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RESUMO

ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA DE PROPOLIS BRASILEIRA POR
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A propolis € uma resina obtida de plantas que as abelhas utilizam, acrescida de
cera, para proteger sua colméia contra a entrada de correntes de ar, de predadores e
de microrganismos. A composi¢gao quimica e fontes vegetais de propolis obtida das
abelhas Apis mellifera de regides de clima temperado como Europa e América do Norte,
ja foi estudada, constando da literatura pesquisada. Com o objetivo de determinar a
composicao quimica e fontes vegetais de propolis brasileira, foram feitos varios
estudos, utilizando a espectrometria de massas com ionizagdo por eletrospray (ESI-
MS). Inicialmente, extratos etandlicos de prépolis (EEP) de Apis mellifera do sul,
sudeste e nordeste do Brasil, bem como EEP provenientes da Bulgaria, Inglaterra,
Finlandia, América do Norte e Mogambique, foram analisados diretamente por ESI-MS
e seus espectros comparados por quimiometria. A seguir, EEP de A. mellifera do sul e
sudeste do Brasil foram analisados por ESI-MS e comparados com extratos de plantas
sugeridas como fontes vegetais de prépolis destas regides. Cromatografia liquida foi
acoplada a espectrometria de massas para isolar e identificar compostos encontrados
nos EEP e nos extratos de plantas. Em outro estudo, amostras de um tipo de prépolis
de A mellifera do nordeste brasileiro foram analisadas, permitindo identificar uma fonte
vegetal e alguns compostos com atividade antioxidante. Dois estudos foram realizados
com propolis de abelhas nativas. Inicialmente, EEP da abelha nativa brasileira
(Tetragonisca angustula) provenientes do sul, sudeste e nordeste do Brasil foram
comparados entre si, com EEP de A. mellifera destas regides e com extratos de plantas
visitadas por T. angustula, permitindo a identificacdo da fonte vegetal desta propolis.
Depois, EEP de diversas espécies de abelhas nativas sem ferrdo de cinco regides do
Brasil foram comparadas entre si e com extratos de plantas e EEP de A. mellifera das
mesmas regides, determinando padrdes na composi¢cao de propolis de abelhas nativas.
Os resultados obtidos contribuiram para um melhor conhecimento da variavel

composigao quimica de propolis brasileira e de suas fontes vegetais.
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ABSTRACT

ANALYSIS OF THE CHEMICAL COMPQOSITION OF BRAZILIAN PROPOLIS BY MASS
SPECTROMETRY.

Propolis is a resin, collected from plants, which bees mix with wax and use to
protect their hives against air currents, predators and microorganisms. The chemical
composition and plant origins of propolis obtained from Apis mellifera bees from
temperate regions such as Europe and North America, have already been studied and
can be found in literature. With the objective of determining the chemical composition
and plant origins of Brazilian propolis, several studies were carried out, using
electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS). Initially, ethanolic extracts of
propolis (EEP) of Apis mellifera bees from the south, southeast and northeast of Brazil,
as well as EEP from Bulgaria, England, Finland, North America and Mozambique, were
analyzed by direct insertion ESI-MS and the results analyzed by chemometric analysis.
Next, EEP from A. mellifera from the south and southeast of Brazil were analyzed by
ESI-MS and their MS fingerprints compared to those of extracts of plants that were
previously indicated as plant sources of propolis from those regions. Liquid
chromatography was used in-line with mass spectrometry to isolate and identify
components of the EEP and plant extracts. In another study, samples of one type of A
mellifera propolis from the northeast of Brazil were analyzed, identifying their main plant
source and some compounds with antioxidant activity. Two studies were carried out with
propolis from native Brazilian stingless bees. Initially EEP of the native bee
(Tetragonisca angustula) from the south, southeast and northeast of Brazil were
compared with each other, with EEP of A. mellifera from the same regions and with
extracts of plants visited by T. angustula, allowing us to identify the main plant source of
this type of propolis. Next, EEP of several species of native stingless bees from five
regions in Brazil were also compared with plant extracts and EEP of A. mellifera from
the same regions, identifying patterns in the composition of propolis from native Brazilian
stingless bees. The results obtained contributed to a grater understanding of the variable

composition of Brazilian propolis and its plant sources.
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1. INTRODUGCAO

O foco principal deste estudo recai sobre a propolis e sua composi¢cdo quimica.
Ao longo das analises realizadas, confirmamos que no Brasil ndo ha apenas um tipo, ou
dois tipos de propolis, mais uma variedade de composi¢des, dependendo da origem
geografica da amostra e o tipo de abelha que a produz. A propolis é uma resina obtida
de plantas que, acrescida de cera, é util as abelhas, para proteger sua colméia contra a
entrada de correntes de ar, de predadores e de microrganismos. Devido a suas
propriedades antimicrobianas foi utilizada com diversas finalidades: desde o
embalsamamento de mumias no antigo Egito, até o tratamento de lesbes na Grécia
antiga e inclusive sendo incorporada no verniz dos famosos violinos Stradivarius
[MATSUNO, 1997]. Durante muitos anos, foi utilizada empiricamente como remédio
tradicional na Europa, mas o movimento de volta a natureza dos anos setenta e a
crescente resisténcia dos microrganismos patogénicos aos antibidticos fez ressurgir o
interesse académico nesta substancia. Estudos da atividade farmacologia da propolis
comprovaram sua atividade antimicrobiana, e também atividades antioxidante,
citotoxica, hepatoprotetora e antiviral [BANKOVA et al., 2000].

As abelhas sociais, das quais a abelha Apis mellifera € a mais conhecida,
utilizam a propolis para a protecdo de suas colméias. Apis mellifera, uma abelha nativa
da Europa que os primeiros colonizadores europeus a trouxeram para o Brasil, € uma
abelha com um ferrdo que é usado para defender sua colméia de predadores. Mas ha
também mais de 200 espécies de abelhas, que ja existiam no Brasil antes da introdugao
da A. mellifera, que nao possuem ferrao, mas também produzem mel e prépolis. Estas
abelhas nativas sem ferrdo sao as polinizadoras naturais de inumeras plantas da flora
brasileira. Sdo pouco agressivas e de facil manejo e a propagagao de suas col6nias
ajuda a manter a biodiversidade [HEARD, 1999].

Por conter resinas de origem vegetal, a composi¢do da propolis é diretamente
dependente da flora em volta das colméias, bem como do tipo de abelha, que escolhe a
planta a ser usada. Como os primeiros paises a estudar a prépolis foram os do bloco
comunista da Europa oriental, a composicdo quimica da prépolis obtida das abelhas

Apis mellifera de regides de clima temperado como Europa e América do Norte foi a



primeira a ser estudada. A préopolis de paises de clima tropical e sub-tropical como o
Brasil, onde abelhas Apis mellifera de origem européia foram introduzidas, comecou a
ser estudada nos anos noventa, quando se observou que a composicdo quimica desta
prépolis era diferente da prépolis de A. mellifera na Europa e outros paises de clima
temperado. Alem disso, as muitas espécies de abelhas nativas sem ferrdo no Brasil
também produzem propolis, cuja composi¢do quimica e fontes vegetais somente

comecaram a ser estudadas recentemente.

As mais diversas metodologias ja foram aplicadas ao estudo da composi¢éo
quimica da propolis, dentro das quais destaca-se mais recentemente a espectrometria
de massas. Para a analise dos componentes volateis e semi-volateis da prépolis, a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS) foi, e continua
sendo usada. Porém, a propolis contém muitos compostos de baixa volatilidade e alta
polaridade com importante atividade farmacolégica, mas que ndo sao adequadamente
analisados por GC/MS, mesmo com derivacdo. Por este motivo é importante usar
técnicas mais modernas, como ionizagao por electrospray acopladas a espectrometria
de massas (ESI-MS). A ESI-MS pode ser usada com insergéo direta, obtendo um perfil
da amostra, chamado de fingerprint, ou acoplada a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC-ESI-MS) para separar os compostos. Os compostos sao selecionados
por massa e podem frequentemente ser identificados a partir de seus padrbes de

fragmentacao (MS/MS) obtidos por dissociagao induzida por colisdo (CID).

Assim, a ESI-MS foi utilizada para analisar amostras de prépolis de abelhas Apis
mellifera e abelhas nativas sem ferrdo bem como extratos de plantas que poderiam

servir como fontes vegetais destas amostras.



2. REVISAO DE BIBLIOGRAFIA

A seguir sera apresentada uma revisao das principais informagdes sobre as
fontes vegetais e composi¢gao quimica da prépolis, encontradas até o momento. Sua
finalidade é situar o leitor, que ndo esteja familiarizado com o assunto, a par destas
informacgdes e facilitar o acompanhamento da pesquisa aqui descrita. A literatura que
versa sobre as atividades farmacoldgicas da propolis, embora muito interessante, nao
sera revisada aqui, por fugir da proposta do presente estudo. Para facilitar a
organizacgao, a revisao é dividida em topicos: Importancia da prépolis para as abelhas e
origens vegetais; Coleta e extragdo; Composi¢cao quimica de prépolis de abelhas Apis
mellifera; Propolis de abelhas nativas sem ferrdo e Métodos analiticos aplicados a

propolis.

2.1 Importancia da prépolis para as abelhas e suas fontes vegetais.

Uma colméia de abelhas contém de 20 a 50 mil individuos aglomerados numa
temperatura de 34° C a 35° C, que é a ideal para o desenvolvimento de suas larvas,
mas também ¢é ideal para o crescimento de muitos microrganismos. As reservas de mel
e poélen sao nutritivas € um convite para predadores famintos. Portanto dentro da

colméia, a propolis é usada para:
- Esterilizar e envernizar os favos antes de cada postura de ovos.

- Impermeabilizar e envernizar o teto, assoalho e paredes do favo para facilitar a

limpeza.
- Diminuir as correntes de ar, fechando frestas.

- Invasores que sdo mortos pelas abelhas, mas muito grandes para serem retirados,

sao cobertos com propolis e mumificados, evitando o processo de decomposicao.
- Como desinfetante geral.
- Como material de construcéao, reforcando os favos. [WIESE, 1995]

Para que a propolis seja util para as abelhas, devera ter varias caracteristicas

fundamentais. Deve ser aderente, mas resistente, pois € usada para reforcar a colméia.



Deve ser insoluvel em agua, pois € usada para fechar frestas e diminuir o tamanho da
entrada da colméia, protegendo contra a chuva. Finalmente deve ter agéao
antimicrobiana, pois € usada para higienizar a colméia e evitar a putrefacdo de animais
mortos. E Gtil que esta acdo ndo se dé somente pelo contato, mas também pelo ar, ou
seja, os Oleos volateis das resinas mantém o ar dentro da colméia asséptico
[PEPEIJNJAK et al, 1982]. Todas as abelhas (inclusive as nativas sem ferrdo)
produzem propolis, mas as abelhas que produzem as maiores quantidades (mais
facilmente encontrada no comercio) € Apis mellifera, que pode produzir de 100 a 300 g
por colméia anualmente [MATSUNO, 1997].

As origens vegetais da propolis sdo varias. Na Europa e América do Norte as
abelhas visitam principalmente as arvores do género Populus sp. (familia Salicaceae)
GREENAWAY et al. (1990) estudaram amostras de propolis de varias regides, fazendo
um paralelo entre a composi¢céo da propolis e das resinas de vegetais nestas regides.
Os autores compararam uma amostra de prépolis originaria do deserto de Sonora,
EUA, com amostra obtida da arvore Populus fremontii, e notaram que seus
cromatogramas (GC/MS) eram muito semelhantes. Consideraram isto como a
impressao digital ou fingerprint da planta. Resultados semelhantes foram obtidos
comparando uma amostra de propolis obtida em Buckland, no Reino Unido, e exudatos
de Populus euramericana. Estes resultados mostraram que as arvores do género
Populus sdo uma das origens, se ndo a mais importante, da propolis do hemisfério
norte. BANKOVA et al. (1992a) analisaram amostras de propolis da Bulgaria e Mongolia
por GC/MS, concluindo que a fonte vegetal principal para ambos paises era o Populus
nigra havendo também compostos oriundos de Populus italica na prépolis bulgara e de

Populus suaveolens na propolis da Mongdlia.

Em regides onde o género Populus ndo € nativo, como regides tropicais das
Américas, as abelhas tém de procurar outras espécies para fabricar prépolis. Na
Venezuela, pais de clima tropical, a composicao quimica de 38 amostras de propolis de
diferentes regides e de diversos tipos de abelhas (Apis mellifera e abelhas indigenas
sem ferrdo) foi estudada, pelo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). As benzofenonas polipreniladas estavam presentes em quase todas as

amostras e com perfil similar, o que levou os autores [TOMAS-BARBERAN et al.,1993]



a crer que havia uma planta comum a todas estas amostras. Estes compostos foram
identificados em prépolis Cubana (CUESTA RUBIO et al., 1999) e em resinas das
plantas Clusia major e Clusia minor. GREENAWAY et al., (1990) também mencionaram
que as abelhas indigenas equatorianas provavelmente recolhem exudatos de flores de

Dalechampia spp. e Clusia spp.

Estudos de propolis brasileira comparando a composi¢do quimica de amostras
de prépolis do estado de Sao Paulo com algumas plantas que seriam possiveis origens
vegetais da propolis desta regidao por GC/MS encontraram evidéncias quimicas que
Baccharis dracunculifolia (familia Asteraceae) seria a principal fonte vegetal para
propolis neste estado [BANKOVA et al., 1999a]. A Araucaria angustifolia foi considerada
uma importante fonte vegetal para propolis do estado do Parana [MARCUCCI e
BANKOVA, 1999]. PARK et al. (2002) comparou extratos de Populus sp., Hyptis
divaricata e Baccharis dracunculifolia com amostras de diversas regides, concluindo
que estas plantas seriam as principais fontes vegetais para propolis de trés regides do
Brasil. PEREIRA et al., (2003 a) sugerem que alguns compostos provenientes das
camadas epicuticulares das folhas de Tipuana tipo sejam incorporados na propolis de
abelhas que visitam esta arvore, principalmente para obter polen. Embora haja listas de
plantas meliferas [MOREIRA, 1996] e alguns estudos das arvores visitadas por abelhas
A. mellifera e nativas para obter polen e néctar no sul [WILMS et al., 1997, TOLEDO et
al., 2003], sudeste [WILMS et al., 1996] e no nordeste [VIANA et al., 1997] somente
este ultimo autor cita possiveis fontes vegetais de resina. Mais estudos certamente sdo
necessarios para confirmar estas fontes bem como identificar outras fontes vegetais da

prépolis (de diversas regides e tipos de abelha diferentes).

2.2. Coleta e extragao.

Segundo WIESE (1995), existem duas maneiras de coletar a prépolis.
Tradicionalmente se raspam as paredes e teto da colméia com uma espatula, na hora
de colher o mel, evitando raspar o fundo da caixa que contém mais impurezas. A
segunda maneira consiste em colocar uma tela plastica ou deixar uma fresta entre a

tampa da caixa e os favos. As abelhas irdo fechar os furinhos da tela ou a fresta com



propolis em algumas semanas. Este método fornece um produto com menos
impurezas. A propolis deve ser mantida em recipientes hermeticamente fechados, no
abrigo da luz, em geladeira ou freezer. Estes procedimentos evitam a contaminacéao e a
perda de atividade por degradagao do produto. A frequéncia com que ¢ feita a retirada
de propolis da colméia varia entre produtores (podendo ser mensal ou anual), sendo

geralmente evitada no inverno, pois prejudicaria a sobrevivéncia da colméia.

