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Prépolis Tipificada: Um Novo Caminho
para a Elaboracéao de Medicamentos de
Origem Natural, Contendo este Produto
Apicola

Classified Propolis: A New Way To Produce
Medicines From Natural Sources, Containing
This Bee Product

Resumo

Foi desenvolvido um processo quimico de tipificagdo de vérias subs-
tdncias quimicas presentes na propolis brasileira, empregando-se a
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), identifican-
do-se e quantificando-se com precisédo os diferentes compostos pre-
sentes. Estabeleceu-se um processo de separacdo por cromatografia
liquida capaz de identificar os componentes majoritarios de amostras
de prépolis (marcadores principais). Com base nos resultados obtidos
através da investigacdo de centenas de amostras, foram estabelecidas
metodologias de anélise quimica de propolis brasileiras, para um con-
trole de qualidade. Através da técnica de CLAE e quantificagéo dos
compostos identificados pela mesma, foi estabelecida uma tipificagéo
para a propolis brasileira, baseando-se na presenca de marcadores.
O processo inclui a entrada de dados em uma planilha para a quan-
tificagéo das substéncias identificadas por CLAE e também estabelece
a tipagem da amostra pela quantidade de cada componente prdprio
da composicéo quimica da prépolis brasileira. Com isto, abre-se um
caminho para a utilizagao da prdpolis brasileira tipificada pela indus-
tria farmacéutica.

Abstract

A chemical process to classify many chemical substances in Brazi-
lian propolis, employing High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) was developed. It was possible to identify and quantify the
different chemical compounds in this resin. A separation process by
liquid chromatography, able to identify the main components of propolis
samples (markers), was established. After investigated more than two
hundred samples, it was developed a method for the quality control of
many compounds in this bee product. Using the quantitative HPLC, a
classification for Brazilian propolis, based in the presence of markers
was established. The process includes the data imputed in a program
to quantify the substances identified by HPLC and establishes the
classification using the amount of each chemical component in different
types of Brazilian propolis. This is a new way for pharmaceutical industry
developed new products using this classification for quality control.
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Introducéo

Nos ultimos anos, a propolis de regides tropicais,
especialmente do Brasil, tém sido alvo de grande
interesse econdmico, sendo que o Jap&o é o maior
comprador mundial deste produto brasileiro. Este
fator economicamente importante levou muitos
pesquisadores, principalmente japoneses, a inves-
tigar a propolis brasileira, sendo que se encontra
atualmente, na literatura internacional, um nimero
consideravel de artigos cientificos tratando deste
produto brasileiro.

Fontes de prépolis em zonas temperadas

Os primeiros relatos sobre a analise de prépolis,
baseados em evidéncias quimicas, surgiram na
década de 70 quando Lavie (1976) na Franca e Po-
pravko (1978) na Russia identificaram a presenca
de flavondides em prépolis e compararam com a
composicao de exsudatos de choupo e bétula. Muitas
outras publicacoes se seguiram a estas e hoje se
aceita, através de comprovagdes quimicas, que as
principais fontes de propolis em zonas temperadas
sao os brotos e exsudatos de espécies de Populus
(choupo) e seus hibridos. Estas informacoes foram
amplamente confirmadas na Europa (TAMAS et al.,
1979; POPRAVKO e SOKOLOV, 1980; NAGY et
al., 1986; GREENAWAY et al., 1987; BANKOVA
e KULEVA, 1989), América do Norte (GARCIA-VI-
GUERA et al., 1993) e regides néo tropicais da Asia
(BANKOVA et al., 1992; CHl et al., 1996). Mesmo na
Nova Zelandia, as espécies de Populus |4 introduzi-
das séo a fonte visitada pelas abelhas (MARKHAM
et al., 1996). Na Russia, especialmente nas regides
do norte, sédo espécies de bétula (Betula verrucosa)
aquelas preferidas pelas abelhas (POPRAVKO e
SOKOLQV, 1980). As amostras de prépolis origi-
nadas destas regides tém uma composi¢do quimica
muito similar, e os principais constituintes sao: flavo-
néides agliconas, &cidos aroméaticos e seus ésteres
(MARCUCCI, 1995).

