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RESUMO

Estudo quimico e avaliacdo da atividade antioxidante da geopropolis da abelha sem ferréo
jandaira (Melipona Subnitida Ducke)

Programa de Pds-graduacdo em Quimica
Universidade Federal Rural de Pernambuco
Silvana Alves de Souza (silvanaalvesp@hotmail.com)

As abelhas Melipona utilizam diversos materiais para a construcdo e protecéo dos seus
ninhos contra inimigos, tais como resinas, cera e barro. A mistura desse material de
consisténcia dura e coloracdo caracteristica do barro da regido € chamada geopropolis.
Algumas das espécies Melipona sdo amplamente distribuidas em vérias regides, como a
espécie jandaira que é tipica do sertdo e é endémica nas caatingas nordestinas. Este trabalho
descreve o estudo quimico e a avaliacdo da atividade antioxidante de uma amostra de
geopropolis da abelha jandaira (Melipona subnitida Ducke). O estudo quimico resultou no
isolamento e identificacdo de sete flavonodides: 7-metoxi-narigenina, 7-metoxi-aromadendrina,
5-metoxi-aromadendrina, 7,4’-dimetoxi-aromadendrina, 3-metoxi-quercetina, 4’-metoxi-
kanferol, 5-metoxi-kanferol e dois fenilpropandides glicosilados: 6-O-p-coumaroil- D-
galactopiranose e 1-O-coumaroil 6-O-cinamoil-B-D-glicopiranosideo. As estruturas das
substancias isoladas foram elucidadas pelas analises dos espectros de RMN de 'H e 13C,
incluindo Técnicas de correlacdo bidimensionais e LC-ESI-MS. A elucidacdo completa da
substancia 3 (6-O-p-coumaroil- D-galactopiranose) confirma que se trata de dois anémeros
inéditos. Para a determinagdo do teor de fenolicos totais foi utilizado o reagente de Folin-
Ciocalteu e para avaliar o potencial antioxidante foram realizados os ensaios com DPPH,
ABTS e o sistema [-caroteno/acido linoléico com o extrato EtOH e fragdes hexanica, AcOEt
e MeOH/H,0. O extrato EtOH e fracOes testadas apresentaram correlacdo com o teor de
fendlicos totais e atividade antioxidante. A fracdo AcOEt apresentou a melhor atividade em
todos 0s ensaios sendo o alvo desse estudo. Todas as substancias isoladas da geopropolis da
jandaira estdo sendo descritas pela primeira vez na literatura, merecendo destaque a

substancia 6-O-p-coumaroil-D-galactopiranose que € inédita.
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ABSTRACT

Chemical study and evaluation of antioxidant activity of geopropolis jandaira of stingless bee
(Melipona subnitida Ducke)

Programa de Pds-graduacdo em Quimica
Universidade Federal Rural de Pernambuco
Silvana Alves de Souza (silvanaalvesp@hotmail.com)

Mepolina bees use different materials to build and protect their nests against
their enemies, such as resins, wax and clay. The mixture of this material of hard consistency
and coloring characteristic of the clay of the region is called geopropolis. Some
Melipona species are widely distributed in various regions, such as species jandaira which is
typical of the interior and isendemic in northeastern caatinga.This paper describes the
chemical and evaluation of antioxidant activity of a sample of geopropolis jandaira bee
(Melipona subnitida Ducke). The chemical study resulted in the isolation and identification of
seven flavonoids 7-methoxynarigenina, 7-methoxy aromadendrina, 5-methoxyaromadendrina,
7,4'-dimethoxy-aromadendrina,  3-methoxy-quercetin,  4'-methoxykanferol, 5-methoxy-
kanferol and two glycosylated Phenylpropanoids 6-O-p-coumaroil-D-galactopyranose and 1-
O-coumaroil 6-O-cinnamoyl-B-D-glucopyranoside. The structures of the isolated compounds
were elucidated by analysisof NMR spectra of 'H and*3C, including bidimensional
correlation techniques and LC-ESI-MS. The complete elucidation of the substance 3 (6-Op-
coumaroil-D-galactopyranose) confirms that these are two unprecedented anomers. To
determine the total phenolic content, Folin-Ciocalteu was used and to evaluate the antioxidant
potential, tests were performed with DPPH, ABTS and B-caroteno/acido linoleic system with
the extract and fractions EtOH hexane, EtOAc and MeOH/H,0. The EtOH extracts and
fractions tested were  correlated  with  thetotal phenolic contentand antioxidant
activity. The AcOEt fraction showed the highest activity during all the tests which was the
aim of this study.. The EtOAc fraction showed the highest activity during all the tests which
was the aim of this study. All the isolated substances from geopropolis jandira are being
described for the first time, with emphasis on the substance 6-O-p- coumaroil -D-
galactopyranose that is unprecedented.
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UV-Vis Ultravioleta-Visivel

OBS: As abreviaturas e simbolos utilizados neste trabalho e que ndo constam nesta relacao,

encontram-se descritas no texto ou sdo convencdes adotadas universalmente.
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SUBSTANCIAS ISOLADAS DA GEOPROPOLIS DA ABELHA JANDAIRA
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1. INTRODUCAO

As espécies da subtribo Meliponina, conhecidas como abelhas sem ferrdo, abelhas
indigenas, abelhas nativas, ou ainda, simplesmente por “meliponineos” ou “meliponas” S&o
muito populares em diversos paises tropicais e subtropicais (SOUZA et al., 2009). O
conhecimento empirico sobre estas abelhas, remota aos nossos indigenas, e foram passados de
geracdo a geracdo até aos nossos dias (SANTOS, 2007). As abelhas-sem-ferrdo (Melipona)
sdo insetos polinizadores, ocupam grande parte das regiGes tropicais do planeta,
especialmente na América do Sul, por se adaptarem as condi¢Bes ecoldgicas locais. Essa
adaptacdo estad relacionada com a capacidade que essas abelhas tém de contrabalancar até
certo ponto, nas regibes onde sdo nativas, os efeitos desfavoraveis da endogamia
(NOGUEIRA-NETO, 1997).

