte importante de minerais essenciais
e ndo essenciais. Por exemplo, os minerais K e Mg estdo presentes em ambos, embora em
quantidade menor no extrato, apesar desse ter sido preparado a partir de 50g de propolis bruta,
ou seja, quantidade 25 vezes maior que a empregada para quantificar os metais na propolis in
natura. Alguns metais presentes em pequena quantidade na propolis bruta estdo presentes em
quantidade ainda menor ou ausentes no EOP, como ¢ o caso do Fe, Cu, Ca e Zn. Isto ratifica
que o 6leo vegetal utilizado na extracdo da propolis ndo ¢ um bom solvente para as
substancias minerais da propolis. O Al ¢ exce¢do, sendo que praticamente todo o aluminio
presente na propolis bruta também estd presente no extrato, possivelmente devido a sua
complexagdo com os compostos fendlicos da propolis.

Outro fato a ser analisado € a auséncia de metais toxicos chumbo e cromio tanto na
propolis bruta como no extrato. Caso fosse observada a presenga dos mesmos na propolis
bruta esses metais poderiam ser oriundos da poluicdo ambiental, uma vez que, as abelhas e
seus produtos apicolas tém sido apontados como bio-indicadores de poluicdo ambiental. A
contaminagdo por metais pesados também ¢ causada por um manejo inadequado da propolis
por parte dos apicultores. Ja a presenca de tais metais no extrato, mesmo estes estando
ausentes na propolis bruta, poderia indicar que houve contaminagdo em alguma etapa da
extragdo e/ou analise™*>*. O cadmio esta presente em pequena quantidade na propolis bruta
e ausente no extrato oleoso de propolis. Nao ha legislagdo vigente para o limite maximo

permitido de metais pesados na prépolis.

5.2 — Cromatografia liquida Classica do EOP

O fracionamento do EOP realizado através da cromatografia liquida classica com fase
estacionaria Sephadex LH-20 originou seis fragdes mais simples e ricas em compostos
fendlicos, uma vez que absorveram luz UV e revelaram com cloreto férrico, que ¢ um
reagente utilizado para revelar compostos fenolicos. Essas fragdes foram analisadas por

espectrometria de massas com ionizagao por electrospray. A figura 11 mostra a placa de TLC



com as seis fragdes provenientes da cromatografia em Sephadex revelada com cloreto férrico

e luz UV-254nm.

a) b)

Figura 11 — TLC das fra¢Ges provenientes da cromatografia em Sephadex LH-20: a)

revelada com cloreto férrico e b) revelada com luz UV 254nm

5.3 — Analise das fracées OLSx1 a OLSx6 por HPLC com detec¢iao UV

As fracdes provenientes da cromatografia em Sephadex, e o EOP sem fracionamento
prévio, foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando o sistema
HPLC Waters 600 com detector PDA e coluna C-18 analitica, conforme descrito no item
4.3.5, de modo a comparar os cromatogramas obtidos das seis fragcdes e o cromatograma do
EOP. Para cada amostra obtiveram-se seus espectros UV-Vis em Espectrofotometro UV
Varian Cary 50Bio para selecionar os maximos de absorcdo de cada fragdo e assim escolher o
comprimento de onda apropriado para sua deteccdo. O extrato foi monitorado utilizando os
comprimentos de onda A 270 e 292 nm (figura 12). As fragdes OLSx1 a OLSx4 foram
detectadas utilizando o comprimento de onda A 292nm, enquanto que as fragdes OLSx5 e

OLSx6 no A 270nm, por serem melhor detectadas nesse comprimento de onda.
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Figura 12: EOP com detec¢ao UV: a) 270nm e b) 292nm

Observando os cromatogramas da figura 12 percebe-se que nessas condigdes 0s picos
majoritarios estdo relativamente bem resolvidos. A mudanca do comprimento de onda alterou
apenas as absorbancias relativas de alguns picos, principalmente os com tempo de retengao
em aproximadamente 15 e 22 minutos. Comparando os tg dos picos da figura 12 com os
cromatogramas de cada fracdo proveniente da cromatografia em Sephadex LH-20 (figura 13),
pode-se identificar em quais fragdes os principais picos do EOP estavam presentes: pico em 5
minutos: OLSx2, OLSx3 e OLSx4; pico em 11 minutos: OLSx4 e¢ OLSxS; pico em 13
minutos: OLSx2 e OLSx3; pico em 15 minutos: OLSx1, OLSx2, OLSx3, OLSx4 ¢ OLSx5;
pico em 20 minutos; OLSx1, OLSx2 e OLSx3; pico em 22 minutos: OLSx1, OLSx2 e
OLSx3. Esta relacdo apenas indica em quais fragdes tais picos sdo encontrados, sem
mencionar em qual fracdo se encontram em maior quantidade. Alguns desses picos puderam
ser identificados quando comparados com a andlise por LC-MS, conforme descrito no item

5.4.
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Figura 13 — Cromatogramas das fracdes OLSx1 a OLSx6 obtidos com coluna analitica C-18

O cromatograma da fragdo OLSx1 ¢ complexo apresentando muitos picos que nao
estdo bem resolvidos nas condi¢des analisadas. E interessante também observar que nessa
fracdo estdo presentes picos que sao minoritarios no EOP como o pico em aproximadamente
17 minutos. A fragdo OLSx1 ainda apresenta os picos em 20 e em 22 minutos, sendo o
primeiro majoritario no extrato.

O cromatograma da fracdo OLSx2 apresenta um perfil bastante parecido com o
cromatograma do EOP, porém mais simples. Nessa fracao estd presente o pico majoritario do
EOP com tempo de retengdo em 20 minutos, em maior quantidade que na fragdo OLSx1, bem
resolvido e separado dos demais picos. Ainda nessa fragdo estdo presentes os picos com 0s
tempos de retencao 5, 13, 15 e 22 minutos.

O cromatograma da fragdo OLSx3 ¢ mais simples que o das fragdes anteriores, tendo
dois picos majoritarios. O cromatograma da fragdo OLSx4 ¢ o mais simples de todas as
fracdes, conforme mostrado na figura 11, tendo o pico em 11 minutos como majoritario.

Analisando o cromatograma da fragdo OLSx5 percebe-se que apesar de esta ndo ser

uma fragao muito complexa, apresenta um pico alargado que pode se originar pela co-elui¢ao



de varios compostos, ou ainda, um Unico composto que apresenta uma interacao forte com os
grupos silanois residuais presentes na fase estacionaria C18, resultando entdo em um pico
com assimetria (cauda).