A maneira mais comum de se extrair os principios ativos da propolis bruta é
usando alcool etilico a 70%, colocando uma quantidade da propolis bruta que pode
variar de 5% até 30 % do peso final, e deixando em maceragéo. O tempo de contato da
prépolis bruta com o solvente pode variar de horas até semanas, com ou sem agitagao.

A separacgao da solugdo etandlica pode ser feita por filtragdo ou por centrifugacao.

Para observar como estes procedimentos poderiam afetar os teores de principios
ativos dos extratos de prépolis, FUENTES e HERNANDEZ (1990) analisaram o efeito
da agitacao sobre a extrag&o, extraindo amostras com e sem agitagéo e concluiram que
este fator n&o influi na atividade antimicrobiana do extrato etandlico de propolis (EEP).
Efetuaram extracbes sucessivas de etanol na mesma amostra de propolis bruto,
observando que a atividade antimicrobiana da primeira extracdo era superior a da

segunda, que foi maior do que a terceira.

Algumas tentativas de padronizar as extracdes ja foram feitas. DRAGANOVA et
al. (1989) observaram que a trituracdo de propolis melhora o rendimento dos extratos e
que as particulas assim obtidas podiam ser misturadas e dispersas em medicamentos.
Estes obtiveram 84-86% de particulas com menos de 1 mm de didmetro. ARVOUET-
GRAND et. al. (1994) trituraram prépolis a 4° C até obter particulas de 0,8 a 1mm de
diametro, depois extrairam com diclorometano e com etanol em Soxhlet a 70° C por 4
horas. Recomendaram a extragdo etandlica seguida por um resfriamento a 4° C e a

seguir a —21° C para precipitar as ceras.

MATSUNO (1997) descreveu outras formas de extracao com finalidade de evitar
o cheiro caracteristico de etanol. A extragdo em micela consiste em separar a prépolis
do etanol por meio de surfactantes e glicerina, que desta forma € facilmente misturavel

em meio aquoso. A extragcdo pelo meio supercritico consiste em dissolver prépolis em



CO:;, liquido, que depois evapora sem deixar residuos de solventes. A extracdo em meio
aquoso, tem a vantagem de usar um solvente in6cuo, porem exige esterilizagdo em

cada etapa e ha a perda dos os principios ativos nao hidrossoluveis.

TOSI et al. (1996) avaliaram a atividade antibacteriana e antifungica de amostras
comerciais extraidas com etanol 60% (v/v) em &agua, glicerol, propilenoglicol e 6leo
comestivel. Todas as extragdes apresentaram atividade antimicrobiana sendo que ]a
extracdo com glicerina apresentou menor atividade que as outras. PARK et al. (1998)
avaliaram a atividade antioxidante, antibacteriana e o teor de flavondides de uma
amostra de propolis extraida utilizando solventes contendo desde 100% agua destilada
a misturas de etanol e agua contendo de 5 % até 100% de etanol, concluindo que a
concentragao de etanol no solvente afetou a sua composicdo, bem como sua atividade.
CUNHA et al. (2004) extrairam amostras de propolis variando a concentragéo de etanol
no solvente, o tempo e temperatura de extracio, a presenca ou auséncia de luz durante
a extragao e o tempo de extragao (de 10 até 30 dias) concluindo que o fator que mais
afetou a composigcao dos extratos foi o solvente. O tempo de extragédo afetou pouco a

composicao dos extratos e a luz e temperatura aparentemente nao a afetaram.

A comparacado destes métodos de extragcdo levou a adotar um método de
extracdo padronizado para todas as amostras de prépolis analisadas neste estudo (ltem
5.4).

2.3 Composicao quimica de prépolis de Apis mellifera.

Quando se refere a propolis bruta, sabe-se que sua composicdo quimica varia
sensivelmente, mas de modo geral € composta de 50 % de resinas soluveis em etanol,
30% de cera, e o restante composto de O&leos essenciais, pdolen, aminoacidos,
vitaminas, sais minerais e residuos insoluveis. A primeira revisdo sobre propolis na
lingua inglesa feita por GHISALBERTI (1979) citou apenas 34 constituintes para a
propolis, ja na revisdo feita por WALKER e CRANE (1987) foram citados 149
constituintes. Uma lista contendo mais de duzentas substancias ja encontradas em
propolis pode ser conferida na revisdo escrita por MARCUCCI (1995). E importante

lembrar que estas listas sdo coletaneas das substancias ja encontradas, o que néao



significa que todos estes componentes estarao presentes em todas as amostras de
prépolis. Uma revisdo mais recente especificamente sobre propolis brasileira cita 29

compostos bioativos isolados de propolis brasileira [de CASTRO, 2001].

Os flavonoides foram, inicialmente, as substancias mais estudadas na proépolis.
VILLANUEVA et al., (1964) isolaram a galangina pela primeira vez em prépolis e
observaram sua atividade antibidtica. Alguns anos depois isolaram a pinocembrina
[VILLANUEVA et al., 1970]. BANKOVA et al. (1983) analisaram por MS os flavondides
que compdem a propolis bulgara. Na propolis européia, os flavondides sao os principais

componentes e correspondem por 20% até 30% das amostras [BANKOVA et al., 1982].

Os fenilpropandides sao outro grupo de compostos encontrados frequientemente
na propolis. CIZMARIK e MATEL (1970) isolaram e identificaram por cromatografia em
papel, o acido cafeico de um extrato aquoso de propolis européia. BANKOVA et al.
(1988) estudaram a composi¢cdo quimica de amostras de propolis extraidas com éter
etilico por cromatografia. Foi observada uma grande quantidade de compostos poli-
fendlicos. Quando compararam a composicdo de amostras de diferentes regides
ecologicas da Bulgaria, observaram que elas possuiam a mesma composi¢cao
qualitativa, porém havia diferengas quantitativas. BANKOVA et al., (1989) isolaram

quatro cinamatos de resinas de arvores do género Populus e de prépolis européia.

A proépolis brasileira inicialmente foi analisada procurando teores similares de
flavondides, mas estes foram encontrados somente na concentragdo de 1 a 6% da
amostra [WOISKY e SALATINO, 1998; PARK et al., 1997], dependendo da metodologia
usada e a regido de coleta da amostra de propolis. A concentragcdo de compostos
fendlicos totais variou em torno dos 10 % [WOISKY e SALATINO, 1998]. Aos poucos,
os estudos identificaram novas classes de compostos nas amostras de propolis
brasileiras. AGA et al. (1994) usaram um extrato etandlico de propolis oriundo do
Estado de S&do Paulo e purificaram, por cromatografia, trés compostos com atividade
antimicrobiana. Estes compostos foram identificados como sendo: acido 3,5-diprenil-4-
hidroxicinamico; acido  3-prenil-4-dihidrocinamoloxicinamico e  2,2-dimetil-6-
carboxietilenil-2H-1-benzopirano, sendo que o primeiro era responsavel por 5 % em

peso da amostra estudada. BANKOVA et al. (1995) também estudaram amostras de



préopolis do Brasil, originarias dos Estados de Sao Paulo, Parana e Ceara. Os extratos
alcodlicos e as fragdes volateis foram analisados por GC/MS. As amostras brasileiras
apresentaram diferencas de composi¢cdo entre si, e também eram diferentes das
européias, encontrando-se somente tragcos de flavondides e baixa concentragdo de
acidos fendlicos, mas altas concentragdes de acido hidroxicinamico, terpenos e
compostos prenilados. TATEFUJI et al. (1996) isolaram e identificaram seis compostos
derivados do acido cafeico, obtidos a partir do extrato aquoso de propolis brasileira.
Compostos terpénicos [MATSUNO, 1997] e prenilados foram identificados e sua
atividade biolégica determinada. MARCUCCI et al. (1998) estudaram duas amostras de
propolis, provenientes de diferentes regides do Estado de Sao Paulo, por GC/MS,
encontrando compostos prenilados em ambas. BANKSOTA et al. (1998) isolaram e
identificaram 23 compostos da propolis brasileira. Os compostos: coniferilaldeido, e trés
flavondides — betuletol, kaempferida e ermanina - tinham forte atividade citotdxica.
TAZAWA et al. (1998) identificaram dois derivados cinamicos novos na proépolis
brasileira e isolaram mais 23 compostos ja conhecidos. Em seguida o mesmo grupo
isolou sete derivados do acido p-cumarico e mais 17 compostos conhecidos da prépolis
brasileira [TAZAWA et al., 1999]. HAYASHI et al. (1999) isolaram doze compostos
conhecidos a partir de propolis brasileira e identificaram a forte atividade antioxidante do
acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico. HIROTA et al. (2000) isolaram um composto
derivado do benzopirano com forte atividade citotoxica e BANKSOTA et al. (2000)
isolaram mais dois derivados de benzofuranos com atividade citotoxica, todos obtidos a

partir de propolis brasileira.

Supondo que a variagdo sazonal pudesse afetar a composigdo quimica das
amostras de prépolis, BANKOVA et al.,, (1998) analisaram amostras de proépolis
brasileira provenientes de abelhas Apis mellifera com diferentes graus de africanizagao
durante as quatro estagdes do ano, por GC e GC/MS; concluindo que a composicao
das amostras variou com as estacdes. Por outro lado a atividade de amostras de
prépolis brasileira contra bactérias [SFORCIN et al., 2000] e leveduras [SFORCIN et
al., 2001] ndo variou significativamente com as estacbes. KOO e PARK (1997)
investigaram as diferencas no teor de flavondides encontrados em prépolis de abelhas
Apis mellifera com diferentes graus de africanizagao.



Mas, com poucas excegbes, as amostras descritas nos diversos artigos como
sendo “prépolis brasileira” eram provenientes do sul e sudeste do Brasil, ndo se dando
a devida importancia a origem geografica das amostras. Uma nova variedade de
prépolis brasileira foi relatada como proveniente do nordeste e tendo forte atividade
antibacteriana, mas com composi¢cao desconhecida [KOO et al., 2000], demonstrando a
necessidade de identificar as origens vegetais de amostras de prépolis provenientes de
regides diferentes. Nao ha um tipo de propolis brasileira, mas varios, dependendo da

regiao e do tipo de abelha.

2.4 Propolis de abelhas nativas sem ferrao.

A propolis de abelhas nativas sem ferrdo foi pouco estudada até o momento,
talvez por que estas abelhas a produzem em pequenas quantidades que néo sao de
interesse comercial. O primeiro trabalho encontrado, de TOMAS-BARBERAN et
al.,(1993) comparou a composi¢cao quimica e fontes vegetais de espécies de abelhas
nativas e A. mellifera da Venezuela. BANKOVA et al. (1999) estudaram a atividade
antibacteriana e composicdo dos 6leos essenciais de propolis de trés abelhas nativas
brasileiras por GC/MS; sendo estas Melipona compressites, Tetragona clavipes e
Melipona quadrifasciata. VELIKOVA et al. (2000a) estudaram a composicéo de extratos
etandlicos de um numero maior de espécies de abelhas nativas brasileiras por GC/MS,
concluindo que sua composi¢ao era heterogénea, porém diferente da amostra de
propolis de A. mellifera do Parana, analisada no mesmo estudo. Trés terpendides com
atividade antibacteriana foram isolados de uma amostra de propolis de M.
quadrifasciata [VELIKOVA et al., 2000b]. PEREIRA et al., (2003 b) analisaram por
GC/MS uma amostra de propolis de A. mellifera e uma de Tetragonisca angustula
(abelha nativa brasileira conhecida como jatai) de Sao Paulo, extraidas com
diclorometano, acetona e etanol. Embora a composicado dos extratos feitos com acetona
e etanol apresentasse diferencgas entre tipos de abelhas, os extratos diclorometandlicos
foram similares. MIORIN et al., (2003) compararam a composi¢do quimica e atividade
antibacteriana de mel e de extratos etandlicos de propolis de T. angustula e A. mellifera

provenientes do estados de Parana e Minas Gerais por HPLC com arranjo de diodos
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(HPLC-DAD). Os autores observaram que, embora todas as amostras de propolis
tinham atividade antibacteriana, a composicdo quimica da prépolis das duas abelhas
era diferente. Mais recentemente, 6leos essenciais de amostras de propolis do México
de A. mellifera e Melipona becheii foram comparados usando GC/MS, concluindo que,
embora a flora em redor das duas colméias fosse similar, as amostras tinham
composicao diferente [PINO et al., 2006]. Observou-se que propolis de abelhas A.
mellifera e nativas, mesmo quando provenientes da mesma regiao, freqientemente

tinham composicdes diferentes.

2.5 Métodos analiticos aplicados a prépolis.

Alguns métodos utilizados para analisar o teor de flavondides e compostos
fendlicos em propolis se baseiam em curvas de calibragdo e absorbancia. WOISKY e
SALATINO (1998) descrevem o método do cloreto de aluminio para o controle da
quantidade de flavondides na propolis, pois esta técnica ndo sofre interferéncia dos
compostos fendlicos, que sdo mais comuns que os flavondides na prépolis brasileira.
Porém outros autores recomendam usar um método complementar para medir o teor de
flavanonas e diidroflavondis [NAGY e GRANCAI, 1996]. O teor de compostos fendlicos
pode ser determinado utilizando o reagente de Folin- Ciocalteau [WOISKY e
SALATINO, 1998], medindo a absorbancia em 760 nm. Embora estes métodos
baseados em absorbancia continuem sendo usados em analises de rotina, eles ndo sdo
muito sensiveis. BONVEHI et al. (1994) analisaram 15 amostras de propolis de varios
paises por HPLC-DAD em comparacdo com os meétodos citados acima, observando
que os métodos analiticos comuns eram de 5 a 10 vezes menos sensiveis que 0s

cromatograficos.

Métodos cromatograficos classicos foram usados para isolar os primeiros
flavonodides a partir de amostras de propolis européia. A cromatografia em papel foi
usada para isolar a galangina [VILLANUEVA et al., 1964] e alguns anos depois a
cromatografia em camada delgada (TLC) foi utilizada para isolar a pinocembrina
[VILLANUEVA et al., 1970]. A cromatografia bidimensional em papel ja foi usada para
isolar componentes da prépolis brasileira [FRANCO e KUREBAYASHI, 1986] com a
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finalidade de identificar e dosar classes de principios ativos da propolis que pudessem
servir de parametro de qualidade. ACKERMANN (1991) utilizou duas fases moveis e

placas de silica gel para separar amostras brutas de prépolis.