No Brasil, as espécies de abelhas sociais nativas Meliponina que produzem mel para o
consumo humano sdo: mandacaia (Melipona quadrifasciata Lep.), jatai (Tetragonisca
angustula Latreielle), jandaira (Melipona subnitida Ducke), mirim (Plebeia sp), rajada
(Melipona asilvae), canudo (Scaptotrigona sp), titba (Melipona fasciculata) e urugu
(Melipona scutellaris). Algumas dessas espécies sdo amplamente distribuidas em varias
regides, outras como a espécie jandaira (Figura 1) que é um meliponineo tipico do sertdo e é
considerada endémica nas caatingas nordestinas, tém distribuicdo mais limitada (FREITAS,
2001).

Fonte: T.M.S.Silva, 2011
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Figura 1. Abelha sem ferrdo jandaira (Melipona subnitida Ducke)

Dos biomas brasileiros, a Caatinga € 0 ecossistema mais negligenciado quanto a
conservacdo de sua biodiversidade. Setores governamentais e ndo-governamentais tém se
empenhado em encontrar solugfes para a grave situacdo em que se encontra o bioma Caatinga
e intensificar estudos dos recursos naturais e socioeconémicos desse ecossistema visando a
melhoria na qualidade de vida da populacédo e a preservacdo da fauna e da flora. Os estudos
sobre a fauna de abelhas da Caatinga tém revelado espécies endémicas, como a Jandaira
(Figura 2), com interagdes especificas com sua flora, além de informages relevantes para o
conhecimento biogeogréafico da fauna de abelhas Neotropicais. A meliponicultura é praticada
primordialmente no Nordeste com algumas espécies do género Melipona, que apresentam um
porte avantajado e armazenam boa quantidade de mel. Esta pratica tem contribuido para um
melhor conhecimento dos héabitos das abelhas sem ferrdo, e consequentemente na sua
preservacdo (CORTOPASSI-LAURINO e MACEDO, 1998).

Equador

Fonte: http://www.webbee.org.br/jandaira/mapa.fgm

Figura 2 — Distribuicdo geogréfica da abelha jandaira (Melipona subnitida) no Bioma
Caatinga
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O desenvolvimento da criagdo sustentdvel das colbnias das abelhas sem ferrdo
possibilita a exploragdo econémica de seus produtos (Meliponicultura), que serve de suporte
econdmico para muitas pessoas proporcionando-lhes uma fonte alternativa de renda. Para que
esta atividade seja bem sucedida é imprescindivel o conhecimento da bioecologia destes
insetos sociais, com a finalidade de se determinar as técnicas de manejo dispensadas a sua
producéo e reproducdo (SOUZA et al., 2009).

As abelhas Melipona utilizam diversos materiais para a construcéo e protecéo dos seus
ninhos contra inimigos, tais como resinas, cera e barro. A coleta de barro por esta espécie foi
verificada, sendo este material utilizado principalmente para fechar as aberturas, na
construcdo da entrada, e do batume divisério misturado com resinas e propolis formando a
geopropolis (Figura 3). Esta geoprépolis é de consisténcia dura e coloracéo caracteristica do
barro da regido. Outro aspecto interessante é a utilizacdo da geoprépolis pelas abelhas para a
mumificacdo de inimigos ou de competidores por espaco, como os coledpteros, que nidificam
na madeira (ALVES et al., 2007).

Fonte: T.M.S.Silva, 2010

Figura 3. Geoprépolis e potes com polen de abelha jandaira (Melipona subnitida)
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Os produtos da abelha sem ferrdo sdo: mel, pélen, geoprépolis e cera, tém sido usados
pela populagdo rural no tratamento de doengas pulmonares, inapeténcia, infecgéo dos olhos,
fortificantes e agentes bactericidas, despertando o interesse de investigacdo para padronizagédo
e isolamento de seus constituintes. Para os produtos apicolas da abelha Apis mellifera ja
existem estudos comprovados da eficécia terapéutica principalmente da atividade antioxidante
e antibacteriana, mas pouco se sabe sobre a comprovacdo das atividades terapéuticas dos
produtos das abelhas sem ferréo.

A geoprdpolis apresenta caracteristicas sensoriais similares as encontradas para a
propolis de Apis mellifera. A propolis é constituida por uma série de substancias resinosas,
gomosas e balsamicas, recolhida de brotos e cascas de arvores ou de outras partes do tecido
vegetal, pelas abelhas, que a transportam até a colméia, onde adicionam secrecdes proprias
como a cera e secrecdes salivares. A composicdo quimica da propolis € complexa e
relacionada a diversidade vegetal encontrada em torno da colméia, isso justifica a variagdo em
sua coloracdo, textura e consisténcia (PINTO et al., 2011). O uso da prépolis € muito antigo,
os primeiros relatos de sua utilizacdo datam do Egito antigo e da Mesopotamia e foi muito
utilizada pelos assirios, gregos, romanos, incas e egipcios. Seu emprego foi relatado no papiro
de Ebers, escrito em 1700 a.C., e no antigo Egito era utilizada para o0 embalsamamento dos
mortos no processo de mumificacdo (PEREIRA et al., 2002). A propolis € produzida por
diferentes variedades de abelhas, mas a atividade biol6gica de amostras de propolis produzida
por abelhas do grupo dos meliponineos € tdo importante quanto a propolis de Apis mellifera,
demonstrando que sdo necessarios mais estudos sobre tal produto natural (MANRIQUE et al.,
2008). Os meliponineos produzem geopropolis e Apis mellifera propolis.