Por ultimo, o cromatograma da fragdo OLSx6 monitorado a 270nm mostrou a
presenga de um composto majoritario. Tanto a fracio OLSx5 como a OLSx6 sdo mais
soluveis em acetonitrila do que em metanol e sdo melhores detectadas no comprimento de
onda 270nm. As fragdes em que os picos estdo mais resolvidos sdo a OLSx4 e OLSx6.

Com base na analise dos cromatogramas obtidos (figura 11) das fragcdes e tendo em
conta as massas relativas de cada fragdo, escolheu-se a fragdo OLSx4 para fracionar, isolar e
identificar compostos por HPLC e técnicas espectroscopicas. A purificagdo dessa fragao por
HPLC em coluna de C18 semipreparativa gerou 6 novas fragcdes que foram devidamente

coletadas e secas.

5.4 - Analise das fragdes OLSx1 a OLSx6 por espectrometria de massas

Obteve-se o espectro fingerprint de cada fracdo proveniente da cromatografia em
Sephadex através da inser¢do direta no espectrometro de massas. O modo de ionizagdo
utilizado foi a ionizagdo por eletrospray no qual as moléculas sdo ionizadas, porém nao
fragmentadas, sendo assim cada ion de m/z representa uma molécula desprotonada [M-H] ou
protonada [M+H]". O espectro de massas fingerprint proporciona uma analise prévia da
complexidade da amostra tragando o perfil da mesma com os principais ions marcadores.

Em trabalho anterior, realizado no nosso grupo de pesquisa, foi analisado o espectro
fingerprint de extratos etanolicos e oleoso de propolis da regido de Prudentdpolis. Neste
estudo identificou-se que os principais ions marcadores dessa propolis coincidiam com os
ions marcadores do grupo B2, fato ratificado neste trabalho, pela analise dos espectros

fingerprint das fragdes do EOP (Figura 14), preparado a partir de outra amostra de préopolis da

regido.”*
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Figura 14 — ESI(-)-MS de fragdes provenientes da cromatografia em Sephadex

Intensity, cps'

Embora as duas primeiras fragdes possuam as maiores massas recuperadas da
Sephadex, fica visivel, pelo espectro fingerprint, a complexidade de tais fracdes. A fragdo
OLSx1 possui muitos ions de alta ¢ média intensidade, como m/z: 387, 311, 341 e 275,
enquanto que a fragdo OLSx2 apresenta dois ions de maior intensidade m/z: 315 e 299, e
outros de media intensidade m/z: 265, 325, 293 e 377. As demais fracdes apresentaram um
ion majoritario acompanhado de numerosos ions de média a baixa intensidade. Essas fracdes
apresentaram ions marcadores diferentes, comprovando a boa separagdo obtida através da
cromatografia em Sephadex. A fragdo OLSx3 apresenta como ions m/z principais: 247, 231,
301 e 393. A fragdo OLSx4 tem como ions principais m/z: 301, 245, 393 e 287. As fracdes
OLSx5 e OLSx6 tem como ion principal m/z 299, sendo que o aparelho utilizado ndo tem
resolugdo necessaria para diferenciar tais ions, podendo ser este ion originado de mais de um
composto. A fracdo OLSx5 ainda apresenta outros ions importantes m/z 329, 284 e 387,
enquanto que a OLSx6 apresenta os ions m/z 249, 285, 311 e 387. Como se utilizou a

inser¢ao direta da mistura no espectrdmetro de massas deve-se considerar que pode haver o



efeito de supressdo de matriz, ou seja, algumas substancias ionizam-se mais facilmente e
acabam dificultando a ioniza¢dao de outras, ndo menos importantes para a caracterizagao da
amostra.

Com o intuito de identificar os ions observados, as fragdes OLSx3 a OLSx6 foram
analisadas por LC-MS e LC-MS/MS. Através da comparagdo com padrdes, da observacao da
m/z de cada ion e do seu tempo de retengdo (tr), nas condigdes em que se deu a analise,
podemos sugerir a presenga dos seguintes compostos fendlicos: m/z 247: acido 3,4-dihidroxi-
5-prenil-cindmico (OLSx3); m/z 301: Dihidrocanferida (OLSx3, OLSx4); m/z 231: acido 3-
prenil-4-hidroxicinamico (OLSx3); m/z 447: acido (E)-3-{4-hidroxi-3-[(E)-4-(2,3-
diidrocinamoiloxi)-3-metil-2-butenil]-5-prenil-fenil } -2-propendico  (OLSx3); m/z 285:
isosakuranetina (OLSx4 e OLSx6); m/z 299 e tg 14 min: canferida (OLSx5 e OLSx6); m/z
299 e tg 24min: artepelin C (OLSx2).

A fragmenta¢do dos ions por colisdo induzida (LC-MS/MS) permitiu confirmar a
identidade de alguns picos observados por LC-MS, além de fornecer novas informagdes das
fragdes. Os ions m/z: 311, 325, 339 estdo presentes em todas as fragdes. A diferenca entre as
massas ¢ sempre de 14 unidades ou multiplos de 14, o que é compativel com o grupo CH,,
sugerindo que tais ions sejam acidos graxos presentes no 6leo de canola com cadeia alifatica.

Pode-se corroborar também, pela comparacao dos modos de fragmentacao observados
por MS/MS, que o ion m/z 299 presente na fragdo OLSx2 ¢ o artepelin C, enquanto que o ion
m/z 299 presente na fragdo OLSx6 ¢ o flavonoide canferida (espectros no anexo 1).

O espectro LC-MS/MS do artepelin C apresenta como principais ions de m/z 299 [M-
H]', m/z 255, que corresponde a perda de 45Da; e ions em m/z 244; 200 e 145. Ja o espectro
LC-MS/MS da canferida apresenta como principais ions m/z 299 [M-H] e m/z 284, que pode
ser originado pela perda de uma metila, 15Da. Os demais ions sdo provavelmente produzidos
pela fragmentacdo do anel C: m/z 164 gerado pela fragmentagio nas posicdes °[B], m/z 151,
originado pela fragmentacio '°[A-H] e m/z 107 produzido pela fragmentacio “‘[A-H].

Confirmou-se também, pela fragmentagdo dos ions por colisdo induzida, a presenga da
dihidrocanferida e isosakuranetina com m/z 301 e 285, respectivamente, nas fragdes OLSx3 e
OLSx4. O anexo 3 e 4 mostra os espectros MS/MS dos dois ultimos ions discutidos acima,
respectivamente.

