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RESUMO

PIRES, Lucas de Oliveira. lIsolamento, caracterizagdo e avaliagdo da atividade
antiparasitaria (Trypanosoma cruzi) de derivados prenilados da propolis verde. 2019.
124p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica). Instituto de Quimica, Departamento de Quimica
Organica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

A prépolis é um produto natural resinoso elaborado pelas abelhas meliferas a partir de
diferentes partes das plantas, como brotos e flores. Sua composi¢do quimica é muito
complexa e depende de fatores como clima, sazonalidade, solo, vegetagdo e também da
espécie da abelha produtora. A prépolis atualmente tem sido apontada como uma importante
fonte de substancias bioativas por conta do seu elevado potencial biolégico, com atividade
anti-inflamatoria, antibacteriana, antiviral, antitumoral, antiparasitaria e antioxidante. Neste
trabalho foram preparados extratos etandlicos e hexanicos a partir de trés amostras de propolis
verde, obtidas em diferentes regifes do Estado do Rio de Janeiro. A qualidade desses extratos
foi avaliada a partir de métodos colorimétricos para a determinacdo do teor de substancias
fendlicas — teor de fendlicos totais e flavonoides totais — e da capacidade antioxidante através
da captura dos radicais livres 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) e acido 2,2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS*), além da capacidade redutora do ion férrico (FRAP —
ferric reducing antioxidant power). O perfil quimico dos extratos foi avaliado através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodo (CLAE-DAD) com
fase reversa (C-18). Os componentes bioativos 4acido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico
(Artepillin C), acido 3-prenil-4-[(3-fenilpropanoil)oxi]-cindmico (bacarina) e acido 2,2-
dimetil-8-prenilcromano-5-propenoico foram isolados a partir do extrato hexanico de prépolis
verde através de duas etapas cromatograficas: fracionamento em coluna flash do extrato bruto
utilizando cloroférmio: acetona, com gradiente crescente de polaridade, seguido da
purificacdo das fragcdes de interesse por CLAE-UV semipreparativa, tendo como solvente a
mistura binaria metanol: agua em gradiente crescente de concentracdo. Todos os constituintes
isolados foram caracterizados por técnicas de ressonancia magnética nuclear (RMN *H e 3C),
espectrometria na regido do ultravioleta (UV) e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), e o teor desses componentes dos extratos brutos foi
guantificado por CLAE-DAD. A atividade antiparasitaria da prépolis verde e de seus
principios ativos foi avaliada frente as formas infectivas (tripomastigotas) de Trypanasoma

cruzi, parasito responsavel por causar a doenga de Chagas.

Palavras chaves: polifendis, antioxidantes, Artepillin C, atividade tripanocida, biomarcador.



ABSTRACT

PIRES, Lucas de Oliveira. Isolation and characterization of phenolic compounds from
Brazilian green propolis with antiparasitic (Trypanosoma cruzi) activity. 2019. 124p.
Dissertacdo (Mestrado em Quimica). Instituto de Quimica, Departamento de Quimica
Organica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

Propolis is a resinous natural product elaborated by honeybees from different parts of plants,
such as shoots and flowers. Its chemical composition is very complex and depends on factors
such as climate, seasonality, soil, vegetation and also the bee species. Propolis has currently
been identified as na importante source of bioactive compounds due to its high biological
potential, with anti-inflammatory, antibacterial, antitumoral, antiparasitic and antioxidant
activities. In this work, ethanolic and n-hexanic extracts were prepared from three samples of
green propolis obtained in different regions of Rio de Janeiro. The quality of these extracts
was evaluated using colorimetric methods for the determination of the total phenolic content —
total phenolic and flavonoid contents — and also the antioxidant capacity was evaluated by
capturing organic free radicals (DPPH and ABTS), as well as the ferric reducing antioxidant
power (FRAP). The qualitative chemical profile of the extracts was evalutated through HPLC-
PDA analisys, and the influence of the solvente polarity on the extraction profile was studied.
The bioactive compounds 3,5-diprenyl-4-hydroxycinamic acid (Artepillin C), 3-prenyl-4-[(3-
phenylpropanoil)-oxy]-cinnamic acid (Baccharin) and 2,2-dimethyl-8-prenylcroman-5-
propenoic acid were isolated from the n-hexane exrtract by two chromatographic steps:
fracionation of crude extract using the mixture of solventes chloroform/acetone in increasing
gradiente concentration, followed by purification of fractions of interest by HPLC-UV in
semipreparative scale, using the mixture methanol/water in increasing gradiente
concentration. All the isolated constituents were characterized by NMR (*H and *C), UV
spectra and CG-MS techniques, and the contente of these componentes in the crude extract
was quantified through HPLC-PDA in reverse phase. The antiparasitic activity of green
propolis and its active principles was evaluated against tripomastigoe forms of Trypanosoma

cruzi, the parasite responsible for causing Chagas’ disease.

Keywords: polyphenolics, antioxidant, Artepillin C, trypanocidal activity, biomarker.
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1. INTRODUCAO

A propolis € uma mistura complexa de substancias resinosas, balsamicas e gomosas que
as abelhas meliferas coletam de diversos brotos, flores e exsudados de diferentes plantas
(Figura 1). Apos a coleta, as abelhas manipulam o material vegetal dentro da colmeia
acrescentando cera, polen e secrecBes salivares para a elaboragdo do produto final, que se
apresenta como um solido com cor e odor caracteristicos de cada vegetacdo e regido
produtora (TORETI et al., 2013).

Figura 1 — Abelha operaria coletando material para a elaboragdo de mel e propolis.

(Fonte: Louise Docker, imagem retirada do Flickr).

A composigdo quimica da propolis é muito complexa, e pode variar de acordo com
alguns fatores extrinsecos como o clima e a sazonalidade do local onde é produzido, além de
depender diretamente do tipo de espécie vegetal que estd sendo utilizada na sua producao
(TEIXEIRA et al.,, 2003; PARK et al., 2004; SALATINO et al., 2011). No Brasil, as
caracteristicas fitogeograficas (condi¢es climéticas, geograficas e variabilidade de espécies
vegetais) sdo muito favoraveis para a producdo de prépolis, que pode chegar a até 150
toneladas de material bruto ao ano. Dentro deste contexto, a propolis verde e vermelha tém
sido atualmente os destaques internacionais, sendo amplamente consumidas por paises como

Japdo e China, locais onde o produto natural pode ser comercializado a pregos bem elevados



tanto na sua forma bruta, quanto na forma de extrato hidroalcodlico (TORETI et al., 2013;
SALGUEIRO e CASTRO, 2016).

Por conta de sua complexidade quimica, a prépolis é considerada uma importante
fonte natural de substancias bioativas, e a investigacdo de sua composi¢cdo quimica, bem como
a associacdo com a origem botanica fornecem dados importantes sobre suas respectivas
propriedades farmacoldgicas. Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a composicéo
quimica e as propriedades antioxidantes de trés amostras de propolis verde produzidas no
Estado do Rio de Janeiro. Os extratos foram preparados com n-hexano e etanol, e a influéncia
da polaridade do solvente sobre o perfil quimico foi avaliado por CLAE-DAD com fase
reversa. Além disso, trés principios ativos foram isolados a partir do extrato n-hexanico e a
atividade antiparasitaria desses componentes, bem como do extrato bruto, foi avaliada frente
as formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, agente infeccioso que causa a doenca de

Chagas.



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. A Prdpolis

As abelhas sociais desenvolveram, ao longo da funcdo ecol6gica como agentes
polinizadores, a capacidade de coletar e manipular os recursos vegetais para beneficio
préprio, transformando-os em produtos mais complexos, como por exemplo: mel e prépolis
(Figura 2). Além do mel e da propolis, de diferentes origens vegetais, as abelhas também
elaboram outros produtos como geleia real, cera de abelha e veneno, produtos amplamente

comercializados com distintas finalidades.

Figura 2 — Principais produtos elaborados pelas abelhas meliferas: favos de mel (a esquerda) e
prépolis bruta (a direita).

A apicultura é uma atividade histérica que consiste na criacdo de abelhas meliferas
com objetivo principal de explorar racionalmente seus produtos naturais, principalmente mel
e propolis (WOLFF, 2007; DOMINGOS et al., 2016). As civilizagdes mais antigas contém
diversos registros descrevendo o uso terapéutico do mel e da propolis, informacdes que
contribuiram pra popularidade desses produtos nas civilizagfes posteriores e também para o
interesse cientifico (TORETI et al., 2013; HUANG et al., 2014).

Os egipcios, por exemplo, ja se beneficiavam da propriedade antimicrobiana da
prépolis ao aplica-la no embalsamento de cadaveres. O historiador romano Plinio a descreveu
como eficiente na reducdo de inchagos e alivio de dores, enquanto os gregos (incluindo
Hipocrates) a adotavam como cicatrizante. O termo “propolis”, entretanto, se popularizou
apenas na Franca, no século XVI. A farmacopeia de Londres registrou o produto natural pela

primeira vez como medicamento oficial no Século XVII. Ao final do Século XIX, no fim da



guerra da Africa do Sul, a prépolis foi amplamente utilizada como cicatrizante. Esses Gltimos
relatos impulsionaram as pesquisas cientificas envolvendo a prépolis.

No Brasil, a apicultura teve seu inicio ainda na primeira metade do século XI1X (1839),
quando abelhas da espécie A. mellifera, trazidas de Portugal pelo Pe. Antonio Carneiro, foram
introduzidas no Sul do pais (OLDONI, 2007). Outras especies de abelhas meliferas
introduzidas ao longo do tempo foram: A. mellifera ligustica (Italia), A. mellifera mellifera
(Alemanha) e A. mellifera carnica (Austria). As espécies do género Apis estio entre as
abelhas sociaveis mais comercializadas no mundo, sendo Apis mellifera L. (Figura 3) a mais

utilizada na producdo apicola, principalmente por conta do seu tamanho.

Figura 3 — Abelha operaria Apis mellifera (europeia).

Em 1956, com objetivo principal de expandir a producédo apicola nacional, o professor
Dr. Warwick Estevam Kerr verificou, através de um minucioso levantamento sobre as abelhas
africanas (Apis mellifera scutellata), a alta capacidade de defesa, de adaptacdo a ambientes
indspitos e elevada taxa de reproducdo, com ciclo de vida mais curto que as demais espécies
meliferas no Brasil. Diversos enxames de abelhas africanas foram trazidos, e, ap6s um ano,
cerca de 26 enxames (com suas respectivas rainhas) escaparam e cruzaram com as demais
subespécies de abelhas meliferas europeias, introduzidas anteriormente (OLIVEIRA e
CUNHA, 2005). As populacdes hibridas, que existem até hoje, sdo chamadas de abelhas
africanizadas, e conservam principalmente o comportamento agressivo das abelhas africanas.
As caracteristicas dessas abelhas permitiram a sua expansdo, e hoje as abelhas africanizadas
ocupam quase todo o continente americano, do Sul da Argentina até o Sudeste de Nevada, nos
Estados Unidos, percorrendo em média uma distancia de 110 km por ano (KREBS, 2001).

A apicultura hoje em dia ja se comporta como atividade econdmica consolidada, sendo
0 mel seu principal representante. De acordo com dados coletados pelo Instituto Brasileiro de

Geografia e Estatistica, foram produzidas em 2016 aproximadamente 39,59 mil toneladas de
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mel, uma alta de 5,1% na producdo com relagcdo ao ano anterior, com valor de produgdo que
chegou a movimentar R$ 470,51 milhdes, impulsionado principalmente pelo aumento da
demanda e pela valorizacdo do mel brasileiro no mercado internacional (IBGE, 2016). A
prépolis brasileira também tem sido bem valorizada no mercado nacional e internacional. Sua
producdo anual chega a 150 toneladas por ano, sendo que dois tercos do total séo exportados,
principalmente, para o Japdo (SEBRAE, 2017). O aumento no interesse e no consumo de
prépolis brasileira se iniciou na década de 1980, e desde entdo o produto vem sido utilizado
como complemento alimentar ou como fitoterapico. Paralelamente, notou-se um aumento nos
estudos sobre a matriz de prdpolis, sua composicdo e suas propriedades, aumentando o
interesse popular no consumo desse produto (PEREIRA, 2015).

A prépolis ¢ uma mistura complexa de substancias de origem animal e vegetal. As
abelhas operarias coletam resinas vegetais em um raio que pode abranger até 5 quildmetros ao
redor da colmeia, e essa mistura de substancias resinosas, gomosas e balsdmicas € manipulada
dentro da colmeia com o acréscimo de cera produzidas pelas proprias abelhas e enzimas
salivares (BRASIL, 2001; PARK et al., 2002). Em média, a propolis é composta
principalmente por balsamos e resinas vegetais (40-60%) acidos graxos de cadeia longa
(30%), bleos essenciais (10%), polen, minerais e outros constituintes minoritarios (TORETI et
al., 2013; HUANG et al., 2014).

A propolis é um dos produtos naturais que mais tem recebido atencdo cientifica nos
ultimos anos, mesmo depois de mais de 100 anos de pesquisas envolvendo esse produto
natural (PEREIRA et al., 2002). O primeiro trabalho cientifico sobre prépolis foi indexado ao
Chemical Abstracts no ano de 1903, e descrevia algumas propriedades e composi¢do quimica
da propolis. Em 1904 foi depositada a primeira patente sobre o assunto (USA — Composition
for treating pins and piano strings). Mesmo considerando os poucos relatos de aplicacdes
terapéuticas da propolis no inicio do Século XX, o estudo cientifico da préopolis s6 se
intensificou a partir da década de 1960, principalmente em paises do Leste europeu
(PEREIRA et al., 2002).

O interesse global em pesquisas sobre prépolis, que ascendeu entre as décadas de 1950
e 1990, teve como principal justificativa a diversidade de propriedades bioldgicas estudadas e
comprovadas neste periodo de tempo, a maioria delas envolvendo atividades antimicrobiana,
antitumoral, anestésica e citotoxicidade (Tabela 1). Em meados da década de 1980 o estudo
da prépolis aumentou de maneira global, incluindo o Brasil, que depositou seu primeiro

trabalho cientifico em 1984 — um estudo que comparou o efeito da propolis em referéncia a



alguns antibidticos para inibicdo de Staphylococcus aureus (DOS SANTOS PEREIRA et al.,
2002; LUSTOSA et al., 2008).

Tabela 1 — Propriedades farmacologicas atribuidas a prépolis nas suas primeiras decadas de
estudo (adaptado de PEREIRA et al., 2003).

Ano Pais Propriedade farmacoldgica da prépolis
1957 URSS Anestésica

1967 Roménia Antifungica - Aplicacdo dermatologica
1968 URSS Uso no tratamento de Ulceras em ratos
1968 Polbonia Antibacteriana - género Candida
1976 Alemanha Antifungica - Scopulariopsis brevicaulis
1976 Pol6nia Antiprotozoarios - Trichomonas vaginalis e Toxoplasma gondii
1981 URSS Antibiotica - Staphylococcus aureus
1983 lugoslavia Atividade citotoxica in vitro - Células HelLa
1984 Brasil Antibidtica - Staphylococcus aureus
1985 lugoslavia Inibidor de Bacilus subtilis

1986 Tchecoslovaquia Inibidor de RNA polimerase — Echerichia coli e S. aurofaciens

1989 Polbnia Antitumoral - Carcinoma de Ehrlich
1990 Italia Antiviral — Herpes

1992 Bulgaria Antiviral - Influenza A

1993 EUA Antitumoral

1995 Japéo Citotoxicidade da propolis brasileira
1994 Brasil Antiparasitaria - Trypanosoma cruzi
1998 Eslovaquia Antimutagénico

O interesse cientifico depois desse periodo s6 aumentou. Para ilustrar tal interesse,
uma busca por publicagdes que utilizam como palavra-chave o termo “propolis” foi feita
utilizando a base de dados da plataforma Scopus entre os anos de 1980 e 2019. Além do
aumento expressivo no numero de publicacOes, foi possivel verificar atraves desse
levantamento que a maioria dos trabalhos sobre prépolis ainda envolve seu potencial

bioldgico, e também de seus principios ativos.
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Figura 4 — Aumento do nimero de publicag¢6es sobre prépolis ao longo do tempo (Fonte: Scopus.
Pesquisa feita em 11/03/2019).

O Brasil é dono da maior biodiversidade do mundo, devido a existéncia de diferentes
biomas, os quais tém Flora diferenciada e particular, e isso se reflete na producéo da prépolis,
visto que é uma matriz que deriva diretamente de substancias de origem vegetal (RIGHI et al.,
2013). Os fatores responsaveis pelo acimulo de metabolitos especiais nas plantas, o que altera
a composicdo quimica da prépolis, sdo principalmente, o indice pluviométrico, radiacdo
ultravioleta (UV), ritmo circadiano, composi¢éo relativa da atmosfera, ataque patogénicos e
idade da planta (GLOBO-NETO e LOPES, 2007). Além disso, o clima tropical permite que a
prépolis seja produzida durante todo o ano, diferente do que acontece com a propolis de clima
temperado, onde as abelhas suspendem o trabalho nos invernos mais rigorosos. Todos esses
fatores causam variacdo nos componentes da propolis e fazem com que ela tenha
caracteristicas particulares que dependem da regido de coleta, da disponibilidade vegetal, das
condicdes climaticas, da sazonalidade e também da espécie de abelha produtora (ALENCAR
etal., 2007; TORETI et al., 2013).

Atualmente a producdo de propolis brasileira representa aproximadamente 15% da
demanda mundial. O Estado de Minas Gerais € o maior produtor do pais, produzindo
aproximadamente 20 toneladas de propolis por ano. O impulso dessa producdo esta
relacionado com o aumento significativo no consumo de extrato de prépolis brasileira. A
prépolis produzida no Sudeste brasileiro é conhecida como prépolis verde e é a mais
valorizada no mercado internacional. No Japéo, cerca de 92% da prdpolis consumida é de

origem brasileira, e 0 preco do produto in natura chegou a saltar de US$ 5,00 para US$
p



200,00 por quilograma nos altimos anos. O frasco do extrato etandlico de propolis verde
chegou a custar, no mesmo periodo de tempo US$ 110,00 (SEBRAE, 2014).

A propolis mais conhecida no mundo, e também a mais estudada, é produzida pelas
abelhas meliferas A. mellifera L., onde no Brasil € representada por uma populacéo hibrida de
abelhas africanizadas. No contexto social das abelhas, a propolis descreve uma forma de
imunidade social, que consiste no comportamento dos individuos voltado para solu¢Bes que
reduzam a transmissao de doencas entre membros, garantindo a sucessdo das proximas
geracOes de individuos (SIMONE-FINSTROM e SPIVAK, 2010). Assim, a propolis na

colmeia atende a duas fungdes principais:

e Mecanica: a prépolis ¢é aplicada pelas abelhas meliferas na correcdo de imperfeicdes
dentro da colmeia, na vedacdo de entradas que impedem a passagem de insetos
invasores e principalmente para controlar a temperatura interna, por volta dos 30 °C
(controle da perda de calor convectivo). Até o inicio do Século XX acreditava-se que

essas eram as principais raz6es envolvidas na elaboracdo da prépolis (KRELL, 1996).

e Biologica: a complexidade quimica da propolis vem de resinas vegetais, fazendo com
que ela garanta a assepsia do ambiente, principalmente na regido de ovos e larvas. A
propolis também protege a colénia de doencas causadas por microrganismos
patogenos, desempenhando atividade antimicrobiana e é utilizada no cobrimento de
insetos mortos para evitar o crescimento de colonias de microrganismos invasores
(SALATINO et al., 2005; PARK et al., 2005).

As diferentes importancias e aplicagdes da propolis na colmeia sdo possiveis devido a
suas caracteristicas fisicas e quimicas. O produto final se apresenta no estado sélido, com
faixa de fusdo que varia entre 60 e 70 °C, sendo rigida e quebradica apenas abaixo dos 15 °C,
e isso a torna o suficientemente maleavel em uma grande escala de temperatura. O elevado
teor de ceras que € depositado pelas abelhas a deixa praticamente insolivel em agua, o que
impede a protecdo de ser desfeita em épocas chuvosas. O papel bioldgico e sua eficacia estdo
diretamente relacionados com a composi¢do quimica da propolis, ou seja, a preferéncia das
especies vegetais parece estar de acordo com o potencial antimicrobiano da propolis
(SALATINO et al., 2011; TORETI et al., 2013).

Com objetivo de estabelecer critérios minimos para garantir a qualidade dos produtos
apicolas brasileiros, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), através

do “Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Extrato de Propolis” (normativa n°
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03, de 19 de janeiro de 2001), descreveu uma série de requisitos e especificacbes que a
prépolis nacional deve possuir para ser comercializada (BRASIL, 2001).

A Tabela 2 mostra alguns dos parametros estabelecidos pela legislacéo brasileira para
0 padrdo de qualidade para a comercializacdo da propolis e do extrato hidroalcoolico de
propolis. Outras especificagdes incluem teor alcodlico de no méximo 70 °GL no caso dos
extratos de propolis, bem como a leitura de absorcdo dos extratos através de
espectrofotometria na regido do ultravioleta-visivel (UV-vis), para confirmar a presenca de

substancias fenolicas na regido que vai de 200 até 400 nanémetros (BRASIL, 2001).

Tabela 2 - Pardmetros de qualidade da propolis bruta e extrato hidroalcodlico de acordo com a
legislagdo em vigor (BRASIL, 2001).

Parametros Propolis Bruta Extrato de Propolis
Perda por dessecacgao Maximo de 8% (m/m) -
Cinzas Méaximo de 5% (m/m) -
Extrato seco - Minimo de 11% (m/v)
Ceras Maximo de 25% (m/m)  Maximo de 1% em extrato seco (m/m)
Substancias Fenolicas ~ Minimo de 5% (m/m) Minimo de 0,50% (m/m)
Flavonoides Minimo de 0,5% (m/m) Minimo de 0,25% (m/m)
Atividade de Oxidacdo ~ Maximo de 22 segundos Maéaximo de 22 segundos
Massa Mecénica Méximo de 40% (m/m) -
Solaveis em Etanol Minimo de 35% (m/m) -

A determinacdo do teor de substancias fenolicas € uma das analises mais importantes
no que diz respeito a qualidade da propolis e seu uso como fitoterapico, pois a literatura relata
correlacdo positiva entre a presenca destas substancias especificas e as suas propriedades
terapéuticas. Complementar a analise de substancias fendlicas, a atividade de oxidacdo indica
a qualidade do produto natural, tendo relacéo direta com a idade e o estado de conservacédo do
produto. Isso porque as substancias fenolicas da propolis, que tém propriedades antioxidantes,
sdo facilmente degradadas (oxidam com facilidade) quando expostas ao ar, elevada
luminosidade e locais onde a temperatura € muito elevada (DE MELO et al., 2014).



2.2. Biodiversidade da propolis
2.2.1. Origem boténica da propolis verde

As abelhas operarias visitam plantas de diferentes espécies vegetais, mas ainda nao se
sabe explicar porque algumas sdo preferenciais para a coleta da resina para elaboracdo de
propolis. Através da identificacdo de padrdes quimiogeograficos na prépolis é possivel
determinar sua origem botanica, mas ainda existem muitos tipos de propolis onde a espécie
necessaria para a sua elaboracdo ainda ndo foi identificada (SALATINO et al., 2011). A

Tabela 3 apresenta a origem boténica da propolis de algumas regides geograficas.

Tabela 3 - Propolis de diferentes regides geogréaficas e sua origem botanica
(TORET! et al., 2013).

Regido Geografica Origem Botéanica
Albania Populus nigra L.
América do Norte Populus L. spp.
Argentina Populus alba L.
Asia Populus L. spp.
Austrélia Xanthorrhoea
Bulgaria Populus L. spp.
Cuba e Venezuela Clusia minor L.
EUA (Continental) Populus fremontii L.
EUA (Havai) Plumeria acuminate L.
Europa Populus L. spp.
Reino Unido Populus euramericana L.
Regides Equatoriais Delchampia L. spp., Clusia L. spp.
Uruguai Populus alba L.

O conjunto de informagbes que se obtém ao associar a origem boténica aos fatores
extrinsecos, como o clima e a sazonalidade, tem se mostrado fundamental para o
estabelecimento de medidas mais eficientes que garantam o uso racional do produto natural,
como também assegurem suas propriedades farmacologicas (PEREIRA et al.,, 2002
TEIXEIRA et al., 2003). A origem botanica da prépolis pode ser estudada através da
comparacdo do seu perfil quimico com as possiveis fontes vegetais de origem, e através da

analise microscopica dos graos de polen presentes. Os grdos de polen séo carreados para a
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colmeia aderidos no corpo da propria abelha, principalmente no momento em que se coleta o
néctar para a elaboracdo de mel, e fornece uma série de informagdes importantes sobre o
habito de escolha das abelhas (BARTH, 2004).