A geopropolis de abelhas sem ferrdo tem se destacado por seus efeitos terapéuticos. O
extrato hidroalcodlico de geopropolis de tilba provenientes do estado do Maranhdo
apresentou atividade antiinflamatdria, antinociceptiva, antimicrobiana in vitro contra
Streptococcus mutan presentes na cavidade bucal e pode ser usado como alternativa para
evitar carie (CUNHA et al., 2009). O tratamento profilatico com geoprépolis da titba
apresentou atividade antitumoral in vitro e in vivo, aumentando a sobrevida dos animais
testados (ASSUNCAO, 2008) e presenca de flavonoides, triterpenos e saponinas em extratos
hidroalcodlicos (NOGUEIRA et al., 2004b). Testes feitos com a geopropolis da regido da
Baixada maranhense demonstraram a presenca de compostos fenolicos e flavondides
(DUTRA, et al., 2008).
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A investigacdo quimica do extrato etanolico da geopropolis de Trigona spinipes
permitiu o isolamento de triterpenos e flavonoides (FREITAS, et al., 2008). A presenca de
compostos fendlicos confere a geopropolis caracteristicas de antioxidante. O conhecimento da
origem botanica da geoprépolis & importante porque sua atividade bioldgica deve estar
associada as substancias provenientes das plantas visitadas por estas abelhas. A avaliacdo da
composicdo dos constituintes quimicos e da atividade antioxidante da geopropolis da abelha

jandaira (Figura 4), é fundamental para definir o seu potencial terapéutico.

Fonte: S.A.Souza, 2010

Figura 4. Geopropolis produzida pela abelha sem ferrdo jandaira (Melipona subnitida)

coletada no Meliponario no Sitio Riacho, Sousa-PB.

A adicdo de antioxidantes aos alimentos industrializados tem sido pratica corrente,
razdo que justifica o interesse pela pesquisa de novos compostos antioxidantes. Diariamente o
nosso organismo, devido ao metabolismo aerébico normal, produz vérias espécies quimicas
reativas capazes de causar danos as células. Estas espécies podem ser chamadas de agentes
oxidantes ou radicais livres (ex.: OHe, radical hidroxila) que normalmente sao eliminados por
nosso corpo com auxilio de enzimas enddgenas como a superdxido dismutase, as peroxidases
e compostos de baixo peso molecular como, por exemplo, o tocoferol, o acido ascorbico e 0s
polifendis. Se as acbes dos radicais ndo forem eliminadas eles podem causar varios danos as
células envolvidas, tais como inativacdo de enzimas, ligacBes cruzadas em proteinas,
oxidagdo de lipideos da membrana celular, quebra do DNA, envelhecimento e a instalagdo de
doencas degenerativas, como cancer, aterosclerose, artrite reumatica, entre outras. Todos
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esses fatores evidenciam a importancia do uso de antioxidantes para a prevengdo de tais
enfermidades (PINTO et al., 2011).

O desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes que resulta na inducao de
danos celulares pelos radicais livres tem sido chamado de estresse oxidativo. O estresse redox
¢ comumente definido como o desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de
oxigénio, nitrogénio e enxofre, entre outras e a remocao destas pelos sistemas quimicos e
enziméticos de defesa antioxidante e, também, pelo reparo enzimatico das biomoléculas
lesadas (RAHMAN et al., 2006; VASCONCELOS et al., 2007).

Os antioxidantes naturais possuem a capacidade de melhorar a qualidade e a
estabilidade dos alimentos, agirem como nutracéuticos e proporcionar, ainda, beneficios
adicionais a saude dos consumidores (CATANEO, 2008). Fontes importantes de diversos
compostos antioxidantes, principalmente o0s compostos fendlicos, mostraram sua
potencialidade, quando presentes em baixas concentracOes, na capacidade de prevenir ou
reduzir a extensdo do dano oxidativo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). As substancias
fenolicas contribuem para as propriedades sensoriais (cor, aroma, adstringéncia) de frutas,
mel, bebidas e vegetais. Essas substancias sdo metabolitos secundérios de plantas e estéo,
geralmente, envolvidos na defesa contra radiacdo UV ou agressdo por patdgenos. Estes
compostos encontram-se amplamente distribuidos no reino vegetal, englobam desde
moléculas simples até aquelas com elevado grau de polimerizacdo e estdo presentes nos
vegetais tanto nas formas livres como complexados a acucares e proteinas (BORGUINI,
2006).

A diversidade estrutural dos polifendis (Tabela 1) se deve a grande variedade de
combinagBes que ocorre na natureza, geralmente encontrados conjugados com aglcares e
acidos organicos, sendo classificados em dois principais tipos: flavondides e ndo flavondides.
Todos os flavonoides possuem estrutura basica contendo dois anéis benzeno, ligados ao anel
heterociclico pirano, os ndo flavonodides incluem grupos de compostos mais heterogéneos,
encontrados em grande quantidade e em diversas formas quimicas, incluindo os fendis
simples, fenois &cidos, cumarinas, estilbenos, lignanas e taninos (ARAUJO, 2011). Vérias
matrizes tém sido estudadas como fontes de antioxidantes naturais potencialmente seguros em
substituicdo aos artificiais. Entre os antioxidantes ndo-enzimaticos que tém recebido maior
atencdo por sua possivel acdo benéfica ao organismo, estdo a vitamina C (acido ascorbico) e E
(tocoferol), os carotenoides e os flavondides (PIENIZ, 2009).



Tabela 1. Classe de compostos fendlicos em plantas
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Classe Estrutra
Fendlicos simples, benzoguinonas C6

Acidos hidroxibenzoéicos C6—C1
Acetofenol, &cidos fenilacéticos C6—C2
Acidos hidroxicinamicos, fenilpropanéides C6—C3
Nafitoquinonas C6—C4
Xantonas C6—C1—C6
Estilbenos, antoquinonas C6—C2—C6
Flavondides C6—C3—C6
Lignanas, neolignanas (C6—C3)2
Ligninas (C6—C3)n
Taninos condensados (C6—C3—C6)n

Fonte: Harborne, (1986)

Os fenois &cidos (C6—C1) contém grupo carboxilico (Figura 5), sendo subdivididos

em derivados do &cido benzoico e acido cindmico. Sdo raramente encontrados na forma livre,

exceto em alimentos processados. As formas ligadas séo derivados glicosilados ou ésteres dos

acidos quinico, chiquimico e tartarico. O principal representante dos &cidos hidrocinamicos é

o0 acido caféico.