O fato de que numerosos ions das fragdes analisadas ainda ndo foram identificados

indica a necessidade de continuar o estudo da composicdo quimica do EOP, através do



fracionamento por cromatografia, para poder isolar e identificar outros componentes quimicos

através de Ressonancia Magnética Nuclear.

5.5 — Fracionamento por HPLC da fracao OLSx4 e analise das sub-fracées obtidas

Todas as fragcdes obtidas foram analisadas por HPLC com deteccdo UV conforme
descrito no item 4.3.5, e as fracdoes C18-F1, C18-F3, CI8-F5 e C18-F6 foram também
analisadas por LC-MS/MS, conforme descrito no item 4.3.4.

A fragdo C18-F1 possui um pico majoritdrio em 7 minutos e algumas impurezas,
conforme cromatograma da figura 15. A anélise por LC-MS/MS pode identificar alguns ions
que estdo presentes na maioria das amostras analisadas: 297, 311, 325, 339. A fragmentacdo

de tais ions estd presente no anexo 1.
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Figura 15 - Cromatograma da fracdo C18-F1 obtido com coluna analitica C18 e

detectado em A=292nm

Ao evaporar o solvente organico e permanecendo em baixas temperaturas, observou-
se um precipitado na fragdo C18-F2, figura 16-a. Tal fra¢do foi entdo filtrada a vacuo, re-
dissolvida em metanol, filtrada por membrana PTFE 0,45um (Millipore) e injetada novamente
no sistema HPLC utilizando a coluna C-18 analitica nas condi¢des descritas no item 4.3.5 a
fim de verificar sua pureza e comparar o tempo de retencdo do pico obtido com a analise de
LC-MS, figura 16-b. Como o cromatograma apresentou um unico pico aparentemente puro,
separaram-se algumas miligramas dessa fracdo seca para andlise por espectrometria de

Iy o 13 -
massas, RMN de 'H e °C para elucidar sua estrutura.
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Figura 16 — a) Cromatograma da fragao C18-F2 e b) do precipitado da fragao C18-F2

obtido com coluna analitica C18 e detectado a 292nm

O cromatograma da fragdo C18-F3, figura 17, mostra que tal fragdo possui picos mal
resolvidos. Novamente pela analise de MS/MS estao presentes os ions m/z; 297, 311, 325,

339, entre outros.
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Figura 17 — Cromatograma da fracdo C18-F3 obtido com coluna analitica C18 ¢

detectado a 292nm

A fracdo C18-F4, figura 18, apresentou um composto majoritario em 15 minutos, com
impureza em 17 minutos, sendo entdo encaminhado para ser analisado por espectrometria de

massas.

0.45 - —

0.40+

0.35-

0.30-

0.25

AU

0.20+

0.15+)

0.05+

0.00~

|

[

\

|

0.10 !
\

|

T T i I T TV T L e B B | TR ¥
2.00 4.00 6.60 8.00 10.00 12!00 14jDD 16.00 18.00 20.00 22.‘00
Minutes

Figura 18 — Cromatograma da fracdo C18-F4 obtido com coluna analitica C18 e

detectado a 292nm

O cromatograma da fracdo CI18-F5, figura 19, mostra a presenca de um pico
minoritdrio em 15 minutos € um majoritdrio em 17 minutos. A andlise por LC-MS/MS
mostrou que o pico em 15 minutos ¢ o flavondide isosakuranetina, com m/z 285. O pico

majoritario da fragdo ¢ o ion 393, ainda desconhecido. O espectro de fragmentagdo do ion m/z



393 esta presente no anexo 1 e do ion m/z 285 no anexo 3, sendo que a fragmentagdo desse

ion, correspondente a isosakuranetina, ¢ discutida no item 5.6.
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Figura 19 — a) Cromatograma da fracdo C18-F5 obtido em coluna analitica C18 e

detectado a 292nm

A fragdo C18-F6 apresenta um pico com cauda em 17 minutos, como mostra a figura
20. Através da LC-MS/MS pode-se sugerir qu e tal pico seja o ion m/z: 313, cujo espectro de

fragmentacao estd presente no anexo 1.
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Figura 20 — Cromatograma da fragdo C18-F6 obtido em coluna analitica C18 e

detectado a 292nm

A tabela 5 apresenta um resumo dos ions detectados por LC-MS e LC-MS/MS das

fracdes e sub-fragdes obtidas e em quais fragdes estdo presentes.



Tabela 5 — fons detectados por LC-MS e LC-MS/MS nas fragdes e sub-fragdes

obtidas de EOP
m/z tr Fracao e/ou sub- Nome composto
(Minutos) fracao
231 6,4 OLSx3 Acido 3-prenil-4-hidroxicinamico
247 10,6 OLSx3 Acido 3,4-dihidroxi-5-prenil-cinamico
285 15 OLSx4 Isosakuranetina
OLSx6
C18-F4
C18-F5
287 6,7 OLSx3 Acido graxo
OLSx4
299 14 OLSx5 Canferida
OLSx6
299 24 OLSx2 Artepelin C
301 10,8 OLSx3 Diidrocanferida
OLSx4
C18-F2
311 21 Todas sub-fragdes Acido graxo
313 17 C18-F6 Nao identificado
325 16,9 OLSx4 Acido graxo
Todas sub-fragdes
327 13 OLSx3 Nao identificado
OLSx4




339 18 OLSx4 Acido graxo
Todas sub-fracoes

367 31 OLSx5 Nao identificado

OLSx6
393 17 C18-F4 Nao identificado

C18-F5
423 32 OLSx5 Nao identificado

OLSx6
447 20 OLSx3 acido (E)-3-{4-hidroxi-3-[(E)-4-(2,3-

diidrocinamoiloxi)-3-metil-2-butenil ]-5-prenil-
fenil }-2-propenoico

5.6 — Identificagdio estrutural por espectrometria de massas ¢ RMN de 'H e °C da

substincia isolada (OLSx4/C18-F2)

Como descrito por varios autores e confirmado neste trabalho, através da identificacdo
de varios compostos fendlicos no EOP por espectrometria de massas, a propolis ¢ rica em
compostos fendlicos como acidos fenolicos e flavonoides 2", Como o composto isolado
da fragdo C18-F2 absorve fortemente no UV, com maximos de absor¢do em 232 ¢ 292nm e
revela com cloreto férrico, pode-se deduzir que se trata de um flavonoide.

