1 Chemkeys - Liberdade para aprender

(LAY )
chemkeys

www.chemkeys.com

Prépolis: Correlagao Quimica e Bioldgica

Maria Cristina Marcucci
Angela Ramalho Custédio*

angelarc@uol.com.br

NaturalLab — Andlises e pesquisas aplicadas em produtos naturais e meio ambiente

Informacdes do Artigo Resumo

Historico do Artigo A abelha é um dos insetos mais versiteis do mundo. Conhecida pelo
Criado em Outubro de 2002~ modelo de sua vida social, fornece a0 homem ricos alimentos naturais além
de contribuir para o processo de polinizagdo das plantas. Neste texto serd
apresentado um de seus produtos, a prépolis, que nestas tltimas décadas
deixou de ser descartada pelos apicultores e passou a integrar o contexto
dos outros produtos apicolas comerciais. Também ganhou espago dentro

da sociedade e da comunidade cientifica.
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As abelhas e o meio ambiente

A abelha é um inseto pertencente a ordem dos
himenépteros e a familia dos apideos (Figura 1).

Desde os tempos remotos que as abelhas vém sendo
usadas pelo homem. Na Europa, Africa e Asia h4 relatos
e desenhos que permitem deduzir que as abelhas ji eram
exploradas pelo homem ha milhares de anos. Os egipcios
foram os primeiros apicultores de que se tem noticia,
mas a apicultura moderna teve inicio em 1851 quando o
americano Lorenzo L. Langstroth inventou uma caixa,
que ficou conhecida como a colméia de Langstroth ou
Americana, a qual permitia a abelha trabalhar dos dois
lados do favo. Tal caixa ainda é utilizada nos dias de
hoje.

Figura 1: Classificagio zoolégica das abelhas.
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A literatura relata que foi o padre portugués Antonio C.
Aureliano quem, em 1839, introduziuno Brasilas primeiras
abelhas européias Apis mellifera. A partir dai, diversas
ragas de abelhas européias do género Apis foram trazidas
para o Brasil por diferentes imigrantes. Na década de 1950
foram trazidas para pesquisa algumas espécies de abelhas
africanas, que escaparam acidentalmente, e rapidamente
se miscigenaram com as européias aqui existentes,
resultando assim nas Apis mellifera africanizadas. Muito
mais agressivas, elas criaram grandes problemas na época
para a apicultura brasileira [1-3].

Sdo conhecidas cerca de vinte mil espécies diferentes de
abelhas e dentro delas, destacam-se gracas a importancia
econdmica e as caracteristicas fisiolégicas, as do género
Apis, produtoras de mel, na maioria dos casos. A palavra
mellifera significa “carrega o mel”, muito embora as
abelhas carreguem o néctar. As espécies encontradas
hoje em dia no Brasil sdo portanto, as Apis mellifera
africanizadas e as centenas de abelhas nativas ou indigenas
[4], muitas delas ainda sem classificagdo. Por isso, ocorre
uma certa confusio entre nomes e espécies, que podem
variar de uma regido para outra. Algumas comumente
encontradas sio: Jandaira (melipona subnitida), Urucu
(Melipona scutellaris), Jatai (Tetragonisca angustula) ,
Irapua (Trigona spinipes), Moga-bonita (Friescomelitta
silvestrii languida), Tubi (Scaptotrigona bipunctata,) e ,
Mandagaia (melipona quadrifasciata).

As abelhas do género Apis constituem hoje em dia um
material de trabalho para os apicultores brasileiros,
gerando assim uma atividade sustentdvel, pois apesar de
sua maior agressividade, elas come¢am a produzir mais
cedo, param mais tarde e nio apresentam o instinto de
hibernagdo comum as ragas européias. Por outro lado,
as abelhas nativas, sem ferroes, destacam-se pela sua
importancia para a manutengio de dreas naturais [5]. Elas
estdo diretamente ligadas a biodiversidade das reservas
ecoldgicas, pois passam boa parte de suas vidas voando
de flor em flor, a procura de néctar, fonte de agucares,
e de pélen, fonte de proteinas, que levam ao ninho. A
flor por sua vez, recebe grios de pélen de outras plantas
da mesma espécie, garantindo assim a sua variabilidade
genética [6)].