O estudo sobre as possiveis fontes vegetais utilizadas na producdo da propolis
encontrada em zonas de clima temperado comecou ainda no Século XX. Essa variedade de
propolis é produzida a partir de diversas espécies do Alamo (Salicaceae), presentes em larga
escala na Europa, América do Norte e regibes ndo tropicais da Asia. E composta
principalmente por flavonoides e ésteres de acidos fendlicos, em especial o cafeato de fenetila
(CAPE, Figura 5), seu principio ativo mais importante (SALATINO et al., 2011).

HO CAPE
OH

Figura 5 — Estrutura do cafeato de fenetila (CAPE), principal componente da propolis

produzida em zonas temperadas.

As espécies de Populus spp. sdo consideradas as principais fontes de resina para a
elaboracdo da propolis de zonas temperadas (HUANG et al., 2014). A propolis obtida em
regides tropicais e subtropicais tem composicéo quimica diferenciada, pois poucas espécies de
alamo existem nessas regides. Assim, as abelhas meliferas se adaptaram ao longo do tempo a
Flora existente, passando a coletar a resina em outros géneros, compondo a prépolis com
diferentes classes de principios ativos, resultando assim, em propriedades farmacoldgicas
distintas. Entre as principais fontes vegetais disponiveis no Brasil para a elaboracdo da
prépolis, pelas abelhas meliferas, destacam-se o0 alecrim-do-campo (Baccharis
dracunculifolia DC.), o rabo de bugio (Dalbergia ecastophyllum L.f.), o pinheiro brasileiro
(Aracuaria angustifolia (Bertol.) Kuntze.) e o eucalipto (Eucalyptus citriodora Hook.).

E preciso ressaltar que a espécie da abelha envolvida na producio da prépolis é o que
influencia na escolha da fonte vegetal. As abelhas meliferas respondem a estimulos olfativos
em diversos contextos, principalmente para comunicacdo entre os membros da col6nia, e no
caso especifico das abelhas operéarias, a relacdo com os odores das plantas pode estar
associada a localizacdo de néctar e polen (BANKOVA et al., 2014). N&o é possivel afirmar
até o momento se existe algum estimulo olfativo associado especificamente a coleta de resina
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para elaboracdo da propolis, apesar de parecer légico que o fendmeno ocorra. Leonhardt e
colaboradores (2010) demonstraram que a presenca de determinados terpenoides volateis em
algumas espécies vegetais estavam diretamente associados a escolha para elaboragcdo da
propolis por algumas espécies de abelhas do género Apis.

A propolis produzida no Brasil é muito diversificada por conta dos diferentes biomas,
0S quais possuem caracteristicas particulares com relagdo a sazonalidade, variacdo climatica,
indicie pluviométrico e Flora diferenciada, gerando diferencas pronunciaveis no seu aspecto
quantitativo e qualitativo (Figura 6). Muitos estudos sugerem que a distribuicdo de
metabdlitos especiais em vegetais ndo é aleatdria, mas apresentam uma série de padrdes
caracteristicos que estdo ligados a sua taxonomia, conhecimento que tem contribuido

frequentemente para o entendimento da matriz de propolis (SALATINO et al., 2011).

Propolis do Brasil

Mata Atlantica

Figura 6 — No Brasil, diversas regides fitogeograficas produzem prépolis com caracteristicas distintas.
(Fonte: Prof. Nivaldo Paulino, Universidade Anhanguera — SP)

Assim, é possivel observar o reflexo da biodiversidade brasileira na propolis produzida

no pais. Por exemplo, propolis verde (Figura 7-a) é produzida na regido Sudeste do Brasil e
sua composicdo quimica é rica em substancias polifendlicas (principalmente, fenilpropanoides
prenilados, flavonodis e derivados do acido cafeoilquinico), enquanto na propolis vermelha
(Figura 7-b), que é produzida na regido Nordeste do pais, apresentam neoflavonoides e
isoflavonoides, além de benzofenonas, como os principios ativos mais comuns (AWALE et
12



al., 2008; SALATINO et al., 2011; SALGUEIRO e CASTRO, 2016). A prépolis marrom
(Figura 7-c) é produzida na regido Sul do pais e é conhecida principalmente, como prépolis
comum, ndo apresentando caracteristicas especificas com relacdo a composic¢do quimica ou a

sua origem botéanica até o0 momento.

®

b) 0 0™ sl

Figura 7 — Placas de prépolis bruta de diferentes regibes do Brasil: (a) prépolis verde da regido

Sudeste, (b) prépolis vermelha da regido Nordeste e (c) propolis marrom da regido Sul.

Atualmente a prépolis brasileira € classificada em 13 grupos distintos (Tabela 4). Os
fatores utilizados para elaborar essa classificagdo foram relacionados a cor do extrato
etanolico da amostra de propolis, o perfil quimico e a regido onde era produzida (PARK et al.,
2002; ALENCAR et al., 2007). Embora seja muito utilizada para diferenciacdo da propolis
nacional, a origem boténica associada ao tipo de prépolis ndo foi levada em consideracdo para
elaborar esta classificagéo.

Tabela 4 - Classificacdo da propolis brasileira de acordo com a coloragéo do
extrato hidroalcoolico (TORETI et al., 2013).

Grupos Cor do Extrato Regido Brasileira
Grupo 1 Amarelo Sul
Grupo 2 Castanho claro Sul
Grupo 3 Castanho escuro Sul
Grupo 4 Castanho claro Sul
Grupo 5 Marrom esverdeado Sul
Grupo 6 Marrom avermelhado Nordeste
Grupo 7 Marrom esverdeado Nordeste
Grupo 8 Castanho escuro Nordeste
Grupo 9 Amarelo Nordeste
Grupo 10 Amarelo escuro Nordeste
Grupo 11 Amarelo Nordeste
Grupo 12 Verde Sudeste
Grupo 13 Vermelha Nordeste
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A propolis verde, acompanhada da vermelha, € tipo que mais se destaca
comercialmente e também na pesquisa cientifica (SALATINO et al., 2011). A prdpolis verde
é produzida na regido Sudeste do Brasil, sendo o Estado de Minas Gerais seu maior produtor.
De acordo com dados fornecidos pela Cooperativa Nacional de Apicultura (Conap),
aproximadamente 100 toneladas de propolis verde s&o produzidas no Brasil, com 90% vindo
de produtores de Minas Gerais. No ano de 2015, a propolis verde chegou a movimentar US$
30.000.000,00 em exportacdes de extratos e matéria prima bruta, principalmente para o Japao.

Vaérias espécies vegetais podem estar envolvidas na producéo da prépolis verde, mas
sua principal origem esta nos brotos mais jovens de B. dracunculifolia, conhecida
popularmente como alecrim-do-campo ou “vassourinha”. O género Baccharis € 0 mais
abrangente da subtribo Baccharidinae (Asteraceae), e estd presente em larga escala na
Ameérica do Sul — desde o Sudeste do Brasil até areas da Argentina, Uruguai, Paraguai e
Bolivia — com mais de 500 espécies nativas desta regido, sendo B. dracunculifolia a principal
delas (BASTOS et al., 2010). A relagdo entre a propolis verde e sua origem botéanica foi
constatada através de trabalhos comparativos entre a propolis e a matriz vegetal,
principalmente através de técnicas instrumentais de cromatografia liquida e gasosa, além de
espectrofotometria na regido do ultravioleta-visivel (UV-vis), todas apontando forte
semelhanca no perfil quimico das amostras, além de observagdo do comportamento das
abelhas meliferas na regido de coleta (ALENCAR et al., 2005).

A coloracdo verde intensa dessa variacdo da propolis brasileira pode ser explicada pela
presenca de clorofila nos brotos de alecrim-do-campo que sdo manipulados junto a propolis
no momento da producdo (Figura 8). A presenca desses fragmentos vegetais foi comprovada
através de microscopia dptica e microscopia eletronica de varredura (ALENCAR et al., 2005;
TEIXEIRA et al., 2013).
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Figura 8 — Abelha melifera (africanizada) coletando resina do alecrim-do-campo para a elaboragéo da
prépolis (Fonte: Michel Stérquio Belmiro).

De acordo com Bastos e colaboradores (2010), em um estudo realizado no Estado de
Minas Gerais, as populacdes de B. dracunculifolia secretam exsudados especificos durante as
estacdes de chuva, causando maior atracdo das abelhas meliferas (e outros insetos) e
consequentemente aumento na coleta de resina e brotos vegetais para a elaboragdo da propolis
verde, periodo de tempo que coincide com a alta na producédo desta prdpolis no Estado. Além
disso, foi possivel constatar que a coleta do material vegetal ndo depende do género da planta
ou do seu estado fenoldgico (BASTOS et al., 2010).

Diante da necessidade de associar a prépolis a sua principal fonte botanica,
biomarcadores tém sido propostos. O biomarcador é uma substancia especifica (ou uma classe
de substancias) conhecida por pertencer a uma espécie vegetal, e encontrada em abundancia
em certos tipos de prépolis (SALATINO et al.,, 2011). No caso da propolis verde, é
estabelecido como biomarcador o Artepillin C, &cido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico, um
derivado do &cido cinamico. O Artepillin C é o polifenol de baixo peso molecular mais
abundante na proépolis verde (> 5% em massa), e s6 pode ser identificado nessa variedade do
produto natural, sendo metabdlito especial presente em B. dracunculifolia (ALENCAR et al.,
2005; SALATINO et al., 2005).

Nascimento e colaboradores (2008) apresentaram como novo marcador quimico para a
prépolis verde, o derivado, 3-prenilcinamato de alila. A identificacdo deste éster facilita o

controle de qualidade da prépolis verde, assegurando sua origem boténica a B. dracunculifolia
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por também ser abundante nos &pices de alecrim-do-campo, sendo possivel identifica-lo
cromatografia gasosa (CG) por conta de sua volatilidade. A substancia prenilada foi
identificada ndo s6 em amostras de propolis in natura, mas também em extratos comerciais de
prépolis verde (NASCIMENTO et al., 2008). As estruturas quimicas dos biomarcadores
identificados na propolis verde estdo apresentadas na Figura 9.

Figura 9 — Estrutura dos biomarcadores acido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico (Artepillin C), e 3-

prenilcinamato de alila, proposto por Nascimento e colaboradores (2008).

Analises de melissopalinologia sugerem que abelhas meliferas presentes na regido do
cerrado brasileiro visitam espécies do género Baccharis para coleta de resina, além de outras
espécies dos géneros Vernonia, Diclenia, Hyptis, Myrcia, Schinus e Weinmania (SANTOS et
al., 2003). Entretanto, ainda ndo existem registros na literatura da ocorréncia dessas duas
substancias (Artepillin C e 3-prenilcinamato de alila) na propolis dessa regido, ndao podendo
ser caracterizadas como propolis verde. Embora a andlise polinica forneca evidéncias
consistentes sobre a origem da propolis pela associacdo com o pdlen caracteristico das
espécies visitadas, esse dado deve ser observado com cautela, pois ndo é possivel determinar
com certeza se a ocorréncia do pdlen identificado esta associada a uma espécie visitada ou a
uma contaminacado ocasional (SALATINO et al., 2005).

A identificacdo dos possiveis biomarcadores para a propolis brasileira contribui
significativamente para que sejam estabelecidos critérios com relacdo ao uso popular da
propolis de forma racional, pois funcionam como uma “identidade” do produto e
consequentemente agregam valor comercial pelo apelo terapéutico. O Artepillin C ¢é
considerado marcador de qualidade na prépolis verde por estar relacionado com diversas
propriedades biologicas. Varios trabalhos na literatura relatam que esta substancia da propolis
verde possui potencial antibacteriano, antiviral, anti-inflamatorio, antitumoral, antimutagénico
e antioxidante (AKAO et al., 2003; PAULINO et al., 2008; NOBUSH et al., 2012; RESENDE
etal., 2012; SZLISZKA et al., 2013; SALGUEIRO e CASTRO, 2016; VEIGA et al., 2017).
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2.2.2. Composicao quimica da propolis verde

A composicdo quimica da propolis depende diretamente do perfil fitoquimico das
espécies envolvidas na sua producdo. Balsamos e resinas vegetais compdem a maior parte da
propolis (em massa), podendo chegar a até 60% da sua composi¢do quimica e é a partir dessa
fracdo da propolis que se extrai a maior parte de seus principios ativos.

Estima-se que até 0 momento mais de 300 substancias ja tenham sido identificadas
para a propolis, entre elas pode-se destacar: hidrocarbonetos superiores (derivados do alcool
benzilico, cinamilico e fenetilico); acidos graxos de cadeia longa e seus ésteres; aldeidos
aromaticos (vanilina, isovanilina) e cetonas (cetonas alifaticas, derivados da acetofenona);
terpenoides (6leos essenciais, esteroides e saponinas); agucares (sacarose, frutose, glicose,
xilose); aminoacidos (alanina, arginina, asparagina, cistina, cisteina, glicina, histidina,
isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, triptofano); fenilpropanoides e
seus derivados (derivados do acido cinamico e seus ésteres, estilbenos); derivados do acido
benzoico e seus ésteres; acidos alifaticos e seus ésteres (acido acético, fumarico, angélico,
butirico); chalconas; flavonas e flavonois (canferide, canferol, crisina, galangina,
isorhamnetina, quercetina, tectocrisina); flavanonois (aromandendrina); flavanonas
(alnusitol, alpinetina, naringenina, sacuranteina, pinocembrina).

Substancias volateis e 6leos essenciais representam uma pequena fracdo da propolis,
chegando a aproximadamente 10% de sua composi¢do, composta principalmente por
terpenoides e ésteres de acidos fendlicos com baixo peso molecular. A presenca dessas
substancias esta diretamente associada ao odor diferenciado e caracteristico de cada tipo de
prépolis, estando possivelmente envolvidas no processo de reconhecimento da fonte vegetal
por parte das abelhas meliferas (BANKOVA et al., 2014; LEONHARDT et al., 2010).

Entre os terpenoides mais comuns encontrados na propolis verde destacam-se 0s
monoterpenos (linalool, S-pineno, a-terpineol, f-mirceno, limoneno), sesquiterpenos (o-
ylangeno, a-copaeno, p-cariofileno, aromadendreno, a-humuleno, S-guaieno, y-elemeno, o-
cariofileno, 9-epi-g-cariofileno, germacreno A, p-selineno, viridifloreno, y-muuroleno,
valenceno, a-muuroleno, y-cadiene, d-amorfeno, cis-cakameneno, selina-3,7(11)-dieno, (E)-
nerolidol, espathulenol, §-cadinol, oxido de cariofileno) e alguns triterpenos (a-amirina, j-
amirina, lupeol, lupenona, 24-metilenocicloartanol). E importante ressaltar que tais
componentes também ja foram identificados no 6leo essencial de alecrim-do-campo,
corroborando com a hipdtese de que essa espécie seja a principal envolvida na producdo da

propolis verde (OLIVEIRA et al., 2009; PEREIRA et al., 2002; MAROSTICA JUNIOR et
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al., 2008; PARREIRA et al., 2010; HUANG et al., 2014; ALBUQUERQUE et al., 2014,
BANKOSTA et al., 2014).

De maneira geral, os sesquiterpenos (Cis) sdo mais abundantes na prépolis verde
guando comparado a outros tipos de terpenoides, e esse padrdo é observado também no 6leo
essencial de alecrim-do-campo (B. dracunculifolia) (SALATINO et al., 2005; MAROSTICA
JUNIOR et al., 2008; PARREIRA et al., 2010). Assim, a analise de substancias volateis
também pode ser usada como dado que corrobora com a relacdo entre as abelhas e a
vegetacdo. A literatura relata que para o 0leo essencial de propolis verde, a variacdo sazonal
dos componentes é mais significativa de um ponto de vista quantitativo, mostrando que sua
composi¢do é mais influenciada pelo local onde a prépolis € produzida (BANKOVA et al.,
1998).

Entre os constituintes mais frequentes na fracdo volatil da prépolis verde produzida
nas regides de Sao Paulo e Rio de Janeiro, é possivel destacar os sesquiterpenos (E)-nerolidol,
espatulenol e §-cadineno (MAROSTICA JUNIOR et al., 2008, OLIVEIRA et al., 2010;
NUNES e GUERREIRO, 2012). Ja na propolis verde que ocorre no Estado de Minas Gerais,
0s principais componentes encontrados sao (E)-nerolidol, S-cariofileno e selina-3,7(11)-dieno
(ALBUQUERQUE et al., 2008). A Figura 10 apresente as estruturas quimicas dos principais
sesquiterpenos identificados para a propolis verde.

S

(E)-Nerolidol Espathulenol  (+)-delta-cadineno
=
=
(-)-B-Cariofileno Selina-3,7(11)-diene

Figura 10 — Sesquiterpenos mais abundantes identificados na propolis verde.

Os principais componentes quimicos ndo volateis encontrados na propolis verde
pertencem a classe dos polifendis, como os acidos fenolicos e os flavonoides. Os

fenilpropanoides, como o acido cinamico e seus derivados, assim como diversos flavonoides,
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caracteristicos da propolis europeia, também podem ser encontrados em amostras de prépolis
brasileira (HUANG et al., 2014). O que diferencia a composi¢cdo quimica da propolis
brasileira das demais € a presenca de metabdlitos especiais caracteristicos de espécies vegetais
que estdo presentes especificamente no Brasil, como é o caso da B. dracunculifolia.

Muitos flavonoides j& foram identificados em amostras de prépolis verde (Figura 11),
em geral com um ou mais substituinte hidroxila ou metoxila, diferente dos flavonoides
encontrados na propolis de regides temperadas — que sdo geralmente pouco substituidos,
principalmente no anel B (PARK et al., 2004; CHANG et al., 2008; HISANORI et al., 2011;
SALGUEIRO e CASTRO, 2016; ANDRADE et al., 2017).
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Pinostrobina OCH; OH H Canferol OH
Isosakuretina OH OH OCH; Galangina H
Canferide OH OH H  OCH;
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Tectocrisina OCH; OH H OH O

Acacetina OH OH OCH;

Hesperidina

HO OH HO o @ HO
OO T,
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2'.4',6'-triidroxichalcona Pinobanksina Ermanina

Figura 11 — Flavonoides frequentemente identificados na prépolis verde (PARK et al., 2004; CHANG
et al., 2008; HISANORI et al., 2011; SALGUEIRO e CASTRO, 2016; ANDRADE et al., 2017).

Os é&cidos fendlicos, tais como os derivados do &cido cindmico e benzoico, sdo muito
comuns tanto na fonte boténica (B. dracunculifolia), quanto na matriz de propolis verde, e séo
conhecidos pela sua diversidade estrutural e propriedades biologicas. Os fenilpropanoides

(&cidos cinamico, cafeico, ferulico, sinapico) estdo presentes na prépolis verde principalmente
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na forma de derivados prenilados, como o Artepillin C, ou na forma de ésteres como o 3-
prenilcinamato de alila. Metabdlitos especiais prenilados sdo muito comuns no alecrim-do-
campo, sendo assim importantes para a caracterizacdo da propolis verde. Na Figura 12 estdo
representadas as estruturas de alguns dos componentes prenilados encontrados na propolis
verde (KUMAZAWA et al., 2003; NEGRI et al., 2003; TEIXEIRA et al., 2005; CHENG et
al., 2008; TAVARES et al., 2010; FAVARO et al., 2015; ANDRADE et al., 2017).

0]
AN

OH )

Drupanina

Acido 3-prenil-4-(2-
Capillartemisina A 3-prenil-cinamato de alila metilpropioniloxi) cindmico

Figura 12 — Principais derivados prenilados encontrados na prépolis verde (KUMAZAWA et al.,
2003; NEGRI et al., 2003; TEIXEIRA et al., 2005; CHENG et al., 2008; TAVARES et al.,
2010; FAVARO et al., 2015; ANDRADE et al., 2017).

Outros derivados prenilados estdo presentes na prépolis verde na forma de anéis
heterociclicos, tais como cromanos e derivados 2,3-diidrobenzofuranos substituidos. Esteres
ndo-prenilados dos &cidos p-cumaérico e cafeico sdo reportados com menos frequéncia, a
exemplo do &cido rosmarinico que foi identificado pela primeira vez na propolis verde do Rio
de Janeiro por Salgueiro e Castro (2016), e o para-cumarato de diidroconiferila identificado
por Kumazawa e colaboradores (2003) na prépolis verde de Minas Gerais. Tais ésteres
apresentam estrutura similar a do CAPE (Figura 5), principio ativo da prépolis europeia, com
numerosas propriedades biologicas (TORET]I et al., 2013; HUANG et al., 2014). A Figura 13
apresenta alguns exemplos desses componentes (KUMAZAWA et al., 2003; CHANG et al.,
2008; SALGUEIRO e CASTRO, 2016).
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Figura 13 — Derivados heterociclicos e ésteres identificados na prépolis verde (KUMAZAWA et al.,
2003; CHANG et al., 2008; SALGUEIRO e CASTRO, 2016).

Derivados do &cido cafeoilquinico, como o &cido clorogénico, foram identificados na

prépolis verde, mas sdo encontrados em quantidades menores na espécie vegetal B.

dracunculifolia, o que sugere que esses componentes podem ser recolhidos de outras fontes

vegetais. De acordo com a literatura, derivados do &cido cafeoilquinico sdo frequentes em

espécies do género Citrus spp., podendo ser encontrado na prépolis produzida nos ambientes
gue comportam espécies desse género (DOS SANTOS et al., 2003; HUANG et al., 2014).

A estrutura do &cido clorogénico e de outros derivados encontrados na propolis verde

esta apresentada na Figura 14. Por conta da sua elevada polaridade, esses componentes sao

geralmente encontrados em extratos aquosos ou misturas hidroalcoolicas.
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Figura 14 — Derivados do &cido quinico encontrados na propolis verde.

2.3. Biossintese de substancias fenolicas

Uma caracteristica das plantas e de outros organismos sésseis — ou seja, organismos
que ndo possuem a capacidade de locomocdo — é a capacidade de produzir um vasto e
diversificado conjunto de substancias, chamadas de metabdlitos especiais (CHEYNIER et al.,
2013). Tais metabolitos ndo sdo essenciais para o metabolismo priméario (como os metabélitos
do ciclo do acido citrico), porém sdo importantes, principalmente, no que diz respeito a
resisténcia e defesa dos organismos quando sdo submetidos a estresse ou quando séo atacados
por algum patégeno (LATTANZIO et al., 2006; BARTWAL et al., 2012; CHEYNIER et al.,
2013). As substancias fenolicas correspondem a um abrangente grupo de metabdlitos
especiais muito abundantes em organismos vegetais, e tem como caracteristica a presenca de
pelo menos um anel aromatico (benzénico) substituido com um grupo -OH (hidroxila) em sua
estrutura. Sdo amplamente distribuidos por todo o Reino Vegetal (podendo também ser
encontrados em microrganismos), contribuindo também para qualidades sensoriais como cor e
sabor de flores e frutos (CHEYNIER et al., 2013).

Por ser um grupo de substancias bastante heterogéneo, os polifendis de baixo peso
molecular ocorrem universalmente em plantas superiores, podendo estar distribuidos de
maneira geral — metabolitos fendlicos que sdo comuns em muitas espécies vegetais — ou de
maneira mais especifica — polifendis que estdo presentes em individuos especificos, podendo
caracterizar uma espécie, um género ou uma familia vegetal (CHEYNIER et al., 2013). A
observacao desse tipo de distribuicdo de metabolitos secundarios faz com que as substancias
polifendlicas, além de outros grupos de metabdlitos como alcaloides e terpenoides, sejam

importantes para o desenvolvimento de estudos quimiotaxonémicos envolvendo a
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classificacdo das plantas superiores e também dos microrganismos (WINK, 2003; FRISVAD
et al., 2008; SINGH, 2016; SINGH e GEETANJALLI, 2018;).

De acordo com a literatura, as substancias fenolicas correspondem restritamente a
todos os metabolitos gerados pelas rotas biossintéticas envolvendo o acido chiquimico (via do
chiquimato), que tem como produto final os fenilpropanoides, ou pela via do
acetato/malonato. Essas rotas biossintéticas geram uma série de substancias que podem ser
encontradas como mon6meros livres, ou ainda como polimeros. Assim, polifendis séo
classificados de acordo com o tipo de estrutura principal, conforme é apresentado na Tabela
5. Cada unidade Cs corresponde a um anel benzénico, enquanto as unidades Cx correspondem

a uma cadeia substituinte ou espagadora contendo “x’’ 4&tomos de carbono.

Tabela 5 - Classificacdo de substancias fendlicas quanto ao esqueleto basico de sua
estrutura (CHEYNIER et al., 2013).