Além de separar os compostos de uma amostra, TLC pode ser acoplada a outras
técnicas para medir a atividades farmacologicas de amostras. A bioautografia, por
exemplo, € uma técnica que consiste em aplicar uma camada de meio de cultura
contendo um microrganismo sobre uma placa cromatografica e observar a formagéao de
halos de inibicdo de crescimento. NIEVA MORENO et al. (1999 e 2000) usaram TLC
para estudar os componentes da propolis Argentina e a bioautografia para estudar a
atividade antimicrobiana. Esta técnica também foi usada para identificar compostos da
propolis brasileira com atividade contra leveduras do género Céndida [SAWAYA, et al.,
2002] e bactérias Gram-positivas [PEREIRA et al., 2003 b; SAWAYA et al., 2004]. De
maneira similar, diferentes reveladores podem ser usados diretamente na placa para
determinar atividades biolégicas ou quimicas dos compostos separados por TLC, como
a atividade antioxidante [HAMMERSCHMIDT e PRATT, 1978].

VANHAELEN e VANHAELEN-FASTRE (1979) efetuaram um estudo comparando
varias técnicas cromatograficas (camada delgada, cromatografia liquida em coluna
aberta e cromatografia gasosa) visando definir a melhor técnica para a analise da
prépolis. A cromatografia gasosa (GC) dos compostos sililados da prépolis foi
considerada o melhor método analitico na época embora, pela sua facilidade e baixo

custo, TLC continuaria a ser utilizada rotineiramente no estudo de proépolis.

PEPELJNJAK et al. (1982) analisaram a composi¢ao de 31 amostras de propolis
da Croacia usando cromatografia de camada delgada, e também para analisar as
quantidades de pinocembrina e galangina nesta amostras [PEPELJNJAK et al., 1985].
ARVOUET-GRAND et al. (1994) conseguiram identificar 12 flavonoides e 5 acidos
fendlicos em amostras de préopolis européia, utilizando TLC com dois tipos de fase
movel e reveladores diferentes para acidos fendlicos e flavondides, comparando com
padrdes destes compostos. Amostras com um grande numero de componentes, como

propolis, sdo dificeis de analisar por TLC, pois a separagdo dos componentes nao é
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completa e sua identificacdo depende de comparagcdo com padrdes, que nem sempre

podem ser obtidos.

Por isto as técnicas cromatograficas aplicadas com mais sucesso a separagao e
identificacdo de amostras de propolis sdo as de GC e HPLC. Compostos fendlicos da
propolis européia foram identificados por BANKOVA et al (1992b) por cromatografia
gasosa capilar. Os autores comentaram a necessidade de sililar estes compostos para
evitar sua degradacgao por calor e aumentar sua volatilidade, novamente usando GC/MS
com colunas capilares para analisar os componentes volateis e os extratos etandlicos
sililados de propolis brasileira [BANKOVA et al., 1995]. Por outro lado o uso de HPLC
pode ser mais adequado para a separacao e quantificacdo de flavondéides [BANKOVA
et al. 1982]. HPLC-DAD com coluna C-18 foi usada par analisar propolis da Australia e
GC/MS foi usada para a confirmagdo de alguns picos bem como a separagédo e
identificagdo de compostos mais volateis [MARKHAM et al., 1996]. HPLC-DAD foi
utilizada para a separagao e identificacdo de compostos da propolis brasileira do sul e
sudeste [MARCUCCI et al.,, 2000] e HPLC-MS para a separagao e identificagcao de
componentes da prépolis do sudeste [MIDORIKAWA, et al., 2001]. E fato que alguns
compostos identificados por MS absorvem luz nos mesmos comprimentos de onda que
os solventes usados e seus sinais sdo encobertos pelos sinais dos solventes, nao

podendo ser detectados adequadamente pelo DAD.

A cromatografia gasosa em altas temperaturas (HT-HRGC) ja foi aplicada a
analise de amostras de propolis brasileira. PEREIRA et al. (1998) analisaram as fragoes
hexanicas e acetbnicas de extratos de prépolis, conseguindo volatilizar seus
componentes sem necessidade de derivagado. Deste modo obtiveram a caracterizagao
de alguns flavonoides, acidos fendlicos e compostos de alto peso molecular. Ja a fragao
metandlica precisou de derivagdo para ser analisada, mesmo por esta técnica
[PEREIRA et al., 2000]. Na analise de extratos aquosos e alcodlicos de prépolis
européia foram usadas duas técnicas de eletroforese capilar, concluindo que foi

possivel observar as diferengas entre as amostras analisadas [HILHORST et al. 1998].

Devido a composigao complexa da propolis, € desejavel caracteriza-la antes de

empreender uma separagdo cromatografica ou analise mais detalhada de sua
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composigdo ou ainda, testes de sua atividade farmacologica. A ionizagdo por
eletrospray acoplada a espectrometria de massas (ESI-MS) ja foi usada para a analise
de extratos de origem vegetal, sendo apropriada para identificar compostos poli-
fendlicos como flavondides e derivados do acido cinamico em uma amostra de propolis
européia [MAURI e PIETTA, 2000] sem necessidade de uma separagao cromatografica
prévia. Esta técnica é mais indicada, portanto, para a caracterizagdo ou fingerprint de
grandes numeros de amostras e foi adotada como a técnica base dos estudos aqui
relatados. Havendo necessidade de isolar componentes de um mistura, ESI-MS pode

ser acoplada diretamente a HPLC.
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3. IONIZAGAO POR ELETROSPRAY E ESPECTROMETRIA DE
MASSAS

Explicaremos a seguir, de maneira sucinta, o mecanismo de ionizagéo e os dois

tipos de analisadores de massas utilizados no decorrer deste trabalho.

3.1 lonizacao por eletrospray (ESI)

A ionizagao por eletrospray (ESI) e a ionizagdo quimica a pressao atmosférica
(APCI) séo as duas fontes mais usadas atualmente para a ionizagdo a presséo
atmosférica. Quando a amostra € ionizada a pressdo atmosférica, a eficiéncia desta
ionizacdo é 10° a 10* vezes maior que em pressdo reduzida [HOFFMANN e
STROOBANT, 2003].

A ESI foi baseada num conceito desenvolvido inicialmente por M. Dole [DOLE, et
al., 1968], mas J. B. Fenn demonstrou sua aplicabilidade para pequenas moléculas
[YAMASHITA e FENN, 1984] e proteinas [FENN et al., 1989] desenvolvendo a fonte
de ESI. A ESI transfere para a fase gasosa moléculas polares de pequenas até
grandes massas, que frequentemente sdo termicamente instaveis, permitindo a analise
por espectrometria de massas de biomoléculas como proteinas. Isto era impossivel
utilizando fontes de ionizagao classicas como ionizagao por elétrons (El) onde somente
compostos previamente volatilizados poderiam ser ionizados. Como EI é um processo
de ionizagdo mais enérgico, geralmente as moléculas se fragmentam e as vezes o ion
molecular ndo é mais observado no espectro, impossibilitando a identificacdo de
compostos em misturas. Por ESI ser um método brando de ionizagéo, geralmente as
moléculas de até 600 Daltons sdo observadas principalmente na sua forma mono-
carregada, sem fragmentagao, permitindo a visualizagao de ions individuais mesmo em
misturas complexas. ions multi-carregados podem ser observados em casos de

moléculas maiores.
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Por trabalhar com moléculas em solucdo e ser compativel com os solventes mais
freqientemente usados em HPLC por fase reversa (metanol, agua e acetonitrila), a ESI
pode ser usada como interface entre separagdes por HPLC e identificacdo dos
compostos por espectrometria de massas simples (MS) ou sequencial (MS/MS"). Para
facilitar a protonagao de sitios basicos ou a desprotonagao de sitios acidos, € comum
adicionar um modificador a solugdo. Para analisar moléculas [M] com sitios basicos é
adicionado 0,1 a 0,2% de acido formico a solugao, facilitando a protonagéo do analito,
formando ions [M + H]" e sua andlise é feita em modo positivo. Para moléculas
contendo sitios acidos adiciona-se 0,1 a 0,5% de solu¢ao de hidroxido de amdnio, o que

facilita a perda de um préton da molécula, formando [M - H] e analise é feita em modo

negativo.
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Figura 1. Desenho simplificado de uma fonte de ionizagao por eletrospray.
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A Figura 1 apresenta um desenho simplificado de uma fonte de ESI. A solugao,
proveniente de uma bomba seringa ou de um sistema de HPLC, numa vazao de 1 - 15
uL min™ é inserida no capilar em cuja ponta é aplicado um alto potencial positivo para
promover protonacado (ionizagdo em modo positivo) ou negativo para desprotonagao
(ionizagdo em modo negativo). O nitrogénio, normalmente usado como gas de
nebulizacdo, é aquecido para facilitar ainda mais a volatilizagdo. Dois mecanismos sao
propostos para a transferéncia dos ions da s goticulas de solugéo para a fase gasosa:
(i) a “evaporacao” dos ions a partir da superficie das goticulas e (ii) a subdivisdo
progressiva das goticulas com evaporagao do solvente; e na pratica é provavel que
ocorram ambos os mecanismos. Ou seja, através da divisdo e evaporacédo das gotas
contendo um excesso de cargas (positivas ou negativas dependendo do modo de
aquisicao) os ions sao transferidos para a fase gasosa e atraidos para dentro do
espectrometro de massas por um gradiente de potenciais. Uma contra corrente de
nitrogénio € aplicada para evitar a formagao de agregados de ions (clusters) e entrada

de moléculas neutras para o espectrometro de massas.

3.2 Analisador de massas quadrupolar (Q/q)

O principio de funcionamento do analisador de massas quadrupolar foi descrito
por PAUL e STEINWEDEL (1953) e a Figura 2 apresenta um desenho simplificado de
sua estrutura. Os analisadores de massa quadrupolares (Q) sdo compostos de quatro
barras paralelas e cilindricas de acg¢o inox. As barras opostas sdo conectadas
eletricamente, as barras adjacentes aplica-se uma voltagem (DC) e uma radio
frequéncia (RF), que leva os ions a oscilar dentro dos quadrupolos. Dependendo da
voltagem DC e RF e frequéncia da voltagem RF aplicadas, apenas ions com uma dada

relagcdo massa carga (m/z) apresenta trajetoria estavel dentro do quadrupolo, atingindo
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o detector. Esta relacdo pode ser fixa (para selecionar e permitir a passagem de
somente uma m/z) ou pode variar permitindo a varredura e subsequente deteccédo de
todos os ions no quadrupolo. Quadrupolos com voltagem “RF only” (q) permitem a
passagem de todos os ions dentro de uma faixa de uma m/z definida e podem ser
usados como focalizadores de ions ou como camaras de colisdo, para dissociagao
induzida por colisdo (CID), por exemplo. E comum o uso de varios quadrupolos em
sequéncia (Q-g-Q) ou o uso de quadrupolos em espectrédmetros de massa hibridos (Q-
g-TOF), com a finalidade de primeiro selecionar um ion, depois dissociar e finalmente

analisar os fragmentos produzidos.

Os quadrupolos fazem uma analise de massas discriminatoria, portanto sao
pouco sensiveis, e geralmente a sua resolugdo € unitaria, embora o aumento do
comprimento das barras pode melhorar a resolugdo. Em geral podem medir m/z ate
2000 no maximo. Mas, por ter seu baixo custo, tamanho pequeno e fazer varreduras

rapidas, sao frequentemente usados como detectores acoplados a sistemas de HPLC.

ion
ressonante

ion
nao-ressonante

detector

fonte de
ionizacgao

Voltagens DC e RF

Figura 2. Desenho simplificado de um analisador de massas quadrupolar.
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3.3 Analisador de massas por tempo de voo (TOF)

Embora o conceito de analisador de massa por tempo de vbéo (TOF) foi
desenvolvido por STEPHENS (1946) e os primeiros espectros publicados por
CAMERON e EGGERS (1948), os primeiros aparelhos n&o tiveram muita aceitagéo
devido a sua baixa resolucéo. Por fazer analise ndo-discriminatéria de massas tem alta

sensibilidade. A Figura 3 mostra o desenho simplificado de um TOF com refletor.

Todos os ions que adentram ao TOF recebem um impulso de energia cinética
inicial igual, mas s&o acelerados de maneiras diferentes devido a sua m/z e chegam ao
detector em tempos diferentes. Os ions com menor m/z terdo maior velocidade e
chegarao primeiro ao detector, e assim por diante. Desta forma, pela medida do tempo
de vbo dos ions no tubo, pode-se deduzir sua m/z, podendo analisar compostos de
massa baixa até macromoléculas. O uso de impulsionadores (pushers) ortogonais e
refletores (reflectrons) aumentaram a resolucdo dos TOF e, atualmente, sé&o
equipamentos de alta resolugédo e precisdao (5 ppm).O refletore aumenta o caminho
otico que os ions percorrem, aumentando o tempo de véo e a resolugédo do
equipamento. O uso de refletor também corrige pequenas diferengcas na energia
cinética recebida inicialmente por ions de mesma m/z que resultam em diferencas de
sua velocidade. Os TOF sao intrinsecamente compativeis com fontes de ionizagao
pulsadas como dessorgao a laser assistida por matriz (MALDI), por fazer a analise de
massas também de forma pulsada. A impulsdo ortogonal permite a introdugao do feixe
de ions provenientes de uma fonte continua, como eletrospray, de uma maneira

pulsada no TOF e também diminui a dispersao de energia cinética inicial, melhorando a

resolugao.
refletor fonte de_icms
ogoao ll: oo impulsionadpr
lnooooED !detector

Figura 3. Desenho simplificado de um analisador de massas por tempo de vé6o com

refletor.
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4. OBJETIVOS

Esta pesquisa realizou um estudo comparativo de amostras de propolis de

abelhas A. mellifera provenientes de varias regides do Brasil e de outros paises,

propolis de abelhas nativas sem ferrao de varias regides do Brasil e extratos de plantas
visitadas pelas abelhas utilizando ESI-MS, ESI-MS/MS, HPLC-ESI-MS e HPLC-ESI-
MS/MS , visando:

A-

Caracterizar padrdes de composi¢cao regional da prépolis de Apis mellifera,

também conhecido como tipificagdo. (Capitulos 6 e 7)

Caracterizar padrdoes de composi¢cao de propolis de abelhas nativas sem ferrao,
comparando a composicado de amostras de diferentes espécies de abelhas

obtidas de diversas regides do Brasil. (Capitulos 8 e 10)

Comparar extratos de plantas com extratos tipicos de determinadas abelhas e
regides, identificando quais plantas foram usadas como fontes vegetais para
determinados tipos de propolis, baseando-se nos padrées de composi¢do das

amostras de prépolis. (Capitulos 7, 8, 9 e 10)

Listar os espectros obtidos de compostos identificados em prépolis brasileira, no
decorrer deste trabalho, para facilitar futuros estudos de prépolis por ESI-MS. As
bibliotecas de espectros, tdo uteis para a identificagdo de compostos por GC/MS,
nao trazem semelhanca aos espectros obtidos por ESI-MS. Ha a necessidade
de formar de novas bibliotecas de espectros para poder usar ESI-MS para a
identificagdo de produtos naturais com mais facilidade e segurancga. (Capitulos 6,
7e8)

20



5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Espectrometro de massas

Foi usado um espectrometro de massa Q-TOF (Micromass-Waters) hibrido
(Figura 4) com um quadrupolo e um analisador de massas por tempo de véo (TOF) com
alta resolugdo. As condigdes de ESI-MS usadas foram: capilar de +3000 V, cone de
+40V, temperatura de dessolvatacdo de 100 °C. Para as analises por ESI-MS com
insercao direta foi usada uma bomba de seringa marca Harvard Apparatus, com fluxo
de 10 pL min™".