Fontes de proépolis em zonas tropicais

Em regides tropicais ndo existem espécies de choupo
e bétula e as abelhas visitam outras plantas, por isso,
a composicdo quimica de amostras de tais regides é
muito distinta das de zonas temperadas (BANKOVA
et al., 2000). Investigagbes sobre esta resina em
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regides tropicais revelaram que, em muitos casos,
os flavondides séo os principais componentes des-
tas amostras, similarmente as Européias, embora a
sua origem vegetal seja diferente. Por exemplo, em
amostras do deserto de Sonora, WOLLENWEBER
e BUCHMANN (1997) identificaram alguns flavo-
néides agliconas tipicos de exsudatos da planta Am-
brosia deltoidea: 3,5,7-triidroxi-3,8-dimetoxiflavona,
xantomicrol, hispidulina, sideritiflavona, canferol,
quercetina, ramnazina e outros componentes em
menor concentracéo. Miricetina 3,7,4’,5'-tetrametil
éter e quercetina 3,7,3’-trimetil éter foram isolados
da prépolis da Tunisia, originando-se de exsudatos
de folhas de algumas espécies de Citrus (MARTOS
et al., 1997).

Nas amostras brasileiras, poucos flavonoides foram
identificados, tais como: canferide 5,6,7-triidroxi-
3,4’-diidroxiflavona, aromadendrina-4-metil éter
(BOUDOROVA-KRAVSTEVA et al., 1997), pino-
banksina e um derivado de canferol (MARCUCCI
et al., 2000a) o qual foi posteriormente confirmado
como sendo o canferide (resultados nao publicados
de nosso laboratério), além de crisina e galangina.
Nestas amostras, por outro lado, foram identificados
outros compostos novos, que possuem uma atividade
biolégica marcante (BANKOVA et al., 2000). Uma
classe de fendlicos, os acidos p-cuméaricos prenilados
foram encontrados em grande quantidade em amos-
tras brasileiras (AGA et al., 1994; BOUDOROVA
- KRAVSTEVA et al., 1997), acido 3-prenil-4-hidro-
xicinamico (PHCA), 9-E- e 9-Z-2,2-dimetil-6-carbo-
xietenil-8-prenil-2H-1-benzopirano (DCBEN) (MAR-
CUCKCI, 1996), acido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico
(DHCA) e éacido 2,2-dimetil-8-prenil-2H-1-benzo-
pirano-6-propendico (DPB). Os compostos acima
relatados, PHCA, DCBEN, DHCA e DPB, vanilina
(G,), 3-metoxi-4-hidroxicinamaldeido (G,), 2 - [1 -
hidroximetil] — vinil — 6 - acetil — 5 -hidroxicumarano
() (originario de Baccharis truncata) (MARCUCCI
et al., 2001) e os desconhecidos: H, K, L1, L2, M e
N foram isolados pela autora (MARCUCCI, 1996).
Alguns destes compostos possuem atividade antimi-
crobiana e antitumoral (AGA et al., 1994; Banskota
et al., 1998). Os flavondides estdo praticamente
ausentes nestas amostras (BANKOVA et al., 1995;
BANKOVA et al., 1996). As estruturas quimicas des-
tes compostos, anteriormente relatados, assim como
vérios outros identificados em prépolis brasileiras,
sdo mostradas na Figura 1.
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Figura 1 - Compostos quimicos identificados em prépolis brasileiras.
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Os compostos aqui apresentados estéo descritos na literatura sobre prépolis. As siglas em alguns compostos
entre parénteses, correspondem as utilizadas na analise multivariada.

Através do estudo da composigdo quimica da
prépolis, foi possivel dividi-las, segundo a sua
origem, em grandes regides geogréaficas, que
podem ser englobadas em trés grupos principais,
e que sao caracterizados por estas metodologias
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j& mencionadas. Desta maneira, pode-se deli-
near um perfil quimico de diferentes amostras
e estabelecer padroes de qualidade. A Tabela 1
mostra os compostos presentes em prépolis de
diferentes locais.
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Tabela 1 - Compostos presentes em proépolis de diferentes locais*.

Origem geografica Fonte vegetal

Europa, Asia, América do  Populus spp. (choupo)

Norte

Betula verrucosa (bétula)

Russia (regido norte)

Baccharis spp.
Brasil Araucaria spp. (7)

Desconhecida
*Fonte: BANKOVA et al., 2000.