HO COOH

©:COOH
OH HO

Acido salicilico Acido gélico

OH

COOCH

OMe

Acido vanilico

X COCH X _~COOH /@/\/COOH
HO

HO HO
OH OMe

Acido Caféico Acido ferrilico

Figura 5. Principais fendis acidos.

Acido p-cumarico
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Os flavondides (C6—C3—C6) constituem uma larga familia de pigmentos fendlicos
encontrados nas plantas e alimentos. O esqueleto basico dos flavonodides é resultante de rotas
biossintéticas separadas: a do acido chiquimico e a do acetato via acido malénico (Figura 6).
A via do acido chiquimico origina a fenilalanina, precursor do acido cindmico, sendo este
responsavel pelo anel aromatico B e a ponte de trés carbonos. O outro anel aromético, anel A
do esqueleto bésico dos flavondides é formado pela rota do acetato (HARBORNE, 1986).

Acetato Acido Chiquimico

Figura 6. Esqueleto basico dos flavondides.

A estrutura dos flavondides apresenta um nucleo flavonoidico (Figura 7), que consiste
de trés anéis fendlicos referidos como os anéis A, B e C (KUHNAU, 1976). O anel A benzeno
é condensado com um anel pirano C, que na posicdo 2 liga-se a um grupo fenila B. O anel C
pode ser um pirano heterociclico, formando flavanois (catequinas) e antocianidinas, ou
pirona, formando flavonois, flavonas, flavanonas e isoflavanonas (Figura 8). O termo 4-
oxoflavonoides é frequentemente usado para descrever flavondides, tal como flavondis,
flavonas, flavanonas, e isoflavanonas, que possuem um grupo carbonil na posi¢cdo C-4 do
anel C (AHERNE e O'BRIEN, 2002). A natureza quimica dos flavonoides depende da classe

estrutural, grau de hidroxilagdo, outras substituicdes e conjugacfes e grau de polimerizacao

(HARBONE, 1986).
VOPPYO
DUAROG

0) o ()

Figura 7. Nucleo flavonoidico (I) e nucleo 4-oxo-flavonoide (11).
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o * 0
® ° 9y
N

OH /
0

Flavanéis Antocianidina Flavona

cogtlls

Flavondis Flavanona Isoflavonas

Figura 8. Principais grupos de flavonoides.

A quimica dos flavonoides é complexa devido ao fato de na sua maioria corresponder
a formas conjugadas, ligando-se a acUcares ou mais grupos fenolicos. Os flavonodis e as
flavonas ocorrem geralmente como glicosideos, principalmente, nas folhas e outras partes das
plantas acima da superficie do solo, pois sua biossintese é estimulada pela luz (HERTOG et
al., 1992b). Os flavonois sdo os que mais se destacam nos alimentos, sendo os principais
representantes a quercetina e o canferol. As flavonas sdo menos comuns em frutas e vegetais e
consistem, principalmente, dos glicosideos de luteolina e apigenina (MANACH et al., 2004).
Os flavondides tém sido indicados como antioxidantes que podem inibir a carcinogénese.
Alguns flavondides tais como quercetina, apigenina e luteolina foram indicados como
potentes inibidores de proliferagdo de células. A quercetina e apigenina inibiram o
crescimento de 23 melanomas e influenciaram enormemente o potencial invasivo e
metastatico em camundongos (NIJVELDT et al., 2001).

Um meétodo tradicional para determinacdo de flavonoides em alimentos é a
espectroscopia de absor¢do no UV-Vis. Este procedimento colorimétrico apdia-se na reacdo
de flavonodides com reagentes seletivos. Se um estudo procura separadamente determinar
flavonoides individuais, entdo a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é o método
de escolha. Os métodos CLAE tornam-se especialmente Uteis porque combinam as vantagens
de separacbes simultaneas e quantificacdo dos flavonodides sem necessitar de uma
derivatizacdo preliminar (ROBARDS e ANTOLOVIC, 1997; MATTILA et al., 2000). A
deteccdo de flavondides pelo método por CLAE é baseada na maioria das vezes em absor¢édo

no UV pela deteccdo por arranjo de diodos (DAD), que permite a escolha de varios
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comprimentos de onda, facilitando a identificagdio e a quantificagdo simultanea dos
flavondides (HERTOG et al., 1992a,b, 1993; CHILLA et al., 1996; JUSTESEN et al., 1998;
NOGATA et al., 1994; RHODES e PRICE, 1996; MARTOS et al., 1997; SIMONETTI et al.,
1997; MATTILA et al., 2000).

Os estilbenos (C6—C2—C6) sdo encontrados em baixas concentragdes e frequéncia
na dieta (vinho tinto e amendoim). O resveratrol é o mais importante estilbeno no que se
refere a acdo bioldgica (Figura 9). As lignanas (C6—C3), sdo compostos difendlicos
envolvidos na sintese da lignina, componente hidrofébico da parede celular. Os taninos sdo
oligbmeros e polimeros de flavondis, que possuem trés ou mais subunidades de fendis (C6—
C3—C6)n: condensado (proantocianidina) e hidrolisado (ésteres do acido galico) (ARAUJO,
2011).

HO
O OMe

OH
OH
Resveratrol Matairesinol
OH
HO OH
OH
HO
o] o
HO °N°
OH OH
0.0
HO OH
OH
Tanino condensado Tanino hidrolisado

Figura 9. Estilbenos e lignanas encontradas em vegetais.
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Os compostos fendlicos incluem milhares de compostos com diferentes estruturas
quimicas, correspondendo a diferentes atividades antioxidantes in vitro. O grande interesse
por antioxidantes de origem natural despertou intensa procura por materiais vegetais visando
identificacdo de novos antioxidantes. Determinar a composi¢cdo quimica e a atividade
antioxidante da geoprdpolis da abelha jandaira, agrega valor ao produto in natura e atende a

um mercado que estd em evidéncia e cresce a cada dia.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

- Avaliar a composigdo quimica e atividade antioxidante da geopropolis da abelha sem ferréo

jandaira (Melipona subnitida).