_#B_ TOF
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0 G-TOF combina um filtro de reflectron i =
massa guadrupolar & uma cela g g
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e

Figura 4. Desenho simplificado do espectrometro de massas Q-TOF da Micromass.
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5.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Para separar os componentes de algumas amostras foi usado um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) capilar com uma coluna C-18 (150mm x
0,32mm x 5um) (Waters). A eluicédo foi feita por gradiente linear com fluxo de 10 uL
min~', sendo a fase mével A composta de agua purificada (filtragado Milli-Q) com 0,1%
de acido férmico e a fase mével B de acetonitrila (grau cromatografico) com 0,1% acido
férmico, iniciando com 70:30 (A:B) e terminando com 100 B em 35 minutos. Foram

injetados 3 uL de amostra por corrida. A deteccgao foi feita por MS ou MS/MS no Q-TOF.

5.3 Cromatografia em camada delgada.

As analises que utilizaram cromatografia em camada delgada (TLC) normal e
preparativa foram desenvolvidas usando como fase estacionaria silica gel 60-GF254
(Merck, Darmstadt, Alemanha). As placas de TLC comuns tinham 0,2 mm de espessura
e as preparativas 0,5 mm de espessura de silica. Como fase mével foi usada a mistura
de solventes: hexano / acetato de etila / acido férmico na proporgao 60:40:1 [SAWAYA

et al., 2004]. As placas foram reveladas de trés maneiras diferentes:

1. Com vanilina sulfurica e aquecimento a 110 °C por 10 minutos para visualizar os

componentes fendlicos e terpénicos das amostras [SAWAYA et al., 2004].

2. Com uma solucdo de 1% &acido sulfurico em etanol e depois com uma solugéo
aquosa de permanganato de potassio 0,1 M para observar a agao antioxidante dos
componentes da propolis (evidenciada por um halo incolor). Esta revelacdo € uma
adaptacdo da metodologia indicada para a avaliagdao da atividade antioxidante de

amostras de propolis proposta pela APACAME (1999).

3. Com uma solucéo de 6 mg de B-caroteno em 30 mL de cloroférmio, acrescida de 2
gotas de acido linolénico e 60 mL de etanol. Inicialmente as placas borrifadas tinham
coloragdo amarela que, ao longo de 3 horas exposta a luz solar, clarearam deixando
manchas amarelas somente nos locais onde haviam compostos com atividade
antioxidante [HAMMERSCHMIDT e PRATT, 1978].
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Os componentes com atividade antioxidante foram extraidos de placas de TLC

preparativa com metanol e analisados por ESI-MS.

5.4 Extracao e diluicao de amostras de propolis

Amostras de propolis de Apis mellifera, bem como amostras de prépolis de
abelhas nativas brasileiras, foram extraidas por maceragdo em um shaker por 7 dias, a
velocidade de 100 opm, a temperatura de 30 °C com etanol e depois filtrados para
retirar as partes insoluveis. Estes extratos foram mantidos em um freezer por 24 horas
e novamente filtrados a temperatura de —16 °C para retirar as ceras. Depois o solvente
foi evaporado em banho Maria a 50 °C e obtidos os extratos secos. Estes foram
dissolvidos a uma concentracdo de aproximadamente 50 ng mL" em uma solucéo
contendo 70% de metanol grau cromatografico e 30% de agua milli-q. Para analise em
modo negativo as solug¢des foram acrescidas de 0,5% de hidroxido de aménio e para

analise em modo positivo as solugdes foram acrescidas de 0,2% de acido férmico.

As amostras foram obtidas na forma de prépolis bruta diretamente de apicultores
em diversas épocas do ano entre 1997 e 2004. Dados referentes ao tipo de abelha e
origem geografica das amostras de prépolis analisadas se encontram em tabelas dentro

dos capitulos referentes aos trabalhos realizados.

5.5 Extracao e diluicao de amostras de plantas

Foram feitos extratos metandlicos por maceragao das partes aéreas e resinas de
plantas visitadas por abelhas, incluindo Baccharis dracunculifolia (vassourinha, alecrim
do campo), Araucaria heterophylla (familia Araucariaceae) e Schinus terebenthifolius
(familia Anacardiaceae) conhecida popularmente por aroeira vermelha ou aroeira
mansa. As plantas estudadas, cuja composi¢do ndo se assemelhava a de nenhuma
amostra de propolis analisada, serdo citados por seus nomes populares apenas:
casadinha, corredeira, assa peixe roxo, assa peixe branco, cajueiro, catinga de crioulo,
pega pega, cipd uva, eucalipto, flamboyant, mangueira, velame, jurema, bombabo e

bananeira.
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Também foram feitos extratos superficiais em banho de ultra-som por 5 minutos
com diclorometano e com metanol, bem como extratos por maceracido de uma semana
com diclorometano e com metanol, com as flores, frutos e folhas de Schinus
terebenthifolius. Todos os extratos de plantas foram secos e re-diluidos como os de

propolis.

5.6 Quimiometria

A quimiometria foi utilizada para correlacionar as amostras estatisticamente. A
analise de Componentes Principais (PCA) foi executada usando a versdo 2.60 do

programa Pirouette (Infometrix, Woodinville, WA, USA).

Esta metodologia € frequentemente utilizada com produtos naturais onde é
necessario extrair informacdo de um grande numero de variaveis. Seus objetivos sao:
correlacionar dados, classificar objetos, simplificar dados complexos e mostrar
correlagcado entre variaveis. Nestes casos os resultados das analises ndo poderiam ser
plotados em um grafico bi-dimensional com coordenadas (x,y), mas seria necessario

um grafico muti-dimensional, dificil de imaginar e impossivel de construir.

A PCA re-escreve as coordenadas dos varios dados obtidos a parir das amostras
em um eixo mais conveniente para analise. Os componentes (PC) sao obtidos em
ordem decrescente de variancia, onde o componente principal (PC1) detém mais
informacao estatistica que o PC2, e assim por diante. Portanto a janela PC1 x PC2 é a
mais importante estatisticamente (scores). PCA também pode ser usada para ver quais
variaveis (loadings) tem maior importancia no agrupamento das amostras [WOLD,
1987; MOITA NETO e MOITA, 1998]. Quando ha um numero grande de variaveis, o
uso do PCA ftri-dimensional, onde visualizamos a janela PC1 x PC2 x PC3, pode ser

mais adequado.

24



6. FINGERPRINT DE PROPOLIS DE APIS MELLIFERA POR ESI-MS

O objetivo deste primeiro trabalho foi investigar a possibilidade de usar ESI-MS
em modo positivo ou negativo para caracterizar amostras de propolis de origens
geograficas variadas, e verificar as melhores condi¢gdes de trabalho. Para isto,
amostras de propolis de Apis mellifera do Brasil (estados de Minas Gerais, S&o Paulo,
Parana, Mato Grosso do Sul, Bahia e Alagoas), Bulgaria, Inglaterra, Finlandia, América
do Norte e Mogambique (Tabela 1) foram obtidas diretamente de apicultores na forma
de propolis bruta, extraidas e diluidas da maneira descrita no item 5.4. As solugcdes
foram inseridas diretamente numa vazao de 10 pL min™' e analisados por ESI-MS no
espectrometro de massas Q-TOF. Foram obtidos espectros na faixa de 100 a 1000 m/z,
em modo positivo e negativo das amostras de propolis, para observar qual modo era o
mais adequado para a caracterizagdo das amostras de prépolis. Porém, somente os
fingerprints obtidos por ESI-MS em modo negativo caracterizaram claramente as
amostras. Isto se explica pelo fato que os compostos mais importantes da préopolis
contém grupos acidos e fendlicos, que se ionizam mais facilmente em modo negativo.
Portanto, somente os resultados das analises em modo negativo serdao apresentados e

discutidos a partir desta constatacgao.

Deste modo, a comparagao dos fingerprints obtidos em modo negativo permitiu
que as amostras pudessem ser divididas em grupos diretamente relacionados a sua
origem geografica. Um fingerprint caracteristico de cada grupo pode ser observado na
Figura 5. Como ndo foram observados ions intensos com m/z acima de 610, os

fingerprints sao apresentados de m/z 100 a 650.
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Tabela 1. Origem geografica das amostras de propolis analisadas no Capitulo 6.

Numero Espécie de abelha Origem da amostra de prépolis

MG1
MG2
MG3
MG4
MG5
MG6
MG7
MG8
MG9
MG10
SP1
SP2
SP3
SP4
SP5
PR1
PR2
PR3
PR4
PR5
PR6
PR7
PR8
PR9
PR10
PR11
PR12
PR13
PR14
MS1
BA1
BA2
BA3
BA4
BAS
BAG6
BA7
AL1
BU1
BU2
UK1
FI1
MO1
us1
us2

Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera
Apis mellifera

Mato Grosso do Sul, Brasil

Montanhas Balkans, Bulgaria
Costa do Mar Negro, Bulgaria

Minas Gerais, Brasil
Minas Gerais, Brasil
Minas Gerais, Brasil
Minas Gerais, Brasil
Minas Gerais, Brasil
Minas Gerais, Brasil
Minas Gerais, Brasil
Minas Gerais, Brasil
Minas Gerais, Brasil
Minas Gerais, Brasil
Sao Paulo, Brasil
Sao Paulo, Brasil
Sao Paulo, Brasil
Sao Paulo, Brasil
Sao Paulo, Brasil
Parana, Brasil
Parana, Brasil
Parana, Brasil
Parana, Brasil
Parana, Brasil
Parana, Brasil
Parana, Brasil
Parana, Brasil
Parana, Brasil
Parana, Brasil
Parana, Brasil
Parana, Brasil
Parana, Brasil
Parana, Brasil

Bahia, Brasil
Bahia, Brasil
Bahia, Brasil
Bahia, Brasil
Bahia, Brasil
Bahia, Brasil
Bahia, Brasil
Alagoas, Brasil

Inglaterra
Finlandia
Maputo, Mogambique
Nova York, EUA
Indiana, EUA
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Figura 5. Fingerprint de amostras de prépolis obtidas por ESI-MS em modo negativo
originais de: Estados Unidos (US1), Bulgaria (BU1), Mogambique (MO1), vermelhas do
nordeste do Brasil (BA1 tipo R1; BA7 tipo R2), verde do sudeste do Brasil (MG1 tipo G)

e marrom do sul do Brasil (PR1 tipo B1; PR13 tipo B2).
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As amostras do sudeste do Brasil (de cor predominantemente verde) tém entre
si composi¢cao basica muito similar, e formaram o grupo G. Este grupo compreendeu o
maior numero de amostras analisadas (5 de SP, 12 de MG e 1 PR) com ions
caracteristicos em m/z [M - H] 231, 299, 363. Na Figura 5 pode-se observar, devido a
alta resolugao do equipamento Q-TOF utilizado, que ha mais de um composto com [M -
H]" nominal de m/z 299, na prépolis do grupo G. Embora as analises foram realizadas
em um equipamento Q-TOF de alta resolugdo, os resultados sido apresentados
considerando os m/z nominais dos ions, pois fingerprints adquiridos em equipamentos

com resolucao unitaria, também podem caracterizar amostras de propolis.

Um segundo grupo, de cor marrom esverdeada formou o grupo B2 (6 amostras
do PR, 1 de MS), cujo fingerprint mostra os mesmos ions do grupo G e mais ions em
m/z 229, 301, 319, 351 e 361. No grupo B1 (4 amostras do PR) de propolis marrom
observamos a presenga dos ions em m/z 253, 255, 301, 319, 351 e 361 nos seus
fingerprints e a auséncia dos ions caracteristicos em m/z 229, 231 e 299. Um estudo
dos fingerprints das amostras neste grupo mostrou que amostras B2 apresentam uma
mistura dos ions dos grupos B1 e G, acrescida do ion m/z 229, que é caracteristico

somente para este grupo, proveniente principalmente do Parana.

As amostras do nordeste, de cor avermelhada, apresentaram dois fingerprints
diferentes. As amostras do grupo R1 (2 da BA e 1 de AL) com ions mais intensos em
m/z 255, 267, 271, 285, 519 e 601 apresentaram cor vermelho rubi enquanto as
amostras do grupo R2 (5 amostras da Bahia) com ions mais intensos em 255, 281, 311,

325, 339 e 441 apresentaram cor marrom avermelhada.

As amostras de Mocgambique apresentaram um fingerprint diferente das
brasileiras e das amostras de paises com clima temperado. Os ions mais intensos
desta amostra foram m/z 239, 255, 269, 369 e 373.

As duas amostras dos Estados Unidos apresentaram fingerprint similares as de
origem européia, que é coerente com o fato que prépolis de paises temperados tém sua
origem nas resinas de Populus. Os ions mais intensos observados foram m/z 253, 255,
269, 271 e 313. Os mesmos ions foram os mais intensos encontrados em propolis

européia por Mauri e Pietta (2000) utilizando ESI-MS em modo negativo.
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Figura 6. Grafico do PC1 x PC2 x PC3 das abundancias (%) dos ions [M - H] mais
intensos observados nos fingerprints das amostras de propolis. As amostras (Tabela 1)
foram divididas em grupos de acordo com sua origem geografica. A porcentagem de
variancia total representada por cada PC é mostrada em parénteses.

A quimiometria foi utilizada para correlacionar as amostras estatisticamente. Os
fingerprints foram expressos como as intensidades dos principais ions [M - H] de cada
amostra. Um grafico tridimensional de PC1 x PC2 x PC3, que foi capaz de cobrir 58%
da variancia dos dados (Figura 6), agrupou as amostras do mesmo modo que a
inspecao visual dos fingerprints. Este resultado confirma que o fingerprint, obtido por
ESI-MS em modo negativo, determina claramente o tipo de propolis, podendo ser usado

para a tipificagdo das amostras e a comparag¢ao de sua composigao.

Embora nao fosse o objetivo deste primeiro trabalho determinar a composigéo
das amostras por ESI-MS com insergao direta, alguns ions representativos de cada tipo
de propolis foram selecionados por massa e fragmentados por CID para testar a
seletividade de fingerprinting por ESI-MS/MS bidimensional. Por exemplo, um ion de

massa nominal m/z 255 é encontrado em todas as amostras, mas seu ESI-MS/MS
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mostra que, no caso das amostras européias, norte americanas, africana, B1 (do
Paranda) e R2 (da Bahia) é proveniente do flavondide pinocembrina (por comparagao
com padrao). Nas outras amostras, porem, o espectro é diferente, portanto proveniente

de outros compostos.