Esqueleto bésico Classes de substancias fendlicas
Ce Fendis simples, benzoquinonas
Ce-C1 Acidos fendlicos (4cido benzdico)
Ce-Co Acetofenonas; acido fenilacético
C6-Cs Fenilpropanoides (&c. cindmico); Cumarinas; Cromonas
Ce-C4 Naftoquinonas
Cs-C1-Cs Xantonas; Benzofenonas
C6-C2-Cs Estilbenos; Antraquinonas
C6-C3-Cs Chalconas; Flavonoides
(Ce-Ca): Lignanas
(C6-C3-Cs)2 Diflavonoides
(Ce)n Melaninas vegetais
(Cs-C3)n Ligninas
(Ce-Ca)n Taninos hidrolisaveis
(Ce-C3-Ce)n Taninos condensados

A rota biossintética envolvendo o acido chiquimico é responsavel pela biossintese dos
acidos fenolicos, tais como os fenilpropanoides (acidos cinamico, p-cumarico, cafeico,
ferulico, sinapico), de esqueleto basico Ce-Cs, € tambeém derivados do acido benzoico (acidos
p-hidroxibenzoico, géalico, vanilico, protocatecuico), cujo esqueleto basico é formado por
unidades Ce-C1 (Tabela 6). Esses derivados fenolicos sdo frequentemente identificados em
amostras de prépolis verde (SALGUEIRO e CASTRO, 2016). A variedade no padrdo de

substituicdo dos é&cidos fenolicos (hidroxilacdo, glicosilagcdo, acilagdo, O-metilagéo,
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prenilagdo e outras) é conduzida pela expressdo biogenética de cada organismo, o que
determina a presenca de enzimas especificas relacionadas com a derivatizacdo dos esqueletos
béasicos de acidos fenodlicos (VOGT, 2010; CHEYNIER et al., 2013).

Tabela 6 - Derivados dos acidos cinamico e benzdico.

R4 0o Ry O
Rz N oH R2 OH
R3 Rj
Rq Ry
Substituintes Derivados do Acido Cinamico Derivados do Acido Benzoico
R1=R2=Rs=R4 = H Acido cinamico Acido benzoico
R1=OH Acido o-cumérico -
R; = OH Acido p-cumérico Acido p-hidroxibenzoico
R3=R; = OH Acido cafeico Acido protocatecuico
Rz = OCH3; Rs = OH Acido ferlico Acido vanilico
R2=R3=R4 = OH - Acido galico
R1=R; = OH - Acido gentisico
R2=Rs= OCHs; R3 = OH Acido sinapico Acido siringico

A via do chiquimato (ou via do &cido chiquimico) é responsavel pela biossintese dos
aminoacidos aromaticos como L-fenilalanina, L-tirosina e L-triptofano. Apos sua biossintese,
0 acido chiquimico é convertido a acido prefénico, metabolito final que, ao sofrer uma reagédo
de transaminacdo, € transformado no aminoacido correspondente. Para a conversdo do
aminoécido em um fenilpropanoides, uma desaminacgdo oxidativa € catalisada pela enzima
fenilalanina aménia liase (PAL), levando ao é&cido cindmico — que é posteriormente
derivatizado por outras enzimas (CHEYNER et al., 2013).

Os derivados do acido benzoico sdo formados a partir da degradacdo da cadeia lateral
do &cido cindmico (unidade C3) que pode ocorrer através de uma B-oxidacgdo, e as reacoes
subsequentes que promovem sua derivatizacdo através da adicdo de substituintes ao anel
benzénico (HELENO et al., 2015). Em algumas plantas, o aminoacido L-tirosina é utilizado
como precursor e convertido através da enzima tirosina amoénia liase (TAL) diretamente para
0 &cido p-cumarico (VOGT, 2010).
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O Esquema 1 apresenta resumidamente o conjunto de reacGes envolvidas na

biossintese dos &cidos fendlicos (derivados dos acidos cindmico e benzoico), pela via do &cido
chiguimico.

o)

X 0
Lﬁ : o
HO 0”1 “OH
OH ©

OH

[ 0] 0O
Eritrose-4-fosfato ) 0, NH;
— MO — OH ( N"NoH
+ — —
Ho 0 NHz —
HO-Y.-O z PAL .
P %OH OH Acido Cinamico
O

Fosfoenolpiruvato Acido Prefénico L-Fenilalanina

C4H

O 0]
CoA 4CL OH
M oy
HO HO

. . . Acido Benzoico
p-cumaril-CoA Acido p-Cumarico

HCT

Salicilatos HO,,, Z
Cumarinas
Taninos hidrolisaveis HO™
Lignols, lignanas e ligninas O N
Chalconas |
Flavonoides

OH

Acido 5-O-cumaroilquinico

Esquema 1 — Representacdo geral para a biossintese de acidos fendlicos derivados da via do acido
chiguimico (CHEYNIEr et al., 2013; HELENO et al., 2015). PAL — fenilalanina aménia liase; C4H —

cinamato-4-hidroxilase; 4CL — 4-cumaroil:CoA-ligase; HCT — hidroxicinamoil-transferase.

Os principais metabdlitos gerados a partir desta via metabdlica sdo os acidos cinamico
e p-cumarico, que na presenca de enzimas especificas sofrem modificagdes estruturais para
gerar outros derivados fenolicos (Tabela 6). Além disso, a enzima 4-cumaroil:CoA-ligase ¢
responsavel pela tioesterificacdo do acido p-cumérico, o tornando um importante
intermediario para a biossintese de outras classes de substdncias fenolicas, como 0s

flavonoides.
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Os flavonoides fazem parte de um amplo grupo de substancias fendlicas caracterizado
estruturalmente por um sistema contendo trés anéis (Ce-Cs-Cs), chamados respectivamente de
anéis A, C e B, sendo os aneis A e B sistemas aromaticos, e o anel C como um sistema
piranico (Figura 15), ausente apenas nas chalconas. Os flavonoides sdo um importante
conjunto de substancias bioativas da prépolis, principalmente de zonas temperadas,
contribuindo significativamente para as propriedades farmacoldgicas do produto (HUANG et
al., 2014).

0
C |

O

Figura 15 — Nucleo basico de um flavonoide e seus diferentes sistemas aromaticos.

A biossintese dos flavonoides é conduzida por uma rota mista, pois € necessario um
intermediario da via do acido chiquimico (p-cumaroil-CoA ou cinamoil-CoA), e outro
intermediario da via do acido acético (malonil-CoA), através de uma reacdo de condensacédo
catalisada pela enzima a enzima chalcona-sintase (CHS). A partir da chalcona formada (2°-4°-
6’-triidroxichalcona), enzimas especificas catalisam uma série de modificacBes estruturais
para a construcdo do flavonoide, como a inser¢do de hidroxilas, metoxilas ou ainda reac6es
redox e glicosilagbes (WINKEL, 2006; CHEYNER et al., 2013).

De acordo com modificagdes estruturais no anel C, os flavonoides podem ser
divididos em diferentes tipos com caracteristicas fisico-quimicas e propriedades bioldgicas
distintas. Na prépolis podem ser encontradas diferentes tipos de flavonoides, como flavondis
(quercetina, galangina e canferol), flavonas (apigenina e crisina) e flavanonas (pinocembrina,
pinobanksina e naringenina).

O Esquema 2 apresenta resumidamente o conjunto de reacGes envolvidas na

biossintese das diferentes classes de flavonoides.
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Esquema 2 — Representacdo geral para a biossintese de flavonoides (WINKEL, 2006; CHEYNER et
al., 2013).

2.4. Propriedades biolédgicas da propolis e seus constituintes

O Brasil hospeda ao longo do seu territorio entre 15 e 20% de toda a biodiversidade
mundial, composto por mais 55 mil espécies de plantas endémicas ou ndo (BARREIRO e
BOLZANI, 2009). Dentro deste aspecto, a producdo da propolis depende diretamente do seu
local de origem, e por conta dessa grande dependéncia fitogeografica, a propolis brasileira

apresenta variagdes significativas no perfil qualitativo de substancias, o que se reflete
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diretamente no espectro de propriedades biologicas do produto natural, principalmente
quando comparada com a propolis produzida em outros locais, como 0s de zonas temperadas
(SFORCIN e BANKOVA, 2011; TORETI et al., 2013; HUANG et al., 2014).

As propriedades biologicas da prépolis brasileira tém sido amplamente investigadas
nos Ultimos anos, atraindo principalmente o interesse de produtores e consumidores do
produto natural em todo 0 mundo. Esse aspecto contribui significativamente para a realizacéo
de outras pesquisas envolvendo a correlacdo entre o perfil fitoquimico e as propriedades
terapéuticas da prépolis, principalmente com o objetivo de se obter informacdes acerca dos
principios ativos mais importantes atrelados a determinada atividade bioldgica. Assim, a
propolis pode ser encarada como uma importante matriz natural para a obtengdo de
substancias bioativas que podem contribuir significativamente para o desenvolvimento de
novos farmacos (SFORCIN e BANKOVA, 2010). A Tabela 7 apresenta algumas das

propriedades bioldgicas atribuidas a prépolis verde.

Tabela 7- Propriedades biol6gicas avaliadas na prépolis verde.

Propriedade Biologica Referéncia
Antimicrobiana Aguiar et al., 2014; Cardoso et al., 2016;
Anti-inflamatoria Szliszka et al., 2013; Machado et al., 2014;
Anticancer Szliszka et al., 2011; Chan et al., 2012;
Antiparasitaria Salomado et al., 2011;
Imunomoduladora Cheung et al., 2011; Figueiredo et al., 2014;
Antiviral Urushisaki et al., 2011;
Laxante Kakino et al., 2012;
Adjuvante em vacinas Fischer et al., 2010;
Antiflngica Dota et al., 2011; Ngatu et al., 2011,
Anti-hipertensiva Maruyama et al., 2009;

Simodes-Ambrosio et al., 2010; Mello et al., 2012;

Antioxidante Salgueiro e Castro, 2016;

De maneira simplificada, as abelhas “escolhem” resinas vegetais especificas para a
elaboracdo da propolis por conta das caracteristicas fisico-quimicas do material,
principalmente para defesa contra microrganismos. Essa foi uma importante observacéo que

provavelmente impulsionou os estudos de atividade antimicrobiana da propolis. As
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propriedades antimicrobianas da prépolis sdo amplamente discutidas na literatura (SFORCIN
e BANKOVA, 2011).

A presenca de substancias fendlicas, tais como os flavonoides, pinocembrina e
galangina, contribuem significativamente para 0 aumento da atividade bactericida e fungicida
da prépolis, com mecanismo de acao baseado na inibicdo da RNA-polimerase. Outros estudos
sugerem que os flavonoides, além dos acidos cafeico, benzoico e cindmico possuem acéo
antimicrobiana atraves de danos funcionais e estruturais causados na membrana ou parede
celular dos microrganismos (LUSTOSA et al., 2008). Estdo listadas na Tabela 8 algumas
substancias fenolicas que fazem parte da composicdo quimica da prépolis verde, bem como
suas propriedades relatadas na literatura.

Tabela 8 — Substancias presentes na propolis verde que apresentam propriedades bioldgicas
(adaptado de Toreti et al., 2013).

Substancias Identificadas Atividades Bioldgicas

Anti-inflamatéria

Acacetina Antimicrobiana
Apigenina Anti-inflamatéria
- Antitumoral
Artepillin C Antioxidante
.. Anti-inflamatoria
Crisina

Acido cafeico

Acido cinamico
Acido feralico
Galangina
Acido galico
Acido isofertlico
Pinostrobima
Acido protocatecuico

Pinocembrina
Acido o-cumarico

Acido m-cumarico
Acido p-cumarico

Quercetina

Substancias volateis

Antibacteriana
Anti-inflamatoria
Antiflngica
Antiviral
Anti-inflamatoria
Anti-inflamatoria
Anti-inflamatoria
Anti-inflamatoria
Anti-inflamatoéria
Anestésica
Antibacteriana
Antifangica
Anti-inflamatoéria
Anestésica
Anti-inflamatoéria
Antiviral
Anti-inflamatoéria
Antibacteriana
Anti-histaminica
Contra ulcera

Crescimento capilar

Antibacteriana

29



Em um estudo conduzido por Kujumgiev e colaboradores (1999), amostras de prépolis
de diferentes localizacbes e produzida por diferentes espécies vegetais, apresentaram
diferencas significativas no perfil quimico, porém similar atividade antimicrobiana frente a
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (S. aureus, E. coli), fungo (Candida albicans) e
virus (Influenza virus A). Este estudo comparativo mostrou que a atividade antimicrobiana se
manteve para diferentes amostras de propolis, indicando que diferentes combinagfes de
principios ativos foram essenciais para suas propriedades bioldgicas, atuando em efeito
sinérgico (BANKOVA, 2005).

Um pardmetro critico a ser considerado na avaliacdo da atividade bioldgica da propolis
é o tipo de extrato preparado no estudo. Geralmente, etanol e metanol sdo os mais utilizados
para preparar extratos de prépolis, especialmente em misturas hidroalcodlicas; a literatura
relata que a mistura etanol: agua a 70% esta relacionada com a recuperacdo mais eficiente das
substancias bioativas da propolis (SFORCIN e BANKOVA, 2010). Outros solventes de
diferentes polaridades (como éter etilico, diclorometano, cloroférmio e n-hexano) podem ser
utilizados para a extracdo seletiva de principios ativos da prépolis, contribuindo
significativamente para uma maior compreensao acerca das suas propriedades biologicas.

A estratégia de extrair a propolis de maneira fracionada pode ser bastante eficiente no
que diz respeito ao conhecimento acerca das classes de principios ativos que compdem a
matriz natural. Componentes especificos da prépolis verde, como terpenoides e ésteres
aromaticos sdo melhores extraidos com solventes de baixa polaridade, ou ainda por
hidrodestilacdo de seus Gleos essenciais. O 6leo essencial de prépolis verde demonstrou
atividade antimicrobiana frente a diferentes espécies do género Staphylococcus (S. aureus; S.
epidermides; S. pyrogenes), além de ser ativo também contra Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Proteus sp. e Salmonella sp. (GELINSKI et al., 2007; OLIVEIRA et al.,
2009). De acordo com Gelinski e colaboradores (2007) o sesquiterpeno (E)-nerolidol é o
componente mais ativo do 6leo essencial de propolis verde, identificado com frequéncia em
amostras de propolis de diferentes localidades e tambeém no alecrim-do-campo, sua principal
fonte botanica (CHANG et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009; ALBUQUERQUE et al., 2011).

Lage e colaboradores (2015) observaram uma boa atividade do 6leo essencial de
alecrim-do-campo frente as larvas do ectoparasita Rhipicephalus microplus, destacando o (E)-
nerolidol como seu componente mais ativo, com indice de mortalidade proximo a 100% na

concentragdo de 15,0 mg.mL™. No estudo conduzido por Bufalo e colaboradores (2009), os
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componentes majoritarios do 6leo essencial de alecrim-do-campo, (E)-nerolidol e espatulenol,
além do préprio 6leo essencial, apresentaram também atividade antiviral (poliovirus).

Partindo da matriz bruta, Cardoso e colaboradores (2016) constataram que extrato
hidroalcodlico (80%) de prdpolis verde apresenta elevada atividade antibacteriana contra
Streptococcus mutans, inibindo sua producdo de biofilme. Em outro estudo realizado por
Veiga e colaboradores (2016), extratos foram preparados tendo o n-hexano e o etanol (96%)
como solventes extratores; a atividade antimicrobiana do extrato etandlico (frente a diferentes
cepas de S. aureus) se mostrou superior quando comparada com a atividade observada para o
extrato n-hexanico. O extrato hidroalcodlico comercial de propolis verde (11% em massa)
também apresentou atividade antimicrobiana contra cepas resistentes a meticilina (MRSA) de
S. aureus (AGUIAR et al., 2014).

Em um estudo realizado por Aga e colaboradores (1994), que isolaram pela primeira
vez 0 biomarcador da prépolis verde, foi possivel verificar o Artepillin C como componente
antimicrobiano mais ativo; sua atividade contra diferentes bactérias (Bacillus cereus;
Enterobacter aerogenes; Arthroderma benhamiae) se mostrou superior a outros acidos
fenolicos prenilados como a bacarina, e ndo prenilados como o acido para-cumarico. Assim,
esse estudo pode indicar que a presenca de grupos prenila substituidos ao anel aromaético,
além da hidroxila livre na posicdo 4, podem contribuir significativamente para a atividade
antimicrobiana dos derivados do acido cindmico (AGA et al., 1999).

Extratos aquosos de prépolis verde tém sido investigados quanto sua atividade anti-
inflamatdria. De acordo com Machado e colaboradores (2014), o extrato aquoso de propolis
verde apresentou atividade anti-inflamatoéria (local e sistémica) resultante de uma acdo
imunomoduladora. O estudo sugeriu também que a atividade estava relacionada com o
sinergismo entre diferentes acidos fendlicos, sendo que as amostras com melhor atividade
anti-inflamatoria apresentaram também teores mais elevados de Artepillin C (MACHADO et
al., 2014). A literatura relata atividade anti-inflamatdria e analgésica para o Artepillin C em
ratos, e seu mecanismo de acdo também foi descrito (PAULINO et al., 2008).

De Moura e colaboradores (2011°) destacaram que o extrato aquoso de propolis verde
estava envolvido na regulacédo de citocinas que sdo secretadas pelas células durante o processo
inflamatdrio, sendo capaz de inibir a angiogénese inflamatdria. Os principais componentes da
propolis verde com elevada solubilidade em agua foram os derivados do acido cafeoilquinico
(como o acido clorogénico), sugerindo que esses componentes podem ser responsaveis pela

resposta anti-inflamatdria causada pelo extrato aquoso da prépolis verde (DE MOURA et al.,
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2011%). Além da atividade anti-inflamatéria, Urushisaki e colaboradores (2011) constataram
que esses derivados sdo 0s principais responsaveis pela atividade antiviral do extrato aquoso
de propolis verde, avaliado contra o Influenza virus.

A prépolis atualmente tem sido muito consumida por conta da presenca de
antioxidantes. Antioxidantes sdo substancias que possuem a capacidade de proteger um
sistema bioldgico contra o estresse oxidativo — dano causado as celulas e tecidos pelo
desequilibrio na geracdo de espécies reativas de oxigénio (HALLIWELL, 2011). Atualmente
existe um crescente interesse no estudo de substdncias naturais com propriedades
antioxidantes, principalmente por conta da correlacdo existente entre o desequilibrio das
espécies reativas de oxigénio (estresse oxidativo) e algumas doencas (LOPEZ-ALARCON e
DENICOLA, 2013).

As EROs (espécies reativas de oxigénio) sdo derivadas do metabolismo do oxigénio, e
além delas, espécies reativas de nitrogénio (ERNs) também podem ser geradas como
consequéncia de rea¢fes mitocondriais, metabolismo oxidativo e funcdo imunoldgica. Em
niveis baixos, as EROs desempenham papeis indispensaveis no metabolismo celular, pois
participam ativamente de processos bioquimicos envolvidos na transmissdo de mensagens
intracelulares, diferenciacdo celular, apoptose, imunidade e defesa (LIMA e BEZERRA,
2012). Em altas concentragdes, essas espécies sao capazes de causar disturbios no
metabolismo através da reacdo com diferentes biomoléculas, como as bases nitrogenadas do
DNA ou RNA, proteinas, cofatores enzimaticos e lipidios, podendo desencadear um processo
de morte celular (VAN DEN ENDE et al., 2011).

Entre as EROs formadas durante o0 metabolismo destacam-se o radical hidroxila (OH),
0 anion superoxido (O2"), oxigénio singleto (:O2), o anion hidroperoxila (HO2") e perdxido de
hidrogénio (H20>); entre as ERNs destacam-se principalmente o Oxido nitrico (NO) e o
peroxinitrito (ONO2) (ROLEIRA et al., 2015). O dano acumulativo causado as células pelas
EROs e ERNs pode estar relacionado com o processo de envelhecimento, e com o
desenvolvimento de diversas doencas, tais como: arteriosclerose, cancer, diabetes (tipo 2) e
doencgas neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson e de Alzheimer (VAN DEN ENDE
etal., 2011).

Assim, a capacidade antioxidante de produtos naturais tem recebido atencéo cientifica
em diferentes estudos que envolvem, principalmente, produtos naturais populares ou
frequentemente consumidos — como é o caso da propolis. A composi¢do quimica da propolis

contém substancias polifendlicas (como &cidos fenodlicos e flavonoides) que séo capazes de
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combater radicais livres, podendo contribuir para a protecdo celular contra o estresse
oxidativo e prevencdo de algumas doengas (HELENO et al., 2015).

Alguns &cidos fendlicos e flavonoides como acido galico, clorogénico, p-cumarico,
protocatecuico, ferulico, cafeico, quercetina, canferide e canferol podem ser encontrados em
quantidades significativas na propolis, estando diretamente relacionados com seu elevado
potencial antioxidante (SALGUEIRO et al., 2014; SALGUEIRO e CASTRO, 2016). Os
acidos fenolicos, bem como os flavonoides, possuem baixo potencial redox e
consequentemente, capacidade de interagir com radicais livres através da doacéo de um atomo
de hidrogénio; o radical resultante é entdo mais estavel e menos agressivo.

A capacidade antioxidante de substancias fendlicas estd relacionada com a
possibilidade de realizar ressonancia, o que estabiliza o radical fenoxila, combinado com
fatores estruturais, como numero e posicdo de substituicdo de hidroxilas ligadas ao anel
aromatico, além da presenca e posicdo de grupos protetores, como metoxilas e substituintes
alifaticos. A diminuicdo da densidade eletr6nica no &tomo de oxigénio ocorre por causa da
ressonancia com o anel aromatico, o que facilita a captacdo do hidrogénio por um radical livre

e sua estabilizacdo (Esquema 3).

OH o o) 0 o)
ROO" + — © - i;:—» @ <—:¢ + ROO-H
OH OH OH OH OH
Esquema 3 — Estruturas de ressonancia que estabilizam um radical fendlico (KUREK-GORECKA et
al., 2014).

Outro fator que também pode contribuir para o potencial antioxidante de uma
substancia fendlica é a capacidade de quelar ions metalicos, principalmente ferro e cobre. fons
como Fe(Il) sdo capazes de gerar radicais hidroxila, sendo estes sequestrados por complexos
redox para a prevencdo do estresse oxidativo em células (PROUSEK, 2007; KUREK-
GORECKA et al., 2014). A Figura 16 apresenta os sitios de quelacdo de metais que podem

estar presentes em uma substancia fenolica.
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Figura 16 — Sitios de quelacio de metais possiveis em um flavonoide (KUREK-GORECKA et al.,
2014).

Matrizes complexas, como a propolis, desempenham atividade antioxidante através do
efeito sinérgico de seus componentes fendlicos. Assim, o uso de diferentes metodologias
analiticas para avaliar a capacidade antioxidante, é necessario para verificar os diferentes
aspectos da reatividade de uma substancia polifenolicas com propriedades antioxidantes
(LOPEZ-ALARCON e DENICOLA, 2013). S&o essenciais também outros tipos de ensaios
que avaliem a resposta antioxidante a nivel celular, pois a capacidade antioxidante de uma
substancia ou extrato natural ira depender da biodisponibilidade dos componentes ap6s o
consumo.

A avaliacdo do potencial antioxidante de substancias fendlicas é descrita amplamente
na literatura por diferentes metodologias in vitro, e cada método varia de acordo com o tipo de
radical gerado, método de deteccdo desse radical, quantificacdo entre outros fatores. A
estratégia utilizada nesses ensaios € a de promover uma reacdo entre um radical livre e uma
molécula-alvo, gerando no meio alguma alteracdo mensuravel (cor, potencial redox) que
permita a sua quantificacio (LOPEZ-ALARCON e DENICOLA, 2013). Os principais
métodos para avaliar a capacidade antioxidante envolvem a captura dos radicais 2,2-difenil-1-
picril-hidrazila (DPPH), acido 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS) e
radical peroxila (ORAC — capacidade de absorcdo de oxigénio radicalar); outros métodos
envolvem mecanismos ndo-radicalares, como o poder antioxidante de redugédo do ion Fe(lll)
(FRAP), além da quantificacdo de produtos formados durante a peroxidacdo de lipidios
(TBARS, oxidagdo do LDL, co-oxidacao do [B-caroteno/acido linoleico). A estrutura das
principais substancias utilizadas para mensurar a capacidade antioxidante de substancias

fendlicas esté apresentada na Figura 17.
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Figura 17 — Radicais DPPH e ABTS utilizados para determinar a capacidade antioxidante, e 0

complexo de Fe(l11) utilizado no ensaio FRAP.

Em um estudo conduzido por Sroka e Cisowski (2003), diferentes derivados do &cido
benzdico foram estudados frente ao radical organico DPPH por espectrofotometria, sendo
possivel estabelecer uma relacdo entre a capacidade antioxidante destes acidos e a posi¢ao dos
grupos hidroxila no anel aromatico (Figura 18). Entre os &cidos avaliados, o acido galico
(&cido 3,4,5-triidroxibenzoico) apresentou 75,0% de inibicdo dos radicais livres, sendo esta a
melhor capacidade antioxidante entre os acidos testados. Em seguida, os &cidos 3,4-
diidroxibenzoico e 2,3-diidroxibenzoico apresentaram atividade semelhante, inibindo
respectivamente 41,2 e 46,0% dos radicais DPPH. Os &cidos 3,5-diidroxibenzoéico e 2,4-
diidroxibenzoico, em que as hidroxilas sdo substituidas entre si na posicdo meta, apresentaram
atividades mais baixas, sendo respectivamente 0,60 e 0,07% de inibi¢do. Os derivados com
apenas uma hidroxila substituida ndo apresentaram atividade antioxidante, independentemente

da posicdo relativa da hidroxila (orto, meta ou para).
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Figura 18 — Derivados do acido benzéico com atividade antioxidante frente ao radical DPPH.