A andlise por espectrometria de massas de alta resolu¢cdo mostrou o principal ion [M-
H] em m/z 301,0658 em modo negativo, que corresponde com a formula molecular C;6H;4O¢
(m/z calculada 301,0718).

Os flavondides apresentam diversas formas estruturais, contudo, a maioria dos
representantes dessa classe possui 15 atomos de carbono em seu nucleo fundamental, na
forma C6-C3-C6, ou seja, dois anéis benzénicos ligados por uma cadeia de 3 4tomos de
carbono que podem ou ndo formar um terceiro anel. A figura 21 mostra o nucleo fundamental

dos flavonodides e sua numeracéo.™



Figura 21 — Nucleo fundamental dos flavondides e sua numeracao

Com os dados da formula molecular foi possivel calcular o indice de deficiéncia de
hidrogénios, ID, que informou ser 10, o que esta de acordo com o ntcleo fundamental dos
flavonoides. O espectro de RMN °C apresentou um sinal em 8197.9, tipico de carbonila de
cetona conjugada, confirmando a presenca da carbonila.

A anélise dos espectros de RMN 'H e COSY (espectros presentes no anexo 2)
permitiu identificar os sistemas de spins presentes. Os sinais em 66,9 (J=8,91Hz) ¢ ¢ 7,4
(J=8,91Hz) sdao hidrogénios aromaticos, que apresentam multiplicidade, constante de
acoplamento e simetria compativeis com substituicdo para em anel aromatico. Cada um
desses sinais integra dois hidrogénios, que pelo espectro COSY percebe-se que formam um

sistema de spins isolado do tipo AA’MM’, conforme mostrado na figura 22:

Figura 22 — Sistema de spins isolados do tipo AA’MM’

Os sinais em 05,8 (J=1,78Hz) e 65,9 (J=1,78Hz) também sdo hidrogénios aromaticos
que integram um hidrogénio em cada. Pelo deslocamento quimico, mais blindado que o
normal para aromadticos, se deduz que o anel em que se encontram possui substituintes

fortemente doadores de elétrons, como os grupos hidroxila dos compostos fendlicos. A



constante de acoplamento encontrada (1,78Hz) ¢ caracteristica de acoplamento de hidrogénios
em relagdo meta (figura 23). A correlagdo desses hidrogénios no espectro COSY-'H-'H fica

muito proximo a diagonal devido a similaridade entre seus deslocamentos quimicos.

H.-'l'-.

A >
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H

Figura 23 — Acoplamento de hidrogénios em posi¢ao meta

Os sinais em 04,5 (J=11,84Hz) e 65,0 (J=11,84Hz) integram um hidrogénio em cada e
correspondem a hidrogénios ligados a carbonos sp’. O deslocamento quimico indica que esses
hidrogénios estdo ligados a carbonos ligados a substituintes eletroaceptores. A constante de
acoplamento indica que o acoplamento entre eles ¢ do tipo trans, axial-axial (figura 24). O
espectro COSY-'H-'H ratifica a informacdo de que esses hidrogénios também formam um

sistema de spins isolado (tipo AM).

H

0

Figura 24 — Acoplamento trans, axial-axial

O sinal em 83,8 corresponde a um singlete e integra trés hidrogénios. Tal
deslocamento quimico ¢ tipico de hidrogénios de grupo metoxila.

Observa-se, no espectro de RMN-"H sinais produzidos por 11 hidrogénios, sendo que
na formula molecular estdo presentes 14 hidrogénios. Portanto, deduz-se que nao foram
observados sinais de hidrogénios ligados a oxigénio (grupos fendlicos e alcool), devido a
troca dos mesmos com o deutério do solvente deuterado.

No espectro de RMN-"°C sdo observados 14 sinais de carbonos quimicamente nio

equivalentes. Os sinais em 6114,8 e 6130,3, de maior intensidade, correspondem a dois



carbonos cada. Isso se deve a ressonancia de dois carbonos equivalentes devido a simetria da
substitui¢do para (anel B).

Pelo espectro de RMN-"C ¢ do espectro DEPT observa-se:
-auséncia de grupos CHy;
-a presen¢a de uma carbonila de cetona conjugada (6197,9);
-presenga de seis carbonos quaternarios aromaticos em: 0170; 165; 164; 161; 130,6 e 101,5;
sendo que os carbonos 0170 a 161 devem estar ligados a oxigénio;
-presenca de seis carbonos do tipo CH aromaticos 6130,3 e 114,8 (anel com substituicao
para), e 97,8 e 896,7 (anel com substituicdo meta). Os ultimos carbonos encontram-se muito
blindados devido aos substituintes do anel, possivelmente grupos hidroxila doadores de
elétrons;
-presencga de carbonos do tipo CH alifaticos em 884,7 e 873,6 muito desblindados por estarem
ligados a grupos eletroaceptores;
-presenga de um grupo metoxila em 655,8.

O espectro HSQC da a informacdo, através das correlagcdes observadas, de quais
carbonos e hidrogénios encontram-se ligados entre si, confirmando se os carbonos sdo
quaternarios, do tipo CH, CH, ou CHs.

O espectro HMBC permitiu atribuir todos os sinais de 'H e '*C. Observaram-se as
seguintes correlacdes:

-O sinal em 6197,9 com os hidrogénios do anel C (em 84,5 e 5,0). Porém, essa correlagdo nao

permitiu a identificacdo de qual seria Hsoe Has:
H

U OIF’h
~ OH

|,

Figura 25 — Correlagao pelo espectro HMBC entre o sinal em 6197,9 (carbonila) e os

hidrogénios do anel C em 84,5 ¢ 5,0



-O sinal em 8170, carbono quaternario aromatico, correlaciona com os hidrogénios em 5,8 e
5,9 do anel A (posi¢do meta um em relagdo ao outro). Portanto, tal carbono esta localizado no

anel A:

OH 0

Figura 26 — Correlagao pelo espectro HMBC do sinal de carbono em 6170 com os

hidrogénios em 85,8 € 5,9

-O carbono em 6165,4 correlacionou somente com H em 65,9:

Figura 27 — Correlagao pelo espectro HMBC do carbono em 6165,4 com o hidrogénio
em 65,9

-O carbono em 6164,5 mostrou correlacdo com o H em 95,8 ¢ uma correlagdo fraca com H

05,0, o que sugeriu a seguinte distribuicao de deslocamento:



Figura 28 — Correlacao pelo espectro HMBC do carbono em 6164,5 com o hidrogénio
em 05,8 € 65,0

Outra correlagdo importante ¢ a do carbono em 684,7 com os hidrogénios em 67,4, o
que confirma a atribui¢do anterior, pois indicou que o carbono em 684,7 ¢ o ponto de ligagao

com o anel aromatico B:

Figura 29 — Correlacdo pelo espectro HMBC do carbono em 0684,7 com os

hidrogénios em 87,4

A localiza¢do do carbono quaternario em 8161,6 se deu pela observacao de correlagio
do mesmo com os hidrogénios do grupo metoxila em 63,8 ¢ com os hidrogénios em 67,4 e
86,9.