No entanto, as agressdes que o homem tem imposto
ao meio ambiente, tais como, polui¢do, desmatamento,
incéndios florestais, uso de agrotdxicos, acrescentado as
mudangas climdticas, tém resultado num desequilibrio
ambiental sem precedentes. Todos esses fatores acabam
alterando as atividades das abelhas, que por sua vez
colocam em risco nio sé a produgio de alimentos, mas
também a preservagdo das matas e sua biodiversidade

Assim, para um desenvolvimento sustentdvel é necessirio
antes de tudo, a educa¢io ambiental [7-9].

Os produtos fornecidos pelas abelhas sio o mel, prépolis,
polen apicola, cera, geléia real e veneno. Elas os utilizam
para o seu proprio consumo (Figura 2), mas também
trazem beneficios aos homens, ji que tém sido usados
nas inddstrias farmacéutica, quimica, alimenticia e
cosmética. O Brasil apresenta hoje em dia uma posigdo
tavoravel na producdo de mel e prépolis e o uso dos
produtos apicolas como alimento natural vem sendo cada
vez mais evidenciado no cotidiano das pessoas. Por outro
lado, a apiterapia vem utilizando a geléia real, o pdlen, a
propolis e até mesmo o veneno com finalidades medicinais
preventivas ou curativas [10-12].

Figura 2: Produtos elaborados pelas abelhas

As caracteristicas quimicas e fisicas, bem como as
aplicagoes destes produtos, sio bem diferentes, e serdo
destacados alguns aspectos gerais de cada um deles,
normalmente descritos na literatura.

O mel é um produto elaborado a partir do néctar das flores
ou de outras secre¢oes vegetais e das enzimas salivares
das abelhas. E rico em acticares, principalmente glicose
e frutose, mas apresenta em sua composi¢io pequenas
quantidades de proteinas, vitaminas, sais minerais,
lipideos, 4cidos orgéinicos e substincias aromdticas que
lhe conferem o odor caracteristico. Possui propriedades
antissépticas e ¢ também usado no tratamento de
queimaduras e ferimentos.

O pdlen apicola é o resultado da aglutinagio do pélen
das flores elaborado pelas abelhas mediante o néctar e
substancias salivares. E rico em agucares, lipideos, fibras,
minerais e principalmente proteinas. E amplamente
utilizado como suplemento nutricional, como energizante,
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fortificante, regulador das fungées intestinais e dietéticas.
Hi relatos populares de que o pélen previne contra cincer
de proéstata.

A geléia real é um produto glandular, resultado das
secrecdes das glandulas hipofaringeanas e mandibulares,
localizadas na cabega das abelhas jovens. E rica em
proteinas, carboidratos, lipidios, horménios, enzimas,
vitaminas e substincias biocatalisadoras nos processos
de regeneragio das células. E usada pelo homem como
estimulante, para combater alguns tipos de doencas,
tais como, problemas das vias respiratdrias, tumores e
reumatismo.

A cera é produzida pelas glindulas abdominais de abelhas
jovens entre 10 a 18 dias de vida. Elas ingerem mel e
polen, excretam apds 24 horas uma mindscula escama
de cera de coloragdo branca. Para a produgio de meio
quilo de cera sdo necessirios de 3 a 4 quilos de mel. A
cera do favo é composta principalmente pela mistura de
hidrocarbonetos, ésteres complexos e dos dcidos livres e
palmitico. Ela é muito usada na inddstria quimica para
encerar avides, carros, madeiras, lonas, na fabrica¢io de
tintas que lhe confere uma fixidez absoluta e resisténcia
incomum, na produgdo de velas, e como lubrificante de
pecas, entre outras aplicagdes. Na industria cosmética
¢ utilizada para a fabrica¢io de batons e cremes, na de
alimentos em goma de mascar e na protegio de queijos,
além de ser largamente empregada na construcdo de
figuras nos museus de cera.

A prépolis é obtida a partir da resina de plantas coletada
pela abelha. As suas propriedades tém sido investigadas e
estdo descritas na se¢do “Propriedades Biolégicas”.

O veneno, a apitoxina, ¢ produzido pelas glindulas de
veneno das abelhas e armazenadas em um reservatério,
o qual é eliminado durante a ferroada. As aplicagdes
terapéuticas do veneno tém sido exploradas na apiterapia,
sobretudo em casos de reumatismo, onde a aplica¢do pode
ser feita pela inducdo da picada do inseto no local afetado.
Pessoas alérgicas podem sofrer choque anafilatico com
uma Unica picada.