Além dos compostos descritos até o presente mo-
mento, varios outros foram identificados e avaliados
guanto a sua atividade biolégica (BANSKOTA et al.,
1998, 2000a, 2000b, 2001a, 2001b; MARCUCCI et
al., 2001; MIDORIKAWA et al., 2001; NAGAOKA et
al., 2001). Estes resultados descritos mostram as
diferencas marcantes entre amostras brasileiras e
as de vérias outras partes do mundo (Tabela 2). Por-
tanto, é de extrema importéancia o desenvolvimento
de um ou mais métodos de anélise das prépolis
brasileiras (DE CASTRO, 2001).

Materiais e métodos

Propolis:

As propolis foram coletadas de diferentes partes
no Brasil, perfazendo um total de 200 amostras que
apresentavam perfis cromatogréficos similares.

Processo de separacéao e identificagao:

O processo consistiu em extrair o material bruto, este
colhido por raspagem de colméias racionais. Uma
quantidade determinada do material (variando de 50
a 150 mg) foi solubilizada em metanol a quente (vo-
lume variando entre 1,0 a 5,0 mL), filtrada em papel
de filtro, e passada por um filtro Millipore (0,45 u, da
Sartorius) para as anélises posteriores. Quando as
amostras eram liquidas, foram empregadas tal qual
estavam, utilizando-se apenas um fator de diluicao
das mesmas, a saber: 1, 2, 3...10% de diluigdo em
relacéo ao extrato original.
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Principais constituintes

Flavonéides como: pinocembrina, pinobanksina,
pinobanksina-3-O-acetato, crisina, galangina, acidos
aromaticos: cafeico, ferulico e cafeatos: de benzila,
feniletila e prenila).

Flavondides como: acacetina, apigenina, ermanina,
ramnocitrina, canferida, outros compostos como: a-
acetoxibetulenol.

Acidos p-cumaéricos prenilados, acetofenonas preniladas
e acidos diterpénicos, entre outros.

Lignanas furofuranicas

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE):

As anélises foram desenvolvidas em um cromatdgrafo
liquido com rede de fotodiodos e injetor automatico.
As condicdes cromatogréaficas utilizadas foram: fase
movel dgua-acido férmico (Merck) (95:5, solvente A)
e metanol grau cromatografico (Merck) (solvente B).
A eluicao foi desenvolvida em um fluxo de 1TmL/min
utilizando-se um gradiente linear. O tempo maximo
de anélise foi de 50 minutos e a deteccéo efetuada
em comprimentos de onda de 280 e 340nm. Empre-
gou-se um software apropriado para interpretacéo
dos resultados obtidos (TIP®).

Analise estatistica multivariada:

Na analise quimiométrica, os dados processados séo
representados por uma matriz X. No presente estudo,
as linhas representam as amostras de propolis en-
quanto cada coluna (p) representa as variaveis (por
exemplo, os compostos presentes na propolis). As
amostras de propolis sdo representadas como pontos
no espaco dimensional. Portanto, um dos objetivos
desta analise é justamente reduzir o espaco para
duas ou trés dimensoes, que é a limitacdo humana
para identificar, classificar e reconhecer objetos. A
matriz T, chamada de “scores” representa a posicéo
de uma amostra nesse novo espaco. A matriz V,
chamada de “loadings” representa uma matriz que
descreve o peso de cada varidveis nesse novo eixo
de coordenadas (conhecido como coordenadas prin-
cipais, PCs), neste caso, os componentes quimicos
(marcadores). No presente trabalho, foi empregada
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na analise multivariada, o software Pirouette, verséao
2.60, da Infometrix, Woodinville, WA, EUA.

Resultados e Discussao

Apos a analise cromatografica por CLAE, as amos-
tras foram quantificadas, analisadas através da qui-
miometria, e divididas em quatro grupos principais.
Um grafico destes dados produziu uma rapida visua-
lizagao das similaridades ou diferencas apresentadas
pelas amostras, em fungéo das varidveis. Portanto,
neste estudo, aplicou-se a analise multivariada para
descrever as correlagoes entre os diferentes tipos
de propolis, em funcdo dos principais compostos
quimicos (marcadores) encontrado por CLAE. As
Figuras 2A e 2B mostram a dispersdo das amostras
e das variaveis. Observa-se que existem quatro ti-
pos de prépolis distintos, ou seja, com marcadores
diferentes. O tipo BRG (fig. 2A) é caracterizado
por apresentar os marcadores G,, G, e | (fig. 2B).
O tipo BRP(PR) (fig. 2A) apresenta os compostos
DCBEN, DPB e PHCA como marcadores principais
(fig. 2B). O BRP(SP/MG) (fig. 2A) apresenta os
marcadores principais CAF, DHCA e p-CUM (fig.
2B). O BRPG (fig. 2A) forma a interface entre os
tipos BRP(PR) e BRG, com compostos destes dois
grupos (fig. 2B).