Finalmente, a observacdo da correlagdo do carbono quaterndrio em 6101,5 e os

hidrogénios em 65,9 e 65,8 permitiu localizar esse carbono no anel aromatico A.
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Figura 30 — Correlagdao pelo espectro HMBC do carbono em 6161,6 com os

hidrogénios em 83,8; 86,9 e 67,4 e do carbono em 3101,5 com os hidrogénios em 85,9 e 85,8

Na tabela 6 sdo apresentados os dados espectroscopicos obtidos, bem como, a modo
de comparacdo, sdo apresentados dados de RMN-'H existentes na literatura, obtidos a 60MHz
(solvente: propanona deuterada) para a dihidrocanferida.®’ Na figura 31 sdo apresentadas as

atribui¢des de "°C e "H realizadas.

Tabela 6 - Dados espectroscopicos obtidos para o composto OLSx4/C8-F6

Posicio | RMN | RMN-'H,m,(J | COSY 'H- HMBC Dihidrocanferida
B¢ Hz), integraciio H (RMN 'H) -60MHz

2 84,7 5,0; d(11,84Hz), | H4,5 Hy4, Hys 5,0; dJ=11Hz)

1H
3 73,6 4,5; d(11,84Hz); | H5,0 Hsp 4,5; d(J=11Hz)

1H
4 197,9 Hs.,o, Hys
5 1654 Hs.o
6 97,8 5,9, d(1,78Hz), | H5,8 Hsg 5,8

1H
7 170,3 H5,8, H5 9
8 96,7 5,8: d(1,78Hz), | H5,9 Hs.o 5,8

1H
9 164,5 Hs g,Hs o(fraca)
10 101,5 H5,9, H5,8
1’ 130,6 His, Hso, Heo,

H74

22e6 130,3 7,4; d(8,9HZ) H6,9 H6,9, H5 0 7,4
3’e5 | 114,8 6,9; d(8,9Hz), H7.4 Hy4 6,8
4° 161,3 H7,4, H6 9, H3 8




Figura 31 — Estrutura da dihidrocanferida com os deslocamentos quimicos atribuidos

Todos os espectros de ressonancia magnética nuclear discutidos encontram-se no
anexo 2.

No anexo 3 estdo presentes os espectros de MS/MS do composto isolado comparado
com o espectro MS/MS de um padrao de dihidrocanferida. Assim, os dados espectroscopicos
de RMN e de espectrometria de massas ESI(-)-MS de alta resolucao e MS/MS confirmam que
a estrutura do composto isolado corresponde com a dihidrocanferida.

A dihidrocanferida possui massa molecular 302, sua fragmentacdo no espectro
MS/MS ¢ complexa e aparentemente pode ocorrer por varios caminhos simultaneamente. No
modo negativo, o ion molecular [M-H] ¢ observado em m/z 301. A primeira perda de 18 uma
pode ser de qualquer uma das hidroxilas [M-H-18]", gerando o ion m/z 283, enquanto que o
ion m/z 255 provem da perda consecutiva de 28 uma [M-H-18-28]. Seguindo a nomenclatura
indicada no item 3.3.7.3.1, os ions em m/z 151 e 152 sdo gerados pela quebra do anel central

3[A-17 e "°[AT, respectivamente, conforme figura 32.
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Figura 32 — Modos de fragmentacdo possiveis para a dihidrocanferida.

A dihidrocanferida ¢ um dihidroflavonol e, portanto tem uma ligagdo simples entre os
carbonos 2 e 3 em seu nucleo fundamental. Desta maneira possui dois centros de assimetria
com quatro isdmeros possiveis para cada estrutura: 2R:3R, 2R:3S, 2S:3S e 2S:3R, sendo que
a ultima configuragdo nunca foi encontrada nos dihidroflavonois que tiveram sua
estereoquimica estudada.®® A figura 33 mostra as configuragdes possiveis para os

dihidroflavondis.
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Figura 33 — Estereoquimica dos dihidroflavonois

Como os hidrogénios dos carbonos 2 e 3 da dihidrocanferida sdo trans-diaxiais

3J,3=11,9Hz, podemos atribuir a configuragdo absoluta 2R:3R, como mostrado na figura 34.

OH

Figura 34 — Estereoquimica da dihidrocanferida

5.7 — Identificacio do composto majoritario da fracdo C18-F4 por MS/MS.



A fracao C18-F4 foi analisada por espectrometria de massas seqliencial (MS/MS) com
1onizacao por eletrospray seguido de fragmentacgdo por colisdo induzida. Os espectros MS/MS
foram obtidos nos modos de ionizagdo positivo e negativo, sendo ambos comparados com os
espectros de padrdo auténtico de isosakuranetina o que permitiu a identificagdo do composto
majoritario nessa fracdo (espectros no anexo 4 e 5).

A isosakuranetina tem massa molecular nominal de 286. A ionizagdo em modo
negativo da origem ao ion molecular [M-H] em m/z 285. A primeira perda de 15 unidades de
massa provavelmente se refere a uma perda de CHs formando o ion [M-H-15] em m/z 270. Os
préximos ions presentes no espectro sao originados pela quebra do anel C em diferentes
pontos. A quebra do anel central na posi¢ao 2,4 gera o ion [M-H-42] em m/z 243. A

fragmentacdo ¢ mostrada na figura 35.

Figura 35 — Fragmentacdo do anel C da isosakuranetina nas posi¢des 2,4.

O proximo ion observado no espectro de MS/MS da isosakuranetina no modo negativo
¢ “[B-2] com m/z 176. A fragmentacdo nesse mesmo ponto, explica a formagao do ion m/z

107, pela fragmentacdo **[A-H]", como mostra a figura 36.
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Figura 36 — Fragmentacdo do anel C da isosakuranetina nas posi¢des 0,4.



O ion com m/z 164 vem da fragmentagdo também do anel central, *4B-CH3T,

conforme mostrado na figura 37.
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Figura 37 — Fragmentacao do anel C da isosakuranetina nas posigoes 0,4.