A propolis

Substincia usada pelo homem desde os tempos remotos.
Ossacerdotes do antigo Egito faziam uso para embalsamar
os mortos. Posteriormente, os gregos passaram a usi-la na

forma de ungiiento e ¢ a eles que se deve o seu nome, pro,
em defesa de e polis, a cidade, ou seja, em defesa da cidade
(ou colméia). A medicina popular utiliza-se dela para fins
preventivos e curativos. Contudo, foi somente nestas
ultimas quatro décadas que foi intensificado o interesse
dos pesquisadores em estudé-la. Encontra-se na literatura
um grande nimero de publicagées, sobre a sua composi¢ao
quimica [13-21], atividades bioldgicas e farmacoldgicas
[22-59]. Nestes estudos, os ensaios biolégicos destacam
suas agdes, bactericida, antinflamatéria, hepatoprotetora,
antidlcera, anticdrie, cicatrizante, anestésica e atividade
contra fungos.

A prépolis é elaborada pelas abelhas a partir de resinas
de broto, exsudatos e outras partes do tecido vegetal. Ela
misturaaindasuasenzimassalivares, cera, plen e materiais
inorgénicos para a confec¢do final deste produto [60]. A
prépolis bruta encontra-se no estado sélido, sendo dura
a 15°C e maledvel a partir dos 30°C. Suas propriedades
fisicas, como cor, odor e faixa de fusdo (60° - 70°C) variam
de uma amostra para outra. Devido 4 grande diversidade
de espécies vegetais brasileiras visitadas pelas abelhas,
ocorre uma elevada variacio de seus principios ativos.
Sua composi¢io quimica é extremamente complexa.
E constituida de um modo geral por 55% de resinas e
balsamos, 30% de cera, 10% de compostos voldteis e
5% de pélen e outros compostos inorginicos. A cera da
prépolis tem propriedades e composi¢do quimica muito
similar a cera do favo [61-63].

As principais substdncias quimicas encontradas na
propolis européia sio o 4acido benzdico e seus ésteres,
os 4cidos e ésteres fendlicos substituidos, flavondides,
carboidratos, 4cidos graxos, terpenos, além de outros.
Entretanto, como era de se esperar, por causa da grande
biodiversidade de plantas existente no Brasil, a prépolis
brasileira tem uma composi¢do quimica bastante distinta
da européia e das do restante do mundo. Ela possui
dcidos fendlicos prenilados, lignanas, terpenos e dlcoois
terpénicos e pequenas quantidades de flavonéides. A sua
acdo farmacoldgica deve-se em grande parte a presenca
dos 4cidos fendlicos e derivados. Estes, caracterizam-se
por apresentarem em suas estruturas quimicas, pelo menos
um anel aromitico, no qual uma ou mais hidroxilas estao
diretamente ligadas. A listagem de alguns compostos
encontrados na prépolis brasileira pode ser obtida ao final
deste artigo. Os nimeros em vermelho estdo relacionados
com os da Tabela 1, em Propriedades Biolégicas.

A elevada variedade de principios ativos tem gerado
uma grande preferéncia internacional, nio sé para fins
comerciais, mas também na 4rea cientifica. Nas revisoes
bibliogrificas, observa-se que mais de 50% dos artigos
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publicados, nas revistas internacionais e também vérias
patentes, apresentam dados sobre a prépolis brasileira

[64].

A populagio brasileira também tem feito uso crescente dos
seus diversos produtos comerciais, encontrados na forma
de tintura, pomada, spray, bala, sabonete, xampu, creme
dental, etc. Embora seja um produto natural, a mesma
nio deve ser utilizada indiscriminadamente. Existem
relatos de que pessoas propensas a terem alergias, podem
também apresentar tais sintomas com o seu uso, tanto
tépico quanto oral. A partir da revisio, nio foi encontrado
para a prépolis brasileira nenhum estudo que aponte
qualquer de seus componentes como agente alergénico.
Para a européia, tal propriedade tem sido descrita para
os derivados do 4cido cafeico. Embora, eles também
apresentem atividades anticancerigena e antiviral, entre
outras [46-49]. Como exemplo de um desses 4cidos, tem-
se o cafeato de feniletila (em inglés: caffeic acid phenethyl
ester, abreviado como CAPE).

Métodos de Identificacao

Diferentes técnicas tém sido propostas para a separagio
e identificagio dos compostos da prépolis. Alguns
exemplos podem ser citados, com estudos incluindo
desde a cromatografia em camada delgada (CCD) [70],
até as técnicas mais sofisticadas, tais como, cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) [71,72] cromatografia
gasosa(CG) [13], espectrometria de absor¢io atomica
[73], assim como, combinagdes entre elas, cromatografia
gasosa acoplada ao espectrometro de massa (CG-MS)
[74,75], camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE) e
ultravioleta-visivel (Uv-visivel) [76]. As técnicasde CLAE
e CG-MS sio as mais precisas e exatas para elucidar a
composi¢io quimica da prépolis.