2.2. Especificos

- Determinar a origem boténica e/ou palinolégica da geoprépolis da abelha jandaira.

- Isolar e identificar através de técnicas espestroscopicas 0s provaveis constituintes quimicos
da fracdo AcOEt da geopropolis da jandaira.

- Avaliar a capacidade antioxidante através dos testes de DPPH’, ABTS™ e do sistema f-
caroteno/acido linoléico e o teor de fenolicos totais da geopropolis da jandaira.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Equipamentos e reagentes

A cromatografia em coluna foi realizada tendo como fase estacionaria Sephadex LH-
20 (Amersham Biosiences, Suécia). Para Cromatografia em Camada Delgada Analitica
(CCDA) foram usadas cromatofolhas de silica gel 60F,s4 (Merck) e como reveladores foram
utilizados reagentes de Liebermann e &cido difenilbdrico etanolamina-MeOH (reagente NP), e
a observacdo das placas foi feita pela deteccdo por irradiacdo ultravioleta (254 e 366 nm).
Para analise em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD) o sistema consistiu
em duas bombas de solvente modelo LC-6AD, equipado com um detector de arranjo de
diodos SPD-M20A (Shimadzu, Corp., Kyoto, Japan). As amostras foram injetadas em um
injetor Rheodyne 71251 com um loop de 20 pL (Coluna analitica) e 500 pL (Coluna
semipreparativa). Para determinar o perfil cromatografico foi usado uma coluna analitica
Luna 5u C-18 80A (150 x 4.6 mm x 5um, Phenomedex) e a separagdo dos constituintes em
coluna semipreparativa Luna 5u C-18 100A (250 x 21,20 mm x 5um, Phenomedex), pré-
coluna C-18 Luna 21 mm, solvente MeOH (Tedia, Brasil) grau HPLC/Espectro UV-visivel,
agua miliQ e acido formico (Tedia, Brasil). Foram usados cartuchos com membrana
Millipore com poros de 0,45 um de diametro (SUPELCO, EUA) para filtracdo das amostras e
solventes a serem analisados. A separagdo dos constituintes da fragdo AcOEt por CLAE-DAD
em metodo semipreparativo foi realizada com o seguinte sistema de elui¢do: H,O (solvente A)
e MeOH (solvente B) como fase mdvel e gradiente crescente de 0-5 min. 70-80% de B, de 5-
10 min. 80-90% de B, de 10-15 min. 90-100% de B, de 15-16 min. 100% com o fluxo de 15,0
mL/min e a recuperagdo das substancias isoladas em liofilizador. Para verificar a pureza das
substancias isoladas pelo método analitico foi usado o seguinte sistema de eluigcdo: 1% de
Acido férmico aquoso (solvente A) e MeOH (solvente B) como fase mével e gradiente
crescente de 0-10 min. 20-25% de B, de 10-20 min. 25-60% de B, de 20-30 min. 60-70% de
B, de 30-35 min. 70-100% de B e de 35-40 min. 100% de B com o fluxo de 15,0 mL/min.
Para 0 monitoramento foram utilizados os comprimentos de onda de 254 e 320 nm e

temperatura de 40 °C.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear, *H e 3C (incluindo experimentos
bidimensionais) foram registrados em espectrometros Bruker DRX500 (500 e 125 MHz) e
Bruker DPX-300 (300 e 75 MHz) para 'H e 3C, respectivamente. Como referéncia interna foi

usado tetrametilsilano ou residuo de solvente como CHCIl; DMSO e acetona. As analises em
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LC-ESI-MS foram realizadas em um cromatografo acoplado a um espectrémetro de massa da
marca Bruker Daltonics (Billerica), modelo Esquire 3000 Plus, equipado com fonte de

ionizacdo por electrospray (ESI) e analisador ion trap, operando no modo positivo.

3.2. Coleta e Analise Paninoldgica

A amostra da geopropolis da abelha sem ferrdo jandaira (Melipona subnitida Ducke)
foi coletada em 10 de janeiro de 2010 em um Meliponario situado no Sitio Riacho, Municipio
de Sousa, Paraiba-Brasil. A amostra de geoprépolis foi pulverizada até um p6 muito fino e
homogéneo; uma subamostra de 5 g desse po foi colocada em alcool absoluto por 24 h, depois
centrifugada (10 min, 2500 rpm) e descartado o liquido sobrenadante. Ao sedimento foi
adicionada solucdo aquosa de hidréxido de sodio a 10% (20 mL) e levado a banho-maria a
fervura por 10 min. Apds ter esfriado a preparacao foi centrifugada para descarte do liquido
sobrenadante. Depois o sedimento foi lavado com 30 mL de agua destilada e centrifugado. Ao
sedimento lavado, foram adicionados 30 mL de acido acético glacial, permanecendo em
repouso por um minimo de 2 h (até 24 h). Ap6s nova centrifugacao, o sedimento residual foi
levado ao banho-maria por 2 min com a mistura de acetélise de Erdtman (1960): anidrido
acetico : acido sulfurico, 9p:1p. Depois da retirada por centrifugacéo do liquido sobrenadante,
procedeu-se a nova lavagem do residuo da com agua destilada, e depois deixado por 2 h em
solucéo de glicerina a 50% (20 mL).

Com o sedimento residual da geopropolis foram montadas laminas para contagem e

identificacdo boténica dos graos de pélen presentes conforme Santos (2011).