O ion com m/z 151 pode ser originado através da fragmentacao do anel C nas posi¢des
3[A-H] ou *[A+HT, sendo que esta tltima também explica a formagio do fon m/z 136. As

duas possiveis fragmentacoes sao mostradas na figura 38.
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Figura 38 — Fragmentacao do anel C da isosakuranetina nas posigdes 1,3 € 0,2

O espectro de MS/MS da isosakuranetina no modo positivo apresenta menos sinais
que no modo negativo. O ion molecular [M+H] encontra-se em m/z 287, o que confirma a
massa molecular atribuida. O pico base, com m/z 153 origina-se pela fragmentagao do anel C
nas posicdes '"[A+H]". A figura 39 mostra tal fragmentacio e as duas possiveis formas dos

ions em m/z 153 e 133.
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Figura 39 — a) Fragmentagdo do anel C da isosakuranetina nas posi¢des 1,3 no modo

positivo, b) possiveis formas do ion m/z 253 e ¢) forma do ion m/z 133

As fragmentacdes, **[B+H]" ou *’[A+H]", poderiam gerar o ion 137 (figura 40).
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Figura 40 — Possiveis fragmentagdes do anel C da isosakuranetina no modo positivo

que dao origem ao ion em m/z 137

Por fim, a fragmenta¢io *[B-H]" gera o fon 161, enquanto "* [B]" gera o fon 162,

conforme figura 41.

Figura 41 — Fragmentagao do anel C da isosakuranetina no modo positivo na posi¢ao

1,4



5.8 — Quantificacdo da dihidrocanferida e de flavonodides totais em relacio a

dihidrocanferida no EOP

5.8.1 — Quantificacdo da dihidrocanferida no extrato oleoso de propolis por
HPLC

Inicialmente o padrdo de dihidrocanferida foi analisado no sistema HPLC por
varredura do espectro UV, de 210 a 400nm, conforme descrito no item 4.3.6. Obteve-se assim

o espectro UV mostrado na figura 42 e do espectrograma obtido extraiu-se o cromatograma

em 292nm.
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Figura 42 — a) Cromatograma da dihidrocanferida (A=292nm), b) seu espectro UV
(HPLC/PDA).

O cromatograma e espectro UV (HPLC/PDA) do padrio da figura 42 foram
comparados com o cromatograma do EOP injetado nas mesmas condi¢des no HPLC.
Identificou-se o pico referente a dihidrocanferida e extraiu-se o espectro do mesmo no EOP,
conforme figura 43. Observando a figura 43 nota-se que o pico em 10,7 minutos estd bem
separado dos demais picos no extrato. O perfil dos espectros das figuras 42 e 43 também ¢

semelhante, o que confirmou ser esse o pico da dihidrocanferida no extrato.
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Figura 43 — a) Cromatograma do EOP (A=292nm), b) espectro UV/PDA do pico em
10,7min.

Construiu-se entdo a curva analitica (area vs concentracdo) para o padrao
dihidrocanferida a partir de uma solugdo estoque 660ppm utilizando o método do padrdo
externo. A equacio obtida mostrada na figura 44 foi y(x 1,15.10°) = 1,45.10° (£9,06.10°) +
5,21.10" (+ 2,18.10°)x com um coeficiente de correlacio de 0,9965. Apds a inje¢do repetida
do EOP, encontrou-se a concentracao de (23,6 £ 0,3) mg de dihidrocanferida/g de EOP

através do software Empower 2, conforme mostrado na tabela 7.
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Figura 44 — Curva de calibragdo da dihidrocanferida



Tabela 7 — Concentracao de dihidrocanferida no EOP

EOP Concentracao Area pico Concentracao Concentracao
EOP (mg/mL) dihidrocanferida Dihidrocanferida
(pg/mL) (mg/g de EOP)
1 1,24 1520879 28,864 23,277
2 1,24 1544187 29,310 23,637
3 1,24 1562032 29,652 23,912
Média 23,608
Desvio 0,32 (1,35%)

5.8.2 - Quantificacao de flavonoéides totais em relacio a dihidrocanferida no EOP
Através da inje¢do do extrato oleoso de propolis no sistema HPLC nas condi¢des
descritas no item 4.3.7 e fazendo varredura do espectro UV (210 a 400nm), extrairam-se os
espectros UV dos principais picos para verificar quais poderiam ser identificados como
flavonodides. Os picos identificados como flavonodides estdo marcados na Figura 45, e seus

respectivos espectros encontram-se no anexo 4.

0.40-
0.35]
0.30]

0.25-]

e — e e R AR I T IR
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 1400 16.00 18.00 20.00 22[0[} 2400 286.00 2800
Minutes

Figura 45 — Identificacao dos picos de flavonoides presentes no EOP

Apds a inje¢do em triplicada do EOP, somaram-se as areas dos picos identificados

como flavonoides e, através da curva analitica da dihidrocanferida, obteve-se um teor de



flavonoides totais no EOP de 80,2 + 1,0mg de flavonoides por grama de EOP em relagao a

dihidrocanferida. A tabela 8 apresenta os valores encontrados.

Tabela 8 — Teor de flavondides totais em relacdo a dihidrocanferida

EOP - 0,139mg/mL

Injecoes Area Concentracao (ug/mL) | Concentracio (mg/g)
1 1048581 19,890 80,201
2 1035560 19,641 79,197
3 1062884 20,164 81,306
Média 80,235
Desvio 1,05 (1,31%)

A maneira mais precisa e exata de se identificar e quantificar flavondides em produtos
naturais ¢ a analise por HPLC. Porém, o custo de equipamentos e dos padrdes auténticos
limita a utilizacdo de tal técnica. Uma alternativa ¢ a técnica por espectrofotometria no
visivel, que ¢ um método muito utilizado e indicado por pesquisadores para andlises de rotina
da propolis. Nesta técnica ocorre a complexagdo dos flavondides com o cloreto de aluminio,
ocorrendo na analise espectrofotométrica um desvio para maiores comprimentos de onda. No
entanto, os valores encontrados podem muitas vezes ser inferiores aos reais, pois as varias
classes de flavonoides apresentam grande variacdo na absor¢ao na regido do comprimento de
onde utilizado na analise. Buriol, em sua dissertacdo de mestrado, analisou extratos oleosos de
propolis da regido de Prudentopolis obtidos com diferentes tempos de extracdo quanto aos
teores de fenolicos e flavondides totais pelo método espectrofotométrico.® Para esse ultimo
foram encontrados valores entre 2,25 e 4,22% (m/m), que correspondem a 22,5 e 42,2mg de
flavondides por grama de extrato seco. O valor encontrado no presente trabalho foi maior, nao
entanto, ndo ¢ possivel comparar esses resultados pois foram empregadas condi¢des de
extracdo diferentes para a obtengdo do EOP, sendo que no atual trabalho a propolis foi
extraida com agitacdo mecanica e no trabalho anterior a propolis, em contato com o solvente
extrator, teve apenas agitagdo ocasional. Também, verifica-se no cromatograma mostrado na
Figura 48 que a maioria dos picos identificados como flavonoides encontra-se mal resolvida
(com excecao dos picos 4 e 5) e sdo alargados. Isto pode ter causado uma super estimativa dos
teores de flavonoides totais expressos como dihidrocanferida.