Para os fenilpropanoides, em especial os derivados do acido cindmico, a existéncia de
uma cadeia lateral com grupo etileno contribui, de maneira geral, para uma melhor atividade
antioxidante comparada aos derivados do &cido benzdico. Da mesma forma, grupos doadores
como metoxilas e hidroxilas aumentam a estabilizacdo dos radicais quando substituidos na
posicdo orto, e consequentemente melhoram sua capacidade antioxidante (SOARES, 2002;
GULCIN, 2012; KUREK-GORECKA et al., 2014).

2.5. A doenca de Chagas
2.5.1. Aspectos gerais da doenca

A familia Trypanosomatidae € constituida por protozoarios uniflagelados que sédo
exclusivamente parasitas encontrados, primeiramente, em diferentes insetos (PODLIPAEV,
2001). Poucos géneros séo caracterizados por um ciclo de vida que envolve um hospedeiro
secundario, que pode ser vertebrado, invertebrado ou vegetal, e tais espécies sdo de grande
interesse clinico por causarem uma série de doencas.

Entre os parasitas pertencentes a familia Trypanosomatidae, a espécie Trypanosoma
cruzi é conhecida por ser o agente etiologico da doenca de Chagas (também conhecida como
tripanossomiase americana), que mesmo apds 100 anos de sua descoberta por Carlos Chagas
(CHAGAS, 1909), continua a representar um dos maiores problemas de salde publica na
América Latina, incluindo no Brasil (MOLINA-GARZA et al., 2014). Os aspectos
infecciosos da tripanossomiase americana — como a identificagdo do agente etiolégico, formas

de transmissé@o, hospedeiros e manifestagdes clinicas — foram completamente elucidados por
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Carlos Chagas, Unico cientista na histéria da medicina com esse feito. O mecanismo de

infeccéo vetorial da doencga de Chagas encontra-se na Figura 19.
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Figura 19 — Ciclo simplificado de transmissdo do Trypanosoma Cruzi. (Fonte: Infografico- Venicio

Ribeiro, ICICT/Fiocruz)

A transmissdo do parasito ocorre de maneira vetorial, através da picada de um

triatominio em um individuo sadio. Tais insetos sdo hematdfagos pertencentes a familia

Reduviidae, onde os géneros Triatoma, Rhodnius e Panstrogylus configuram mais de 140
espécies, sendo 61 delas endémicas do Brasil (COSTA e PATERSON, 2012). O vetor de

transmissdo mais conhecido para esta doenga foi identificado por Carlos Chagas, sendo da

especie Triatoma infestans, conhecido popularmente como ‘“barbeiro” (CARDENAS-

SANCHEZ et al., 2003).

A picada do triatominio ndo esta envolvida diretamente no processo de transmissdo

das formas viaveis de T. cruzi ao hospedeiro vertebrado. Durante a alimentagdo do inseto, que
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possui um aparelho digestivo relativamente curto, 0 mesmo defeca no exato momento da
alimentacdo liberando o parasito nas proprias fezes. As formas infectivas sdo carreadas para
corrente sanguinea quando o individuo reage ao prurido causado pela picada do inseto, ou
ainda através da mucosa ocular (ARGOLO et al., 2008; DE SOUZA et al., 2009).

Outras formas de contagio acidental tém se tornando frequentes nos Gltimos anos,
principalmente por via oral (BASTOS et al., 2010); por conta da migracdo populacional, rotas
de contagio ndo vetoriais sdo cada vez mais comuns em paises onde a transmissdo através do
barbeiro ndo ocorre, principalmente na Europa, Japao, Australia e Estados Unidos (MOLINA-
GARZA et al., 2014; BERN et al., 2011; BERN, 2015). Nessas localidades, as infeccGes
registradas acontecem a partir de individuos j& infectados com o parasito, principalmente via
transfusdo de sangue (KIRCHHOFF et al., 2006; GALAVIZ-SILVA et al., 2009), 6rgdos
transplantados e transmissdo congenital (GURTLER et al., 2003; SCHMUNIS, 2007).
Estima-se que o numero de individuos infectados pelo T. cruzi esteja entre 6 e 7 milhes,
localizados principalmente na Ameérica Latina, em um quadro com cerca de 12 mil mortes
para 50 mil casos registrados anualmente (MOLINA-GARZA et al., 2014; PEREIRA et al.,
2017).

Uma caracteristica especifica dos tripanosomatideos € a capacidade de se apresentar
em diferentes formas, podendo estas ser infecciosas ou ndo. O ciclo de vida do T. cruzi é um
dos mais complexos e envolve diferentes estagios de desenvolvimento entre os hospedeiros
vertebrados e invertebrados, bem como na corrente sanguinea e em células hospedeiras
especificas (DE SOUZA et al.,, 2010). Uma vez infectado, o parasito na sua forma
tripomastigota € capaz de se aderir a célula hospedeira no local de inoculacéo (fibroblastos,
macrofagos ou células epiteliais) através do reconhecimento de moléculas especificas (em sua
maioria, glicoproteinas), iniciando assim o processo de internalizacdo que caracteriza seu
ciclo de vida intracelular.

Contudo, é preciso ressaltar que 0s mecanismos envolvidos no processo de adesdo do
parasito a célula hospedeira sdo muito complexos, e dependem de diversos fatores como tipo
de cepa que causou a infeccdo, qual forma evolutiva do parasito esta envolvida
(tripomastigota ou amastigota), além das varia¢Ges de cada forma (tripomastigota metaciclica,
sanguinea ou celular), e a variacdo da célula hospedeira (ROMANO et al., 2012).

O ciclo de vida do parasito no vetor de transmissdo é diferente do seu ciclo dentro do
hospedeiro. O triatominio pode entrar em contato com T. cruzi ao se alimentar do sangue de

um paciente infectado, carreando para si 0 parasito na sua forma tripomastigota. Apesar de
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maioria dessas formas acaba se tornando invidvel ainda no estbmago do triatomineo
(CASTRO et al., 2017), os individuos ainda vidveis sofrem um processo de diferenciagdo para
formas epimastigotas (ndo infectivas), e permanecem aderidos a membrana perimicrovilar do
intestino até se “destacaram” nas regides mais posteriores onde passam por outra
diferenciacéo para formas tripomastigotas metaciclicas, altamente infecciosas, liberadas nas
fezes do inseto no momento em que ele entra em contato com outro hospedeiro humano
(GARCIA et al., 2007).

2.5.2. Tratamento da doenga de Chagas

A doenca de Chagas atualmente representa um problema de saude puablica que gera
uma série de impactos socioecondmicos negativos, principalmente porque os locais mais
afetados sdo aqueles onde a infecgdo pelo T. cruzi acontece de forma vetorial, sendo paises de
populacdo pobre: na América Latina, os paises mais atingidos sdo Panama, Costa Rica,
Bolivia, Venezuela e regides interioranas como o Nordeste do Brasil e o Norte da Argentina
(REITHINGER et al., 2011). A prevaléncia da doenca nessas regides se mantém por anos
devido ao fato de que existe pouco interesse por parte da industria farmacéutica e dos sistemas
de salde publica na investigacdo e desenvolvimento de tratamentos mais eficazes que podem
levar a cura do paciente (SIMPSON et al., 2006; SUETH-SANTIAGO et al., 2016), o que
caracteriza uma doenca negligenciada.

O problema mais critico que envolve as doencas negligenciadas é a quantidade
limitada de farmacos disponiveis para o tratamento dos pacientes. Atualmente, os tratamentos
disponiveis para a doenca de Chagas sdo eficazes apenas na forma aguda da doenca, que
ocorre em uma janela de tempo relativamente pequena durante o inicio da infec¢éo, sendo que
esta etapa da doenca € sintomética em aproximadamente 10% dos individuos infectados,
dificultando o diagnostico (CUNHA et al., 2011).0 quadro clinico da fase aguda caracteriza-
se por um estado febril prolongado, cefaleia, artralgia, adenomegalia, hepatoesplenomegalia,
rash cutaneo e edemas (GASCON et al., 2007). As manifestacdes mais perigosas acontecem
apos um longo periodo de laténcia, que caracteriza o intervalo entre a fase aguda e a fase
crbnica da doenca. Apos essa etapa, 0 paciente que ndo for tratado a tempo passa para a fase
crbnica, onde apresenta varias formas clinicas, incluindo problemas cardiacos (20 a 30% dos
casos) e digestivos (cerca de 10% dos casos), podendo também ocorrer em associacdo. O

paciente infectado pode passar por diferentes periodos de laténcia, sem nenhum periodo de
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manifestacdo clinica e este aspecto da doenca € 0 que torna seu diagnostico ainda mais dificil
(CUNHA et al., 2011).

Os farmacos disponiveis no mercado atualmente sdo nitroheterociclicos (Figura 20)
que além de ndo serem eficientes na fase crénica da doenca, possuem elevada toxicidade,
podendo causar efeitos graves que podem levar ao abandono do tratamento (CUNHA et al.,
2011).

N
AV !

Nifurtimox Benzonidazol

Figura 20 — Farmacos atualmente disponiveis para o tratamento da doenga de Chagas.

O Nifurtimox foi um farmaco lancado na década de 1960 cuja distribuicdo foi
descontinuada devido a baixa eficacia na fase cronica da doenca e aos severos efeitos
adversos caracterizados por problemas gastrointestinais, distirbios no sistema nervoso central
e neuropatia periférica (COURA e DE CASTRO, 2002). O mecanismo de agao desse farmaco
no parasito envolve a geracdo de diferentes espécies reativas de oxigénio (EROs), como o
anion-radical superdxido (O27), peréxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxila (‘OH),
nocivas ao parasito (BOIANI et al., 2010). Por conta da baixa seletividade, essas EROs
acabam sendo geradas também em outras células ndo infectadas, causado diversos danos.

O Benzonidazol é atualmente o farmaco de primeira escolha para o tratamento da
doenca de Chagas. Por conta de diferencas no potencial eletroquimico seu mecanismo de acao
ndo se passa pela geracdo de EROs, sendo relativamente menos perigoso quando comparado
ao Nifurtimox. O que pode explicar a toxicidade seletiva deste farmaco é a geracdo de
espécies nitro e nitroso, que se ligam de forma irreversivel a tripanotiona, um cofator
essencial para a viabilidade do parasito (MITSCHER et al., 2012).

A longa administragdo desses farmacos desencadeia uma série de efeitos adversos, o
que torna a relagdo custo-beneficio inviavel para o tratamento da fase cronica da doenca.
Assim, o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da doenca de Chagas tem
sido um grande desafio sob diferentes aspectos: além da necessidade de novas moléculas com

maior seletividade, ou seja, que sejam menos toxicas para um melhor tratamento, a falta de
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novas estratégias terapéuticas para o tratamento da doenca de Chagas contribuem para o
desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos amplamente utilizados ao longo de mais 40
anos (MOLINA-GARZA et al., 2014).

Dentro nesse contexto, produtos naturais tém sido vistos como uma nova abordagem
para a identificacdo de substincias bioativas e essa alternativa permite que uma grande
diversidade estrutural seja investigada (PEREIRA et al., 2017). Em um levantamento feito por
Newman e Cragg (2012) acerca do numero de farmacos aprovados entre os anos de 1981 e
2010, foi possivel constatar que grande parte deles é de origem natural — seja ele um analogo,
um derivado semissintético ou uma substancia sintética com grupo farmacoférico de uma
molécula natural. A literatura relata atividade tripanocida para diversas classes de substancias
naturais, tais como substancias fendlicas, terpenoides, quinonas e alcaloides (SALEM e
WERBOVETZ, 2006).

A biodiversidade brasileira € muito complexa, e diferentes plantas tém sido
investigadas quanto a sua atividade antiparasitdria em diferentes regides do pais
(PIZZOLATTI et al., 2002; DE MESQUITA et al., 2005; ALVES et al., 2011; DE SOUZA et
al., 2017). Essa biodiversidade se reflete na complexa composi¢do quimica da propolis, fator
que justifica os estudos sobre suas propriedades bioldgicas, frequentemente associadas com a
presenca de substancias fenodlicas (flavonoides, &cidos aromaticos e seus ésteres) e suas
propriedades antioxidantes (ICHIKAWA et al., 2002; CUNHA et al., 2011). A atividade
antiparasitaria da propolis brasileira é relatada na literatura frente a diferentes formas de T.
cruzi com resultados promissores, que impulsionam a investigacdo acerca de seus principios
ativos (HIGASHI e CASTRO, 1994; CASTRO e HIGASHI, 1995; CUNHA et al., 2004;
SALOMAO et al., 2007; SALOMAO et al., 2011; SILVA et al., 2017).

De acordo com a literatura, a atividade antiparasitaria da propolis verde esta
relacionada com a presenca de derivados do &cido cinamico, como o biomarcador Artepillin
C. Na propolis produzida em zonas temperadas, flavonoides como pinostrombina,
pinocembrina e crisina (que estdo presentes na propolis verde, poréem em quantidades
menores) sdo destacados como principais agentes tripanocida, juntamente com ésteres
derivados do acido cafeico, cindmico e feralico, como o cafeato de fenetila — CAPE
(PRYTZYK et al., 2003).

Em trabalho desenvolvido por Cunha e colaboradores (2004), foi possivel constatar
gue a atividade antiparasitaria de diferentes extratos da prépolis verde produzida no estado de

Sao Paulo estava correlacionada com a presenca do Artepillin C e do acido ferdlico, uma vez
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que 0s extratos mais ativos apresentaram teores elevados dessas substancias. Salomao e
colaboradores (2007) também constataram correlacéo positiva entre o teor de Artepillin C e a
atividade antiparasitaria da prépolis produzida no estado de Minas Gerais, ndo havendo
correlacgéo significativa com o teor de flavonoides.

Marcucci e colaboradores (2001) avaliaram a atividade antiparasitaria de derivados
prenilados isolados da prépolis verde (Figura 21) contra formas tripomastigotas de T. cruzi.
Eles observaram que o Artepillin C (&cido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico) e a drupanina
(&cido  3-prenil-4-hidroxicindmico) apresentaram similar toxicidade frente as formas
infectivas do parasito, e entre 0s seus respectivos derivados heterociclicos 2,2-dimetil-6-
carboxietenil-1-benzopirano (DCBEN) e 2,2-dimetil-6-carboxietenil-8-prenil-1-benzopirano
(DPB), o derivado ndo-prenilado DCBEN foi 0 que se mostrou menos toxico ao parasito.
Através dessas observacOes pode-se inferir que a presenca de pelo menos um grupo prenila
ligado ao anel aromatico influencia positivamente na atividade dos derivados fenolicos frente

a formas tripomastigotas de T. cruzi.

HO

Drupanina Artepillin C DCBEN DPB

Figura 21 — Estruturas dos derivados da propolis verde com atividade antiparasitaria (Marcucci et al.,
2001).

Salomado e colaboradores (2011) constataram que a atividade toxica da prépolis verde
produzida em Minas Gerais contra T. cruzi € dose-dependente, e mais suscetivel nas formas
amastigotas, quando comparado com as formas epimastigotas. Os estudos se mostraram
promissores por conta da elevada atividade do extrato em modelos in vitro e in vivo. Foi
proposto que a toxicidade da prépolis sob formas epimastigotas se da através de mudancas
morfologicas em diferentes organelas vitais para o parasito (reservossomos, complexo de
Golgi e mitocondrias), enquanto nas formas tripomastigotas o tratamento com a propolis
causa alteragdes na membrana plasmatica (SALOMAO et al., 2011).

Com relacdo a outros tipos de propolis, Silva e colaboradores (2017) avaliaram a
atividade antiparasitaria das propolis verde (regido Sudeste), vermelha (regido Nordeste) e
marrom (regido Sul). As amostras de propolis vermelha obtida nos estados de Sergipe e
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Alagoas apresentaram a melhor atividade frente a formas epimastigotas de Trypanosoma
cruzi, quando comparada aos extratos de prépolis verde e marrom. Diferente do que foi
observado para a prépolis verde, a atividade da propolis vermelha nas formas epimastigotas
de T. cruzi ndo é dose-dependente, e apresentaram reducdo de até 99% dos parasitos viaveis
(SILVA et al., 2017).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral
Isolar e identificar os constituintes majoritarios da prépolis verde, determinar o teor de
substancias fendlicas e a capacidade antioxidante de trés amostras de propolis verde (Apis

mellifera L.), bem como avaliar sua atividade antiparasitaria contra Trypanosoma cruzi.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar a influéncia da polaridade dos solventes (etanol e n-hexano) no preparo dos

extratos de propolis verde.
= Determinar o teor de substancias fendlicas (fendlicos totais e flavonoides), e a
capacidade antioxidante (DPPH, ABTS e FRAP) dos diferentes extratos de prépolis

verde.

= |solar e caracterizar, espectroscopicamente, 0s principais constituintes da prépolis

verde.

= Quantificar os principais constituintes presentes nos extratos de prépolis verde por
CLAE-DAD com fase reversa,

= Auvaliar a atividade antiparasitaria dos extratos de propolis verde e seus principais

derivados prenilados frente ao parasito Trypanosoma cruzi.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Material e métodos

Todos os solventes usados nos ensaios espectrofotométricos e cromatogréaficos
realizados neste trabalho foram grau espectroscopico (VETEC, RJ), e todas as solucbes
aquosas foram preparadas usando agua ultrapura obtida do sistema de purificacdo Milli-Q
(Millipore, SP).

Os reagentes: carbonato de sddio anidro e cloreto de aluminio hexaidratado foram
comprados da VETEC (RJ). Os reagentes utilizados nos ensaios antioxidantes — 2,2-difenil-1-
picril-hidrazil (DPPH), 2-2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6 acido sulfénico (ABTS) e &cido
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox) utilizados foram obtidos da Sigma-
Aldrich (Merk).

Todos os ensaios espectrofotométricos foram realizados em um aparelho UV-vis da
marca NOVA 2000UV e também no leitor de microplacas Elisa (BioRad).

Os espectros de RMN de H (500 MHz) e ¥C (125 MHz) foram obtidos em um
espectrometro da marca Bruker, modelo Ultrashield Plus (Central Analitica Multiusuario-
PPGQ — UFRRJ). Os solventes utilizados nesta analise foram todos deuterados (CDCls e
CDs0D), tendo como padréo interno o tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos
(6) foram obtidos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) foram
medidas em Hertz (Hz).

A analise de cromatografia em fase gasosa de alta resolucdo acoplada a espectrometria
de massas (CGAR-EM) foi realizada em um aparelho da marca Shimadzu (GC-17A)
acoplado a um detector de espeectrometrometria de massas QP2010 Plus (Shimadzu), no
modo de ionizacdo por elétrons a 70eV e analisador do tipo quadrupolo, e a varredura foi feita
na faixa de masse de 40 a 400 u.m.a. . As andlises foram realizadas em coluna capilar de silica
fundida HP-5 (5% difenil- 95% dimetilpolisiloxano, 30 m x 0,25 mm de diametro interno x
0,25 um de espessura de filme, Agilent), no modo com divisdo de fluxo (split) 30:1, com
linha de transferéncia a 290 °C, gas de arraste hélio com vazéo de 1 mL.min™. A temperatura
inicial do forno cromatografico foi de 60 °C por 5 minutos, com taxa de aquecimento de 10
°C/min até 290 °C, permanecendo nesta condi¢do por 15 minutos. Os fragmentos foram

descritos como tazdo de massa atbmica por carga (m/z).
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4.2. Amostras de prépolis estudadas

Neste trabalho, trés amostras de prépolis verde foram obtidas no ano de 2012 de
diferentes localidades no Estado do Rio de Janeiro. A propolis in natura foi coletada por
apicultores locais pelo método de raspagem (modelo Longstroth). A relacdo das amostras

estudadas encontra-se na Tabela 9.

Tabela 9 - Amostras de prépolis verde estudadas neste

trabalho.
Amostras Origem Geogréfica
P2 Mesquita - RJ
P5 Carmo - RJ
P12 Paracambi - RJ

As amostras de propolis bruta tiveram suas impurezas (pedacos de madeira, folhas e
insetos mortos) removidas por catacdo, e posteriormente resfriadas. As amostras de propolis
completamente resfriadas (nitrogénio liquido) foram entdo pulverizadas em liquidificador
semi-industrial (marca Cadence, modelo Thunder Blender L1Q600), armazenadas em frascos

e mantidas, sob refrigeracdo e abrigo de luz, até o preparo dos extratos (Figura 22).

Figura 22 — Amostra de propolis verde bruta e pulverizada (arquivo pessoal).

4.3. Preparo dos extratos de prépolis verde

Os extratos foram todos preparados em extrator Soxhlet, partindo-se de 3,00 g da
amostra de propolis verde bem triturada compactadas em cartucho de celulose. As amostras
foram extraidas separadamente por 6 h com 150 mL de etanol P.A. (96%) e 150mL de n-
hexano, para obtencdo do extrato etandlico de propolis (EEP) e do extrato hexanico de
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propolis (EHP), respectivamente. Ap6s o tempo de extracdo, os solventes foram removidos
com auxilio de evaporador rotativo e o extrato bruto seco foi solubilizado em metanol P.A.
(95%). A solucdo metanolica contendo o extrato bruto (EEP ou EHP) foi mantida sob baixa
temperatura durante no minimo 12 h para decantacdo do conteddo de ceras extraido; apds o
periodo de descanso, os extratos foram filtrados & vacuo, secos em rotaevaporador, pesados e
armazenados até 0 momento das analises. Este extrato seco foi utilizado em todos os ensaios
quimicos (fenolicos e flavonoides totais, capacidade antioxidante, CLAE-DAD) e também
nos ensaios biologicos (adaptado de SALGUEIRO, 2016).

4.4. Analise dos extratos de propolis por espectrofotometria na regido do UV-vis

Os espectros de absorcao dos diferentes extratos de propolis foram obtidos de acordo
com a metodologia descrita por Park e colaboradores (2000), com modificagdes. Os extratos
de prépolis verde (EEP e EHP) foram previamente solubilizados em metanol espectroscopico
na concentragdo de 1,0 mg.mL™. Aliquotas de 10 pL de cada uma das solugdes recém-
preparadas foram diluidas com 5 mL de metanol grau espectroscépico, e 0s espectros de
absorgdo foram obtidos na regido UV-Vis (200 a 500 nm).

4.5. Determinacéo do teor de fendlicos totais

O ensaio de determinacdo do teor de fendlicos totais foi realizado de acordo com o
procedimento descrito na literatura por Salgueiro e Castro (2016), utilizando o método redox
com reagente de Folin-Ciocalteau. Os extratos foram previamente solubilizados (1 mg.mL™)
em metanol espectroscopico no momento do ensaio. Foi utilizada neste ensaio uma cubeta de
quartzo com caminho dptico de 1 cm.

Uma aliquota (50 pL) de cada um dos extratos foi transferida para um tubo de ensaio,
onde foi acrescentado 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau (1:10, previamente diluido em
agua ultrapura) e 2,0 mL de uma solugcdo de Na.COs (4%) recém preparada em agua
ultrapura. A mistura reacional ficou em repouso durante 5 minutos em banho a 50 °C, onde
foi possivel observar uma mudanca de coloracdo do amarelo esverdeado para o azul. A leitura
foi feita apos o tempo de incubacdo em espectrofotémetro UV-vis fixo em 760 nm, utilizando
como branco, 4gua ultrapura (SALGUEIRO e CASTRO, 2016).

O total de substancias fenolicas foi inferido por interpolagédo da absorbancia de acordo

com uma curva analitica construida a partir do padrdo comercial Acido Galico. A curva

47



analitica foi construida a partir uma solucdo metandlica do padrdo comercial, com faixa de
concentragdo que variou de 25 — 600 pg.mL?, e o ensaio foi realizado a partir de 50 pL de
cada uma das solucdes, de diferentes concentracdes, sob as mesmas condicdes reacionais. A
construcdo da curva analitica foi conduzida no software Origin 6.0 para a obtencdo de uma
equacdo da reta onde Y é o valor da absorbancia e X a concentracdo correspondente (Figura
23). Através da equacdo (Y = 0,12497 + 0,12951X, onde o coeficiente de correlagdo foi R =
0,99949) determinou-se indiretamente o teor de fendlicos totais nas amostras, e todas as
analises foram realizadas com 3 repeti¢fes. Os resultados sdo expressos em mg equivalentes

de écido galico por 100 mg de extrato (Eac.100 mg™? de extrato).