Por comparacdo com padrdes ou espectros encontrados na literatura, os ions [M
— H] de oito compostos foram identificados por ESI-MS/MS com insercao direta: acido
p-cumarico (m/z 163), 3-metoxi-4-hidroxicinamaldeido (m/z 177), acido 2,2-dimetil -2H-
1-benzopirano-6-propendico (m/z 229), acido 3-prenil-4-hidroxicinamico (m/z 231),
crisina (m/z 253), pinocembrina (m/z 255), acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (m/z
299) e o acido dicafeoilquinico (m/z 515); seus espectros de dissociagcao constam da
Tabela 2 e suas estruturas se encontram no Anexo |. O acido p-cumarico foi comparado
com um padrao comercial, os flavondides crisina e pinocembrina com padrbes extraidos
e fornecidos pela Dra. V. Bankova da Bulgaria e os compostos: 3-metoxi-4-
hidroxicinamaldeido, acido 2,2-dimetil -2H-1-benzopirano-6-propendico, acido 3-prenil-
4-hidroxicinamico e acido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico; com padroes extraidos e
fornecidos pela Dra. M. C. Marcucci da UNIBAN, SP. O acido dicafeoilquinico foi
comparado com dados da literatura [MIKETOVA et al., 1999] e possivelmente trata-se
de uma mistura de isdmeros, ndo podendo se determinar quais por insercao direta. Os
compostos identificados acima ja foram encontrados em amostras de prépolis brasileira
anteriormente e a atividade de alguns deles contra bactérias, Trypanossoma cruzi e
Céndida, bem como atividade citotoxica e antioxidante foram observadas [MARCUCCI
et al., 2001; SAWAYA et al., 2002; HIROTA et al., 2000; HAYASHI et al., 1999].

Conclui-se, portanto que ESI-MS em modo negativo, por insergéo direta, permite
a clara caracterizagado das amostras de propolis extraidas com etanol e o agrupamento
das amostras por comparagao de ions [M — H] caracteristicos observados nos seus
fingerprints. Alguns componentes das amostras podem ser identificados por ESI-MS/MS

com insergao direta, aumentando a informagao obtida nos fingerprints.

Os resultados deste estudo ja foram publicados em:

SAWAYA, A. C. H. F.,, TOMAZELA, D. M., CUNHA, I. B. S., BANKOVA, V. S,
MARCUCCI, M. C., CUSTODIO, A. R., EBERLIN, M.N, Electrospray ionization mass
spectrometry fingerprinting of propolis. Analyst. v. 129, p. 739- 44, 2004.
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7. A COMPOSIGAO DE PROPOLIS DE APIS MELLIFERA DO SUL E
SUDESTE DO BRASIL

O estudo inicial (Capitulo 6) mostrou que as amostras de prépolis provenientes
de abelhas Apis mellifera podem ser caracterizadas por fingerprint ESI-MS em modo
negativo [ESI(-)-MS] e que sua composi¢cdo varia de acordo com a sua origem
geografica. Os tipos de propolis brasileira mais estudados até o momento séo
provenientes do sul e sudeste do Brasil, tendo inclusive sido tipificados por HPLC-DAD
[Ribeiro, P1 0006272-3]. Neste estudo procuramos determinar se as analises por ESI(-)-
MS dariam resultados similares aos da tipificagdo por HPLC-DAD e se ESI(-)-MS
poderia ser usada para comparar amostras de propolis com extratos de plantas
indicadas como fontes vegetais das suas resinas. Para isto, amostras de propolis,
previamente tipificadas, provenientes de abelhas A. mellifera do sul e sudeste do Brasil
e extratos de duas plantas (Baccharis dracunculifolia e Araucaria heterophylla) que
foram indicadas como sendo fontes vegetais das resinas de propolis destas regides,
foram analisadas por ESI(-)-MS. As siglas G, B1 e B2 se referem aos tipos de propolis

identificados no estudo inicial do Capitulo 6.

Podem-se comparar os fingerprints obtidos por ESI(-)-MS das amostras de
préopolis verde (tipo G) de Sao Paulo e Minas Gerais (Figura 7 A) com o do extrato da
planta, B. dracunculifolia (Figura 7 B), que ja foi citada como provavel fonte vegetal
deste tipo de propolis [BANKOVA et al.,, 1999a]. Observa-se que ambos tém muitos
ions em comum, confirmando a semelhanca entre as suas composi¢cdes quimicas. A
identidade dos componentes das amostras foi confirmada pelos ESI(-)-MS/MS dos ions
individuais selecionados por massa e submetidos a CID. Ao comparar o fingerprint de
B. dracunculifolia (Figura 7 B) com aquele obtido de uma amostra de prépolis verde do
Parana (Figura 7 C), verifica-se que também ha muita semelhanca entre os ions
observados nos fingerprints dos dois. A principal diferenca entre a propolis verde do
sudeste (Figura 7 A) e a verde do Parana (Figura 7C) é a presenga do ion de m/z 229
(acido 2,2-dimetil -2H-1-benzopirano-6-propendico) encontrado na prépolis do Parana,
mas somente em nivel de tracos na propolis verde do sudeste. Este composto também

esta presente em pequena quantidade nos extratos de B. dracunculifolia, sugerindo que
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Figura 7. Fingerprints obtidos por ESI-MS em modo negativo de extratos de: A- prépolis
verde do sudeste (tipo G); B- Baccharis dracunculifolia; C- propolis verde do Parana; D-)
prépolis marrom do sul (tipo B1); E- Araucaria heterophylla e F- propolis mista do

Parana (tipo B2).
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esta planta também seja a fonte vegetal da propolis verde do Parana. Mudangas no
metabolismo da planta, talvez relacionadas ao clima, poderiam levar a um aumento na
biossintese do acido 2,2-dimetil-2H-1-benzopirano-6-propendico, resultando na maior
concentragdo deste composto na propolis verde do Parana. Este composto é um
marcador da prépolis verde do Parana na tipificagdo por HPLC-DAD e seu ion m/z 229

€ um ion diagndstico nos fingerprints ESI(-)-MS deste tipo de propolis.

Mais ao sul do Brasil (Parana e Santa Catarina) encontra-se a prépolis marrom
(tipo B1) O fingerprint deste tipo de propolis (Figura 7 D) apresenta muitos ions em
comum com as resinas de Araucaria heterophylla (Figura 7 E), uma planta comum nas
florestas daquela regidao. Ao comparar as Figuras 7 D e E observam-se varios ions
intensos em comum (m/z 301, 319, 333 e 361) que foram identificados como terpenos
(Tabela 2). Destes, apenas um composto, acido E/Z comunico, fora identificado
anteriormente em amostras de propolis brasileira e em resinas de A. heterophylla
[BANKOVA et al., 1999a].

Por outro lado, flavondides encontrados nas amostras de propolis do sul (crisina
e pinocembrina de m/z 253 e 255 respectivamente) ndo foram encontrados nas resinas
de A. heterophylla, indicando que outra planta também fornece parte das resinas da
propolis marrom do sul. No estado do Parana encontra-se ainda um tipo de propolis
marrom mista, tipo B2, (Figura 7 F) contendo ions observados na propolis verde do
Parana (Figura 7 C) e na marrom do sul (Figura 7 D). Esta propolis € resultante da
coleta de resinas de ambas as fontes vegetais (B. dracunculifolia e A. heterophylla). E
coerente que as amostras deste tipo de propolis sejam provenientes do estado do
Parana, onde ha a mudanca entre a zona tropical e subtropical, com a superposicéo da

vegetacao destes dois climas.

Os resultados obtidos pela analise de amostras de propolis do sul e sudeste do
Brasil por ESI(-)-MS foram compativeis com a tipificacdo por HPLC-DAD e permitiram a

clara comparagao entre amostras de propolis e fontes vegetais de suas resinas.
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Para isolar e identificar os componentes das amostras de propolis e resinas das
plantas foi feita uma separagdo cromatografica por HPLC capilar. Isto permitiu a
dissociacao dos compostos isolados, inclusive dos isébaros, que nao pode ser efetuada
por ESI(-)-MS/MS por insercao direta. O tempo de retencdo e ordem de eluicdo dos
componentes das amostras foi comparado com dados da literatura [MIDORIKAWA et
al., 2001] e cromatogramas obtidos por HPLC-DAD no laboratério Natural Labor,
permitindo a identificacdo de um grande numero de compostos. Na Tabela 2, séo
listados os compostos encontrados nos tipos de propolis do sul e sudeste, bem como os
compostos encontrados nos extratos de B. dracunculifolia e A. heterophylla e sua
dissociagao por ESI(-)-MS/MS. As estruturas dos compostos identificados se encontram
no Anexo |I. Cromatogramas tipicos das amostras de prépolis analisadas estdo no

Anexo Il e os espectros dos compostos da Tabela 2 estdo no Anexo lll.

Tabela 2. Compostos identificados em propolis de A. mellifera do sul e sudeste do
Brasil, apresentando: [M-H], nome, tipos de propolis ou planta onde foi encontrado,
tempo de retengcdo (tr) nas condi¢des cromatograficas usadas, energia de colisdo

usada (EC) para ESI-MS/MS.

[M-H] [nome Onde foi encontrado * [R |EC m/z ion[M-H]- _prlngzlpals fragmentos
min (abundancia relativa %)
151 |vanilina D,F 6.3 |20 [151 (50), 136 (100), 108 (10), 92 (25)
163 |acido p-cumarico A B,C,D,F 3,8 |25 [163 (15), 119 (100), 93 (10)
177 [>-metoxi-4-hidroxi- C 14 15 177 (20), 162 (100), 149 (10)
cinamaldeido
179 |acido cafeico AC.DF 2.6 25179 (3), 135 (100) 107 (10)
acido  2,2-dimetil-2H-1- 229 (20), 201 (10), 185 (100), 170 (60),169
229 benzopirano-6-propendico B.C.F 20,4120 (50), 146 (15)
3¢ [cdo ~  3-prenikd-, 5 o p 15,2[25 [231 (5), 187 (100), 132 (99),
hidroxicinamico
acido  3-[4-hidroxi-3-(oxo-
231 |outenil)-fenilacrilico]  oulA 7.3 |25 (25’01) (52’81(%)(100)’ 169 (30), 159(50), 145
propol '
233 |viscidona D 7.9 |20 f;g ((g’(%)' 215 (50), 201 (100), 190 (59),
o47 [BCido  34-dihidroxi-5-, o p 13,8[25 [247 (2), 203 (20), 185 (5), 148 (100)
prenilcindmico
253 |crisina D 17,6]30 [253 (60), 209 (20) 143 (100), 119 (35)
. . 255 (20), 227 (10) 213 (35), 185 (30), 171
255 |pinocembrina D, F 15,0125 (100), 151 (60), 145 (70), 107 (70)
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285 (100), 256 (10), 239 (10), 229 (10),

285 |canferol A, B 13,1125 |187 (10 ) 185 (10), 169 (10), 151 (10), 107
(10)
acido  2,2-dimetil-8-prenil-
297 |2H-1-benzopirano-6- A C,F 25,2125 297 (15), 284 (15), 253 (70), 198 (100)
propenoico
299 |canferida AB,C,F 18,8[25 fg? ((218))' 1%?“(1(3)00)’ 200 (10), 164 (10),
299 éf:ido o 3,5-diprenil-4- A B,C,F 22 6[25 299 (10), 255 (80), 244 (10), 200 (100),145
hidroxicindmico (10)
301 |acido E/Z comunico D,E,F 30,0/35 [301 (100), 220 (10), 205 (10),
301 |dihidrocanferida A, B, C 9,7 125 ?10010§60)’ 283(/50), 268 (10), 227 (20) 152
acido 3-prenil-4-(2-
. Lo 301 (20), 283 (20), 257 (50), 239 (20), 202
301 |metilproprionil-oxi)- A 16,4|25 (100§ &37 (45§ 1%2 (30)( 1%2 (50)( )
cindmico ’ ’ ’
acido 4-hidroxi-3(E)-(4-
) . : : 315 (20), 297 (15), 285 (15), 271 (15), 253
315  |hidroxi-3-metil-2-butenil)-5- |A, C, F 17,2|25
prenil cinamico (100), 241 (90), 198 (60), 186 (20)
acido 3-hidroxi-2,2-dimetil-
. - 315 (10), 297 (10), 271 (5), 253 (15), 245
315 |8-prenil-2H-1-benzopirano- |A, C, F 20,0(25
6-propendico (20),5201 (100), 146 (30)
317 |acido agatalico D,E,F 23,8(25 {317 (100), 299 (15), 99 (15)
319 |acido isocupréssico D,E F 20,5(30 {319 (100), 99 (10), 97 (10)
319 |acido cupréssico D,E, F 22,9(30 {319 (100), 99 (10), 97 (10)
329 (60), 314 (20), 299 (100), 271 (10),
329 |betuletol A B, C,F 20,325 255 (20)
333 |acido agatico D, E 29,0(30 |333 (100), 289 (10), 119 (10)
347 ;Sét{;‘gt" éster do acidoy ¢ 30,4(30 [347 (100), 317 (30), 303 (10),
353 [acido cafeoilquinico (2)  |A, B, C ;g 25 ?55(% (2), 191 (100), 179 (80), 173 (40), 135
361 |acido 15-acetoxi-cupressico|D, E, F 26,8|25 [361 (100), 301 (10)
3g3 [¢ido  3-prenikd-, g o 25,3(25 [363 (30), 187 (100), 149 (45)
dihidrocinamoiloxicindmico
acido  (E)-3-{-4-hidroxi-3-
[(E)-4-(2,3-
447 |dihidrocinamoiloxi)-3-metil- |A, B, C, F 25,415 |447 (40), 297 (100), 149 (95)
2-butenil]-5-prenil-fenil}-2-
propenoico
. . G 4,6 515 (70), 487(20), 353 (100), 191 (30), 179
515 |acido dicafeoilquinico (2) |A,B,C, F 6.2 20 (40), 173 (25), 163 (30), 135 (30)

* A) propolis verde do sudeste, B) Baccharis dracunculifolia, C) propolis verde do
Parana, D) propolis marrom do sul, E) Araucaria heterophylla e F) propolis mista do
Parana.
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O fato de poder identificar com facilidade o tipo de prépolis a qual uma amostra
pertence por ESI-MS e com isso prever sua composi¢cao permite elaborar parametros
para o controle de qualidade de produtos contendo prépolis na sua formulagdo. Foi
possivel confirmar claramente a correlagao entre o tipo de propolis e a fonte vegetal de
suas resinas por ESI-MS. Cromatografia liquida e ESI-MS/MS foram utilizadas para
identificar os compostos encontrados em amostras de prépolis do sul e sudeste do
Brasil, bem como em extratos de B. dracunculifolia e A. heterophylla, de modo a iniciar
uma biblioteca de espectros destes compostos. Foi possivel confirmar a tipificagcao da
prépolis do sul e sudeste do Brasil por HPLC-DAD [RIBEIRO, Pl 0006272-3] e

correlaciona-las com suas principais fontes vegetais por ESI(-)-MS.

Os resultados deste estudo ja foram submetidos a revista Analytical Phytochemistry, em
2006: MARCUCCI. M. C., CUSTODIO, A. R., SAWAYA, A.C. H. F., FERRERES, F.,
BANKOVA, V. S., EBERLIN, M. N., HPLC and ESI-MS Typification: New approaches for
natural therapy with Brazilian propolis .
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8. ESTUDO COMPARATIVO DE PROPOLIS DE APIS MELLIFERA E
TETRAGONISCA ANGUSTULA DO SUL, SUDESTE E NORDESTE DO
BRASIL E EXTRATOS DE PLANTAS.