Figura 2 - Analise das componentes principais de:
(A) amostras de propolis da tipagem (scores); (B)
compostos identificados responséaveis pela separa-
cao (loadings).

BRP(SPMG) .
BRE(PR)
BRPG
BRG

4dprpea
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Abreviaturas:

CAF ¢é o &cido caféico, DHCA ¢é o &cido 3,5-dipre-
nil-4-hidroxicindmico, DPB ¢é o &cido 2,2-dimetil-8-
prenil-2H-1-benzopirano-6-propendico, PHCA é o
acido 3-prenil-4-hidroxicindmico e P-CUM, o &cido
p-cumarico, DCBEN, o 2,2-dimetil-6-carboxietenil-
2H-1-benzopirano, G1 (vanilina), 2: G2 (3-metoxi-4-
hidroxicinamaldeido), 3: | (2-[1-hidroximetil]-vinil-6-
acetil-5-hidroxicumarano).

Na Figura 3, observa-se a representagao geografica
da tipagem. Nota-se que o tipo BRP aparece nos es-
tados do sudeste, incluindo Sao Paulo, Minas Gerais
e Rio de Janeiro. O tipo BRG aparece nos estados
mais do sul do Brasil, a saber, Parand, Santa Cata-
rina e Rio Grande do Sul. Neste Ultimo, j& comega
a aparecer os flavondides em maior concentracéo,
como constituintes de resinas para a elaboragao da
prépolis, ja que o clima naquela regiao se assemelha
ao de zonas temperadas da Europa. Portanto, as
fontes vegetais parecem ser bem similares as da
Europa, tais como o dlamo. Ao que parece, quando
a fonte vegetal do tipo BRP vai terminando (que é
o alecrim) comeca a aparecer uma nova fonte de
resinas, as quais as abelhas misturam a do alecrim
que é escassa, originando o tipo BRPG que é uma
mescla dois tipos (BRP e BRG) com marcadores
de ambos. Em contrapartida, as amostras BRP do
Parana apresentam um sub-marcador, que é o com-
posto DCBEN, que esté praticamente ausente nas
propolis BRP da regido que engloba Sao Paulo, Minas
Gerais e Rio de Janeiro.
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Figura 3 - Representacéo geografica da tipagem. Estes sé@o os tipos comercializados (internamente ou expor-
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Através de CLAE, foi possivel identificar os compo-
nentes majoritarios existentes em prépolis brasilei-
ras. O grande problema hoje para se estabelecer um
controle de qualidade correto e seguro sobre a com-
posigdo das mesmas € a interpretagdo, muitas vezes
errbnea, da presenca de flavondides, que estdo em
amostras Americanas e Européias (Tabela 1), cujas
referéncias sédo empregadas aqui como padrao de
qualidade, e que se encontram praticamente ausen-
tes em amostras brasileiras. Alguns dos compostos
isolados e identificados, ora apresentados, déo
reacao positiva com o cloreto de aluminio, um rea-
gente empregado na quantificagédo de flavondides
totais (metodologia empregada rotineiramente),
porém nao se tratam de flavondides; como é o caso
do composto | (2-[1-hidroximetil]-vinil-6-acetil-
5-hidroxicumarano). Portanto, a quantificacéo de
flavonoides totais pela metodologia descrita (inspi-
rada na Farmacopéia alema), nado é adequada para
a quantificagcdo de compostos presentes na propolis
brasileiras, pois, conforme mencionado anteriormen-
te, estes reagem positivamente ao teste, e néo se
tratam de flavonoides.