3.3. Reagentes empregados nos testes antioxidantes

Para a realizacdo dos testes antioxidantes e teor de fendlicos totais foram usados os
reagentes: Folin-Ciocalteu (Sigma) e acido galico (Fluka) (avaliacdo do teor de fenolicos
totais); radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) (Alfa Aesas EUA) e acido ascoérbico
(Nuclear) (atividade antiradicalar com o radical livre DPPH); radical ABTS (2,2’-azinobis-
(&cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) sal de diaménio (98%) (Fluka), Trolox (6-hidroxi- 2,
5, 7, 8 — tetrametilcromano-2- &cido carboxilico 97%) (Aldrich) e persulfato de potassio
(Sigma) (atividade antiradicalar com o radical cation ABTS); trans- B-caroteno- tipo |

sintético (Sigma Aldrich), acido linoléico (Fluka) e Tween 20 (atividade antioxidante com o
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sistema B-caroteno/Acido Linoléico). A leitura de absorbancia das solugbes para as atividades
anti-radicalares, acido linoléico/B-caroteno, e o teor de fendlicos totais foi realizada no
aparelho espectrofotdmetro UV-visivel (Agilent, 8453), com as amostras colocadas em

cubetas de quartzo. Os solventes utilizados foram da marca Cinética e Tedia (BRASIL).

3.4. Obtencao dos extratos e isolamento dos constituintes quimicos

Uma amostra de 550 g da geopropolis foi triturada em almofariz, em seguida
submetida a sucessivas extracbes com EtOH. O material extraido foi filtrado (20 vezes
reutilizando o solvente apds evaporacdao a 50°C sob pressdo reduzida) produzindo o extrato
etandlico (25,8 g) (Esquea 1). Parte do extrato etandlico (15,7 g) foi dissolvida em
MeOH:H,0 (1:1) (200 mL) mantida em sonicacdo por 30 minutos. A solucdo obtida foi
submetida a sucessivas extracdes com hexano (5x 150 mL) e acetato de etila (5x 100 mL). As
fases obtidas foram filtradas e concentradas em rotavapor, obtendo-se as fracfes hexanica (4,8
), acetato de etila (4,5 g) e MeOH:H,0 (0,7 g).

A fracdo AcOEt mostrou a presenca de flavondides quando revelada com reagente NP
em CCDA e uma aliquota (3,11 g) foi submetida a coluna cromatogréfica com Sephadex LH-
20® usando como eluente CH,Cl,:MeOH (3:7), obtendo-se 15 fragdes reunidas de acordo
com os fatores de retencdo (R¢) observados em CCDA (eluente CHCI3:MeOH 9:1). A fracdo
5 da primeira coluna foi recromatografada seguindo o mesmo procedimento, resultando em
11 fragBes (Esquema 1). As fragbes 6 a 9 da segunda coluna foram reunidas apds CCDA e
submetidas a analise em CLAE-DAD. Para isto foi preparada uma solugdo a 50 mg/mL em
MeOH e injetada utilizando-se o sistema de eluicdo descrito anteriormente isolando a
substancia FA5 (3,3 mg). Uma solugdo da fracdo 3 da segunda coluna a 50 mg/mL em
MeOH foi injetada utilizando-se o mesmo sistema de eluigéo e isolando as substancias FA1
(6,5 mg) e FA2 (6,0 mg). A fracdo 4 da segunda coluna foi recromatografada seguindo o
mesmo procedimento, obtendo-se 9 fragdes reunidas de acordo com os fatores de retencéo
(R¢) observados em CCDA (eluente CHCI;:MeOH 9:1). Uma solucdo da fragdo 4 da terceira
coluna a 75 mg/mL em MeOH foi injetada utilizando-se 0 mesmo sistema de eluicdo e
isolando as substancias FA3 (1,0 mg), FA4 (6,0 mg) e FA5 (2,0 mg). A fracdo 5 da segunda
coluna foi recromatografada seguindo o mesmo procedimento, obtendo-se 7 fracdes apds
CCDA (eluente CHCI3:MeOH 9:1). Uma solucéo da fracdo 5 da quarta coluna a 10 mg/mL
em MeOH foi injetada utilizando-se 0 mesmo sistema de eluicdo e isolando as substancias
FA3 (1,5 mg), FA4 (5,0 mg), FA6 (4,5 mg).



[ Geoprépolis( 550 g)

-Extracéo (EtOH)

Extrato EtOH Bruto (25,8 g)
Partigdo (15.79)

- Evaporagéo dos solventes

-Particdo (MeOH:H20, Hexano, AcOEt)
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Fragéo

hexéanica
(4.8 g)

Fragdo
AcOEt
(4.5 g)

-Sephadex LH-20 (3,11 g)

15 Fracdes
apo6s CCDA

Fragéo 5
Sephadex LH-20

11 Fragdes

Fragao

eOH : H20
(0.7 g)

Fracbes 6a9
(apés CCDA)

ap6s CCDA

HPLC

Substancia FAS
(3,3 mg)

Fracdo 3
HPLC

Substancia FA1
(6,5 mg)

Substancia FA3 Substancia FA4 Substancia FA5

Fragao 4
Sephadex LH-20

Substancia FA2
(6,0 mg)

9 Fragdes
apoés CCDA

Fragdo 4
HPLC

(1,0 mg) (6,0 mg) (2,0 mg)

Fragdo 5
Sephadex LH-20
7 Fragoes
apo6s CCDA

Substancia FA3 Substéncia FA4 Substancia FA6

(1,5 mg) (5,0 mg) (4,5 mg)

Esquema 1. Esquema para isolamento das substancias da fracdo AcOEt da geopropolis da

abelha Jandaira
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3.5. Avaliagéo da atividade antioxidante
3.5.1. Teor de fendlicos totais

O teor dos compostos fendlicos totais do extrato EtOH bruto e nas fracdes
Hexanica, AcCOEt e MeOH:H,O da amostra de geoprépolis foi determinado pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (SLINKARD e SINGLETON, 1977; GULCIN et al.,

2004) com modificacdes, empregando o acido galico como controle positivo.