Abs.

pgimL

Figura 23 — Curva analitica da relacdo entre a concentracdo (X) versus a absorbancia (Y),

construida para a analise de fendlicos totais a partir do padrdo comercial de &cido gélico.

4.6. Determinacéo do teor de flavonoides totais

O ensaio de determinacdo do teor de flavonoides totais foi realizado de acordo com o
procedimento descrito na literatura por Salgueiro e Castro (2016), pelo método de
complexacéo utilizando o acido de Lewis AICls. Os extratos foram previamente solubilizados
(1 mg.mL1) em metanol espectroscopico no momento do ensaio. Foi utilizada neste ensaio
uma cubeta de quartzo com caminho éptico de 1 cm.

Uma aliquota (400 pL) de cada um dos extratos foi transferida para um baldo
volumétrico com 10 mL de capacidade, onde foi acrescentado 200 pL de uma solucdo
metanolica recém-preparada de AlCIs (2%). O volume total do baldo com completado com

metanol espectroscopico e a solucdo ficou em repouso a temperatura ambiente durante 30
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minutos, quando foi possivel observar uma intensificacdo na cor amarela. A leitura foi feita
apos o tempo de incubacdo a leitura foi feita com comprimento de onda fixo em 425 nm,
tendo como branco metanol espectroscépico (SALGUEIRO e CASTRO, 2016).

O teor de flavonoides totais foi inferido por interpolacdo da absorbancia de acordo
com uma curva analitica construida a partir da Quercetina. A curva analitica foi construida a
partir uma solucdo metanolica do padrdo comercial, com faixa de concentracéo que variou de
1 — 50 pg.mL?, e o ensaio foi realizado a partir de 4000 pL de cada uma das solucdes, em
diferentes concentracGes, sob as mesmas condi¢Ges reacionais. A construcdo da curva
analitica foi conduzida no software Origin 6.0 (Figura 24). Através da equacao (Y = 0,04078
+ 0,06553X, onde o coeficiente de correlagdo foi R = 0,99948) determinou-se indiretamente o
teor de flavonoides totais nas amostras, e todas as analises foram realizadas com 3 repeticdes.
Os resultados sdo expressos em mg equivalentes de quercetina por 100 mg de extrato (Eq.100

mg* de extrato).

Abs.
1

. I. j .I. ' I. j I. j T
pgimL
Figura 24 — Curva analitica da relacdo entre a concentracéo (X) versus a absorbancia (Y),

construida para a analise de flavonoides totais a partir do padrdo comercial de quercetina.

4.7. Determinacéo da capacidade antioxidante — sequestro de radicais livres DPPH

A determinacéo da capacidade antioxidante foi realizada de acordo com a metodologia
descrita na literatura por Salgueiro e Castro (2016). Neste ensaio, foi medida a capacidade das
substancias que compdem o extrato em sequestrar o radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil

(DPPH), de coloracéo violeta intenso. Neste ensaio observa-se a descoloragéo do radical na
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presenca de substancias com capacidade antioxidante, e a porcentagem de atividade (AA%)
pode ser calculada de acordo com a seguinte equacao:

AA% — 100 _ AbsA—AbsB 00
o= AbsC

Onde: AbsA representa a absorbancia da amostra com a solucdo do radical DPPH, AbsB representa o branco do
ensaio, sendo este a amostra com metanol, e AbsC representa o controle negativo do ensaio, sendo este a

absorbancia do DPPH em solucdo metanolica.

Os resultados foram expressos em CEso, que representa a concentragdo necessaria para
que a atividade do radical DPPH se reduza em 50%. O ensaio foi conduzido utilizando duas
microplacas de 96 pogos cada para cada amostra, com trés repeticdes em cada linha e em
ordem crescente de diluicdo. A partir de uma solugdo inicial de extrato de propolis com
concentragdo em 1,0 mg.mL?, 71 pL foram pipetados para as fileiras B, C e D, nas colunas de
1 a11. Como controle, para seis primeiros pogos da fileira A, foi pipetado uma aliquota de 71
pL de metanol espectroscépico. O branco foi preparado a partir de uma aliquota de 29 uL de
metanol espectroscopico com 71 pL do extrato de propolis diluido, nas colunas 10, 11 e 12
das respectivas fileiras B, C e D. Em seguida, foram pipetados 29 pL de uma solucao recém
preparada com o radical DPPH (0,3 mM) para cada um dos po¢os, com exce¢do dos pocos
relativos ao branco e ao controle. As placas foram incubadas sob abrigo de luz durante 30
minutos, e as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro ELISA, com UV fixo em 520
nm (SALGUEIRO e CASTRO, 2016).

O volume final de cada po¢o foi de 100 pL. A curva para o célculo do CEsp foi
construida a partir da concentracdo dos extratos diluidos em cada poco, sendo possivel
considerar que [ Jpoco = 0,71.[ Jextrato. Os dados foram tratados no software Origin 6.0, a partir
de uma curva exponencial de primeira ordem, obtida ao registrar a concentracdo das amostras

(ug.mL1) versus a porcentagem de atividade antioxidante (AA%).

4.8. Determinacado da capacidade antioxidante — método de reducéo do Fe®*

O ensaio FRAP (ferric reducing antioxidante power) foi realizado de acordo com a
metodologia descrita por Salgueiro e Castro (2016), e consiste na reducdo do complexo Fe®*-
TPTZ (ferritripiridiltriazina) [2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina] a ferroso-tripiridiltriazina
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(Fe?*-TPTZ), na presenca de antioxidantes, gerando uma coloracio azul intensa. O reagente
FRAP é preparado a partir da mistura de uma solugdo 25 mL de tamp&o acetato a 0,3 M,
regulado em pH 3,6, com 2,5 mL de uma solucdo do ligante TPTZ (2,4,6-tri-(2-piridil)-1,2,5-
triazina a 10 mM, sendo o ligante solubilizado com uma solugdo de HCI a 40 mM. O reagente
deve ser usado imediatamente ap6s o preparo.

Uma aliquota de 0,5 mL de cada um dos extratos diluidos (1,0 mg.mL™) foi
transferida para um tubo de ensaio, e em seguida misturada com 4,5 mL do reagente FRAP. A
mistura reacional foi aquecida a 37 °C durante 10 minutos, onde foi observado uma
intensificacdo da cor azul. A leitura foi feita apds o tempo de incubagdo com comprimento de
onda fixo em 593 nm, sendo agua ultrapura utilizada como branco (SALGUEIRO e
CASTRO, 2016).

A curva analitica foi construida a partir de uma solucdo aquosa preparada com o
padrdo FeSO4.7H.O, em uma faixa de concentracdo que ficou entre 100 e 1000 pM.
Aliquotas de 0,5 mL de cada uma das solugdes, das diferentes concentracées, foram pipetadas
e tratadas sob as mesmas condi¢cBes do ensaio. A construcdo da curva foi realizada no
software Origin 6.0 (Figura 25). Através da equacdo (Y = 0,00107 + 0,0018X, onde o
coeficiente de correlagdo foi R = 0,99961) determinou-se indiretamente a capacidade
antioxidante nos extratos, e todas as analises foram realizadas com 3 repeti¢des. Os resultados
sd0 expressos em mg equivalentes de Trolox por 100 mg de extrato (EtroLox.100 mg? de

extrato).
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Figura 25 — Curva analitica da relacdo entre a concentracdo (X) versus a absorbancia (Y),

construida para a analise de FRAP a partir do padrdo comercial de FeSO4.7H20.
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4.9. Determinacéo da capacidade antioxidante — sequestro do radical-cation ABTS*:

A capacidade antioxidante avaliada pelo método de sequestro dos radicais ABTS* foi
avaliada de acordo com a metodologia descrita na literatura por Salgueiro e Castro (2016). O
radical-cation foi preparado a partir da reacdo de 5 mL de uma solucdo estoque do reagente
ABTS (7 mM) com 88 pL de uma solucao de persulfato de potassio (140 mM). A mistura foi
mantida sob abrigo de luz durante 16 h a temperatura ambiente. A solucdo utilizada nos
ensaios foi preparada a partir da dilui¢cdo de 1 mL do radical preparado em etanol absoluto até
obter uma absorbancia de 0,700 (x 0,05) com comprimento de onda fixo em 734 nm.

A uma aliquota de 50 pL de cada um dos extratos (1,0 mg.mL™) foi adicionado 5,0
mL do reagente ABTS* diluido. A mistura reacional ficou em repouso sob abrigo de luz
durante 6 min, até a leitura ser feita com comprimento de onda em 734 nm (SALGUEIRO e
CASTRO, 2016). A curva analitica foi construida (Y = -26,37778 + 0,65164X, onde
coeficiente de correlacdo foi R =-0,9997) nas mesmas condic¢des reacionais do ensaio a partir
de solucdes padréo de Trolox, onde as faixas de concentragdo ficou entre 0,6 a 2,4 mmol.L™.
A curva analitica foi construida com auxilio do software Origin 6.0 (Figura 26), e todas as
andlises foram realizadas com 3 repeti¢des. Os resultados sdo expressos em mg equivalentes

de Trolox por 100 mg de extrato (EtroLox.100 mg™ de extrato).
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Figura 26 — Curva analitica da relagao entre a concentragdo (X) versus a absorbancia (),

construida para a analise de ABTS a partir do padrdo comercial de Trolox.
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4.10. Isolamento e purificacdo dos principios ativos da propolis verde

No isolamento dos principios ativos da prépolis verde, foi escolhido um extrato n-
hexanico (EHP-5) para fracionamento prévio por cromatografia em coluna aberta. Foi
utilizado gel de silica 60 (230-400 Mesh) como fase estaciondria e misturas binarias de
cloroférmio e acetona como fase mével, sempre em ordem crescente de polaridade. Para o
fracionamento, uma coluna de vidro (60,0 cm x 3,0 cm) foi previamente empacotada com
aproximadamente 70 g de gel de silica misturados em 150 mL de n-hexano. A amostra foi
aplicada na forma de pastilha, onde cerca de 300 mg do EHP-5, solubilizados em cloroférmio,
foram misturados com uma quantidade minima de gel de silica que, apds a evaporacdo
completa do solvente, foi aplicada no topo da coluna. A coluna foi entdo eluida com 200 mL
de cada uma das misturas na seguinte ordem: 100% cloroférmio, cloroférmio: acetona 1%
(v/v), cloroférmio: acetona 3% (v/v), cloroférmio: acetona 5% (v/v), cloroférmio: acetona 7%
(v/v), cloroférmio: acetona 10% (v/v), cloroférmio: acetona 15% (v/v) e cloroférmio: acetona
20% (v/v). Foram recolhidas 108 fragdes no volume entre 10-15 mL, e as fracBes foram
reunidas de acordo com a semelhanca observada por cromatografia de camada delgada
analitica (CCDA em gel de silica e utilizando cloroférmio: acetona 40% (v/v) como eluente).
O solvente foi evaporado e as fracdes foram pesadas e analisadas por CLAE-DAD.

A sub-fracdo principal (90 mg) foi purificada atarvés de CLAE-VU semipreparativa.
Para as analises por CLAE-UV no modo semipreparativo foi utilizado equipamento da
Shimadzu (LC-10AD) com injetor manual Rheodyne (500 pL). Apds otimizacdo, o sistema
de separacéo escolhido para transposi¢éo foi: coluna C18 Luna (250 mm x 10 mm d.i., 5um,
Phenomenex) e fase mdvel mistura binaria de metanol e agua ultrapura com gradiente linear
de concentragdo (75 — 100%). O fluxo foi de 4 mL.min, volume de injecdo de 500 pL,
deteccdo a 315 nm e o controle e a aquisicdo dos dados foram feitos através do software
LCSolution (Shimadzu). As amostras e solventes foram previamente filtrados a vacuo com
membrana 0,45 mm Nylon.

Desta sub-fragdo, foi possivel isolar trés componentes: 25 mg do biomarcador
Artepillin C (sélido branco, 98% de pureza cromatogréfica), 14 mg de bacarina (solido
branco, 98% de pureza por CLAE) e 6 mg do acido 2’,2’-dimetilcromeno-3-prenil propenoico
(s6lido branco, 98% de pureza cromatografica). Estas substancias isoladas foram utilizadas
como padrdes para quantificacdo nos extratos (EEP e EHP) por CLAE-DAD, e também para
0s ensaios biologicos. As substancias foram caracterizadas por técnicas de ressonancia

magnética nuclear (RMN *H e 3C).
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A Drupamina, que também foi usada como padréo, foi obtida por hidrolise alcalina em
meio ndo-aquoso a partir da Bacarina. As condigdes reacionais estdo apresentadas no
Esquema 4 (THEODOROU et al, 2018).

0 0
1. NaOH, TA/CH,Cl,: MeOH (9:1)
0 " 0oH " 0oH

2. H;0"
o HO

Bacarina Drupanina

Esquema 4 — Hidrdlise alcalina da bacarina em meio ndo aquoso

Em uma baldo de 10mL, uma solucdo do éster (14 mg, 0,038 mmol) peparada em
CH2CI> (0,5 mL) foi adicionada uma solugdo metanolica de NaOH 3N (0,3 mL), com a
concentracdo final do alcali sendo de 0,3 N, e a mistura de solvente CH>Cl, / CH3OH (9: 1,
v/v, 2 mL). A mistura reacional foi deixda agitando a temperatura ambiente. O progresso da
reacdo foi monitorado por cromatografia em camada fina analitica (CCDA). A mistura foi
agitada até o éster ser consumido (~1h). ApoOs esse tempo 0s solventes foram entdo
removidos sob vacuo. O residuo foi diluido com agua (5 mL) e extraido com acetato de etila
(2x10 mL) para isolar o alcool insoluvel em agua. A fase aquosa foi resfriada, acidificada a
pH~ 2 com HCI concentrado e extraida com AcOEt (2 x 10 mL). As camadas organicas foram
combinadas, secas (Na2SOs) e o solvente foi removido para fornecer o acido. A drupanina
foi isolada com o sélido amarelo claro de peso 7,1 mg (rendimento de 80% bruto) e
caracterizada devidamente por RMN de 'H e *C. Essa substancia foi utilizada como padréo

para identificacdo e quantificacdo nos extratos por CLAE-DAD .

4.11. Perfil cromatografico dos extratos de prépolis verde por CLAE-DAD

O perfil cromatogréafico dos extratos de propolis (EEP e EHP) foi realizado por CLAE
em um equipamento Prominence (Shimadzu), constituido por duas bombas série LC-20AT,
com detector de fotodiodos SPD-M20A e autoijetor SIL-10A. O controle e a aquisicdo dos
dados foram feitos através do software LCSolution (Shimadzu). As analises foram realizadas
em coluna de fase reversa C18 (250 mm x 4,6 mm d.i. X 5 um, Betasil-Thermo), mantida a 40

°C. A fase mdvel utilizada foi agua acidificada com 1% de &cido acético glacial (solvente A)
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e metanol (solvente B), com fluxo constante de 1,0 mL.min e o volume de amostra injetado
foi de 20 pL. O gradiente iniciou-se com 35% de solvente B por 2 min, 35 a 80% de B em 20
min, 80 a 92% de B em 25 min, apos 3 min retornando a 35% de B, mantido por 2 min.

Os extratos de prépolis foram solubilizados em metanol grau espectroscopico na
concentragdo de 2 mg.mL™, e a solucéo foi filtrada através de um filtro (13 mm x 0,45 um,
PVDF, Analitica). A identificacdo das substancias foi baseada na comparacéo dos tempos de
retencdo e suas curvas no UV com os padres isolados (Artepillin C, Bacarina e Cromano) do
extrato n-hexanico de propolis verde (EHP-5), e a quantificacdo foi realizada usando método
de padronizacdo externa. Cada padrdo foi analisado individualmente e o monitoramento dos
cromatogramas foi realizado a 280 e 315 nm, visto que a maioria dos derivados prenilados
identificados na propolis verde absorve nessas regifes. Para o padrdo Artepillin C foi
preparada uma curva analitica na faixa de 50 — 300 pug.mL™* (Y = -38495,91 + 14630X, onde
coeficiente de correlacdo foi R = 0,9998), enquanto a Bacarina foi na faixa de 25 — 300
ug.mL? (Y = -3387,28 + 4951,63X, onde coeficiente de correlacio foi R = 0,9997), Cromeno
na faixa de 10 — 50 pg.mL? (Y =-21050,20 + 9863,25X, onde coeficiente de correlacéo foi R
= 0,9999) e a Drupanina na faixa de 10 — 50 pg.mL* (Y = -100674,70 + 39520,20X, onde
coeficiente de correlacgdo foi R = 0,9997).

4.12. Ensaio de atividade antiparasitaria contra Trypanosoma cruzi

O ensaio da atividade antiparasitaria foi realizado no laboratétio da professora Débora
Decoté Ricardo Lima (Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterinaria no 1V-
UFRRJ). O ensaio de atividade inibitéria do crescimento das formas infectivas de T. cruzi
(cepa Tulahuen C2C4 LacZ) foi conduzido em uma placa de 96 pocos de material acrilico
transparente. Foram semeadas, em cada poco cerca de 1,0 x 10* células LLC-MK2 (ATTC)
em 100 pL de suspensdo em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) sem
vermelho de fenol (DMEM-SVF) suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB). Apds a
adesdo das células (36°C, 5% CO, 4 h), foram semeadas, por poco, cerca de 1,0 x 10° formas
tripomastigotas de T. cruzi (cepa Tulahuen C2C4 LacZ) em 20 pL de suspensdo em meio
DMEM-SVF + 5% SFB. Apos o periodo de infec¢do (36°C, 5% CO», overnight) os pocos
foram lavados com solucdo tampao fosfato (PBS, 2 x 150 pL) e foram adicionados 120 pL de
DMEM-SVF + 5% SFB. Em seguida, realizou-se o tratamento com as substancias isoladas
(solubilizadas em DMSO) em triplicata em diluicdo seriada com 7 concentracdes de 100 —

0,41 uM (fator de dilui¢do de 2,5). Controles negativo (sem tratamento - Vivo), do veiculo
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(DMSO a 0,3 %), positivo (benzonidazol a 10 uM) e branco (LLC-MK2 sem parasitos) foram
mantidos a fim de comparacdo. O experimento permaneceu sob incubacdo por 120 h em
estufa de cultura de células (36°C, 5% CO.), quando entdo foram adicionados 30 pL de
solucéo 0,3 mg/mL do reagente vermelho de clorofenol f-galacto-piranosideo (CPRG, Sigma-
Aldrich) contendo 8 uL/mL de detergente Igepal (Sigma-Aldrich). Ap6s 3 h de incubacgdo
(36°C, 5% CO>), foram medidas as absorbancias dos pogos em leitor de placas (4 = 570 nm).
Os valores de absorbancia foram convertidos em percentuais de viabilidade celular relativos

aos controles veiculo e negativo conforme a equacéo:

: x— Cp
Viabh = ——— x 100
'Cv - CP

Onde, %Viab = percentual relativo de viabilidade celular

x = medida de absorbéancia da situagéo tratada
Cr = média das medidas de absorbancias do controle positivo
C, = média das medidas de absorbancias do controle veiculo

Os gréficos que ilustram os experimentos de viabilidade celular foram obtidos a partir

do software GraphPad Prism 7.00.

4.13. Ensaio de atividade citotdxica sobre células LLC-MK2

A uma placa de 96 pocos de material acrilico transparente foram semeadas, em cada
poco, 1,0 x 10* células LLC-MK2 (ATTC) — células epiteliais de rins de macaco-rhesus — em
100 puL de suspensdo em meio DMEM sem vermelho de fenol (DMEM-SVF) suplementado
com 5% de soro fetal bovino (SFB). Apos a adesdo das células (36°C, 5% CO2, overnight), os
pocos foram lavados com solugdo tampdo fosfato (PBS, 2 x 150 uL) e foram adicionados 120
uL de DMEM-SVF + 5% SFB. Em seguida, realizou-se o tratamento com 0s compostos em
triplicata em diluicéo seriada em 7 concentragdes de 100 — 0,41 uM (fator de dilui¢do de 2,5).
Controles negativo (sem tratamento - Vivo), do veiculo (DMSO a 0,3 %), positivo (Triton
0,1%) e branco (DMEM-SVF + 5% SFB sem células) foram mantidos a fim de comparacéo.
O experimento permaneceu sob incubacdo por 120 h em estufa de cultura de células (36°C,
5% COg), quando entdo foram adicionados 20 pL de solucdo 1,25 mg/mL do sal de MTT
(Sigma-Aldrich) contendo 0,11 mg/mL de metassulfato de fenazina (PMS, Sigma-Aldrich).
Apo6s 1 h de incubacdo (36°C, 5% CO2), o meio de cultura foi removido e os cristais de
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formazana de MTT solubilizados em DMSO (150 pL / pogo). As medidas as absorbancias dos
pocos foram obtidas em leitor de placas (4 = 570 nm). Os valores de absorbancia foram
convertidos em percentuais de viabilidade celular relativos aos controles veiculo e negativo

conforme a equacdo:

P

WoViab = —— e 100
g = ———— X
’ Cv_ CP

Onde, %Viab = percentual relativo de viabilidade celular
x = medida de absorbéancia da situagéo tratada
Cr = média das medidas de absorbancias do controle positivo
C, = média das medidas de absorbancias do controle veiculo

Os gréficos que ilustram os experimentos de viabilidade celular foram obtidos a partir
do software GraphPad Prism 7.00.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Extracao das amostras de propolis

A busca por um método de extragdo eficiente € muito importante quando se trata de
investigar as propriedades bioldgicas dos principios ativos presentes em matrizes vegetais ou
animais, pois muitos parametros podem contribuir para que o teor dessas substancias diminua
ao longo do processo. Diferentes métodos de extracdo estdo descritos na literatura para a
propolis, ndo havendo uma padronizagdo. Ao escolher um método extrativo, € preciso avaliar
a eficiéncia do método e estabilidade dos componentes na matriz bruta, entre outros fatores
como custo do processo e a finalidade do extrato.

Neste trabalho, trés amostras de prépolis verde produzidas em diferentes cidades do
Rio de Janeiro foram submetidas a extracdo continua, durante 6 h, utilizando aparelho de
Soxhlet. O uso de dois solventes com polaridades distintas (n-hexano e alcool etilico) teve por
finalidade avaliar a eficiéncia para extrair as substancias preniladas da prépolis verde,
principalmente o Artepillin C, Bacharina e Cromano. A temperatura do processo foi mantida
préxima a ebulicdo do solvente (~ 68 °C para o hexano e 78°C para o etanol).

Para a producdo dos extratos, a propolis bruta foi resfriada de modo a ser moida em
um po fino. Esse processo de resfriamento se fez necessario porque a propolis apresenta uma
caracteristica resinosa, ndo permitindo a sua trituracdo. Os rendimentos das extracbes com n-
hexano (EHP) e etanol (EEP) em extrator Soxhlet, por 6 horas, para as trés amostras de

prépolis verde encontram-se na Tabela 10.

Tabela 10 - Rendimentos brutos dos extratos n-hexanicos e etanolicos de propolis verde,
obtidos por Soxhlet (6 horas).

Amostra EHP () Rendimento (%) EEP () Rendimento (%)
P-2 (Mesquita) 0,608 +1,38 20,29 1,832 £1,53 61,09
P-5 (Carmo) 0,224 +0,95 7,50 1,146 £1.16 38,22
P-12 (Paracambi) 0,674 +1,22 22,47 1,859 £1.87 61,98

Ao analisar a eficiéncia do solvente extrator, o etanol apresentou rendimento médio
superior quando comparado com a extracdo com solvente apolar, n-hexano. Como pode ser
observado na Tabela 10, o rendimento dos extratos de propolis verde variou de 0,224 g
(EHP-5) a 0,674 g (EHP-12) com hexano, e de 1,146 g (EEP-5) a 1,859 g (EEP-12) com
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etanol. As amostras de prépolis P-2 e P-12 apresentaram os maiores rendimentos, tanto para o
extrato etanolico quanto para o extrato n-hexanico, enquanto a amostra P-5 apresentou, para
ambos 0s solventes extratores, os rendimentos mais baixos. O baixo rendimento registado
para a amostra P-5 (Carmo-RJ) pode indicar alguma escassez de espécies vegetais
apropriadas a producdo de propolis, nesta regido do Estado.

Os métodos utilizando o etanol como solvente — ou ainda misturas hidroalcodlicas de
diferentes concentracdes — sdo muito tradicionais e amplamente utilizados até hoje porque a
prépolis apresenta baixa solubilidade em agua pura: a maior parte das substancias da propolis
é de carater lipofilico, dificultando a interacdo da matriz com o solvente e prejudicando a
solubilizagdo dos componentes bioativos. De acordo com Fontana e colaboradores (2004),
misturas hidroalcodlicas entre 70 e 80% sdo as mais apropriadas para preparacoes
farmacéuticas, enquanto a instru¢cdo normativa que apresenta os parametros de qualidade da
prépolis estabelece que o extrato alcodlico de prépolis deve ter no maximo 70° GL (BRASIL,
2001). O etanol € o solvente mais utilizado no preparo de extratos de matrizes vegetais como
a propolis, e apesar do metanol também apresentar excelentes resultados quanto a extracéo de
substancias polifendlicas (componentes bioativos da propolis), sua utilizacdo para a producéo
de tinturas se torna inviavel por conta de sua elevada toxicidade (JUG et al., 2014).