O consumo de flavondides pela populagdo brasileira foi estimado por Arabbi e

colaboradores® com valores entre 60 ¢ 106mg por dia. Apesar dos beneficios dos compostos




polifendlicos, ressalta-se a capacidade dos mesmos em formar quelatos, o que poderia
diminuir a biodisponibilidade de outros nutrientes, por isso serdo necessarios mais estudos
para determinagdes dietéticas especificas para esses compostos. Portanto, a propolis pode vir
a ser uma boa fonte de compostos fendlicos na dieta humana.

5.8.3 — Avaliacao do método

Alguns parametros foram avaliados para dar maior confianga nos resultados obtidos na
quantificagdo da dihidrocanferida no EOP e de flavonodides totais com relacdo a
dihidrocanferida no EOP por HPLC.

A sensibilidade, que ¢ uma medida da resposta analitica para concentragdes proximas
do analito e, portanto, da habilidade do método em discriminar entre concentragdes proximas,
foi avaliada através do coeficiente angular da curva analitica e deve ser diferente de zero.
Quanto maior o angulo de inclinacdo da curva melhor ¢ a sensibilidade. O valor encontrado
para o coeficiente angular na curva analitica da dihidrocanferida foi 5,21.10° , assim, a
sensibilidade do método para a dihidrocanferida foi adequada. O coeficiente angular
encontrado na curva da quercetina, que foi utilizada no ensaio de recuperacdo do método
apresentou um valor de 8,45.10%, sendo o valor bastante proximo do coeficiente angular para a
curva da dihidrocanferida.

A seletividade foi avaliada pela comparagao do tempo de retengdo e do espectro UV
da dihidrocanferida e do pico referente 8 mesma no EOP, como mostrado nas figuras 45 e 46.
Verificou-se que ndo havia nenhum outro pico co-eluindo no EOP.

O método foi linear no intervalo de aplicacdo de 2 a 70ppm, com coeficiente de
correlagdo igual a 0,99. Para validacao de métodos a ANVISA recomenda um coeficiente de
correlacdo igual a 0,99 e o INMETRO um valor acima de 0,90.72

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ) foram calculados pelos
parametros da curva, conforme descrito no item 4.3.6.3, sendo que os valores foram de 5,21 ¢
17,4 ppm para o limite de deteccdo e de quantificagdo respectivamente.

A precisdo foi avaliada através do desvio da concentracdo encontrada para a
dihidrocanferida no EOP em concentragdes e dias diferentes. Os valores de desvio sdo
apresentados na tabela 7 e foram menores do que 5%, apresentando niveis aceitaveis de
precisao.

Ainda foi avaliada a exatiddo e a precisdo do método através da dopagem do EOP com

um composto ndo presente no extrato, calculando sua recuperagdo, conforme descrito no item



4.3.6.3. Os resultados obtidos estdo presentes na tabela 9, onde R ¢ a porcentagem de

recuperagao ¢ CV o coeficiente de variancia.

Tabela 9 — Avaliacdo do método — Recuperagdo da quercetina

Recuperacio quercetina

Concentracao Média concentraciio recuperada Desvio | R (%) CV (%)
adicionada (n=3) (ng/mL)
(ng/mL)
40 37,845 1,03 95% 2,7%
120 127,996 1,70 107% 1,33%
240 249,783 3,87 104% 1,55%

Para farmacos e produtos naturais recomenda-se que os valores de porcentagem de
recuperagdo sejam entre 70 e 120. A Anvisa recomenda que os valores de CV para fAirmacos
ndo ultrapassem 5%."° Dessa maneira, o método analitico empregado teve niveis aceitaveis de
exatiddo e precisdao para quantificagdes intra e interdias. A tabela 10 apresenta os parametros

da curva analitica da dihidrocanferida e da quercetina, utilizada no ensaio de recuperacao.

Tabela 10— Parametros das curvas analiticas da dihidrocanferida e da quercetina

Dihidrocanferida Quercetina
Equacio da y(+ 1,15.10°) = 1,45.10* y(+4,39.10°) = -2,61.10°
curva (+9,06.10%) + 5,21.10* (£ 2,18.10%)x  (+3,05.10%) + 8,45.10* (+2,13.10%)x
Sensibilidade de 521.10* 8,45.10"
calibraciao
Intervalo de 2-70 20-250
Aplicacao
(ng/mL)
Coeficiente de 0,9965 0,9984
correlacao
LD (pg/mL) 5,21 10,82

LQ (ng/mL) 17,4 30,09




Enfim, o método utilizado foi sensivel, exato e todos os itens analisados estiveram

dentro dos valores recomendados pela Anvisa.

5.9 - Avaliacio da citotoxicidade da dihidrocanferida

O método utilizado na avaliagdo da citotoxicidade da dihidrocanferida, MTT, é um
método rapido, sensivel e barato, que permite definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o
mecanismo de agao.

As atividades citotoxicas da dihidrocanferida e do quimioterdpico utilizado como
controle positivo estdo apresentadas na tabela 11, e foram expressas através de seus
respectivos percentuais de inibi¢do. Apenas as substincias que apresentarem valores de
inibicdo > 90 % em pelo menos duas linhagens tumorais sdo escolhidas para avaliagdes
subseqiientes, valor esse considerado como cut-off para o screening de novas substancias com

potencial antitumoral.