Contudo, nasanilisescorriqueirasdecontroledequalidade,
os flavondide totais expressos em quercetina, tem sido
usualmente identificados por espectrofotometria no UV
através da rea¢do com o cloreto de aluminio. Esta técnica
para a identificagio de flavondides totais em prépolis
[77,78] foi adaptada das andlises de flavonéides em plantas,
onde normalmente se encontra a quercetina [79-80]. Estas
substincias absorvem radia¢do eletromagnética na faixa
do ultravioleta (UV) e do visivel. O uso do complexante
cloreto de aluminio (AICI3) no diagnéstico da presenca de
alguns grupamentos quimicos foi feito pela primeira vez

empregando-se antocianinas. Trata-se de um pigmento
cuja estrutura quimica pertence ao grupo dos flavonéides,
encontrado principalmente em flores, mas muitas vezes
também em frutos, com uma coloragio de vermelho a
azul, com variagdes intermedidrias. O cation aluminio
forma complexos estdveis com os flavonéides em metanol,
ocorrendo na andlise espectrofotométrica um desvio para
maijores comprimentos de ondas e uma intensificagio
da absor¢do. Desta maneira, é possivel determinar a
quantidade de flavondides, impedindo-se a interferéncia
das outras substincias fendlicas, principalmente os dcidos
fendlicos presentes na propolis. A leitura é feita em
espectrofotometro a 425 nm, utilizando-se uma solugio
de cloreto de aluminio [78]. Nestas condigdes o complexo
Flavonéide-Aluminio absorve em comprimentos de
ondas maiores do que o flavondide sem a presenca do
complexante.

Em outro estudo foi proposto [81] um método de
controle de qualidade para extratos de prépolis, através
de cromatografia bidimensional em papel e doseamento
espectrofotométrico (U.V. e visivel) para flavonéides totais.
Usou-se como complexante o oxicloreto de zirconio para
obter o indice de flavonéides expresso em quercetina.

Diferentes autores [18,72,75,82-86] tém observado que
a composi¢do quimica da prépolis de regides de zona
temperada, tais como, Europa, Asia e América do Norte,
é diferente das zonas tropicais, especialmente o Brasil. A
prépolis das zonas temperadas ¢ coletada pelas abelhas nas
diferentes espécies vegetais de Populus, e sua composi¢io
nio varia muito entre elas. Estes autores usaram métodos
cromatogréaficos e espectrométricos paraisolar e identificar
esses compostos. Uma boa parte destes trabalhos envolve
a prépolis brasileira, principalmente das regides Sudeste e
Sul. Na prépolis coletadas dos Populus da Europa foram
observados em sua composi¢io, em maior freqliéncia,
varios flavondides, dcido cafeico e ésteres deste 4cido.

Entre os compostos ativos da prépolis brasileira, analisados
pelas autoras desse texto, destacam-se os dcidos cumaricos
e seus derivados prenilados. Em um dos trabalhos, foram
isolados e quantificados quatros novos compostos:

acido 3-prenil-4-hidroxicinimico

dcido 2,2-dimetil-2H-1-benzopirano-6-propendico
acido 3, 5-diprenil-4-hidroxicindmico

acido  2,2-dimetil-8-prenil-2H-1-benzopirano-6-
propendico [86].

o o
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Foram identificados por CLAE, e sua estrutura
determinada por técnicas de espectrofotdmetro de
massa e ressondncia magnética nuclear. Foi sugerido
que Baccharis spp. e a Araucaria spp. sdo provavelmente as
espécies vegetais nativas mais visitadas pelas abelhas Apis
Mellifera para a coleta da resina de prépolis nas regides
Sudeste e Sul do Brasil.

Métodos de extracao

A extragio de substincias pode ser feita de diferentes
maneiras, as quais envolve normalmente uma extragio
simples, onde a amostra é deixada em contato com o
solvente a frio por um tempo determinado, com ou sem
agita¢do, ou por uma extra¢do exaustiva, que utiliza um
aparelho com solvente aquecido, passando continuamente
através da amostra [87].

A maneira mais comum para se extrair os principios
ativos da prépolis bruta é por extragio simples, conhecida
como macera¢do . Geralmente, uma solu¢io 30% (m/v)
da amostra ¢ deixada em contato com alcool etilico P.A
ou 70%(v/v). O tempo de contato da prépolis bruta com
o solvente pode variar de semanas a meses, com ou sem
agitagio, 4 temperatura ambiente.