Paviani e colaboradores (2011) avaliaram a eficiéncia de diferentes métodos de extracéo
da prépolis verde produzida em Minas Gerais por maceracdo dinamica (3 g de prépolis, 10
mL de etanol ou metanol, sem aquecimento) e extracdo em Soxhlet (5 g de propolis, 150 mL
de n-hexano, acetato de etila, etanol ou agua destilada, 60° C). O extrato etanélico obtido por
maceracao dindmica a frio apresentou rendimento bruto mais elevado (36,78% em massa),
sendo inferior ao rendimento dos extratos etandlicos apresentados neste trabalho, com
aquecimento por 6 h. Entretanto, o extrato hexanico (Soxhlet, 6h) apresentou rendimento
bruto (10,52% em massa) inferior ao obtido neste trabalho para os extratos EHP-2 e EHP-12,
sendo superior apenas para o extrato EHP-5. Ja os extratos preparados com acetato de etila e
etanol em Soxhlet por Pavianie e colaboradores (2011), apresentaram, respectivamente, 0s
rendimentos de 45,90 e 49,30% em massa, também superiores apenas ao extrato EHP-5.

Favaro e colaboradores (2015) avaliaram o teor de solidos solUveis em alcool de cereais
para amostras de propolis marrom produzida em diferentes cidades no Estado do Parana,
atraveés de extracdo em aparelho Soxhlet durante 24 h e temperatura controlada a 70 °C. Os

extratos obtidos por esta metodologia apresentaram rendimento que variou de 50,92 a 65,40%
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em massa, semelhantes ao que foi obtido neste trabalho para os extratos propolis EEP-2 e
EEP-12, porém superior ao rendimento do extrato EEP-5.

Cottica e colaboradores (2011) compararam a eficiéncia na extragdo por maceracao
dindmica da prépolis produzida no Parand sob diferentes condigdes: variacdes na
concentracdo da solugdo hidroalcoodlica (entre 60 e 96% v/v) e variagbes na propor¢do da
propolis extraida (entre 5 e 30% m/m). O estudo verificou que a maceracao foi mais eficiente
em concentracdes mais elevadas de alcool etilico (para a solucdo hidroalcoodlica), combinado
com uma proporcado mais elevada da propolis na metodologia de extracao.

Casagrande e colaboradores (2018) estudaram o0s pontos de otimizacdo (tempo e
temperatura) para extrair a matriz vegetal de B. dracunculifolia e seus principios ativos em
diferentes solventes e observaram que a extracdo se mostrou mais eficiente na temperatura de
80 °C com tempo total de 90 min. Os solventes mais eficientes nestas condi¢cdes foram agua
pura, e solucbes de etanol: dgua e acetona: agua, ambas a 40%. A temperatura foi a variavel
que mais influenciou no processo de extracdo, e o etanol se mostrou o solvente extrator mais
eficiente. Além disso, a adicdo de agua em pequenas proporcGes aos solventes organicos
resultou em diminui¢do do tempo de extracdo (CASAGRANDE et al., 2018).

A metodologia mais utilizada para se extrair os principios ativos da propolis bruta tem
sido a maceracdo dindmica (extracdo é conduzida por agitacdo magnética) ou maceragdo
estatica (extracdo é conduzida em repouso com agitacdo ocasional), onde a prépolis é mantida
em um recipiente devidamente fechado, a temperatura ambiente, por um periodo de horas ou
dias. Dos métodos de extracdo a quente, o aparelho Soxhlet é o mais utilizado. Em geral, a
extracdo conduzida por Soxhlet ndo requer um periodo prolongado de tempo, além de ser
preciso usar uma quantidade reduzidade de solvente, uma vez que a metodologia consiste na
recirculacdo do solvente que é mantido constantemente na sua temperatura de ebulicdo.
Assim, de maneira continua, o solvente em ebulicdo é frequentemente condensado em um
cartucho de celulose contendo a matriz bruta, que, ao atingir um volume critico, retorna para
um balo saturado com as substancias bioativas da matriz. E preciso que o solvente apresente
certa volatilidade, e por conta do processo continuo uma quantidade reduzida de solvente é
utilizada, apresentando uma vantagem comparada ao método de extracdo estatico, como a
maceracao.

Apds o preparo dos extratos hexanicos e etanolicos, estes foram caracterizados através da

reacdo de Folin-Ciocalteu (para a determinacdo do teor em substancias fendlicas totais) e
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quanto a sua capacidade antioxidante, avaliada mediante trés testes ensaios in vitro: atividade
de sequestracdo do radical (DPPH e ABTS), e de reducdo férrica (FRAP).

5.2. Anédlise espectrofotométrica na regido do UV-Vis

De acordo com a legislacdo brasileira, os extratos de prépolis comercializados devem
apresentar em seu espectro de absorcdo (UV-vis) bandas caracteristicas das principais classes
de flavonoides, entre 200 e 500 nandémetros (BRASIL, 2001). Uma tipica absorcdo para
flavonoides pode ser observada em duas bancadas distintas do espectro, com maximos entre
300 e 550 nm, e entre 240 e 285 nm (PAGANOTTI et al., 2014). Os espectros de absor¢do

obtidos estdo apresentados na Figura 27.
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Figura 27 — Espectros de absor¢do na regido do UV-Vis de extratos de propolis verde em n-hexano

(EHP) e etanol (EEP).

Como pode ser observado na Figura 27, todos os espectros mostraram duas bandas
caracteristicas nas regides de comprimentos de onda indicados, porém uma diferenca visual
na intensidade dos espectros das amostras feitas em hexano e etanol. Os extratos etandlicos
(EEP) apresentaram maior intensidade de absorcdo que os extratos n-hexanicos (EHP), sendo
um indicativo do baixo teor de substancias fenolicas na composi¢do quimica desses extratos.
Isso pode ser explicado pela baixa polaridade do solvente n-hexano, com menor capacidade
para extrair as substancias fenolicas, com cardter mais polar, porém solubiliza,

preferencialmente, as substancias com substituintes metilados, metoxilados e prenilados.
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Todos os espectros obtidos apresentam bandas caracteristicas de substancias fenolicas,
com méaximo de absor¢do na regido que vai de 290 a 310 nm, comum na matriz de propolis
verde. De acordo com a literatura, transicdes eletronicas envolvendo um sistema benzénico e
um grupo substituinte — hidroxilas, metoxilas e outros — sdo basicamente do tipo ©= > w*,
caracterizado por dois méximos de absorcdo: um na regido entre 180 e 202 nm (banda
primaria, visivel apenas na regido do ultravileta de vacuo), e outra denominada banda
secundaria, com absorc¢do proximas a 255 nm (PAGANOTTI et al., 2014).

A prépolis possui em sua composicdo quimica diferentes substancias fenolicas (acidos e
flavonoides) que possuem como substituintes do anel benzénico grupos hidroxila, metoxila e
ligacOes duplas conjugadas. A presenca destes substituintes pode causar um deslocamento
batocrdmico para maiores comprimentos de onda das bandas no espectro de UV-Vis das
amostras como pode ser observado na Figura 27, devido a presenca de um comprimento de
onda para quase todas as amostras proximo de 220 e 230 nm, o que pode ser explicado pelo
deslocamento batocrémico para o comprimento de onda de 202 nm do benzeno (banda
primaria). Outro comprimento de onda observado para os extratos de todas as amostras ficou
préximo de 310 nm, que pode corresponder ao deslocamento da banda de 255 nm para o
benzeno (banada secundaria).

Gregoris e Stevanato (2010) observaram que ao sobrepor os espectros de absorcéo
obtidos de alguns principios ativos presentes na prépolis europeia (pinocembrina, crisina,
galangina, acido cafeico, cafeato de fenetila e cafeato de dimetilalila), o espectro resultante
apresentou forte similaridade com aquele observado para diferentes amostras de propolis, com
maximo de absor¢do em 290 nm.

Alencar e colaboradores (2005) verificaram que o espectro de absorc¢do na regido do UV-
vis (entre 200 e 600 nm) obtido a partir da extracdo das folhas de B. dracunculifolia
apresentou 0 mesmo maximo de absor¢do que os extratos de prépolis verde produzido nos
estados de S&o Paulo e Minas Gerais, com uma banda de absor¢édo caracteristica entre 290 e
310 nm, muito semelhante ao que foi observado neste trabalho.

Os espectros de absorgdo neste estudo apresentaram semelhangas com os dados
apresentados por Cabral e colaboradores (2012) para o extrato de uma amostra de prépolis
verde produzida em Minas Gerais, cujo maximo de absorcéo foi de 306 nm, e diferente para a
amostra de propolis produzida na Bahia (maximo em 280 nm). Cardoso e colaboradores
(2015) observaram maximos de absor¢do em um intervalo entre 270 e 285 nm para a

geoprépolis produzida por abelhas nativas no Estado do Parana, atribuindo essa regido a
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presenca de derivados do &cido benzdico, como &cido galico. Abelhas nativas (ou abelhas sem
ferrdo) fazem parte de uma extensa familia de abelhas com hébitos de coleta completamente
distintos das abelhas meliferas, e a analise de espectroscopia do UV-vis pode ser usada como
ferramenta para diferenciacdo de diferentes tipos de prépolis (CARDOSO et al., 2015).

De maneira semelhante, Figueiredo e colaboradores (2015) avaliaram a variagdo sazonal
da composicdo polifendlica de diferentes amostras de propolis verde obtidas no estado de
Minas Gerais. A analise de espectroscopia na regido do UV-vis (entre 200 e 600 nm) mostrou
que as amostras obtidas nos meses de verdo apresentam maior intensidade de absor¢do, com
maximo entre 280 e 320 nm. A absor¢do nessa regido para as amostras do verdo foi cerca de 4
vezes mais intensa, quando comparado com a absorcdo das amostras de inverno, e 2 vezes
mais intensa quando comparado com os meses de outono (FIGUEIREDO et al., 2015).

Paganotti e colaboradores (2014) combinaram analises quimiométrica, como a anélise das
componentes principais (PCA), com dados de espectroscopia na regido do UV-vis para a
propolis produzida nas regifes Sudeste (Rio de Janeiro, S80 Paulo e Minas Gerais) e Sul
(Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul), e observaram o agrupamento das amostras de
acordo com a regido de producdo, sendo as amostras obtidas no Sul agrupadas no quadrante
superior e as amostras produzidas no Sudeste, agrupadas no quadrante inferior. O estudo
relata que a analise supervisionada foi capaz de classificar os extratos etanélicos comerciais
produzidas nas duas regies, e a regido do espectro responsavel pela descriminacdo das
amostras estava em torno de 210 nm. Essa regido estd associada com a absor¢do da banda
primaria para substancias fendlicas, indicando que polifendis com diferentes padrbes de
substituicdo sdo uma variavel importante no reconhecimento e diferenciacdo da propolis
produzida no pais (PAGANOTTI et al., 2014).

5.3. Teor de fendlicos e flavonoides totais, capacidade antioxidante in vitro dos extratos

de prépolis verde

Na Tabela 11 estdo apresentados os resultados para o teor de fendlicos totais (TP),
flavonoides totais (TF), e a capacidade antioxidante avaliada pela captura de radicais livres
(DPPH e ABTS) e pela capacidade de reducdo do ferro (FRAP). Todos os ensaios foram

realizados de acordo com a metodologia descrita por Salgueiro e Castro (2016).
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Tabela 11 — Resultados para a avaliagdo de fendlicos totais (TP), flavonoides totais (TF) e capacidade
antioxidante pelos métodos de ABTS, FRAP e DPPH.

Extrato TP? TEP ABTS ¢ FRAP ¢ DPPH ¢©
EHP-2 1,90 +0,037 1,45 +0,004 40,53 +0,003 101,32 +0,012 84,94 +£1,5255
EHP-5 1,91 +0,035 2,32 0,002 44,73 +0,003 107,34 +0,001 80,24 +0,8168
EHP-12 1,73 0,037 1,55 +0,001 47,17 +0,002 126,91 +0,041 74,48 £1,0374
Média 1,90 £0,101 155 +0,476 44,73 £3,358 107,34 £13,379 8494 +3,025
EEP-2 8,90 0,013 12,73 +0,001 184,42 +0,017 598,12 +0,003 22,46 +0,4708
EEP-5 11,92 +0,011 15,69 +0,005 189,14 +0,054 623,98 +0,012 18,62 +0,2951
EEP-12 12,84 +0,006 16,82 +0,005 200,76 £0,008  727,15+0,001 16,49 +0,7849
Média 11,92 +2,061 15,69 +2,112 189,14 +8,410 623,98 +68,266 18,62 +3,0255

FRAP - Reducdo do ion férrico; ABTS - Captura do radical-cation (ABTS.+); DPPH — Sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-
picril hidrazil; a- mg EAG 100mg™* de extrato; b — mg EQE 100mg* de extrato; c- mmol Fe(1l) 100mg* de extrato; d- mmol
Trolox 100mg™ de extrato; e CEsp em pg mL™*; média xdesvio padréo, n=3

O teor de fendlicos totais (TP) variou de 1,73 (EHP-12) a 12,84 mg Eac por 100 mg*
de extrato (EEP-11). Comparando as respectivas médias, é possivel observar a influéncia da
polaridade do solvente extrator, uma vez que o etanol (TP médio 11,92 mg Eag por 100 mg*
de extrato) foi muito mais eficiente em extrair substancias fenolicas, quando comparado ao n-
hexano (TP médio 1,90 mg Eac por 100 mg™* de extrato). Para o teor de flavonoides totais
(TF), a variacdo ficou entre 1,45 (EHP-2) e 16,82 mg Eq por 100 mg™* de extrato (EEP-12),
mostrando um comportamento semelhante. De maneira geral, a amostra de propolis P-12
apresentou o teor mais elevado de substancias fendlicas (TP e TF) quando extraida com
etanol, e também o maior rendimento na extracdo (61,98%). O teor de substancias fendlicas
(fendlicos totais e flavonoides) mostrou estar também correlacionado com o perfil de
absorcdo dos extratos na regido do UV-vis (Figura 27), onde os extratos etanolicos
apresentaram absorcdo de maior intensidade quando comparados com 0s extratos n-
hexanicos, que apresentaram menores teores de fendlicos e flavonoides totais.

Lorenzon e colaboradores (2018) avaliaram o perfil de substancias fendlicas em
amostras de propolis produzidas em diferentes cidades do Rio de Janeiro, obtidas a partir de
dois métodos de coleta diferentes: método “by scraping” e “in strips”. Em seu trabalho, os
extratos etanolicos (maceragdao dinamica, 48 horas) das amostras obtidas “by scrapping”
apresentaram, em média, resultados inferiores para o teor de fendlicos totais (8,16 mg Eac por
100 mg? de extrato) e flavonoides totais (6,25 mg Eq por 100 mg? de extrato) quando
comparados com o0s extratos de propolis verde avaliados neste trabalho. Entretanto, para as
amostras obtidas “in strips” o teor de fenolicos totais foi, em média, de 22,84 mg Eac por 100

mg? de extrato, sendo superior ao que é reportado neste trabalho.
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Cabral e colaboradores (2012) avaliaram que o teor de fenolicos (16,96 mg Eac por
100 mg? de extrato) e flavonoides totais (6,15 mg Eq por 100 mg™ de extrato) para o extrato
etanolico de prépolis verde produzida em Minas Gerais foram superiores ao extrato etandlico
de prépolis marrom produzida na Bahia (respectivamente 1,48 mg Eac por 100 mg? de
extrato e 0,32 mg Eq por 100 mg™ de extrato). Os resultados de fendlicos e flavonoides totais
obtidos para os extratos etandlicos da propolis verde do Rio de Janeiro deste trabalho também
foram superiores ao que foi reportado para a propolis marrom, porém o teor de fenolicos
totais se mostrou inferior ao que foi repostado para a propolis verde de Minas Gerais.

De acordo com a literatura, a prépolis verde é a variacdo da propolis brasileira que
apresenta o teor mais elevado de substancias fendlicas (DE MELLO et al., 2014). A Tabela
12 apresenta a variacdo no teor de fendlicos e flavonoides e flavonoides totais para a propolis
produzida nas regides Nordeste, Sudeste, Sul e Centro-Oeste do Brasil. O potencial
antioxidante da propolis verde € geralmente superior ao das amostras de propolis de outras
regides do Brasil devido ao seu contetdo polifendlico diferenciado, principalmente pela
presenca de fenilpropanoides prenilados, como o biomarcador Artepillin C (SALATINO et
al., 2011).

Tabela 12 - Variacdo no teor de fenolicos flavonoides totais de acordo com a regido
brasileira produtora (DE MELLO et al., 2014).

Regido Brasileira Fenois Totais Flavonoides
Nordeste 5,09% - 29,52% 0,36% - 33,15%
Sudeste (propolis verde) 7,89% - 19,43% 25,05% - 50,52%
Sul 5,15% - 12,80% 3,91% - 40,70%
Centro-Oeste 3,37% - 13,22% 5,30% - 41,14%

De acordo com Yeo e colaboradores (2015), a técnica de ultrassom pode ser aplicada
como alternativa segura no preparo de extratos de propolis substituindo técnicas que
demandam mais tempo, porém sem comprometer o perfil de substancias fendlicas, e
consequentemente, mantendo suas propriedades bioldgicas. Os resultados de fenolicos totais e
flavonoides totais apresentados neste trabalho foram superiores aos valores reportados por
Andrade e colaboradores (2017) para o extrato hidroalco6lico (banho de ultrassom, 35 °C e
60 min) de prdpolis verde (9,05 mg Eac por 100 mg™* de extrato e 5,94 mg Eq por 100 mg*
de extrato), propolis vermelha (9,13 mg Eac por 100 mg* de extrato e 3,14 mg Eq por 100
mg* de extrato) e propolis marrom (5,55 mg Eac por 100 mg* de extrato e 3,89 mg Eq por

100 mg? de extrato). Zhang e colaboradores (2017) avaliaram vinte e duas amostras de
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propolis verde (in natura) obtidas comercialmente através do teor de fendlicos e flavonoides
totais presentes no seu extrato etandlico (banho de ultrassom, 45 minutos). De acordo com o
estudo, a variacio no teor de fendlicos totais foi de 8, 75 a 14,85 mg Eac por 100 mg™ de
extrato, semelhantes aos valores de TP apresentados neste trabalho. O teor de flavonoides
totais ficou abaixo dos resultados obtidos neste trabalho, variando de 3,85 até 6,76 mg Eq por
100 mg* de extrato.

Monroy e colaboradores (2017) avaliaram o teor de fenolicos totais e flavonoides
totais para o extrato etanolico de prépolis verde obtido por extracdo em Soxhlet, sendo
respectivamente 15,9 mg Eac por 100 mg* de extrato e 6,0 mg Eq por 100 mg™ de extrato. O
teor de fendlicos totais foi superior aos resultados apresentados neste trabalho, enquanto o
teor de flavonoides totais foi inferior.

O teor de fendlicos e flavonoides totais apresentados neste trabalho séo inferiores aos
apresentados por Zhang e colaboradores (2016) para a propolis chinesa (19,28 mg Eac por
100 mg? de extrato e 29,72 mg Eq por 100 mg’ de extrato, respectivamente). Ja para a
prépolis produzida na Australia, o teor de fendlicos totais foi superior (21,70 mg Eac por 100
mg? de extrato), enaugnto o teor de flavonoides totais foi inferior (5,57 mg Eq por 100 mg*
de extrato). Para a propolis verde (obtida comercialmente), os resultados de fendlicos e
flavonoides foram respectivamente de 13,07 mg Eac por 100 mg™ de extrato e 22,96 mg Eq
por 100 mg™? de extrato, superiores aos que estio reportados neste trabalho (ZHANG et al.,
2016).

Em trabalho realizado por Coelho e colaboradores (2017), o teor de fendlicos totais
obtido para a prépolis verde produzida em Minas Gerais foi em média de 20,0 mg Eac por
100 mg? de extrato, sendo esse resultado superior ao que foi obtido neste trabalho para a
prépolis verde do Rio de Janeiro. Entretanto, os resultados deste trabalho séo superiores ao
que foi reportado para a propolis marrom produzida no Parana (8,0 mg Eac por 100 mg* de
extrato) e no Rio Grande do Sul (3,0 mg Eac por 100 mg* de extrato). Com relagdo ao teor de
flavonoides totais, os valores apresentados neste trabalho se mostraram, em média, superiores
aos que foram apresentados para a propolis verde (1,7 mg Eq por 100 mg? de extrato) e
marrom (0,9 e 0,3 mg Eo por 100 mg! de extrato, para as amostras do PR e RS
respectivamente).

Estudos tém mostrado que o teor de substancias fenolicas, determinadas por métodos
espectrofotométricos, pode ser correlacionado com a capacidade antioxidante. A capacidade

antioxidante dos extratos etanélicos e n-hexanicos de prépolis verde foi realizada através de
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ensaios in vitro envolvendo a captura de radicais livres (DPPH e ABTS). A atividade
antioxidante dos extractos brutos foi ainda determinada atraves da reacdo de avaliagdo da
capacidade antioxidante de reducdo férrica que mede a capacidade de doacdo de elétrons por
parte das espécies antioxidantes. De acordo com a literatura, diferentes metodologias séo
necessarias para avaliar os diferentes aspectos da reatividade de uma substéncia polifendlica
(LOPEZ-ALARCON e DENICOLA, 2013).

Os extratos etandlicos estudados neste trabalho apresentaram os melhores potenciais
antioxidantes, e isso pode ser explicado pelo elevado teor de substancias fendlicas. Entre as
amostras estudadas, o extrato EHP-2 apresentou o menor potencial antioxidante nos ensaios
de captura de radicais livres DPPH (CEso = 84,94 pug.mL1), ABTS (40,53 mmol EtroLox por
100 mg de extrato) e também no ensaio de redugdo do ferro — FRAP (101,32 mmol Ereqry por
100 mg de extrato). Ja a amostra EEP-12 apresentou o melhor potencial antioxidante para
todos os ensaios realizados: DPPH (CEso = 16,49 pg.mL™), ABTS (727,15 mmol EtroLox por
100 mg de extrato) e também no ensaio FRAP (200,76 mmol Erey por 100 mg de extrato).

Segundo Pazin e colaboradores (2016) existe uma correlacdo positiva entre a
capacidade antioxidante e o teor de substancias fendlicas da prépolis, principalmente com
relacdo aos flavonoides (ALENCAR et al., 2007), fenilpropanoides e derivados do &cido
clorogénico (KOCOT et al., 2018) e componentes especificos como o Artepillin C
(MATSUDA e ALMEIDA-MURADIAN, 2008; VEIGA et al., 2017).

Bittencourt e colaboradores (2015) investigaram as possiveis correlacdes entre o
potencial antioxidante (avaliado pela captura de radicais DPPH) e o teor de fendlicos totais
(TP) para extratos etandlicos de prépolis verde e marrom brasileiras. A média dos CEsg para
os extratos de propolis verde foi de 28,72 pg.mL™2, enquanto para o teor de fendlicos totais foi
de 18,55 mg Eag por 100 mg™ de extrato. Para a prépolis marrom, o CEso foi de 60,55 pg.mL"
! enquanto o teor de fendlicos totais foi de 4,82 mg Eac por 100 mg? de extrato. Assim,
devido ao teor mais elevado de substancias fendlicas, a prépolis verde apresentou capacidade
antioxidante superior a da propolis marrom.

Os extratos de propolis verde estudados neste trabalho apresentaram capacidade
antioxidante — frente ao radical DPPH — mais elevada que os extratos reportados por Zhang e
colaboradores (2016) para o extrato etandlico de propolis verde (CEso 43,85 pg.mL™Y),
propolis produzida na China (CEso 32,35,50 pg.mL™?) e propolis de eucalipto produzida na

Australia (CEso 19,55 pug.mL™). A capacidade antioxidante observada foi proporcional ao teor
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de substéncias fenolicas das respectivas amostras, semelhante ao que foi observado neste
trabalho para os extratos n-hexanicos e etanolicos de propolis verde.

Em trabalho realizado por Veiga e colaboradores (2017), a propolis verde produzida
em Minas Gerais foi extraida por duas técnicas diferentes: maceracédo estatica (2 semanas) em
alcool etilico (96%) para gerar o EEP e extracdo por Soxhlet utilizando n-hexano (tempo néo
especificado) para gerar o EHP. O teor de fendlicos e flavonoides totais obtidos para o extrato
etanolico se mostrou superior aos resultados obtidos para o extrato n-hexanico, semelhante ao
que foi observado neste trabalho, e a capacidade antioxidante do extrato n-hexanico de
prépolis verde foi inferior (95,86 pug.mL™) ao que foi reportado para os EHP deste trabalho. Ja
0 CEso para o extrato etandlico de propolis obtido por maceracdo foi de 13,09 pg.mL?,
possuindo capacidade antioxidante mais elevada que os extratos etanolicos estudados neste
trabalho.