Nos estudos anteriores (Capitulos 6 e 7), observou-se que a composi¢cao da
prépolis proveniente de abelhas Apis mellifera, que nao é nativa do Brasil, varia
consideravelmente de acordo com a regido da qual provém. Também foi confirmada a
capacidade de identificar a semelhanca entre amostras de prépolis e extratos de

plantas que sao fontes vegetais de suas resinas por ESI(-)-MS.

Para determinar se as amostras de prépolis de abelhas nativas também variavam
regionalmente, foi feito um estudo com amostras de prépolis da abelha nativa
Tetragonisca angustula (popularmente conhecida como jatai). As amostras de prépolis
de jatai eram provenientes das mesmas regides (sul, sudeste e nordeste) do Brasil que
as amostras de propolis de Apis mellifera, e foram extraidas seguindo o mesmo
procedimento (Iltem 5.4). Foram comparados os fingerprints ESI(-)-MS dos extratos de
amostras de prépolis de jatai e de amostras de propolis de A. mellifera. As siglas G,
B1, B2, R1 e R2 se referem aos tipos de propolis de A. mellifera encontradas no estudo
inicial (Capitulo 6). A abelha jatai € uma das poucas abelhas nativas atualmente
mantidas comercialmente por apicultores, pois seu mel alcanca pregos maiores do que
o mel de A. mellifera. Por isto foi possivel obter um razoavel numero de amostras de
prépolis de jatai de diversos estados do Brasil, permitindo a realizagdo deste estudo. As

amostras analisadas estio descritas na Tabela 3.

Para determinar a origem vegetal das resinas da prépolis de jatai, extratos de
varias plantas visitadas por esta abelha nativa (Item 5.5) foram comparados com as

amostras de propolis por ESI(-)-MS.
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Tabela 3. Origem geografica e tipo de abelha das amostras de prépolis analisadas no

Capitulo 8.

Nuimero Espécie de abelha Origem da amostra
AGA1 Apis mellifera Sao Paulo, abril 2000
AG.2 Apis mellifera Minas Gerais, setembro 2001
AB1.1 Apis mellifera Santa Catarina, janeiro 2004
AB1.2 Apis mellifera Parana, 2002
AB2.1 Apis mellifera Parana, 2002
AB2.2 Apis mellifera Parana, 2002
AR1.1 Apis mellifera Alagoas, julho 2002
AR1.2 Apis mellifera Bahia, fevereiro 2001
AR2.1 Apis mellifera Bahia, fevereiro 2001
AR2.2 Apis mellifera Bahia, fevereiro 2001

JMG.1 Tetragonisca angustula Minas Gerais, agosto 1998
JMG.2 Tetragonisca angustula Minas Gerais, agosto 1998
JMG.3 Tetragonisca angustula  Minas Gerais, abril 2004
JSP  Tetragonisca angustula Sao Paulo, agosto 1998
JSC  Tetragonisca angustula Santa Catarina, janeiro 2004
JPA. Tetragonisca angustula Parana, 1997
JBA.1 Tetragonisca angustula Bahia, agosto 2004
JBA.2 Tetragonisca angustula Bahia, dezembro 2004
JBA.3 Tetragonisca angustula Bahia, dezembro 2004
JBA.4 Tetragonisca angustula Bahia, dezembro 2004

Os extratos de propolis de jatai e de A. mellifera foram diluidos e inseridos
diretamente no espectrémetro de massas Q-TOF da Micromass, obtendo-se espectros
em modo negativo na faixa de 100 a 1000 m/z. Como n&o foram observados ions
intensos com m/z acima de 500, os fingerprints sdo apresentados de m/z 100 a 600. As
mesmas condi¢cdes de extracdo e analise por ESI(-)-MS foram usadas para prépolis dos

dois tipos de abelhas

38



271.3

100
] 255.2
R1
% 109.1
2543 285.3 301.3 519.7
135.1 585.8
1771 239.2 315.3 331.3 503.7 5207
151.1 ‘ ‘ ‘ l e 405.5 451.6 ‘ (
[ o A LI I | L ! L brd /2
T T T T T T 1| T T T T T T T T T 1§
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
100- 255.4
] 281.4 R2
% 501.7
1 325.4 509.7
4 339.4 383.5 455.1
253.4 399.5 439.5 5697
1 ‘ w e | | 5108
. N T | W A T T [N P L | /
T o m bt el Rttt g gy Byt el ot —esp sl M /2
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
100 299.4
% G
4 299.3
231.3255.3 315.4 329,3363.4
T T \‘ \J et \H \ \( T T T T 1 m/z
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
100 301.2
319.3
] Bl
% - 255.1
i 253.1
1 121.0 N[ 2691
! 247 1 2711 320.3 361.3
1 151.1  183.0 j Ol |‘ L
0~y epbpiopepid il il Ml e i i i i i i e M/z
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
100 299.4
j 301.4
, B2
% 319.4
1 351.5_361.5
1 229.2 281.4 h
1 136.1 162.11g5.2 H 255.4 O W ’ “367.5
o R RN WOSU RN O MO | T 0 A —
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

Figura 8. Fingerprints obtidos por ESI-MS em modo negativo de extratos de propolis de

A.mellifera: vermelha do nordeste tipos (R1 e R2), verde do sudeste (tipo G); marrom

do sul (tipo B1); e mista do Parana (tipo B2).
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Figura 9. Fingerprints obtidos por ESI-MS em modo negativo de extratos de prépolis de
T. angustula (jatai) da Bahia (BA), Séo Paulo (SP), Minas Gerais (MG), Parana (PR) e
Santa Catarina (SC).
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Os fingerprints das amostras de propolis de A. mellifera variaram de acordo com
sua origem geografica e sdo consistentes com os resultados dos Capitulos 6 e 7,
podendo ser observados na Figura 8. Os fingerprints das amostras de propolis de jatai
podem ser observados na Figura 9. A inspecéao visual dos fingerprints mostra que as
amostras de prépolis de jatai das regides nordeste, sudeste e sul apresentam

consistentemente os mesmos ions [M - H] principais.

As intensidades relativas dos seis ions mais intensos dos fingerprints de cada
amostra foram usadas como variaveis para analise quimiométrica dos resultados por
PCA. A Figura 10 mostra o grafico (PC1 x PC2) resultante desta analise. Observa-se
que as amostras de propolis de jatai estdo agrupadas de maneira préxima, porém as de
A. mellifera foram divididas em dois grupos correspondendo a origem geografica das
amostras. Isto confirma a observagcdo de que a composi¢cdo da A. mellifera varia de
acordo com a sua origem geografica, mas a composi¢cao da propolis de jatai ndo varia
do mesmo modo. Como a composi¢ao da propolis € decorrente das fontes vegetais de
suas resinas, a semelhangca na composicao observada nas amostras de propolis de
Jatai de diversas regides do Brasil indica que uma planta seja a principal fonte das

resinas empregadas na sua confecgao.
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Figura 10. Analise por PCA dos fingerprints obtidos por ESI-MS em modo negativo das

amostras de propolis de A. mellifera e T. angustula do sul, sudeste e nordeste do Brasil.

Seguindo indicagbes dos apicultores sobre as plantas visitadas por abelhas jatal,
foram feitos extratos metandlicos das partes aéreas destas plantas (ltem 5.5) e
analisadas por ESI(-)-MS, do mesmo modo que as amostras de propolis. Somente uma
planta, Schinus terebenthifolius, apresentou alguns dos componentes encontrados na
propolis de jatai. Portanto esta planta, conhecida popularmente como aroeira vermelha
ou aroeira mansa, foi estudada mais detalhadamente, sendo feitos extratos com suas
flores, frutos e folhas individualmente. Foram encontrados varios ions em comum entre
diversas partes da aroeira e prépolis de jatai que permitiram indicar esta planta como
uma fonte importante da propolis de jatai (Tabela 4). A energia de colisdo usada para
ESI(-)-MS/MS foi adequada a cada composto e variou entre 25 e 50 V. Foram obtidas
as massas de alta resolugdo para poder comparar com mais seguranga Os ions

observados nos fingerprints dos extratos da planta e de prépolis.
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Tabela 4. M/z de alta resolugdo [M - H], e padrao de dissociagdo de compostos
encontrados em extratos das partes aéreas de S. terebenthifolius e em propolis de T.
angustula.

Encontrado Energia de

Alta resolugédo em * colisdo Principais fragmentos m/z (abundancia relativa %)

[M-HT

345,2510 p, fl 25 345 (15), 301 (100), 119 (5), 106 (5)

347,2631 p, fl, fo 25 347 (15), 303 (100), 106 (5)

371,2644 p, fl, fo 30 371 (10), 327 (100), 119 (10), 106 (10)

373,2755 p, fl, fo 30 373 (10), 329 (100), 119 (5), 106 (5)

401,3181 p, fl, fo 30 401 (10), 357 (100), 119 (5), 106 (5)

453,3384 p, fl, fr 50 453 (100), 423 (10), 407 (40), 391 (20) 137 (20)
455,3555 p, fl, fr 50 455 (100), 437 (20), 409 (15), 407(25)

469,3395 p, fl, fo 45 469 (10), 451 (15), 439 (20), 423 (10), 407 (100), 391 (15
471,3592 p, fl, fo 40 471 (100), 453 (30), 441(50), 425 (60), 407 (80), 393 (15

* p=propolis, fl=flor, fr=fruto, fo=folha

Os resultados de estudos da planta S. terebenthifolius, encontrados na literatura
demonstram que ela contém varios triterpenos: terebintona e schinol [KAISTHA e KIER,
1962 a, b], acidos masticadiendico e hidroximasticadiendico, sitosterol, e simiarenol
[CAMPELLO e MARSAIOLI, 1974], baruenona e acido terebentifélico [CAMPELLO e
MARSAIOLI, 1975], a- amirina e a- amirirenona [LLOYD et al., 1977]. Destes, os
acidos masticadiendico e masticadiendlico tém importantes propriedades
farmacologicas. Eles sdo inibidores da fosfolipase A, e podem ser usados para o
controle de processos inflamatérios [JAIN et al., 1995]. A presenca de triterpenos em
prépolis proveniente da abelha jatai também foi observada anteriormente: B-amirina e
lanosterol foram identificados em amostras do sul do Brasil por GC/MS [VELIKOVA et
al., 2000a]; o e B- amirina , lupenona, lupeol, acetato de B- amirina e lupeol,
cicloartenol, lupeol, friedour-7-en-ona e friedour-7-en-ol foram identificados em extratos
diclorometandlicos por GC/MS [PEREIRA et al., 2003 b].

Dois dos compostos relatados na Tabela 4, encontrados nas flores e frutos de S.
terebenthifolius bem como em propolis de jatai, provavelmente sdo os acidos
masticadiendico e masticadiendlico. A massa desprotonada tedrica do acido
masticadiendico € de m/z 453.3369 e a medida foi de m/z 453.3384 (diferenca de 3.3

ppm); a massa desprotonada teérica do acido masticadiendlico € de m/z 455.3525 e a
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medida foi de m/z 455.3555 (diferenca de 6.5 ppm) com exatidao suficiente para serem
considerados como idénticos, suas estruturas se encontram no Anexo |. O ESI(-)-
MS/MS dos ions de m/z 345, 347, 371, 373 e 401 mostram uma perda neutra de 44
(CO,) e os de m/z 453, 455, 469 e 471 mostram perda neutra de 46 (CH,O, ou CO; +
H,0), ambas perdas neutras frequentes em acidos organicos em modo negativo. Estes
acidos ja foram encontrados em extratos de frutos de aroeira, porem a sua presenga em
propolis de jatai nunca fora determinada anteriormente. A possibilidade de estes
compostos serem parcialmente responsaveis pela atividade antiinflamatoéria atribuida ao

mel de jatai merece futuras investigacgoes.

Um dos poucos estudos ja realizados sobre a composi¢céo da propolis de abelhas
nativas brasileiras concluiu que a variabilidade encontrada nas amostras se devia ao
fato delas colher resinas de qualquer planta resinifera encontrada, devido a curta
distdncia de voo destas abelhas [VELIKOVA et al.,, 2000a]. No presente estudo, ao
analisar amostras de prépolis de somente um tipo de abelha nativa de varias regides do
Brasil observou-se que, ao contrario que se supunha, as abelhas jatai sdao muito
seletivas quanto a planta utilizada como fonte de resinas (como se observa nas Figuras
9 e 10) utilizando S. terebenthifolius, como principal fonte vegetal para as resinas da

prépolis nas trés regides do Brasil analisadas.

Concluimos que ESI(-)-MS e ESI(-)-MS/MS também caracterizaram amostras de
préopolis da abelha nativa T. angustula ou jatai, indicando que seus principais
componentes sejam terpenos com grupamentos acidos que permitiram sua analise em
modo negativo. Semelhancgas entre a composi¢cao da propolis de jatai e de extratos da
aroeira vermelha foram detectados através do fingerprint obtido por ESI(-)-MS e a
caracterizagao dos compostos por ESI(-)-MS/MS de alta resolugdo. Nenhuma das
outras plantas analisadas apresentaram compostos em comum com a prépolis de jatai

nos seus fingerprints ESI(-)-MS.
Os resultados deste estudo ja foram publicados em:

SAWAYA, A.C. H. F., CUNHA, |. B. S., MARCUCCI. M. C., RODRIGUES, R.F. O,,
EBERLIN, M. N., Brazilian Propolis of Tetragonisca angustula and Apis mellifera.
Apidologie, v. 37, 398-407, 2006.
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9. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E COMPOSICAO DE PROPOLIS DO
SERTAO DA BAHIA.

No Capitulo 7 foi analisada a composicdo de amostras de propolis de A. mellifera
provenientes do sul e sudeste do Brasil e comparacdo com das importantes fontes
vegetais destas amostras e no Capitulo 8 foram analisadas amostras de prépolis de T.
angustula do sul, sudeste e nordeste do Brasil, observando que sua constante
composicao se devia ao uso preponderante da planta S. terebenthifolius como fonte de
resinas em todas as regides estudadas. Retomamos entdo o estudo das amostras de

propolis de A. mellifera do nordeste.