Outra maneira usada nos laboratérios de pesquisas é
através do extrator Soxhlet (Figura 3). Esta extra¢io é mais
rapida, e envolve o aquecimento da amostra a cerca de 70°
C. Utiliza-se normalmente como solvente o 4lcool etilico,
que fica em refluxo continuo até que o solvente, que passa
pelo sifio do soxhlet, fique incolor. A metodologia desta
extragdo ¢ amplamente utilizada por pesquisadores que
trabalham com produtos naturais. A mesma foi adaptada
para a extra¢io da prépolis brasileira [88].

Béquer

I Condensador

Agu.a

Soxhlet

Cartucho

Baldo de fundo
redondo

Manta de
Aquecimento

Figura 3: Processo de Extragio da prépolis bruta com o extrator
Soxhlet (Reproduzido de Pardo dos Reis, M., Relatério parcial de IC,
Fapesp, 2000, (Proc. no. 99/03831-1)

No final de cada uma destas extragdes separam-se os
residuos insoluveis da solugdo etandlica por filtragio
ou por centrifugagio. Em seguida, separa-se a cera por
resfriamento desta solugdo a baixas temperaturas. Nestas
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condi¢bes a cera precipita. Assim ao final do processo
tem-se o extrato seco (conhecido normalmente como
EEP - extrato etandlico da prépolis), cera e residuo, que
podem ser pesados e quantificados. O rendimento da
extragio por soxhlet é maior do que por maceragio e varia
de uma amostra para outra [89]. Valores normalmente
encontrados: EEP de 40-60% (m/m), em relagio a
quantidade da amostra de prépolis inicial, Cera de 5 -
15% e Residuo de 30-40%. A partir do extrato seco é que
se devem preparar as formulagoes.

E possivel empregar também a técnica de extragio liquido-
liquido, para separar alguns dos dcidos fendlicos [90]. A
eficiéncia da extragdo foi monitorada pela cromatografia
liquida de alta eficiéncia. A extragdo liquido-liquido
(Figura 4) é uma técnica experimental corriqueira, que
permite a separagdo de um composto em um sistema de
duas fases, uma de solvente organico e outraaquosa, usando
um funil de separa¢do. Diferentes solventes orgéinicos
foram usados para a dissolugdo da prépolis, tais como,
cloroférmio e acetato de etila. Apesar dos dcidos fendlicos
serem fracos, eles apresentam relativa solubilidade em
dgua, mas, esta ¢ dificultada pela presenga de substincias
resinosas da prépolis, que lhe conferem o cariter lipofilico.
Pode-se alterar a solubilidade destes acidos fracos através
do controle do pH do meio. As virias etapas da extra¢do
foram acompanhadas com a cromatografia liquida de alta
eficiéncia e dependendo do solvente orginico usado, sdo
extraidos diferentes 4cidos fendlicos.

Figura 4: Aparato usado na extragio liquido-liquido.

Propriedades fisico-quimicas

pH

O efeito da temperatura sobre o valor do pH nominal
de algumas solu¢bes de prépolis tem sido avaliado. A

correlagio entre o pH e o inverso da temperatura ¢ descrita
por uma reta, dada pela equagio:

0 —
pH = 2,303£+10g [A ]
RT [HA|

Em um dos estudos desenvolvidos pelas autoras foram
analisadas solugdes de prépolis 5% (m/v) em dlcool 70%
(v/v), armazenadas por um periodo de duas semanas em
vidro ambar e vidro transparente. As solugdes em vidro
transparente foram mantidas em contato com luz natural.
A faixa do pH nominal da prépolis, normalmente descrita
na literatura estd entre 4,0 a 5,5, em fungdo da composigio
quimica. As quatro amostras de prépolis analisadas
encontram-se também nesta faixa, indicando a presenca
dos dcidos fendlicos. Foram medidos cinco valores de pH
para cada temperatura analisada (20 - 60° C). Em seguida
a amostra foi resfriada a temperatura ambiente e repetiu-
se novamente o experimento. Como pode ser verificado
na Figura 5a, observou-se um abaixamento dos valores
de pH de 0,10 a 0,30 unidade em relagdo as anteriores,
mas manteve a relagio linear entre a temperatura e pH,
como prevé a teoria. Por sua vez, nas solu¢des mantidas
em contato com a luz natural, observa-se que os efeitos
da temperatura e da exposi¢io a luz a0 mesmo tempo
acentuam anda mais o abaixamento do pH, em uma
média de 0,5 unidade. Além disso, observa-se o desvio da
linearidade (Figura 5b). Uma das classes de compostos,
que pode estar se decompondo com estes efeitos sio os
benzopiranos, substincias heterocicliclas em que um os
anéis apresenta tendéncia a se abrir.