Os teores de fenodlicos e flavonoides totais reportados para o extrato etandlico de
propolis verde por Pazin e colaboradores (2017) foram inferiores aos resultados apresentados
neste trabalho (4,85 mg Eac por 100 mg? de extrato e 4,75 mg Eq por 100 mg™* de extrato,
respectivamente); o CEso (captura de radicais DPPH) foi de 32,4 ug.mL™, o que caracteriza
uma menor capacidade antioxidante quando comparada aos extratos etandlicos deste trabalho.
O fracionamento do extrato hidroalcodlico com diferentes solventes (n-hexano,
diclorometano, acetato de etila e 4gua) mostrou que as fracfes mais polares apresentavam
melhor capacidade antioxidante (PAZIN et al., 2017). Assim, a fracdo n-hexano (2,95 mg Eac
por 100 mg* de extrato e 0,67 mg Eq por 100 mg™? de extrato) apresentou menor capacidade
antioxidante, enquanto a fragdo aquosa (7,25 mg Eac por 100 mg* de extrato e 1,50 mg Eq
por 100 mg! de extrato) mostrou a maior capacidade antioxidante.

Cottica e colaboradores (2011) compararam diferentes condi¢cdes de maceracdo para a
prépolis marrom (Maringd — PR) utilizando solugbes hidroalcodlicas em diferentes
concentragfes de alcool etilico, e constataram que o extrato com melhor capacidade
antioxidante apresentou CEso de 47,0 pug.mL? frente ao radical DPPH, e 136,5 mmol Ereqn
por 100 mg? de extrato no ensaio de reducéo do ion férrico (FRAP). Os resultados mostrados
sdo superiores aos obtidos neste trabalho para os extratos n-hexanicos, porém inferiores aos
extratos etanolicos em ambos 0s ensaios.

Ferreira e colaboradores (2017) avaliaram a capacidade antioxidante do extrato
etanolico obtido a partir de duas amostras de propolis produzidas no Nordeste brasileiro pela

captura de radicais DPPH, e o CEsp obtido foi de 56,2 e 72,9 pg.mL™. Os extratos etandlicos
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estudados neste trabalho apresentam maior capacidade antioxidante, porém os valores
reportados semelhantes aos resultados obtidos para os extratos n-hexanicos.

A capacidade antioxidante dos extratos etanolicos de propolis estd dentro da faixa
reportada por Belfar e colaboradores (2011) para o extrato metanolico de propolis verde, onde
0 CEso (medido pelo radical DPPH) variou entre 7,0 e 66,0 pg.mL™, mas os extratos n-

hexanicos apresentaram capacidade antioxidante inferior.

5.4. Isolamento e caracterizacdo das substancias pereniladas do EHP

Por conta da elevada complexidade quimica, diferentes estratégias sdo descritas na
literatura para a obtencdo dos principios ativos da prépolis brasileira. Essas estratégias sdo
planejadas de acordo com o perfil quimico do extrato bruto e do componente de interesse para
0 isolamento. Em estudos de triagem fitoquimica, € comum que se fracione o extrato
hidroalcodlico bruto, através de extracdo liquido-liqguido com solventes em gradiente
crescente de polaridade (n-hexano, diclorometano, acetato de etila, n-butanol) e que as fracGes
obtidas sejam processadas por diferentes técnicas cromatograficas (AGA et al., 1994;
BANSKOTA et al.,, 1998; NEGRI et al., 2003; FREITAS et al., 2008; CAMPOS et al., 2011;
OLDONI et al., 2011).

Os principais componentes bioativos presentes na propolis verde sdo derivados
prenilados do &cido cindmico, e podem ser identificados em extratos apolares da propolis
verde e também de alecrim-do-campo (NETO et al., 2011; VEIGA et al., 2017). Isso porque,
apesar do grupo acido carboxilico, a presenca de grupos prenila contribui para diminuicdo da
polaridade dessas substancias. Outro aspecto a ser considerado, ao se utilizar solventes mais
polares na extracdo (metanol, etanol, acetato de etila), é que outras substancias de maior
polaridade deverédo ser também extraidas dificultando assim, o isolamento das substancias de
interesse. Assim, 0 uso de solventes como n-hexano, parece ser bem atrativo para o preparo
de um extrato mais limpo, por se mostrar mais seletivo aos metabdlitos prenilados.

Antes de partir para o fracionamento das substancias dos extratos de propolis na
tentativa de isolar as substancias preniladas de interesse, avaliou-se qualitativamente os
diferentes extratos por CLAE-DAD em fase reversa (condi¢des experimentais item 4.11, pag.
55). A partir da analise comparativa do perfil cromatografico foi possivel observar que os
extratos n-hexanicos sdo potencialmente mais viaveis para o isolamento dos principios ativos
prenilados da prépolis verde, pois apresentam baixissima quantidade de substancias polares

(faixa de tR 2,5 a 15 min) quando comparados aos extratos etandlicos (Figura 28). A partir
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desssa observacdo, o extrato EHP-2 foi escolhido para o fracionamento das substancias de
interesse através do uso de cromatografia em coluna flash (ver item 4.10).
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Figura 28 — Sobreposigdo dos cromatogramas EEP-2 (preto) e EHP-2 (rosa) obtidos por CLAE-DAD em

fase reversa.

A fragdo contendo as substincias de interesse, obtida através do fracionamento
cromatografico do EHP-2, foi analisada por CLAE-DAD. Apesar deste método
cromatografico indicar as substancias preniladas de interesse da prépolis como majoritarias, a
analise desta mistura por CLAE revelou nesta fracdo a presenca de outras substancias além
dos derivados ndo prenilados majoritarios. A purificacdo dos componentes foi conduzida a
partir de 90 mg da fracdo retirada da coluna flash que foi solubilizada em 5 mL de metanol
espectroscopico em injetado em um loop de 500 pL no injetor Rheodhyne do equipamento
(10 injecdes de 500 pL).

As substancias correspondentes aos picos de menores intensidades no cromatograma
(Figura 29) foram coletadas, mas como o objetivo do trabalho era a separacéo do Artepillin

C, Bacarina e Cromeno, estes componentes ndo foram analisados.
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Artepillin C Bacarina

0.0

Figura 29 — Sobreposigdo dos cromatogramas obtidos por CLAE-UV semipreprativoa em fase reversa para

a purificagdo da fracdo do EHP-2.

O cromatograma obtido através do procedimento semipreparativo (Figura 29)
mostrou o Artepillin C eluindo com tr de 6,0 min, a Bacarina com tR de 9,0 min e o Cromeno
com tR de 11,0 min. Foram obtidos 25 mg (27%) de Artepillin C, 14 mg de Bacarina (15%) e
5 mg de Cromeno (5%) a partir de 90 mg da fracdo proveniente do fracionamento em coluna
de silica do extrato EHP-2. Ap6s 10 repeticdes da injecdo no modo semi-preparativo, as
fracdes obtidas foram reunidas e analisadas por CLAE-DAD (Figura 30). A identificacdo e a
analise de pureza das substancias preniladas foi realizada por RMN e CLAE. O ponto de
fusdo do Artepillin C foi 94-96 °C (PF =95 °C, lit.), a Bacarina 98-100 °C (PF =99 °C, lit.)
e do Cromeno 190-192 °C (PF = 190-192, lit) (AGA et al., 1994; BANSKOTA et al., 1998;
UTO et al., 2002).
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Figura 30 — Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos por CLAE-DAD em fase reversa do extrato e
das substéancias isoladas: EHP-2 (preto), Artepillin C (rosa), Bacarina (azul) e Cromeno (marrom).

Comparado com outras metodologias de isolamento na literatura, a metodologia
utilizada neste trabalho se mostrou vantajosa em termos de rendimento para as trés
substancias isoladas (Tabela 13). O desenvolvimento de um método para a obtencdo destes
componentes da propolis verde se mostra de grande importancia para a quimica de produtos
naturais e a quimica medicinal por conta dos estudos envolvendo suas propriedades
biologicas. Além disso, existem poucas referéncias na literatura que apresentam rotas

sintéticas eficientes para a obtencdo desses componentes, principalmente para o Artepillin C.

Tabela 13 — Rendimento do Artepillin C obtido do extrato de propolis.

Solvente extrator Rendimento (%) Referéncias
n-hexano 8.41 Neste estudo
Acetato de Etila 0,79 Aga et al. 1994
Metanol 1,07 Marcucci et al. 2001
Etanol 0.35 Hattori et al. 2011

As trés susbtancias isoladas e a Drupamina, que foi obtida a partir da hidrolise basica
da Bacarina (THEODOROU et al, 2018), foram submetidas a avaliacdo da capacidade
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antioxidante pelo método de captura de radicais livres (DPPH), e desta forma determinada a
CEso para cada uma delas a partir de uma solugdo padrdo de 1 mg.mL™,

o) 0 0
NNoH (A N-"SoH 0o X" 0H
| | |

Artepillin C Drupanina Cromeno Bacarina
CE;5, = 8,49 50,14 >100 >100

Figura 31 — Estruturas dos derivados prenilados avaliados neste trabalho. CEso em pg.mL™.

O Artepillin C foi o derivado prenilado que apresentou melhor capacidade
antioxidante (CEso = 8,49 +0,041 pg.mL™), valor compativel com o que é observado na
literatura (SALGUEIRO e CASTRO, 2016), enquanto a Drupanina apresentou capacidade
antioxidante moderada (CEso = 50,14 #0,041 pg.mL?). Os grupos prenila, que estdo
substituidos na posicdo orto a hidroxila, funcionam como estabilizadores de radicais por
efeito estereoeletrdonico impedindo que o radical formado seja capturado, e a falta de um
desses grupos na molécula da Drupanina pode explicar a menor capacidade antioxidante dessa
substancia. Por outro lado, os derivados Bacarina e Cromeno ndo apresentaram capacidade
antioxidante significativa (CEso > 100), e isso pode ser explicado em parte pela auséncia da
hidroxila fendlica nessas estruturas, uma vez que foi substituida por uma funcéo éster (na
Bacarina) e éter (no Cromeno). E sabido que a presenca de hidroxilas fenélicas contribui
positivamente para a capacidade antioxidante, como é observado para os &cidos clorogénico
(CEso = 5,85 pg.mL™Y), cafeico (CEso = 9,30 pg.mL™?) e ferdlico (CEso = 24,71 pg.mL?), e
para o flavonoide canferol (CEso = 6,10 pg.mL™), e isso pode justificar o fato de que extratos
etanolicos, por serem mais polares, possuam uma melhor capacidade de captura de radicais
livres (SALGUEIRO e CASTRO, 2016) do que 0s extratos hexanicos.
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5.4.1. Caracterizagao do Artepillin C

com os dados relatados na literatura (NETO et al., 2011).

Na Tabela 14 estdo listados os valores de deslocamentos quimicos obtidos para os
espectros de RMN de *H (500 MHz) e BC (125 MHz) para o Artepillin C, em comparagéo

5o

Tabela 14 — Dados de RMN *H e 3C do Artepillin C (CDCls) comparados com dados da

literatura.
Artepillin C NETO et al., 2011 (CDCls)

C 8 H(ppm) 8 C(ppm) o H (ppm) 8 C(ppm)
1 - 126,27 - 128,40
7 7,70 (d, J= 16 Hz, 1H) 147,29 7,68 (d, J= 15,9 Hz, 1H) 147,40
8 6,29 (d, J= 16 Hz, 1H) 114,01 6,28 (d, J= 15,9 Hz, 1H) 114,00
9 - 172,65 - 172,40
2 7,20 (s, 1H) 128,30 7,21 (s, 1H) 128,30
3 - 127,58 - 127,70
4-OH - 155,32 - 155,40
5 - 127,58 - 127,70
6 7,20 (s, 1H) 128,30 7,21 (s, 1H) 128,40
3aeba 3,35 (d, J= 7,1 Hz, 4H) 29,36 3,34 (d, J=7,2 Hz, 2H) 29,50
3bebb 5,31 (t, J=7,1 Hz, 2H) 121,19 5,30 (t, 2H) 121,30
3ce5c - 135,04 - 135,20
3c'e 5¢ 1,79 (s, 6H) 25,71 1,79 (s, 6H) 25,80
3c"e 5¢" 1,78 (s, 6H) 17,74 1,77 (s, 6H) 17,90

De acordo com os deslocamentos quimicos obtidos para o espectro de *H RMN, foi

possivel a elucidacdo estrutural do Artepillin C. Foi observada primeiramente a presenca dos

sinais caracteristicos de sistemas cinamicos em 7,70 ppm e 6,29 ppm, apresentados como um

dubleto. Esses deslocamentos representam respectivamente os hidrogénios olefinicos do

sistema, sendo o maior deslocamento do hidrogénio beta-carboxila (H7 — mais desprotegido)

e 0 menor deslocamento referente ao hidrogénio alfa-carboxila (H8 — mais protegido),
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causado pelo efeito retirador por ressonancia do grupo carboxilico alfa-beta insaturado.
Através da constante de acoplamento medida entre os dois hidrogénios olefinicos (H1’ e
H1"’) foi possivel caracterizar o sistema como trans-cindmico (J = 16 Hz).

O simpelto observado a 7,20 ppm foi atribuido aos hidrogénios H2 e H6, o que
caracteriza um sistema aromatico tetrasubstituido e simétrico. Os deslocamentos encontrados
em 1,79 ppm (3H’ e SH”) e 1,78 ppm (3H’’ e 5H”’) caracterizam dois simpletos de integragéo
para 6 hidrogénios em cada sinal, sendo esses os hidrogénios metilicos caracteristicos de
grupos prenila. O nimero de hidrogénios observados corresponde a presenca de dois desses
grupos, o que foi confirmado pela identificacdo do deslocamento quimico presente em 3,35
ppm (corresponde a presenca de hidrogénio metilénico), cuja integracdo para quatro
hidrogénios foi posteriormente atribuida aos H3a e H5a. O ultimo deslocamento necessario
para a caracterizacdo das prenilas foi identificado como um tripleto em 5,31 ppm,
correspondete ao hidrogénio olefinico (H3b e H5b).

Ja os deslocamentos quimicos obtidos no espectro de 3C RMN (DEPT-Q) indicaram a
presenca de seis carbonos quaternarios, sinais pouco intensos devido ao tempo de relaxacéao
necessario para esse tipo de nacleo gerar um sinal. Os carbonos quaternarios foram utilizados
para caracterizar o carbono do &cido carboxilico em 172,65 ppm (C9), além dos carbonos ipso
no sistema aromatico com deslocamentos em 126,27 ppm (C1), 127,58 ppm (C3 e C5) e
155,32 (C4-OH). Os carbonos olefinicos do sistema cindmico foram confirmados pelos
deslocamentos em 147,29 ppm (C7) e 114,01 ppm (C8), diferenca de deslocamento que
também pode pelo efeito retirador de elétrons por ressonancia da carboxila sobre o sistema
alfa-beta insaturado.

J& aos carbonos C3c e Cbc foi atribuido o deslocamento em 135,04 ppm, o que
caracteriza os carbonos quaternarios presentes nos dois grupos prenila. Aos carbonos
metilicos dos grupos prenila, foram atribuidos os deslocamentos presentes em 25,71 ppm
(C3c¢’ e C5¢’) e 17,54 ppm (C3¢”’ e C5¢”’). A diferenca entre os deslocamentos quimicos que
correspondem aos carbonos metilicos (que também é observada no espectro de *H RMN) nos
indica que tais grupos estdo em ambientes quimicos diferentes. Isso pode ser explicado pela
presenca do carbono metilénico em 29,46 ppm (C3a e Cba), que possui livre rotacdo por
conta de sua hibridizacdo sp3, expondo assim o0s nucleos metilicos a regides da molécula onde
a densidade eletrénica e diferente. As Figuras 32 e 33 apresentam, respectivamente, 0s
espectros de RMN *H (500 MHz) e 3C (125 MHz), contendo os deslocamentos quimicos e

suas principais atribuicGes que justificam a elucidacéo estrutural do Artepillin C.
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Figura 32 — Espectro de *H RMN (500 MHz, CDCls) do Artepillin C com suas devidas atribuicoes.
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Figura 33 — Espectro de *C RMN — DEPT-Q (125 MHz, CDClIs) do Artepillin C com suas devidas atribuicoes.
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A estrutura do biomarcador Artepillin C da propolis verde também foi confirmada
através do perfil de fragmentacdo obtido por espectrometria de massas (Figura 34). O ion
molecular (M* 300) ndo foi registrado para o Artepillin C (C19H2403), mas apresentou um
primeiro pico com razdo massa/carga (m/z) de 256 (M*- 40), indicando perda do grupo CO;
da unidade do &cido carboxilico. Os principais ions detectados apresentaram m/z de 256
(74%), 201 (75%); 145 (100%); 91 (20%), caracteristicos de sistemas cinamicos prenilados.
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Figura 34 — Espectro de massas do Artepillin C.

No Esquema 5 é apresentada uma proposta de fragmentacgdo que justifica a elucidacéo

estrutural do Artepillin C.

m/z 300 (M*)

m/z 145 (99%) m/z 201 (75%)

Esquema 5 — Proposta de fragmentacao para o Artepillin C (adaptado de SALGUEIRO, 2016).
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5.4.2. Caracterizacdo da Bacarina

Na Tabela 15 estdo listados os valores de deslocamentos quimicos obtidos para 0s
espectros de RMN de H (500 MHz) e °C (125 MHz) da bacarina, em comparagdo com 0s
dados relatados na literatura (AGA et al., 1994).

Tabela 15 — Dados de RMN *H e 3C do Artepillin C (CDCl3) comparados com dados da literatura.

Bacarina AGA et al., 1994 (CDCl3)
C o H (ppm) 8 C(ppm) d H(ppm) 8 C(ppm)

1 - 132,08 - 132,00
7 7,75 (d, J= 15,9 Hz, 1H) 145,99 7,73 (d, J= 16 Hz, 1H) 146,30
8 6,40 (d, J= 15,9 Hz, 1H) 117,31 6,38 (d, J= 16 Hz, 1H) 117,20
9 - 171,05 = 171,00
2 7.25-7,42 (m, 7H) 130,13 7,39 (s, 1H) 130,20
3 - 134,33 - 134,30
4-OR - 150,64 - 150,70
5 6,98 (d, J= 8,4 Hz, 1H) 120,85 6,97 (d, J= 8,0 Hz, 1H) 120,80
6 7.25—-7,42 (m, 7TH) 126,85 7,40 (dd, 1H) 126,90
10 3,17 (d, J= 7,1 Hz, 2H) 28,46 3,14 (d, J= 7,3 Hz, 2H) 28,40
11 5,20 (t, J= 6,7 Hz, 1H) 122,84 5,18 (t, J= 7,3 Hz, 1H) 122,80
12 - 133,97 - 134,0
12a 1,78 (s, 3H) 25,72 1,75 (s, 3H) 26,70
12b 1,69 (s, 3H) 17,86 1,67 (s, 3H) 17,90
13 . 171,29 -

14 3,11 (t, J= 7,7 Hz, 2H) 35,80 3,09 (t, J= 7,8 Hz, 2H) 25,80
15 2,94 (t, J= 7,7 Hz, 2H) 30,90 2,92 (t, J= 8,0 Hz, 2H) 20,90
15a - 139,96 - 139,9
9b e of 128,37 128,60
9c e e 7.25 7,42 (m, 7TH) 128,64 7,2—17,4 (5H, m) 128,5
od 126,54 126,9

De acordo com os deslocamentos quimicos obtidos para o espectro de *H RMN, foi
possivel a elucidagdo estrutural da bacarina. Com relacdo aos hidrogénios que pertencem ao
sistema cindmico, pouca diferenca pdde ser observada nos deslocamentos quimicos com

relacdo ao Artepillin C. Os sinais observados em 7,75 ppm e 6,40 ppm foram respectivamente
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atribuidos aos hidrogénios, H7 e H8, onde o efeito de desprotecdo causado para o H7 foi
causado pelo efeito retirador por ressonancia do &cido carboxilico. O grupo prenila foi
identificado pelos deslocamentos quimicos em 3,17 ppm referente ao hidrogénio metilénico
(H10) e 5,20 ppm referente ao hidrogénio olefinico (H11), ambos com constante de
acoplamento de 7,0 Hz, além dos hidrogénios metilicos em 1,78 ppm (H12a) e 1,69 ppm
(H12b), que foram observados como simpletos com integracdo para trés hidrogénios cada.
Isso indica a presenca de apenas um substituinte prenila, o que é fundamental para a
caracterizacdo da bacarina.

Por conta dos dois nlcleos arométicos na estrutura da Bacarina, alguns deslocamentos
quimicos entre 7,25 — 7,42 ppm acabam se sobrepondo, o que dificulta a elucidacdo dos
sinais. Entretanto, é possivel identificar a unidade diidrocinamoil através dos hidrogénios
metilénicos em 3,11 ppm (H14, ligado ao éster) e 2,94 (H15, ligado ao anel aromaético).

Através do espectro de 3C RMN (DEPT-Q) foi possivel identificar a presenca de 7
carbonos quaternarios, entre eles, dois carbonos carboxilicos: 171,05 ppm (C9) e 171,29
(C13), compativel com a presenca de uma funcdo acido carboxilico e éster na bacarina. Os
carbonos substituidos C1, C3 e C4-OR, presentes no anel aromatico do sistema cinamico,
foram atribuidos aos respectivos deslocamentos em 132,08 ppm, 134,33 ppm e 150,64 ppm.
Os deslocamentos referentes ao grupo prenila se mostraram semelhantes aos que foram
obtidos para o Artepillin C, confirmando a presenca deste grupo na estrutura. Aos carbonos
metilénicos do grupo diidrocinamoil foram atribuidos os deslocamentos em 35,80 ppm (C14)
e 30,90 (C15). O grau de liberdade desta subunidade na estrutura da bacarina pode causar
alteraces no ambiente quimico dos hidrogénios aromaticos, dificultando sua visualizacéo por
conta da sobreposicdo de sinais.

As Figuras 35 e 36 apresentam, respectivamente, os espectros de RMN *H (500 MHz)
e 3C (125 MHz), contendo os deslocamentos quimicos e suas principais atribuicdes que

justificam a elucidacdo estrutural da Bacarina.
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Figura 35 — Espectro de *H RMN (500 MHz, CDClIs) da bacarina com suas devidas atribuicoes
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Figura 36 — Espectro de *C RMN (125 MHz, CDCls) da Bacarina com suas devidas atribuicdes.
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5.4.3. Caracterizacdo do Cromeno

Na Tabela 16 estdo listados os valores de deslocamentos quimicos obtidos para 0s
espectros de RMN de 1H (500 MHz) e 13C (125 MHz) da &cido 2’,2’-dimetilcromeno-3-
prenil propenoico, em comparagdo com os dados relatados na literatura (BANSKOTA et a.,
1998).

Tabela 16 — Dados de RMN *H e 3C do cromeno (CDCl3) comparados com dados da literatura.

Cromeno BANSKOTA et al., 1998 (CDCls3)

C o H (ppm) d C(ppm) 6 H (ppm)
2 - -
2a/2b 1,44 (s, 6H) 28,23 1,46 (s, 6H)
3 5,65 (d, J=9,8 Hz, 1H) 121,97 5,66 (d, J=9,9 Hz, 1H)
4 6,32 (d, J=9,8 Hz, 1H) 129,79 6,78 (d, J= 8,4 Hz, 1H)
5 - -
6 7,19 (s, 1H) 122,02 7,32 (d, J=2,2 Hz, 1H)
7 i -
8 7,04 (s, 1H) 129,82 7,18 (d, J= 2,1 Hz, 1H)
9 - -
9a 3,27 (d, J= 7,5 Hz, 2H) 28,06 3,18 (d, J= 7,4 Hz, 2H)
9b 5,26 (t, 1H) 124,37 5,33 (t, 1H)
9c - -
9c' 1,73 (s, 3H) 17,86 1,70 (s, 3H)
9c" 1,74 (s,3H) 25,79 1,73 (s, 3H)
10 - -
11 7,66 (d, J= 15,8 Hz, 1H) 147,16 7,69 (d, J= 16,0 Hz, 1H)
12 6,27 (d, J= 15,8 Hz, 1H) 113,48 6,29 (d, J= 15,8 Hz, 1H)
13 - -

De acordo com os deslocamentos quimicos obtidos para o espectro de *H RMN, foi
possivel a elucidagdo estrutural do cromeno (2°,2°-dimetilcromeno-3-prenil propenoico). Para

os deslocamentos identificados em 7,66 ppm e 6,27 ppm foram atribuidos os hidrogénios
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cindmicos H11 e H12, onde a constante de acoplamento indicou a configuracdo trans (J=
15,8 Hz). Os respectivos deslocamentos quimicos para o espectro de *C RMN correspondem
a 147,16 ppm (C11) e 113,48 ppm (C12), sendo possivel caracterizar o sistema alfa-beta
insaturado do &cido carboxilico.