Tabela 11 - Percentual de inibi¢ao do crescimento celular (IC%) das amostras em trés

linhagens tumorais

Amostras SF-295 HCT-8 HL-60
Média Desvio Média Desvio Média Desvio
Dihidrocanferida 27,72 2,34 17,05 8,57 0,00 0,00
doxorubicina 87,74 0,60 96,86 4,44 98,87 0,91

Os dados presentes na tabela 10 mostram que a dihidrocanferida ndo teve atividade
citotoxica nas linhagens tumorais testadas. Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa,
que avaliaram a atividade citotoxica do extrato oleoso de propolis contra as mesmas linhagens
de células testadas para a dihidrocanferida mostraram excelente potencial antitumoral para o
EOP. Portanto, se deduz que as substancias responsaveis por tal atividade ainda ndo foram
identificadas no extrato. Por outro lado, os resultados obtidos anteriormente podem ser falso
positivo, freqiiente na avaliagdo de atividades biologicas de misturas complexas como € o
caso de extratos vegetais e propolis.

No entanto, a atividade citotoxica da dihidrocanferida foi testada por Banskota e

colaboradores, frente as linhagens HT-1080- fibrosarcoma e 26-L5 — colon, encontrando



valores de EDj3¢ de 26,97 e 70,98ug/mL, respectivamente. Os autores concluiram que o
composto apresentou atividade contra as duas linhagens testadas, sendo maior a
citotoxicidade contra a linhagem HT-1080.%°

As atividades antimicrobiana e antifiingica da dihidrocanferida foram avaliadas por
Malterud e colaboradores, sendo que a mesma apresentou inibi¢ao contra o fungo Coniophora
puteana e contra a bactéria Staphylococcus aureus.®!
Apesar da dihidrocanferida ndo apresentar atividade citotdxica contra as linhagens

testadas nesse trabalho, fica evidente que a mesma possui outras atividades que contribuem

para as atividades comprovadas do extrato oleoso de propolis.

6 — CONCLUSOES

Através da pesquisa realizada, concluiu-se que:

-0 extrato oleoso de propolis, embora mais simples que o etandlico, ¢ bastante complexo e
dificil de purificar para obtencdo de seus compostos na forma pura;

-a cromatografia em Sephadex LH-20 mostrou-se adequada para as primeiras etapas de
fracionamento do EOP, pela boa recuperagdo de massa, sua reprodutibilidade e eficiéncia,
uma vez que, as fragdes obtidas, ricas em compostos fendlicos, apresentaram perfis diferentes
por TLC, por espectrometria de massas com ionizagdo por electrospray e por HPLC com
deteccdo UV/PDA,;

-0 acoplamento do HPLC ao espectrometro de massas mostrou-se de grande utilidade para a
analise de fragdes do EOP pois, permitiu identificar 4 4cidos fenolicos e 3 flavondides e
ainda, diferenciar ions que apresentavam a mesma m/z nominal (m/z 299) pelos tempos de
reten¢do distintos observados nos cromatogramas e pelos diferentes modos de fragmentagao
observados em LC-MS/MS. Foi possivel assim verificar a presenca do artepilin C e da
canferida;

-devido a baixa quantidade em que a isosakuranetina foi isolada e, ainda impura, a sua
identidade foi comprovada apenas por espectrometria de massas seqiiencial, comparando seu
espectro MS/MS com o obtido, nas mesmas condigdes experimentais, para um padrdo

autentico de isosakuranetina;



-a dihidrocanferida isolada na forma pura, teve sua estrutura elucidada por espectrometria de
massas de alta resolucdo, espectrometria de massas seqiiencial e por ressonancia magnética
nuclear de proton e carbono-13, em experimentos 1D e 2D;

-0 isolamento da dihidrocanferida permitiu a realiza¢do de andlises quantitativas no EOP por
HPLC, sendo fundamental o uso de detector UV por arranjo de diodos pois, além da
comparagao dos tempos de retencao, ¢ possivel comparar o espectro UV do padrao com o do
pico atribuido como dihidrocanferida, isto aumenta a seletividade do método;

-0 isolamento da dihidrocanferida permitiu também a avaliagdo da citotoxicidade in vitro
desse composto em 3 linhagens de células tumorais humanas: HL- 60 (leucemia - humano),
HCT-8 (c6lon - humano) e SF-295 (glioblastoma - humano), ndo apresentando, porém,
atividade citotoxica nas linhagens testadas;

-uma vez que, em estudo ja realizado no nosso grupo de pesquisa com o extrato oleoso, o
mesmo apresentou atividade citotoxica contra as linhagens acima mencionadas, com alta
especificidade contra carcinoma de colon e glioblastoma, se deduz que, as substancias
responsaveis por tal atividade ndo foram ainda identificadas no extrato ou podera se dever
ainda a um resultado falso positivo. Por esse motivo novos testes para avaliar a atividade
citotoxica do EOP in vitro e in vivo estdo sendo atualmente conduzidos.

- 0 uso de detector UV por arranjo de diodos fez possivel também a quantificacdo de
flavonoides totais no EOP, a partir da obtencdo de espectros UV dos picos no cromatograma,
e sua correlacdo com espectros UV caracteristicos de flavonoides;

- o método utilizado foi avaliado por alguns parametros de valida¢do, como LD, LQ,
linearidade, precisdao e exatiddao, sendo que os resultados de todos os parametros obtidos
estavam de acordo com as recomendacodes encontradas na literatura. Portanto, o método de
quantifica¢do por HPLC mostrou ser adequado para a finalidade utilizada.

-através de FAAS verificou-se que as amostras analisadas de propolis da regido de
Prudentopolis estdo isentas de contaminagdo por metais pesados como chumbo e cromio.
Com relagdo aos metais essenciais foi observada a presenca dos mesmos tanto na propolis

bruta como no extrato oleoso de propolis, porém em quantidade reduzida no ultimo.
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Anexos



Anexo 1: Espectros LC-MS/MS dos ions encontrados nas fragoes OLSx1 a OLSx6 e sub-

fracoes da fracio OLSx4
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Anexo 2: Espectros obtidos por ressonancia magnética nuclear
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RMN-1H (ampliagdo 4,5 a 7,5ppm)
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Anexo 3: Espectro de massas ESI(-)-MS/MS do composto isolado (acima) comparado com o

espectro MS/MS de um padrao de dihidrocanferida (abaixo).
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Anexo 4: Espectro de massas ESI(-)-MS/MS da fracao OLSx4-C18-F4 (acima)

comparado com padrio auténtico de isosakuranetina (abaixo).
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Anexo 5: Espectro de massas ESI(+)-MS/MS da fracido OLSx4-C18-F4 (acima)

comparado com padrio auténtico de isosakuranetina (abaixo).
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Anexo 6: Espectros UV(HPLC/PDA) dos picos identificados como flavondides no EOP
Pico em 2,4 minutos:
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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