541 Vidro ambar

5,24
5,04
4,81 2
el = Al- pis
A A2 - Jatai
444 e A3-Apis
4,24 + Ad - Apis
29 30 3nd 32 33 34 35
VT % 10° (k)

(2)

544 Vidro transparente
5,24
5,04
4,84
& 45 m Al-Apis
4,44 & AZ-Jatai
421 e AD-Apis
+ Ad - Apis
4.0 — C
3.0 3.1 32 33 34
WT % 107 (K"

(b)
Figura 5: Relagio experimental entre o pH e o inverso da temperatura
em Kelvin em amostras de prépolis. a) obtido sem agdo daluz (vidro
ambar); b) obtido com a a¢io daluz (vidro transparente).
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Solubilidade

A solubilidade de uma substincia estd diretamente
relacionada com a natureza do solvente [87]. Testes
indicam que a prépolis se dissolve bem em solventes com
polaridades intermedidrias, como alcool, éter, acetona,
diclorometano, sendo insolivel em solventes apolares
como, hexano e tetracloreto de carbono. Observou-
se que a ordem de solubilidade a 25 C da prépolis nos
solventes testados é a seguinte: dlcool etilico, propileno
glicol e acetona > cloroférmio > éter e diclorometano >
dgua, hexano e tetracloreto de carbono. Misturas destes
solventes também foram testadas. A mistura propileno
glicol:H,O (50% (v/v)) solubilizou melhor a prépolis do

que a de dlcool etilico e dgua, na mesma propor¢io.

Comparou-se estes dados com a constante dielétrica de
cada um dos solventes. A ordem destas constantes ¢ a
seguinte: dgua > propileno glicol > dlcool etilico > acetona
> diclorometano > éter etilico > cloroférmio > tetracloreto
de carbono > hexano. Observou-se que ¢ praticamente a
ordem indicada nos estudos experimentais. Tanto a dgua
quanto o hexano nio dissolvem a prépolis, a dgua apresenta
uma constante dielétrica muito alta, indicando que é um
solvente muito polar e o hexano uma constante dielétrica
muito baixa, e apolar. Como a prépolis é composta por
substincias tanto hidrofilicas quanto hidrofébicas, os
solventes com polaridades intermedidrias conseguem
interagir melhor com essas duas classes de substancias.

Parasepararas dezenas de substancias apolares das polares,
que apresentam atividades, precisa-se fazer a escolha
correta dos solventes. Como exemplo [91], foram feitos
cinco extragdes por maceragio em diferentes solventes
e utilizou-se a cromatografia em camada delgada para
avaliar se houve a extragio das substincias polares contidas
na prépolis por esses solventes. Foram usados como fase
mével para a cromatografia, uma mistura de solventes com
diferentes polaridades, conforme estd indicado na Figura
6. Inicialmente fez-se a cromatografia com o solvente
mais apolar, o hexano [Fig.4a], e em seguida foram
misturados com um solvente polar, o acetato de etila. O
aumento do solvente polar na fase mével (acetato de etila
nas proporg¢oes de 7:3 [Fig.4b]; 1:1 [Fig.4c]; 3:7 [Fig.4d];
até 100% [Fig.4e]), proporciona o arraste dos compostos
polares nos extratos. O revelador usado foi uma solugao
etandlica de cloreto de ferro 2% (m/v). Os ntimeros de
um a cinco indicam os solventes usados na maceragio:
Alcool etilico, Alcool etilico + solugdo de polissorbato 80
0,5 % (m/v), Alcool + solu¢do de laurilssulfato de sédio
0,1% (m/v), dlcool + Solugio propilenoglicol 1:1 , Alcool
+ solugdo de polietilenoglicol 1:1. Os pontos nas placas
cromatogréficas indicam substancias fluorescentes na luz

ultravioleta de comprimento de onda 254 nm.
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A literatura apresenta também alguns estudos sobre a
cromatografia em camada delgada para identificar os
compostos fendlicos usando condi¢ées similares. Em um
deles, usou-se como fase mével uma mistura de solventes,
benzeno: acetato de etila: 4cido férmico (36:12:5), e
como revelador uma mistura de dcido bérico com 4cido
oxdlico. Para identificar os 4dcidos fendlicos, a fase mével
uma mistura de acetato de etila: tolueno: dcido férmico:
dgua (60:20:15:5). Neste estudo foram Identificados 12

flavonéides e 5 dcidos fendlicos [70].