Inicialmente, uma aliquota de 500 uL de cada solugdo (extrato EtOH e fracGes
Hexanica, AcOEt e MeOH:H,0 todas a 1,0 mg/mL) solubilizada em EtOH foi transferida
para um baldo volumétrico de 5 mL, adicionando-se 100 uL do reagente de Folin-Ciocalteu e
3 mL de agua destilada, agitando-se por 1 min. Em seguida, 300 uL de Na,COj3 (15%) foram
acrescentados a mistura e agitados por 30 segundos. Finalmente a solucdo teve seu volume
aferido para 5 mL com agua destilada. Ap6s duas horas, a absorbancia das amostras foi
medida em espectrofotometro de UV-Vis em 760 nm, empregando-se cubetas de quartzo. As
analises foram realizadas em triplicata e o teor de Fendlicos Totais (FT) foi determinado por
interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma curva de calibracdo construida com
padrbes de acido galico (0,5 a 25 pg/mL) e expressos como miligramas de equivalente de
acido géalico por grama de extrato (mg EAG/g), considerando-se o Erro Padrdo da Média
(E.P.M.). A equacdo da curva de calibracdo do &cido gélico foi: Y= 0,121x + 0,047, com o
coeficiente de correlacdo de r’= 0,996, onde x é a concentracdo do &cido gélico e Y é a

absorbancia a 760 nm.

3.5.2. Avaliacao da atividade sequestradora do radical DPPH

A atividade sequiestradora de radicais livres foi realizada com o extrato EtOH bruto e
as fragbes Hexanica, AcCOEt e MeOH:H,O da amostra de geopropolis. O teste foi realizado
seguindo a metodologia descrita por Silva et al. (2006). Todas as solucGes estoque, extrato e
fragdes, foram preparadas a 1,0 mg/mL. Atraves de triagem preliminar quantidades
apropriadas da solu¢do de DPPH" (23,6 pg/mL em EtOH) foram adicionadas as amostras afim
de obter concentragdes finais que variaram de 1,0 a 80,0 pg/mL.

Cada concentracdo foi analisada em triplicata. Apds 30 minutos de agitacdo em
aparelho de ultra-som a quantidade de radicais de DPPH foi registrada em aparelho UV-

Visivel no comprimento de onda de 517 nm, utilizando-se cubetas de quartzo. Como controle
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positivo foi empregado o acido ascérbico. A percentagem de atividade sequestradora (% AS)

foi calculada pela equagéo:
% AS = 100x (Acontrole_ Aamostra)/ Acontrole

onde Acontrole € @ absorbancia do controle, contendo apenas a solucdo etandlica do
radical DPPH, e Asmostra € @ absorbancia do radical na presenca do extrato, fracbes ou do
padrdo acido ascorbico. A eficiéncia anti-radicalar foi estabelecida utilizando a analise de
regressao linear no intervalo de confianca de 95% (p<0,05) obtido pelo programa estatistico
GraphPad Prism 5.0 (DEMO). Os resultados foram expressos através da CEsy £ E.P.M., que
representa a concentracdo da amostra necessaria para obter metade da atividade sequestradora

méaxima dos radicais DPPH. Como controle positivo foi utilizado o &cido ascorbico.

3.5.3. Avaliacéo da atividade sequestradora do cation radical ABTS

O cation radical ABTS " foi preparado pela mistura de uma solugcdo de ABTS com

uma solucgdo de persulfato de potassio em agua destilada, a fim de obter concentracGes finais
de 7 mM e 140 mM, respectivamente. A solucdo foi mantida no escuro a temperatura
ambiente durante um periodo de 12-16 horas antes do uso. Ent3o a solugdo do radical ABTS™
foi diluida com etanol (1:100 v/v, aproximadamente) até uma absorbancia (A) de 0,7 £ 0,05
no comprimento de onda de 734 nm, em UV-Visivel, a uma temperatura de equilibrio de 30
°C. As solugdes estoque do extrato EtOH, das fracdes hexanica, AcCOEt e MeOH/H,0 foram
preparadas em EtOH a concentracdo de 1,0 mg/mL. Através de triagem preliminar,
quantidades apropriadas da solucdo de ABTS™, foram adicionadas as amostras a fim de obter
concentracdes finais que variaram de 1,0 a 80,0 pg/mL. Cada concentragdo foi testada em
triplicata. As solugdes foram agitadas e, apds 10 minutos de reacdo, a absorbancia das
amostras e do padrdo foram medidas em um espectrofotbmetro de UV-Visivel em
comprimento de onda de 734 nm, utilizando-se cubetas de quartzo. A percentagem de

atividade sequiestradora (% AS) foi calculada pela equagéo:
% AS = 100x (Acontrole* Aamostra) /Acontrole

onde Acontrole € @ absorbancia do controle, contendo apenas a solucdo alcodlica do
radical ABTS™, e Aamostra € @ absorbancia do radical na presenca do extrato, fragdes ou do
padrdo trolox. A eficiéncia anti-radicalar foi estabelecida utilizando a analise de regresséo

linear no intervalo de confianca de 95% (p<0,05) obtido pelo programa estatistico GraphPad
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Prism 5.0 (DEMO). Os resultados foram expressos através da CEsp + E.P.M., que representa a
concentracdo da amostra necessaria para obter metade da atividade seqiiestradora méaxima
dos radicais ABTS ™. A determinacio da CEsq do extrato EtOH e das fragdes hexanica, ACOEt
e MeOH/H,0 da geoprépolis da Jandaira foi realizada pela metodologia descrita por Re et al.
(1999), utilizando o Trolox como composto padrdo, um analogo da vitamina E solivel em

agua.