A prépolis do nordeste brasileiro comecou a ser estudada recentemente, e pouco
se sabe sobre sua composi¢do, origem vegetal de suas resinas e sequer sobre sua
atividade. O estudo inicial (Capitulo 6) dividiu as 8 amostras de propolis (de cor
vermelha) de A. mellifera do nordeste analisadas em dois grupos (R1 e R2) com
composicao diferente, de acordo com seus fingerprints ESI(-)-MS. Subsequentemente,
amostras de prépolis de A. mellifera (de cor marrom) provenientes de Cruz das Almas,
BA, cujo fingerprint ndo se enquadra em nenhum dos dois grupos observados
anteriormente, foram analisadas. As amostras sdo provenientes do mesmo apiario, as
caixas foram colocadas no campo em janeiro de 2003 e a propolis foi coletada em julho
(grupo A) e em dezembro (grupo B) do mesmo ano para observar a influéncia das
estacdes na sua composicdo. Amostras de propolis de A. mellifera tipo R1 coletadas na
mesma época no litoral da Bahia foram analisadas, com fins comparativos, por ESI(-)-
MS. Todas as amostras de propolis foram extraidas como descrito no item 5.4 e
analisadas por ESI(-)-MS como descrito no item 5.1. As intensidades relativas dos ions
mais intensos dos fingerprints de cada amostra foram usadas como variaveis para
analise quimiomeétrica por PCA para avaliar a variabilidade de amostras de prépolis de
A. mellifera dentro da mesma regido. A Figura 11 mostra os graficos PCA resultantes

desta analise.
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Figura 11. Analise por PCA dos fingerprints obtidos por ESI-MS em modo negativo das
amostras de propolis de Cruz das Almas, Bahia obtidas em junho (a) e dezembro (b), e
de outras amostras do litoral da Bahia (ba). A figura superior (S) mostra o agrupamento
das amostras (scores) enquanto a inferior (L) mostra os ions responsaveis por este
agrupamento (loadings).
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Ao analisar visualmente os fingerprints obtidos por ESI(-)-MS, observa-se que
houve uma maior variagdo na composi¢cao das amostras do primeiro semestre (A) do
que as do segundo semestre (B), que foi confirmado por PCA (Figura 11 S). Nesta
figura observamos as amostras A distribuidas por toda a parte superior da figura e as
amostras B agrupadas do lado esquerdo somente. Os ions responsaveis pelo
agrupamento de todas as amostras B e parte das amostras A, foram m/z 371, 373, 375,
401, 455, 469 e 471 (Figura 11 L). Estes ions provavelmente pertencem a mesma
classe de compostos, devido a semelhanca entre seus ESI(-)-MS/MS; muitos sofrem
perda neutra inicial de 44, indicativo de acidos carboxilicos em modo negativo. Estes
ions também foram encontrados nas amostras de propolis de jatai e em extratos de S.
terebenthifolius, sua identidade confirmada por ESI(-)-MS/MS. Em nenhum fingerprint
das amostras de propolis de Cruz das Almas foram encontrados os ions diagndsticos
da propolis vermelha do litoral (ba).
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Figura 12. Fingerprints obtidos por ESI-MS em modo negativo, de duas amostras (A e
B) de prépolis de Apis mellifera com composicao diferente provenientes de Cruz das
Almas, BA.
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Na Figura 12 compara-se um fingerprint tipico das amostras que contém os ions
que prevalecem nas amostras obtidas no segundo semestre (B), com uma amostra,
onde outros ions prevalecem (A), obtida no primeiro semestre. O fato que as amostras
colhidas no segundo semestre sdo mais parecidas entre si indica que nessa época do
ano uma planta fornece resinas que as abelhas utilizam preferencialmente para
propolis. O responsavel pelo apiario que forneceu as amostras de propolis (Dr. Carlos
A. L. Carvalho) informou que havia na regido S. terebenthifolius ou aroeira vermelha e
que estas arvores eram frequentemente visitadas pelas abelhas do apiario. Partes

aéreas da planta foram fornecidas para analise e identificacdo da espécie.

Os ESI(-)-MS/MS dos ions acima citados, de m/z 371, 373, 375, 401, 455, 469 e
471, e aqueles encontrados no fingerprint de amostras de prépolis de jatai no Capitulo 7
(que se originam de resinas de S. terebenthifolius) sao iguais, indicando que, nesta
regido, as abelhas A. mellifera estejam colhendo resinas de S. terebenthifolius. Os
principais ions observados na Figura 12 B também sao tipicos de prépolis de jatai e os

resultados aqui obtidos indicam que sejam provenientes de S. terebenthifolius.

Um estudo recente mostrou que ha triterpenos, em amostras de prépolis de Apis
mellifera do Piaui, similares aos encontrados no caule de Manguifera indica [SILVA et
al., 2005]. Estas duas plantas (S. terebenthifolius e M. indica) sdo da mesma familia
(Anacardiacea) e possivelmente tenham compostos similares resultantes de
metabolismo analogo. Embora os fingerprints ESI(-)-MS de extratos metandlicos das
partes aéreas de mangueiras ndo apresentaram ions similares aos encontrados em
prépolis de jatai ou de A. mellifera de Cruz das Almas, € possivel que os compostos
encontrados no caule sejam diferentes daqueles encontrados nas partes aéreas da
mesma planta. Portanto seria interessante estudar extratos provenientes do caule de S.

terebenthifolius e M. indica por ESI-MS futuramente.

48



Além de avaliar a composicao destas amostras de propolis de Cruz das Almas,
BA, foi avaliada a atividade antioxidante das mesmas por método cromatografico. O
processo oxidativo em nivel celular € considerado um dos fatores mais importantes para
o envelhecimento, por isso substancias antioxidantes naturais que inativam radicais
livres podem ser de grande valia na prevengao e contengédo de doengas. Como varios
compostos ja foram encontrados em prépolis do sudeste do Brasil com forte atividade
antioxidante [HAYASHI et al., 1999] é interessante testar a atividade antioxidante de
outros tipos de propolis. Como a prépolis do Nordeste foi pouco estudada até o
momento, todas as informagdes sobre sua atividade farmacolégica € composi¢cao
quimica sao de extrema relevancia. Para avaliar a atividade antioxidante das amostras
de proépolis de Cruz das Almas foram testadas duas metodologias diretamente nas
placas cromatograficas, como descrito no item 5.3. Observamos que as amostras se
comportaram de maneira diferente, dependendo se sua composigdo. As amostras cujo
fingerprint se assemelhava ao da Figura 12 B, ou seja, as amostras com maior teor de
triterpenos obtidos de S. terebenthifolius, apresentavam halos de atividade antioxidante
em maior numero e de tamanho maior que as outras amostras, portanto foram

investigadas mais a fundo.

Na Figura 13 observam-se as placas de TLC de uma amostra representativa do
grupo B, reveladas dos trés modos diferentes. O método de HAMMERSCHMIDT e
PRATT (1978) se baseia na descoloragdo do caroteno ao ser oxidado, portanto os
locais que continuam de cor amarela na placa apos 3 horas revelam a presenca de
compostos com atividade antioxidante (Figura 13 a). As principais desvantagens desta
técnica sdo a demora para ler o resultado (3 horas exposta a luz solar) e a variabilidade

causada por diferencas na intensidade da luz a qual a placa fica exposta.
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Figura 13. Cromatografia em camada delgada revelada com: a) acido linolénico e -

caroteno; b) acido sulfurico e permanganato de potassio e c) vanilina sulfurica.

Para tentar contornar estes problemas, o método preconizado pela APACAME
(1999) para avaliagao de atividade antioxidante de amostras de prépolis, foi adaptado a
TLC, aplicando diretamente nas placas uma solugao de 1% acido sulfurico em etanol e
depois uma solugcdo de permanganato de potassio. Esta metodologia € mais rapida,
mostrando imediatamente os halos incolores, nos locais onde ha atividade antioxidante,
que podem ser facilmente distinguidos do fundo roxo-avermelhado. Esta metodologia
nao depende da luz solar nem é necessario aguardar trés horas, pois os halos se
formam imediatamente, portanto € mais rapida e menos variavel. Esta revelagao
também foi usada para detectar compostos com atividade antioxidante em placas de
TLC (Figura 13 b).

A revelacgao por vanilina sulfurica (Figura 13c) € aplicada normalmente a placas

de TLC para visualizar compostos fendlicos e terpénicos.
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Alguns compostos que demonstraram ter atividade antioxidante nas placas da
Figura 13 a e b (indicados por linhas na figura) foram isolados por TLC preparativa,
extraidos com metanol e caracterizados por ESI(-)-MS e ESI(-)-MS/MS (Tabela 5),
apresentando ions com m/z 373, 401 e 469. Observou-se que a dissociagcao destes
compostos foi igual a observada para compostos do mesmo m/z nominal encontrados

em propolis de jatai, e em extratos de flores e folhas de S. terebenthifolius.

Tabela 5. M/z dos ions [M - HJ, energia de colisdo usada e padrao de dissociagao de
compostos encontrados em extratos propolis de Cruz das Almas, BA, com atividade
antioxidante.

[M-HT Energia de colisdo  Principais fragmentos m/z (abundancia relativa %)

373 30 373 (10), 329 (100), 119 (5), 106 (5)

401 30 401 (10), 357 (100), 119 (5), 106 (5)

469 45 469 (10), 451 (15), 439 (20), 423 (10), 407 (100), 391 (15)

Concluiu-se que a composi¢cao das amostras de prépolis obtidas de abelhas A.
mellifera provenientes de Cruz das Almas, BA, tem composigao variavel dependendo da
época do ano. Sua composicdo € diferente de outras amostras do Nordeste até aqui
estudadas, e aparentemente as abelhas retiraram parte das suas resinas de S.
terebenthifolius, principalmente no segundo semestre do ano. Trés compostos, com m/z
373, 401 e 469 foram caracterizados como tendo atividade antioxidante, pelo uso de
TLC e ESI(-)-MS. Sua estrutura ainda ndo pode ser determinada, mas a sua
fragmentacédo indica que pertencem a mesma classe de compostos que os acidos
masticadiendico e masticadiendlico encontrados em proépolis de jatai provenientes de

S. terebenthifolius.

51



10. FINGERPRINT DE PROPOLIS DE ABELHAS NATIVAS
BRASILEIRAS

Ao longo dos estudos efetuados com propolis de A. mellifera (Capitulos 6, 7 e 9)
e T. angustula (Capitulo 8) foram coletadas amostras de outras abelhas nativas sem
ferrdo (inclusive de abelhas brasileiras aclimatadas em Portugal) porém em numero
insuficiente para permitir um estudo individual da propolis de cada tipo de abelha.
Semelhancgas entre os fingerprints obtidos por ESI(-)-MS das amostras de propolis de
abelhas nativas com amostras cuja composi¢gdo e/ou fontes vegetais foram
determinados em trabalhos anteriores, nos permitiram estudar comparativamente estas
variadas amostras de propolis, tomando em consideragdo a origem geografica da
amostra e o tipo de abelha da qual provinham. A identificagcdo da espécie de abelha foi

feita pelos apicultores e pesquisadores que forneceram as amostras.

Na Tabela 6 esta uma lista das amostras de prépolis brasileira usadas neste
estudo. Duas colénias de abelhas nativas, das espécies Mellipona quadrifasciata e
Plebéia negriceps foram introduzidas e aclimatizadas a um zooldgico de insetos na
regido de Alentejo, Portugal, e amostras de sua propolis junto com uma amostra de
propolis de A. mellifera oriunda do mesmo zooldgico, foram fornecidas pelo proprietario

do local, Sr. J. P. Cappas e Souza (www.cappas-insectozoo.com).
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Tabela 6. Espécie de abelha e local de coleta da amostra de propolis analisadas no

Capitulo 10.

Amostra Especie Coletada em: Regido
Ta1 Tetragonisca angustula Claudio, Minas Gerais sudeste
Ta2 Tetragonisca angustula Florianépolis, Santa Catarina sul
Ta3 Tetragonisca angustula Cruz das Almas, Bahia nordeste
Mqg1 Melipona quadrifasciata Amazonas norte
Mqg2 Melipona quadrifasciata Amazonas norte
Mqg3 Melipona quadrifasciata Cruz das Almas, Bahia nordeste
Mq4 Melipona quadrifasciata Ribeirdo Preto, Sdo Paulo sudeste
Pr1 Plebeia remota Prudentopolis, Parana sul
Pr2 Plebeia remota Prudentopolis, Parana sul
Pr3 Plebeia remota Parana sul
Pd Plebeia droryana Atibaia, Sdo Paulo sudeste
Pd3 Plebeia droryana Ubatuba, Sao Paulo sudeste
Ps1 Plebeia sp. Parana sul
Ps2 Plebeia sp. Itaparica, Bahia nordeste
Ls Lestrimelitta sp. Parana sul
Tc Tetragona clavipes Parana sul

Nt Nannotrigona testaceicornis Minas Gerais sudeste

Sb Scaptotrigona bipunctata Parana sul
Ms1 Melipona scutellaris Bahia nordeste
Ms2 Melipona scutellaris Cruz das Almas, Bahia nordeste
Ms3 Melipona scutellaris Sauipe, Bahia nordeste
Ms4 Melipona scutellaris Amazonas norte

Mf Melipona favosa Corumba, Mato Grosso do Sul centro-oeste
Am1 Apis mellifera Parana sul
Am2 Apis mellifera Bahia nordeste
Am3 Apis mellifera Cruz das Almas, Bahia nordeste

Todas as amostras de prépolis foram extraidas como descrito no item 54 e
analisadas por ESI(-)-MS como descrito no item 5.1. Os extratos de propolis de abelhas
nativas e de A. mellifera foram diluidos e inseridos diretamente no espectrometro de
massas Q-TOF da Micromass, obtendo-se espectros em modo negativo na faixa de 100
a 1000 m/z. Como n&o foram observados ions intensos com m/z acima de 610 os

fingerprints sao apresentados de m/z 200 a 650.
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Figura 14. Analise por PCA dos 10 ions mais intensos de cada fingerprint ESI-MS em
modo negativo das amostras de prépolis de A. mellifera e abelhas nativas sem ferrdo
(siglas na Tabela 6): amostras agrupadas (A) e ions caracteristicos para cada grupo

(B). Os ions agrupados no centro da figura 14 B foram comuns a varias amostras.
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A Figura 14 mostra a analise por PCA dos fingerprints ESI(-)-MS das amostras
de propolis brasileira. Para este estudo foram usadas as intensidades relativas dos 10
ions mais intensos de cada amostra. Podemos observar que as amostras foram
divididas em trés grupos principais (Figura 14 A) correspondentes a ions caracteristicos
observados nos fingerprints (Figura 14 B). Uma andlise detalhada destes ions nos
permitiu identificar as fontes vegetais de dois grupos de amostras. A Figura 15 mostra

fingerprints ESI(-)-MS tipicos de amostras de cada grupo, que serdo discutidos a seguir.

O Grupo 1 é composto de 9 amostras de propolis sendo: trés de T. angustula
(Santa Catarina, Minas Gerais and Bahia); uma de Nannotrigona testaceicornis - Minas
Gerais; uma de Plebeia sp. - Itaparica, Bahia; uma de Plebeia droryana - Sao Paulo; e
trés amostras provenientes do interior da Bahia (Cruz das Almas) sendo
respectivamente: A. mellifera, Melipona scutellaris e M. quadrifasciata. A figura 15
mostra como exemplos tipicos do grupo 1, fingerprints de T. angustula de Minas
Gerais (Figura 15A) e de P. droryana de Sao Paulo (Figura 15B). Os ions de m/z 371,
373, 401, 455, 469 e 471 (Figura 14 B) que sdo diagndsticos destas amostras, séo
também caracteristicos de propolis de T. angustula em todo o Brasil, e derivados de
resinas de S. terebenthifolius, como determinado no Capitulo 8 [SAWAYA et al., 2008].
Referéncias foram encontradas ao fato de abelhas nativas visitarem intensamente esta
arvore no sudeste [RAMALHO et al., 1990] e sul do Brasil [WILMS et al., 1997], embora
nao se soubesse se era para obter, pdlen, néctar ou resinas. Tudo indica que as
amostras de propolis do Grupo 1 usam como fonte vegetal principal as partes aéreas da
arvore S. terebenthifolius, ou aroeira vermelha, que, devido a sua distribuicdo
geografica ampla, é usada como fonte vegetal em amostras de propolis no sul, sudeste

e nordeste do Brasil.