Propriedades fisico-quimicas

A busca do homem para aproveitar o potencial
farmacolégico dos produtos naturais tem se intensificado,
e dentro deste contexto, a prépolis vem ganhando
destaque 4 medida que se correlaciona sua composigio
quimica com as propriedades biolégicas, como indicado
na Tabela 1, a seguir.

Nestes estudos observam-se os diferentes ensaios
biol6gicos feitos com seus compostos isolados. Isso
representa a tendéncia atual, de se caracterizar o tipo de
prépolis para cada uma das aplicagdes, em funcio de sua
composi¢do.
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Tabela 1: Propriedades biolégicas dos compostos presentes na Prépolis brasileira.
Aletra C e os respectivos mimeros em vermelho estio relacionados com os
compostos quimicos indicados nalistagem ao final do artigo
Atividades biolégicas *
Cultura de células Culturade . o)t Atividade antioxidante
C | Atividade antitumoral células. Efeito hepato- Mlcrobl(floglco CI,}:/I (DPPH)***
(LD50 mg/mL)* protetor (IC50 mM)** (slpitod g L) (mg/mL)
g"i{‘)igfa?coma) L5-26 (Célon) | (Hepatdcitos) 11\;’53(:7T I1\{51C6T ‘:‘;l;gf
1 [71,53 77,07 - 0,13 0,25 0,25 -
2 | 46,86 50,22 88,1 0,50 0,50 1,00 -
3 |>100 > 100 - >1 >1 >1 -
4 |>100 > 100 - - - - -
5% | 45,47 59,32 - >1 >1 >1 56
6 12594 7790 26,9 0,25 0,50 0,50 -
7 |>100 > 100 34,6 >1 >1 >1 -
8 |>100 > 100 221 >1 >1 >1 -
4,05 10,44 45,8 >1 >1 >1 11,1
10 | 7291 63,54 94,4 0,50 0,50 1,0 -
11 | 70,10 73,27 80,2 0,13 0,25 0,25 -
12 | 75,43 95,92 79,6 >1 >1 >1 -
13 | 72,82 > 100 - 0,13 0,13 0,13 -
14 | 75,43 95,92 - >1 >1 >1 -
15 194,86 > 100 441 >1 >1 >1 -
16 | 57,40 58,09 - - - - -
17 | 45,48 57,15 - >1 >1 >1 -
18 | > 100 > 100 - 1,0 1,0 1,0 -
19 5,83 4,85 12,7 >1 >1 >1 -
20 (291 595 17,6 >1 >1 >1 4,8
21 2,30 7,64 15,0 0,50 1,0 >1 -
22 126,97 70,98 22,0 1,0 1,0 >1 -
23 | 38,92 39,86 47,2 >1 >1 >1 61,9
24 1>100 > 100 15,2 0,13 0,25 0,25 12,2
25 | > 100 > 100 - 0,25 0,13 0,13 15,0
26 1139 12,4 63,5 >1 >1 >1 29,1
27 43,2 13,7 15,0 >1 >1 >1 30,1
Atividade antitumoral (IC50 mM)
B16-BL6 A-549
(melanoma) (carcinoma
de pulmio)
28 | > 195 mM 44,5 mM 78 > 195 > 195 -
29 | 116 mM 37,7 mM - 127 > 190 -
30 | 157 mM 76,3 mM - 105 > 190 -
31 | 119 mM 52,4 mM - 122 > 190 -
32 |- - - - - -
33 1337 mM 111 mM - 314 387 -
34 |- - - - - -
35 |- - - - - -
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# Compostos descritos nas referéncias [92-100].

* O composto 5 também foi avaliado em outras linhagens
tumorais por uma das autoras, com os valores LD 50
expressos em mg/mL: NCI460 (tumor de pulmio):
9,0; UACC62 (melanoma): 6,5; MCF7 (tumor de
mama normal): 11,0; NCIADR (tumor de mama que
expressa fendtipo de resisténcia a multiplas drogas):

23,0 (M.C.Marcucci e J.E. Carvalho, resultados nio
publicados).

“* CIM - concentragdo minima inibitéria ( inibi¢do de
100% do crescimento microbiano).