Na regido que corresponde aos deslocamentos de hidrogénios aromaticos, foi possivel
observar a presenca de dois simpletos em 7,19 ppm (H6) e 7,04 ppm (H8) indicando um
sistema aromatico tetrasubstituido. Porém, diferente do que é caracteristico para o Artepillin
C, foram observados diferentes deslocamentos para os hidrogénios metilicos desta estrutura.
Os deslocamentos em 1,73 ppm e 1,74 ppm (ambos simpletos) foram associados aos
hidrogénios do grupo prenila (H9¢’ e H9¢”?) com auxilio do espectro de *C RMN, onde foi
possivel diferenciar com mais clareza os deslocamentos quimicos para os carbonos metilicos
(C9¢’ e C9¢”’) respectivamente em 17,86 ppm e 6,27 ppm, enquanto o deslocamento quimico
em 1,44 ppm (H2a/H2b) foi atribuido aos hidrogénios metilicos do anel cromeno, com
auxilio do sinal presente em 28,23 ppm (C2a/C2b). Foi possivel observar também a presenca
de um sistema de olefinico através dos deslocamentos quimicos em 5,65 ppm (H3) e 6,32
ppm (H4), cuja constante de acoplamento (J) apresentou valor de 9,8 Hz. Os deslocamentos
quimicos para os respectivos carbonos foram de 121,97 ppm (C3) e 129,70 ppm (C4),
contribuindo para a confirmagao de uma insaturacao presente no cromeno.

As Figuras 37 e 38 apresentam, respectivamente, os espectros de RMN *H (500 MHz)
e 13C (125 MHz), contendo os deslocamentos quimicos e suas principais atribuicdes que

justificam a elucidacdo estrutural do cromeno.
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5.4.4. Caracterizacdo da Drupanina

Na Tabela 17 estdo listados os valores de deslocamentos quimicos obtidos para 0s
espectros de RMN de *H (500 MHz) e 3C (125 MHz) da drupanina obtida por hidrélise
alcalina a partir da bacarina, em comparacdo com os dados relatados na literatura (HATTORI
etal., 2011).

Tabela 17 — Dados de RMN *H e 3C da drupanina (CDCIls) comparados com dados da
literatura.

Drupanina HATTORI et al., 2011 (Acetona-d6)
C o H (ppm) 9 C (ppm) 6 H(ppm) 6 C (ppm)

1 - 128,15 - 127,10
7 7,24 (d, J= 16 Hz, 1H) 140,21 7,59 (d, J= 16,1 Hz, 1H) 145,90
8 6,25 (d, J= 16 Hz, 1H) 117,08 6,31 (d, J=16,1 Hz, 1H) 115,60
9 - 174,49 - 168,20
2 7,13 -7,24 (m, 2H) 127,18 130,70
3 - 127,91 - 129,50
4-OH - 156,18 - 158,10
5 6,68 (d, J= 8,1 Hz, 1H) 114,52 6,90 (d, J= 8,4 Hz, 1H) 116,10
6 7,13 7,24 (m, 2H) 127,13 7,37 (dd, J= 8,4 Hz, 1H) 128,40
3a 3,22 (d, J= 7,1 Hz, 2H) 27,71 3,35 (d, J= 16,1 Hz, 2H) 28,90
3b 5,26 (t, J=7,1 Hz, 1H) 122,32 537 (t, J=7,6 Hz, 1H) 123,20
3c - 128,46 - 130,70
3c' 1,69 (s, 3H) 22,73 1,73 (s, 6H) 25,90
3c" 1,66 (s, 3H) 24,66 1,73 (s, 6H) 17,90

De acordo com os deslocamentos quimicos obtidos para o espectro de *H RMN, foi
possivel a elucidacéo estrutural da drupanina. Semelhante a elucidacdo estrutural do Artepillin
C, os deslocamentos observados em 7,24 ppm e 6,25 ppm foram atribuidos ao sistema a, 3 do
acido cinamico, sendo respectivamente os hidrogénios H7 e HS8, com constante de

acoplamento (J) no valor de 16 Hz, indicando um sitema com H trans. O hidrogénio
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aromatico cujo deslocamento quimico se encontra em 6,68 ppm apresentou constante de
acoplamento orto (J= 8,1 Hz), e por esta razédo foi atribuido ao hidrogénio H5, mais protegido
por estar localizado na posicdo orto com relacdo a substituinte hidroxila. Os hidrogénios
aromaticos H2 e H6 ndo foram elucidados por conta da sobreposicdo de sinais na regido vai
de 7,13 ppm a 7,24 ppm, onde € possivel observar um multipleto. Os deslocamentos quimicos
para os hidrogénios referentes ao grupo prenila foram semelhantes aqueles observados para 0s
todas as substancias preniladas elucidados neste trabalho, com os hidrogénios metilicos sendo
atribuidos aos sinais em 1,69 ppm (H3c¢”) e 1,66 ppm (H3c¢’’) por conta da diferenciacdo do
ambiente quimico causada pela rotacdo do carbono metilénico, cujo H aparece em 3,22 ppm
(H3a). Por fim, foi atribuido ao hidrogénio olefinico do grupo prenila (H3b) o deslocamento
quimico em 5,26 ppm.

Ja de acordo com o espectro de *C RMN, foi possivel identificar o carbono
carboxilico, cujo deslocamento quimico foi observado em 174,49 ppm (C9). Os carbonos
olefinicos referentes ao sistema cindmico foram observados em 140,21 ppm (C7) e 117,08
ppm (C8), semelhante ao que foi observado para os demais deslocamentos quimicos dos
sistemas cindmicos. Os carbonos metilicos do grupo prenila foram diferenciados pela
influéncia do ambiente quimico, sendo seus deslocamentos em 22,73 ppm (C3c¢’) e 24,66 ppm
(C3c¢”’), e o carbono metilénico foi observado em 27,30 ppm (C3a). O carbono olefinico do
grupo prenila foi identificado em 122,32 ppm (C3b), e os demais carbonos aromaticos foram
obervados em 128,15 ppm (C1), 156,80 ppm (C4-OH), 128,46 ppm (C2), 127,13 ppm (C6) e
114,52 ppm (C5).

As Figuras 39 e 40 apresentam, respectivamente, os espectros de RMN *H (500 MHz)
e 13C (125 MHz), contendo os deslocamentos quimicos e suas principais atribuigdes que

justificam a elucidacdo estrutural da drupanina.
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Figura 39 — Espectro de *H RMN — (500 MHz, CDCls) do &cido 3-prenil-4-hidroxicinamico.
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Figura 40 — Espectro de *C RMN — DEPT-Q (125 MHz, CDClIs) do &cido 3-prenil-4-hidroxicindmico.
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5.5. Quantificagéo dos constituintes da propolis verde por CLAE-DAD

Neste trabalho, as analises por CLAE-DAD dos extratos (hexanicos e etandlicos) de
propolis verde foram realizadas em coluna de fase reversa (C-18) de acordo com a
metodologia descrita por Salgueiro e Castro (2016) e apresnetada na parte experimental (item
4.10). A fase movel foi acidificada com acido acético com objetivo de aumentar a resolucgéo e
restringir a ionizacdo das substancias fendlicas que possuem varios grupos hidroxila na
estrutura. Os padrdes de Artepillin C, Bacarina e Cromeno, utilizados para identificacdo e
quantificacdo por CLAE-DAD, foram isoaldos da propolis verde, enquanto a Drupamina foi
obtida a partir da hidrélise da bacarina. Todas as substancias utilizadas apresentaram elevado
grau de pureza cromatografica (~98%). Na Tabela 18 estdo apresentados os tempos de

retengéo e os respectivos comprimentos de onda de cada padréo utilizado.

Tabela 18 - Tempo de retencdo, maximo de absor¢cdo no UV das
substancias fendlicas utilizadas como padrdes nas anélises por CLAE-DAD

Padrao tR (min) Amax (nm)
Drupanina 17,9 315
Acrtepillin C 24.4 315
Bacarina 27,4 280
Cromeno 28,7 214; 320

Em trabalho anterior realizado pelo nosso grupo, o extrato etanélico de propolis verde
utilizado neste estudo teve seu perfil quimico analisado por CLAE-DAD e as seguintes
substancias foram identificadas: é&cido ferulico, p-cumarico, rosmarinico, 2,3-
dimetoxibenzdico, 2,5-dimetoxibenzoico, os acidos prenilados Artepillin C e drupanina, e 0s
flavonoides hesperidina, naringenina, pinobanksina, canferol, pinocembrina, acacetina,
canferide, galangina, pinostrombina e tectocrisina (SALGUEIRO e CASTRO, 2016). A
presenca dessas substancias fenodlicas justifica em parte a elevada capacidade antioxidante
apresentada pela propolis verde do Rio de Janeiro.

No desenvolvimento do metodo analitico para analise por CLAE-DAD foi possivel
separar as substancias fenolicas presentes nos extratos e com isso quantifica-las. As
sushtancias foram identificadas nos extratos por comparacdo dos seus tR e da curva no
ultravioleta com padrdes auténticos isolados ou sintetizado. Os extratos n-hexanicos
apresentaram semelhanca entre sim, bem como 0s respectivos extratos etanolicos, variando

apenas na intensidade dos picos observados, conforme a cidade de origem. O perfil
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cromatografico dos extratos etanodlicos foi muito semelhante ao que é descrito por outros
autores para a propolis verde brasileira (SALGUEIRO e CATRO, 2016; VEIGA et al., 2017).

Na Figura 41 estdo apresentados os teores das quatro substancis que foram
quantificados por CLAE-DAD nos extratos n-hexanicos e etandlicos de propolis verde
estudados neste trabalho. A Bacarina (Bacch) e o Acido 2’,2’-dimetilcromeno-3-prenil
propenoico (Crom) foram identificados pela primeira vez na amostra de prépolis verde estuda
pelo nosso grupo, embora ja tenha sido descrita na literatura (AGA et al., 1994; SALATINO
et al., 2005).
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Figura 41 — Teor (em mg por 100 mg de extrato) dos derivados prenilados presentes nos
extratos de propolis verde.

Quanto ao teor de Artepillin C, a variacao ficou entre 1,26 (EEP-5) e 6,09 mg por 100
mg de extrato (EHP-2), enquanto a varia¢do no teor de Bacarina foi de 1,20 (EEP-5) e 7,87
mg por 100 mg de extrato (EHP-2), para o cromeno a variacgao foi de 0,15 (EEP-5) a 2,30 mg
por 100 mg de extrato (EHP-5). A Drupanina so pode ser quantificada nos extratos etanélicos
sendo o EEP-2 com teor mais elevado (8,06 mg por 100 mg de extrato). A auséncia de um
grupo prenila na molécula da Drupanina aumenta a sua polaridade, fazendo com que ela seja
extraida preferencialmente pelo etanol, em virtude de ser a substadncia com caracteristicas
mais polares. Dessa forma, o0s extratos etanolicos apresentaram teores mais elevados de

Drupanina, quando comparados com o derivado diprenilado (Artepillin C), e
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consequentemente teores mais baixos do Cromeno (substancia mais lipofilica). E possivel
observar a seletividade do solvente mais apolar (n-hexano) em extrair 0s constituintes
prenilados da propolis. Para os extratos n-hexanicos, a bacarina foi o constituinte majoritario
em todos os extratos, enquanto nos extratos etanolicos a drupanina e o Artepillin C foram os
principais componentes.

Fernandes-Silva e colaboradores (2013) estudaram amostras de propolis produzidas
em Minas Gerais e no Parana por extracdo em Soxhlet utilizando metanol como solvente. Os
derivados prenilados Drupanina e Artepillin C foram identificados em ambas as amostras,
sendo que as amostras oriundas de Minas Gerais apresentaram os teores mais elevados (0,057
mg por 100 mg de extrato e 0,066 mg por 100 mg de extrato, respectivamente), quando
comparados com a prépolis do Parana (0,022 mg por 100 mg de extrato e 0,018 mg por 100
mg de extrato, respectivamente), porém inferiores ao nosso extrato etandlico. E de se esperar
que o uso do metanol desfavoreca a extracdo destas substancias prenilados (que s&o pouco
polares) por conta da elevada polaridade deste solvente, diminuindo assim, o teor destes
componentes nos extratos.

Favaro e colaboradores (2015) realizaram uma andlise fitoquimica para extratos
etandlicos de prépolis produzida no Estado do Parand, onde foi possivel identificar diferentes
flavonoides, como quercetina, naringenina, apigenina, crisina e pinocembrina, frequentemente
identificados na propolis verde, inclusive por outros autores (SALGUEIRO e CASTRO,
2016). Foram identificados também &cidos fendlicos como acido cafeico, acido p-cumarico,
acido ferulico, além de derivados prenilados tipicos da propolis verde, como a Drupanina,
Bacarina e o Artepillin C. A identificacdo dessas substancias em outros tipos de prépolis ndo
é comum, mas pode acontecer devido a grande distribuicdo da espécie B. dracunculifolia nas
diferentes regides brasileiras (BASTOS et al., 2010).

O teor de Artepillin C encontrados nos extratos n-hexanicos deste trabalho se mostrou
superior ao que foi reportado por Salgueiro e Castro (2016), tanto nos extratos etandlicos da
propolis in natura quanto nos extratos de propolis comercial. O teor de Artepillin C foi uma
das principais variaveis para a descriminacdo entre extratos comerciais e aqueles preparados a
partir da prépolis in natura, estando também correlacionado com a atividade antioxidante
apresentada pelos extratos de propolis verde (SALGUEIRO, 2016).

Zhang e colaboradores (2016) quantificaram o Artepillin C em extratos etanolicos de
prépolis verde obtendo em média 10,77 mg por 100 mg de extrato, valor mais elevado que 0s

resultados obtidos neste trabalho. A matriz bruta foi extraida duas vezes seguidas utilizando a
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técnica de ultrassom (50 g para 200 mL de solvente), com tempo total de 3 h para cada
extracdo. A diferenca entre a proporcdo de material (3g de propolis neste trabalho) utilizado
na extracao, bem como a metodologia empregada podem ser responsaveis pelo maior teor do
principio ativo quantificado.

O teor de Artepillin C obtido por Veiga e colaboradores (2017) para os extratos n-
hexanos e etanolicos da prépolis verde produzida em Minas Gerais (0,26 mg por 100 mg de
extrato e 0,15 mg por 100 mg de extrato, respectivamente) se mostrou inferior aos resultados
reportados neste trabalho. De maneira semelhante, o teor de Artepillin C variou pouco neste
trabalho entre os extratos n-hexanicos e etandlicos, exceto para os extratos EHP-2 e EEP-2,

que apresentaram a variagdao mais significativa nos teores deste biomarcador.

5.6. Atividade antiparasitaria e citotdxica da propolis verde

Os nitroheterociclos (nifurtimox e benzonidazol) sdo os Unicos farmacos disponiveis
atualmente para o tratamento da doenca de Chagas, sendo que nenhum deles é eficaz na fase
cronica da doenca e ambos apresentam muitos efeitos adversos. A prépolis verde apresenta,
entre outras propriedades, atividade antiparasitaria, 0 que a torna uma matriz desejavel para a
investigacdo acerca dos seus componentes que apresentam atividade toxica contra o T. cruzi
(MARCUCCI et al., 2001; SALOMAO et al., 2007; SALOMAO et al., 2011).

Neste trabalho, um dos extratos n-hexanicos (EHP-2) e apenas as substancias isoladas
(Artepillin C e Bacarina) foram testados contra formas infectantes de T. cruzi. O cromeno e a
Drupanina aisnda estédo em fase de avaliacéo.

Os ensaios bioldgicos foram conduzidos ap6s a infeccdo das células vidveis de
mamifero (LLC-MK2) com o parasito na sua forma tripomastigota (Tulahuen C2C4 LacZ).
Para a determinacdo do indice de seletividade (I.S.) sobre as células testadas, foi avaliada a
atividade citotoxica do extrato de propolis e de seus componentes frente as células nédo
infectadas com o parasito. As Figuras 42 e 43 apresentam, respectivamente, os graficos de
viabilidade celular (% de células viaveis) para os tratamentos com o extrato bruto de prépolis

verde e as substancias isoladas.

94



EE extrato bruto

N

= 100

- I EZ artepilinc
é : EJ bacarina
Q £

>

S 5

> 504 F

) =

o 5

E

N7 £

0

Q £

T Ak

= olHHE

Concentracao (ug/mL)
Figura 42 — Médias das células viaveis de T. cruzi ap6s o tratamento com o extrato hexanico de

prépolis e 0s componentes isolados, em varias concentracdes.

EE) extrato bruto

N
S

¥ 1001 .

;ﬁ - H EA artepiliin
» HH B3 bacarina
3 : : HE 1k

> 501 HIH E 1 i

2 = g HE 1

o 5 g HE 2§

2 B e e

E E E :: E ' E

© g s HE E

5

- : : HE HE

e (Q-lasmt = 1k qE

Concentragao (ug/mL)

Figura 43 — Médias das células viaveis (LLC-MK?2), ndo infectadas, apos o tratamento com o extrato

hexanico de prépolis e os componentes isolados, em varias concentragdes.

A média de viabilidade celular entre os ensaios com as células infectadas e nédo
infectadas com o T. cruzi se mostraram semelhantes nas concentragcdes mais baixas do extrato

n-hexanico de propolis verde. Na concentragdo de 40,0 pg.mL?, o tratamento com o extrato
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de propolis verde sobre as células infectadas apresentou aproximadamente 40% de células
viaveis, enquanto o tratamento com células nao infectadas resultou em aproximadamente 80%
de viabilidade celular (1.S. de 1,46). Isso pode ser interpretado como um indicativo de que 0s
componentes do extrato bruto de propolis verde sdo mais toxicos ao parasito, caracteristica
importante na investigacdo de substancias bioativas para o tratamento de doencas
negligenciadas. O CEsg obtido a partir da porcentagem de células vidveis e o indice de

seletividade obtidos nos ensaios bioldgicos estdo apresentados na Tabela 19.

Tabela 19 - Resultados dos ensaios bioldgicos de atividade toxica contra formas infectantes de
T. cruzi e atividade citotoxica.

Tripomastigotas LLC-MK2
Clso (ng.mL™?) Clso (ug.mL™?) I.S.
EHP-2 33,70 £ 5,00 49,3+ 1,59 1,46
Art-C 28,70 £1,62 12,8 +1,62 0,44
Bacarina >100+>10 > 100 £ > 100 0,05
Benzonidazol 0,39 £ 0,06 > 26 > 67,6

Em um trabalho desenvolvido por Salomao e colaboradores (2007), o Clso dos extratos
etandlicos de propolis verde obtidos frente a formas tripomastigotas de T. cruzi variaram entre
200 e 2000 pg.mL*, demonstrando uma menor atividade quando comparado com o Clso do
extrato n-hexanico apresentado neste trabalho. Andlises estatisticas presentes na literatura
demonstraram que o perfil de atividade contra formas infectivas do parasito estd
correlacionado com o teor do biomarcador Artepillin C nos extratos (SALOMAO et al.,
2007). Salomdo e colaboradores (2011) avaliaram a toxicidade do extrato etandlico de
prépolis verde frente as formas proliferativas de T. cruzi (epimastigotas), com Clso de 149,0
ug.mL? apés o quarto dia de tratamento. Comparando com o resultado apresentado neste
trabalho para o extrato n-hexanico pode-se inferir que a atividade tripanocida da prépolis
verde pode estar mais associada as formas infectivas do parasito (formas tripomastigotas).

Entre os componentes isolados, a Bacarina ndo demonstrou atividade frente ao
parasito e seu indice de seletividade (I.S. de 0,05) nos indica que este derivado também
apresenta toxicidade frente a célula hospedeira. Ja o Artepillin C apresentou mais seletividade
com relacdo a célula hospedeira (1.S. de 0,44), sendo menos seletivo que o extrato n-hexanico
de propolis. Os resultados de Clso apresentados foram maiores para controle positivo
(benzonidazol), indicando entdo que 0s componentes testados sdo0 menos ativos contra o
parasito que o farmaco de referéncia. A diferenca na atividade bioldgica entre os dois
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derivados prenilados testados pode estar associado a presenca de uma hidroxila livre no anel
aromatico do Artepillin C, uma vez que a presen¢a da unidade diidrocinamoil na Bacarina
pode ter causado uma diminuicdo drastica na sua atividade bioldgica.

Marcucci e colaboradores (2001) avaliaram a atividade toxica de derivados prenilados
da propolis verde frente a formas tripomastigotas de T. cruzi, e demonstraram que o perfil de
atividade depende da presenca de pelo menos uma unidade prenila no anel aromatico. Entre
os derivados testados, a Drupanina (uma unidade prenila) e o Artepillin C (duas unidades
prenila) apresentaram atividade biologica semelhante, onde o Clso obtido foi de 73,3 e 77,0
ug.mL? respectivamente. O Clsp para 0s extratos metandlicos e etandlicos de propolis verde
foram maiores (109,8 e 264,9 ng.mL™) que o resultado apresentado neste trabalho para o

extrato n-hexanico, indicando que possuem menor atividade biologica.
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6. CONCLUSOES

De acordo com coma polaridade do solvente extrator o rendimento bruto dos extratos
de prdépolis verde variou, sendo que os extratos etanolicos apresentaram maiores rendimentos
(61,09 a 61,98%) que os respectivos extratos n-hexanicos (7,50 a 22,47%).

As curvas obtidas na regido do UV-vis para os extratos de propolis verde (n-hexanicos
e etandlico) apresentaram perfil de absor¢cdo semelhante, com um maximo na regido entre 220
e 310 nm, indicativo da presenca de susbtancia fenolicas. A intensidade de absorcdo dos
extratos etandlicos foi maior que a dos extratos n-hexanicos, o que pode ser explicado pela
capacidade que o etanol possui em extrair seletivamente substancias fendlicas mais polares.

O teor de fendlicos e flavonoides totais variou pouco entre os extratos preparados com
0 mesmo solvente. Porém, os extratos etanolicos apresentaram em media 0s maiores valores
de fendlicos e flavonoides totais (11,92 mg Eac por 100 mg de extrato e 15,95 mg Eq por 100
mg de extrato), e por consequéncia apresentaram maior capacidade antioxidante para os trés
metodos de avaliagdo (189,14 mmol Etrolox por 100 mg de extrato, 623,90 mmol Egeqry por 100
mg de extrato e CEso de 18,62 pg.mL™). A partir da determinagdo do CEso do Artepilin C,
bacarina, cromeno e drupamina foi possivel observar a infléncia dos grupos prenila e a
importancia da hidroxila livre na capacidade antioxidante dessas trés substancias e, com isso,
auxiliar no entendimento da baixa capacidade antioxidante dos extratos n-hexanicos brutos.

Através da analise por CLAE-DAD foi possivel determinar o perfil quimico dos
extratos de propolis verde. Observou-se uma forte influéncia do solvente extrator no perfil
qualitativo e quantitativo de substancias extraidas, sendo possivel constatar que o0s extratos n-
hexanicos se mostraram mais vidveis para o isolamento das trés substancias preniladas:
Artepillin C, Bacarina e 0 Acido 2’,2’-dimetilcromeno-3-prenil propenoico (cromeno). O
método desenvolvido em equipamento analitico foi transposto para 0 modo semipreparativo,
proporcionando metodologia rapida para a obtencdo das trés substancias, que depois de
identificados e caracterizados foram usados como padrfes para controle quaitativo e
quantitativo do extrato de prépolis verde.

Através da analise por CLAE-DAD com fase reversa foi possivel observar maiores
teores de bacarina e Artepilin no extrato n-hexanico, ndo havendo variagéo significativa para
o teor de Artepillin C entre os dois tipos de extrato (EEP e EHP), mas sendo observado para
Bacarina. A Drupanina s6 foi identificada nos extratos etanélicos, e o Cromeno foi observado

nos dois tipos de extratos, porém em baixas concentracées.
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O extrato hexanico de prépolis verde, assim como o Artepillin C e Bacarina
apresentaram baixa atividade toxica contra as formas infectivas de T. cruzi (formas
tripomastigotas) quando comparados com o controle (benzodinazol). O extrato hexanico
testado (EHP-2) apresentou o maior indice de seletividade, indicando que pode haver um
efeito sinérgico das substancias no extrato, e, portanto, mais ativos contra o parasito nas
células do que as susbstancias isoladas. A Bacarina apresentou 0 maior Clsp € 0 menor indice
de seletividade, demonstrando toxicidade para as células ndo infectadas, e isso pode estar
relacionado a auséncia da hidroxila fenolica em sua estrutura.

Os resultados presentes neste trabalho contribuem significativamente para os estudos
envolvendo a obtencdo e a caracterizacdo de substancias bioativas da propolis verde. O
Artepillin C apesar de ter apresentado moderada atividade antiparasitaria, pode ser
considerado um prototipo para o planejamento de novas moléculas com atividade contra T.

cruzi.
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