Recentemente, a ANVISA divulgou no seu site uma
nota técnica sobre o Registro de Produtos a base de

propolis (Nota Técnica de 14 de setembro de 2005,
www.anvisa.gov.br). Tal nota técnica é uma guia para
o registro de produtos contendo propolis, os quais
deverao atender requisitos minimos de controle de
qualidade, entre eles, a evidéncia da presenca de
marcadores que comprovem a sua origem.*

Portanto, para os grupos caracterizados em CLAE,
foi possivel estabelecer um perfil baseado na ocorrén-
cia dos marcadores P-CUM, CAF, PHCA, DCBEN,
DHCA, DPB, G1, G2 e | que podem servir como
marcadores da propolis, caracterizada pela inci-
déncia destes compostos em praticamente todas
as amostras analisadas. Concluiu-se que a propolis
brasileira possui um marcador principal, isto € um
componente majoritério que aparece na grande maio-
ria das amostras analisadas, a saber, o acido 3,5-
diprenil-4-hidroxicinamico (DHCA) denominado de
Artepillin C® assim denominado pelos japoneses que
ja comercializam este composto na forma de pé e o
empregam no tratamento de tumores. Este composto
€ o marcador da prépolis brasileira dos tipos BRP e
BRPG. Um grupo de amostras similares, distinto do
primeiro, onde se encontram os compostos G,, G,,
[, entre outros, é constituido de prépolis tipicamente
do Sul do Brasil, denominado de BRG.

* Nota: A autora deste trabalho esteve como convidada da reuniao da Camara Técnica de Fitoterapicos da Anvisa para a discusséo
sobre a elaboragéo da Nota Técnica de 14/09/2006 (ver www.anvisa.gov.br) para Registro de Produtos a base de Prépolis, da qual

o presente trabalho foi o suporte cientifico.
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Tabela 2 - Denominacgdes de uso da proépolis por tipo, conforme sugestao enviada a ANVISA para a sua indi-

cacao terapéutica®

Nomenclatura oficial botanica
Nome popular

Parte usada
Padronizagao/Marcador

Formas de uso
Indicagoes/Acgoes terapéuticas

Nomenclatura oficial boténica
Nome popular

Parte usada
Padronizagao/Marcador

Formas de uso
Indicacoes/Agoes terapéuticas

Prépolis

Propolis

Resina “in natura”

Tipo BRP1*/Marcadores: acidos 3-prenil-4-hidroxicinamico
(minimo de 1,0%), 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (minimo de
2,7%), 2,2-dimetil-8-prenil-2H-1-benzopirano-6-propendico
(minimo de 2,3%), cafeico (minimo de 1,8%) e p-cumarico
(minimo de 1,6%).

Extratos e tinturas

Antibacteriana, Antiinflamatéria, Analgésica, Antialérgica,
Cicatrizante, Antioxidante.

Prépolis

Prépolis

Resina “in natura”

Tipo BRPG/Marcadores: acidos 3-prenil-4-hidroxicindmico
(minimo de 1,2%), 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico (minimo de
6,2%), 2,2-dimetil-8-prenil-2H-1-benzopirano-6-propendico (mi-
nimo de 9,5%), cafeico (minimo de 0,3%) e p-cuméarico (minimo
de 1,4%), 3-metoxi-4-hidroxicinamaldeido (minimo de 1,1%),
2-[1-hidroximetil]-vinil-6-acetil-5-hidroxicumarano (minimo de
0,4%) e vanilina**.

Extratos e tinturas

Antibacteriana, Antiinflamatéria, Analgésica, Antialérgica,

Cicatrizante, Antioxidante.

2 Todas as indicagoes terapéuticas ja foram comprovadas através de estudos cientificos realizados com prépolis brasileira tipificada.
* As prépolis da sub-tipagem que apresentarem quantidades menores dos marcadores, deverdo ser empregadas em quantidades

maiores na formulagéo.
** O minimo ainda nao foi estabelecido.

A principal caracteristica desta tipificagdo é que
possibilitara a agilizagdo do mercado deste produto
apicola, desde o campo até a industria farmacéutica
e cosmética, favorecendo a estas utilizarem a tipi-
ficagdo para a confecgéo dos seus medicamentos e
cosméticos, com controle de qualidade estabelecido,
ja que todos estes marcadores foram separados
nos tipos por faixas de concentragéo. Isto é, a clas-
sificagcdo é quantitativa. Todos os resultados aqui
apresentados empregando-se a cromatografia liquida
de alta eficiéncia foram comprovados por CLAE-EM
(CLAE acoplado a espectrometria de massas), em-
pregando-se também uma anélise por fingerprint de
massas. O outro fator importante da tipificagao é
que sera possivel confeccionar produtos farmacéu-
ticos, cosméticos e de higiene oral, conhecendo-se
o tipo de propolis empregada e as quantidades dos
componentes bioativos presentes, caracteristicas
nunca antes relatadas em publicacbes e patentes
sobre propolis.
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