O Grupo 2 também é composto de 9 amostras de prépolis: duas de Plebeia
remota, uma cada de Plebeia sp., de Lestrimelltta sp., de Tetragona clavipes, de
Scaptotrigona bipunctata e de A. mellifera, todas do Parana; e mais uma de Melipona
favosa de Mato Grosso do Sul e uma de M. quadrifasciata de Sao Paulo. A figura 15 D
mostra um fingerprint de propolis de A. mellifera do Parana e Figura 15 E um de P.
remota do Parana, ambos tipicos do Grupo 2. Os ions de m/z 301, 315, 317, 319, 333,

e 361 (Figura 14 B) s&o caracteristicos desta amostras e de amostras de propolis
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marrom de A.mellifera do sul do Brasil. Estes ions também foram encontrados em
resinas de arvores do género Araucaria no Capitulo 7 e identificados por comparagao
dos ESI(-)-MS/MS das resinas e das amostras de propolis. A maioria das amostras do
Grupo 2 provéem do estado do Parana, onde estas arvores sdo comuns e estas resinas
aparentemente sdo a principal fonte vegetal para prépolis de abelhas nativas e A.
mellifera. Nos fingerprints das amostras de propolis do sul do Brasil encontramos
também os ions caracteristicos de m/z 253, 255 (Figura 15 D and 15 E) que foram
identificados como crisina e pinocembrina por ESI(-)-MS/MS, flavondides caracteristicos
da prépolis de A. mellifera do sul do Brasil, e de prépolis européia (Capitulo 6). Nao foi
identificada a origem vegetal destes flavondides no Brasil, mas é interessante notar que
tanto as abelhas nativas (P. remota) como abelhas A. mellifera obtém resinas desta
fonte vegetal. A amostra de prépolis de P. remota do sul do Brasil (Figura 15 E)
também contem compostos derivados S. terebenthifolius, observados na forma de ions

de m/z 453 and 471 no seu fingerprint.

Duas amostras de propolis (P. droryana de Sdo Paulo e P. remota do Parana)
foram colocadas entre Grupos 1 e 2 no PCA da Figura 14 A, o que indica que obtiveram
suas resinas de ambas as fontes vegetais ; S. terebenthifolius e araucaria . A Figura 14
C mostra o fingerprint de uma destas amostras (P. droryana de Sao Paulo) onde séo
observados os ions de m/z 301 and 319 (caracteristicos de araucaria) e os ions de m/z
373, 401, 455 and 471 (caracteristicos de S. terebenthifolius).
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Figura 15. Fingerprints ESI-MS em modo negativo de propolis de: (A) T. angustula /
Minas Gerais - Grupo 1; (B) P. droryana / Sao Paulo — Grupo 1; (C) P. droryanal Sao
Paulo- entre Grupo 12 2; (D) A. mellifera /| Parana — Grupo 2; (E) P. remota / Parana
— Grupo 2; (F) M. quadrifasciata | Amazonas - Grupo 3 e (G) A. mellifera | Bahia —
Grupo 3.
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O Grupo 3 é composto de seis amostras de propolis: trés de M. scutellaris da
Bahia e Amazonas; duas de M. quadrifasciata de Amazonas e uma de A. mellifera do
litoral da Bahia. O ion mais caracteristico destas amostras € o de m/z 271 (Figura 14 B)
encontrado anteriormente em proépolis vermelha de A.mellifera do Nordeste do tipo R1
(Capitulo 6). Embora a fonte vegetal deste tipo de prépolis ainda nao foi determinada, a
mesma espécie de planta € aparentemente usada por diversas espécies de abelhas na
regido norte e nordeste do Brasil. A Figura 15 F mostra o fingerprint ESI(-)-MS de uma
amostra de prépolis vermelha de A. mellifera da Bahia e a figura 15 G o de uma
amostra de M. quadrifasciata do Amazonas onde o ion de m/z 271 é o mais intenso.
Notamos também o ion de m/z 601, caracteristico de propolis vermelha do litoral da
Bahia (Figura 15 G), € observado com baixa intensidade em varias amostras de

prépolis de abelhas nativas

desse estado. Também observamos no fingerprint na Figura 15 F, ions menos
intensos, porém caracteristicos de S. terebenthifolius (m/z 373, 401, 453 e 469),
indicando que até na regido norte esta arvore € uma fonte vegetal importante para
propolis de abelhas nativas. Estas observacbes a respeito da importdncia de S.
terebenthifolius como fonte vegetal de resinas para propolis de abelhas nativas condiz
com as informagdes obtidas no trabalho anterior (Capitulo 8) sobre a abelha nativa jatai,

que usa esta planta para produzir propolis em todas as regides pesquisadas.

A maioria dos fingerprints de prépolis de abelhas nativas apresentou ions
caracteristicos de S. terebenthifolius, e somente trés ndao apresentaram sequer tragos
desses ions (duas amostras de M. scutellaris de Bahia e Amazonas, e uma de S.
bipunctata do Parana). Estes resultados sao coerentes com os relatos de diversas
abelhas nativas visitando esta arvore [RAMALHO et al., 1990; WILMS et al., 1997]. Em
regides onde outras fontes vegetais estdo presentes, as abelhas nativas se adaptam e

podem usar também outras plantas (como araucaria no sul do Brasil).

No sudeste do Brasil, abelhas A. mellifera usam preferencialmente o arbusto
Baccharis dracunculifoia, como fonte vegetal para sua propolis, resultando na
conhecida propolis verde [BANKOVA et al.,1999a]. Os ions caracteristicos de este tipo

de prépolis (Capitulo 6) ndo foram encontrados em nenhuma das amostras de proépolis
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de abelhas nativas analisadas, apesar de conter sitios fendlicos e acidos e ionizarem
fortemente em modo negativo. Portanto podemos concluir que B. dracunculifoia néo é

uma fonte vegetal para propolis de abelhas nativas.
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Figura 16. Fingerprints ESI-MS em modo negativo de amostras de propolis de (A) A.

mellifera iberica (B) P. nigriceps and (C) M. quadrifasciata do zooldgico de insetos em
Portugal.
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A Figura 16 mostra os fingerprints das amostras de prépolis de Portugal. A Figura
16 A mostra o fingerprint de prépolis de A. mellifera, contendo ions caracteristicos de
propolis de paises de clima temperado. Foram identificados por ESI(-)-MS/MS o éster
prenilado do acido cafeico (m/z 247) e varios flavonoides (m/z 253, 255, 269, 271 e 313)
oriundos de arvores do género Populus, comuns na Europa [MAURI e PIETA, 2000]. O
fingerprint da amostra de propolis de M. quadrifasciata (Figura 16 C) mostra os mesmos
ions caracteristicos, com intensidades similares, indicando que estas abelhas se
adaptaram e estao usando resinas de arvores do género Populus para sua prépolis. Ja
o fingerprint da amostra de prépolis de P. nigriceps (Figura 16 B) mostra ions
caracteristicos de Populus menos intensos e ions mais intensos oriundos de outra fonte
vegetal desconhecida. Estes resultados confirmam as observacdes feitas com as
amostras de propolis brasileiras, onde vemos que abelhas de espécies diferentes
podem preferir plantas diferentes como fontes de propolis dentro da mesma regido. Por
outro lado, o fato de abelhas nativas sem ferrdo se adaptarem a vegetagao de Portugal
para obter resinas para sua propolis, demonstra a grande adaptabilidade destas

abelhas nativas.

Os resultados deste estudo ja foram aprovados para publicagdo: SAWAYA, A.C. H. F.,
CUNHA, I. B. S., MARCUCCI. M. C., ADAIR, D. S., SILVA. E. C. A., CARVALHO, C. A.
L., EBERLIN, M. N., Electrospray ionization mass spectrometry fingerprinting of propolis

from native Brazilian stingless bees. Apidologie, 2006 in press.
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11. CONCLUSOES

Amostras de propolis de Apis mellifera de varias regides do Brasil e de outros
paises foram analisadas por ESI-MS em modo positivo e negativo, observando que o
fingerprint das amostras, obtido por ESI-MS em modo negativo [ESI(-)-MS],
caracterizou claramente o tipo de propolis, podendo ser usado para a tipificacao das
amostras e a comparagao de sua composi¢ao. Foi observada uma grande variabilidade
na composicao das amostras de prépolis que era determinada pela origem geografica
das mesmas. As amostras provenientes de paises de clima temperado (Europa e
América do Norte) apresentaram fingerprints semelhantes, por ter composi¢ao similar e
retirar suas resinas de arvores do Género Populus. Ja as amostras brasileiras foram
divididas em grupos de acordo com sua origem geografica sendo dois grupos do

nordeste, um do sudeste e dois do sul.

As amostras de prépolis do sul e sudeste do Brasil ja foram anteriormente
estudadas e tipificadas. A comparagao dos fingerprints por ESI(-)-MS de amostras de
propolis de A. mellifera do sul e sudeste do Brasil os de extratos de plantas ja citadas
como sendo a fonte vegetal de suas resinas (Baccharis dracunculifolia e Araucaria
heterophylla) permitiu confirmar a clara correlagdo do tipo de prépolis com a planta
visitada para obter as resinas, demonstrando assim a utilidade de ESI-MS com injecéo
direta para este tipo de comparagdo. A analise das amostras de prépolis e dos extratos
de planta por HPLC-ESI-MS permitiu desenvolver uma lista com os espectros,
adquiridos por ESI(-)-MS/MS, de varios compostos importantes da propolis destas
regides. Estas listas serdo uteis para a identificacdo destes compostos em futuros

estudos de propolis bem como em estudos de plantas medicinais e alimentos.

Aplicando a mesma metodologia para amostras de prépolis de abelhas T.
angustula (oriundas do sul, sudeste e nordeste do Brasil) observou-se que, diferente
das abelhas A. mellifera, o fingerprint de suas amostras apresentou o mesmo perfil em
todas regides analisadas. Isto indica que estas abelhas sdo muito seletivas quanto a

planta utilizada como fonte de resinas. A analise de extratos de plantas visitadas por T.
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angustula resultou na identificagdo da planta, S. terebenthifolius, como principal fonte
vegetal para as resinas da propolis, em todas as regides do Brasil analisadas. Os
acidos masticadiendico e masticadiendlico, ja identificados em extratos de S.

terebenthifolius foram identificados em prépolis de jatai por ESI-MS de alta resolugao.

Amostras de propolis de A.mellifera, proveniente de Cruz das Almas, Bahia,
apresentaram fingerprints diferentes das outras amostras do nordeste, indicando que
estas amostras tém composicédo diferente de outras amostras desta regido e que sua
composigao varia sazonalmente. Os ions mais intensos observados nos fingerprints
obtidos por ESI(-)-MS, principalmente nas amostras coletadas no segundo semestre, se
assemelham aqueles observados em S. terebenthifolius indicando que as abelhas
obtenham resinas desta arvore. Dois métodos para determinar atividade antioxidante
diretamente em placas de TLC foram comparados, obtendo bons resultados com
ambos.Trés compostos com atividade antioxidante foram extraidos de placas de TLC

preparativa e caracterizados por ESI(-)-MS/MS.

Amostras de prépolis de varias espécies de abelhas nativas obtidas de todas as
regides do Brasil foram analisadas por ESI-MS em modo negativo e seus fingerprints
foram comparados, permitindo a divisdo das amostras em trés grupos principais,
correspondentes as plantas usadas como fontes vegetais das resinas. Amostras do sul
do Brasil apresentaram ions diagnésticos de Araucaria nos seus fingerprints. Amostras
provenientes do sudeste e do interior do nordeste, bem como algumas amostras do sul
apresentaram ions diagnosticos de S. terebenthifolius . Amostras provenientes do norte
e do litoral do nordeste apresentaram ions diferentes, cuja fonte vegetal ainda nao foi
determinada, nos seus fingerprints. A maioria dos fingerprints de propolis de abelhas
nativas apresentou ions caracteristicos de S. terebenthifolius, enquanto somente trés
nao apresentaram sequer tracos desses ions, demonstrando a importancia desta fonte
vegetal para a prépolis de abelhas nativas. Por outro lado, ions caracteristicos de B.
dracunculifolia (principal fonte vegetal da propolis verde de A. mellifera) nao foram
encontrados em nenhuma das amostras de propolis de abelhas nativas analisadas.
Portanto, podemos concluir que B. dracunculifolia ndo é uma fonte vegetal para propolis

de abelhas nativas.
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A metodologia de ESI-MS fingerprinting, aqui desenvolvida, demonstrou ser
rapida e confiavel para a caracterizacdo de amostras de propolis provenientes de
abelhas diferentes e de origens geograficas diferentes. Esta metodologia também pode
ser usada com seguranga para a comparagao de amostras de prépolis e extratos de

plantas para identificar fontes vegetais das amostras.

Acoplamento com HPLC é facil e permite isolar e caracterizar compostos,

formando bibliotecas de espectros ESI-MS/MS.

Futuramente ESI-MS fingerprinting podera ser adaptada para o controle de

qualidade e certificagdo de origem de produtos contendo propolis na sua formulagao.
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Anexo |

Estruturas de compostos encontrados em proépolis brasileira.
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HO o}
OH
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acido 2,2-dimetil-8-prenil-2H-1-benzopirano-6-propendico canferida
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acido 4-hidroxi-3(E)-(4-hidroxi-3-metil-2-butenil) acido 3-hidroxi-2,2-dimetil-8-prenil-

2H-1-benzopirano-6-propendico -5-prenil cinamico
OH /
o)
X
OH
OH
(0] (0]
—0 H HO

acido agatalico acido isocupréssico acido cupréssico
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acido (E)-3-{-4-hidroxi-3-[(E)-4-(2,3-
dihidrocinamoiloxi)-3-metil-2-butenil]-
5-prenil-fenil}-2-propendico

OH
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HO

HO HO
acido 3,5- dicafeoilquinico

OH
HO

acido masticadiendlico
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Anexo Il

Cromatogramas Cap-LC-ESI-MS obtidos no equipamento Q-TOF, nas condi¢des
descritas no item 5.2. Siglas: B1- propolis marrom do sul , B2- prépolis mista do Parana
e G- propolis verde do sudeste.
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Anexo |l

ESI(-)-MS/MS dos compostos encontrados e identificados em prépolis do
sul e sudeste do Brasil, citados na Tabela 2.
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m/z 229 - acido 2,2-dimetil-2H-1-benzopirano-6-propendico
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m/z 247 — acido 3,4-dihidroxi-5-prenilcinamico
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m/z 297- acido 2,2-dimetil-8-prenil-2H-1-benzopirano-6-propendico
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m/z 301- dihidrocanferida
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m/z 317- acido agatalico
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m/z 347- 15 metil éster do acido agatico
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