“* DPPH - sigla para o composto de referéncia, 2,2
difenil - 1 picrilhidrazil.

& LD50 - dose letal capaz de inibir 50% do crescimento
das células tumorais.

&% IC50 - concentragio inibitéria capaz de inibir 50% do
crescimento das células tumorais.
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Compostos quimicos identificados em prépolis brasileiras (ver também a Tabela 1, em Propriedades Bioldgicas)

Composto

Estrutura

Composto

Estrutura

Acido 3-hidroxi-2,2-
dimetil-8-prenil-2H-1-
benzopirano-6-
propenaico

HO

COOH

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

4

COOH

Acido 2,2-dimetil-8-
prenil-2H-1-
benzopirano-6-
propendico (DPB)

2

Acido 3,5-diprenil-4-
hidroxicinamico
(DHCA)

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

3

COOH

Acido 4-diidroxicinamoil-
oxi-3-prenilcinamico

6

COOE
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Compostos quimicos identificados em proépolis brasileiras (continuagao)...

Composto

Estrutura

Composto

Estrutura

Acido 3-prenil-4-
hidroxicinamico (PHCA)

7

Acido isocupréssico

10

CH;,OH

HOOC
CHQ
Acido 15-
Vanilina (G1) acetilisocupréssico ou _
HO 15-acetoxiisocupréssico o
8
OCH; 11
HOOC
COH
3-Metoxi-4-
hidroxicinamaldeido ]
(composto G2 — Acido agatico
coniferaldeido) HO
12 “
? OCH; HOOC
H
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Compostos quimicos identificados em prépolis brasileiras (continuagao)...

Composto Estrutura Composto Estrutura
= . = o
Acido agatico 15- “Socu|Tremetona | 7 Y T\
metil-éster N\
16 H 0
13 .
HooCc =~ ¢
H
H OB
, Viscidona | |7 | \.. S
Acido agatalico 2-[1-hidroximetil]vinil-5- O o \
acetil-hidroxicumarano (1)
14 “
OHC 17
H
H 00C-CH
Acido cupréssico 12-Acetilviscidona | |7 || \.. A/
o o
15 18 S
HOOC
H
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Compostos quimicos identificados em proépolis brasileiras (continuagao)...

Composto Estrutura Composto Estrutura
OCH;
Betuletol 3,5, 7-triidroxi-4’-
(flavonol) metoxiflavonol
(Flavonol)
19
22
OCH;
o Acetato de coniferila
Canferida dimérico
(flavonol)
OH 23
20
o
OCH;
Acido (E)-3-{4-
o hidroxi-3-[(E)-4-(2,3-
Ermanina diidrocinamoiloxi) -3-
(Flavonoide) metil-2-butenil]-5-
OCH3 prenil}-2-propendico
21 o 24
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Compostos quimicos identificados em propolis brasileiras (continuagao)...

Composto Estrutura Composto Estrutura
COOH
Acido (E)-3-[2,3-diidro- )
2-(1-metiletenil)-7- Acido cafeico
prenil-5-benzofuranil]-
2-propendico 33 HO
25 OH
COOH
Benzofurano A Acido ferulico
26 34 H3C
OH

OCH3
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Compostos quimicos identificados em prépolis brasileiras (continuagao)...

Composto Estrutura Composto Estrutura
COOH

Benzofurano B Acido p-cumarico

27 35

H
YTQ on
o

Acido 3,4-di-O — o OH
cafeoilquinico o

28 HOO =

0 OH
OH
OH
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Compostos quimicos identificados em propolis brasileiras (continuagao)...

Composto

Estrutura

Acido metil-3,4-di-O —cafeoilquinico

29

OH
(0]

OH

o)
o)
H3COQC =
0 OH
OH
OH

OH

Acido metil-4,5-di-O —cafeoilquinico

30

OH
0

H3C00C &

o O OH

oH N\
o OH
OH
OH
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Compostos quimicos identificados em propolis brasileiras (continuagao)...

Composto

Estrutura

Acido 3,5-di-O —cafeoilquinico

31

OH

OH
COO

OH

Chemkeys. Licenciado sob Creative Commons (BY-NC-SA)



Chemkeys - Liberdade para aprender

23

Compostos quimicos identificados em prépolis brasileiras (continuagao)...

Composto

Estrutura

Acido 3-0 —cafeoilquinico

32

OH

OH
COO

OH

OH

Os numeros em vermelho estao associados aos compostos mencionados na Tabela 1,

em Propriedades Biolégicas
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