3.5.4. Ensaio da atividade antioxidante frente ao sistema g-caroteno/acido linoléico

A solugdo do sistema B-caroteno/acido linoléico foi preparada adicionando-se uma
aliquota de 50 pL da solugdo de B-caroteno (20 mg/mL em cloroférmio) em um erlenmeyer
de 250 mL com 80 pL de &cido linoléico e 660 pL de Tween 20 (monopalmitato de
polioxietileno sorbitan). Ao erlenmeyer foram adicionados 90 mL de &gua destilada
(previamente submetida a tratamento em atmosfera de oxigénio, durante 30 minutos). A
absorbancia da emulsdo foi ajustada entre 0,7 a 0,6 nm a 470 nm. Aliquotas dos extratos (50
pg/mL) foram comparadas ao controle (sem antioxidante) e ao Trolox (16 pg/mL), utilizado
como antioxidante padrdo. Uma leitura inicial da absorbancia foi feita imediatamente ap6s a
adicdo das amostras e do padrdo ao sistema visando a determinacdo do tempo zero.
Posteriormente, a absorbancia foi monitorada a cada 20 minutos, durante o periodo de 120
minutos. As amostras foram mantidas em banho-maria a 40 °C durante as leituras. A
capacidade antioxidante foi expressa em porcentagem de inibi¢do da oxidacdo. O decréscimo
da leitura da absorbancia das amostras foi comparado com o sistema e estabelece a

porcentagem de oxidacao:

Reducéo da absorbancia = AbSinicia — ADSfinal
% Oxidacgéo = [(Reducgéo da AbS)amostra X 100] / (Reducdo AbS)pranco

% Protecdo = 100 — (% Oxidacao)
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3.5.5. Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio dos programas MS Office
MICROSOFT Excel (2007) e GraphPad Prism® versdo 5.0 (DEMO) (GraphPad Software
Inc., San Diego CA, EUA). Foi realizada a analise por ANOVA e o teste de Tukey para
determinar as diferencas entre as amostras (p<0,05). Foram analisadas as correlacdes entre 0s

testes anti-radicalares e o teor de fendlicos totais pela correlagdo de Pearson.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Perfil cromatogréfico da fracdo e subfracées AcOEt da geopropolis da jandaira.

Os cromatogramas da fracdo AcOEt (Figura 10-14) apresentaram varios picos que
foram atribuidos a presenca de polifendis com base na analise dos espectros de ultravioleta e

de seus comprimentos de onda de maxima absor¢do. O perfil de absorcdo é caracteristico de
flavonoides e polifendis com unidades de agucar.
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Figura 10. Cromatograma (HPLC-DAD, 320 nm) da Fracdo AcOEt.

mAU
300 -1320nm,4nm (1.00)

250

200

150

100+

Figura 11. Cromatograma (HPLC-DAD, 320 nm) da Subfracdo AcOEt 6-9 (Substancia
isolada FA2).
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Figura 12. Cromatograma (HPLC-DAD, 320 nm) da Subfracdo AcOEt 3 (Substancias
isoladas FA1 e FA2).
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Figura 13. Cromatograma (HPLC-DAD, 320 nm) da Subfracdo AcOEt 4 (Substancias
isoladas FAL, FA4 e FA2).
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Figura 14. Cromatograma (HPLC-DAD, 320 nm) da Subfragdo AcOEt 5 (Substancias
isoladas FA1, FA4 e FA3).
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4.2. Analise Palinoldgica

A identificacdo das plantas visitadas pelas abelhas é de fundamental importancia para
0s produtores, por indicar as fontes de alimento utilizadas para a coleta do néctar e do pélen,
visando maximizar o aproveitamento dos recursos troficos, principalmente em éareas de
vegetacdo natural (HOWER, 1953). Um dos métodos utilizados para caracterizar a flora
visitada pelas abelhas é por meio dos tipos polinicos encontrados no material (mel, pélen,
prépolis, geopropolis) produzido pelas abelhas. O levantamento palinoldgico quantitativo e
qualitativo de uma amostra obtido pela anélise polinica constitui o seu espectro polinico. O
espectro polinico da amostra analisada estd resumido na Tabela 2, sendo apresentados 0s
diferentes tipos polinicos presentes na amostra de geopropolis de jandaira e sua classificacdo
guanto a sua representatividade na amostra. De acordo com a literatura o p6len dominante
(acima de 45 %) representa a origem botanica da amostra; o acessorio (de 16 a 45 %) indica
outras plantas visitadas pelas abelhas; o isolado importante (de 3 a 15 %) e o pdélen isolado
ocasional (menor que 3%) fornecem a procedéncia geografica da amostra (MIRANDA e
ANDRADE, 1990).

A avaliacdo polinica da amostra de geoprépolis coletada em um meliponério situado
no Sitio Riacho, municipio de Sousa-Paraiba, produzida pela espécie Melipona subnitida,
revelou a presenca de 14 tipos polinicos diferentes, dentre os quais Senna (49,02%) como
polen dominante, Astronium (11,76%) e Piptadenia moniliformis (11,76%) polen acessorio
(Tabela. 2). A tipificacdo das Mimosas spp. segue Lima et al. (2008) . A andlise polinica €
uma ferramenta analitica valiosa que, ao estabelecer o espectro polinico da amostra, elucida
o0s recursos alimentares utilizados pelas abelhas, sendo que as familias mais representativas
nos espectros polinicos da geoprépolis da jandaira avaliada foram Leguminosae e

Anacardiaceae.



Tabela 2. Analise palinologica de geopropolis de jandaira coletada em 10 de janeiro de 2010.

Tipos polinicos Geopropolis
Frequéncia relativa (%, n=300)
Amaranthaceae - Alternanthera 1,96
Amaranthaceae - Amaranthus 7,84
Anacardiaceae - Astronium 11,76
Commelinaceae - Combretaceae 1,96
Convolvulaceae - Ipomoea 1,96
Leguminosae - Mimosa arenosa 1,96
Leguminosae - Piptadenia 11,76
Leguminosae - Senna 49,02
Malvaceae - Malpighiaceae 5,88
Myrtaceae - Myrcia 7,84
Poaceae 1,96
Rubiaceae - Borreria 1,96
Verbenaceae 1,96
Indeterminado 1,96
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4.3. ldentificacdo estrutural das substéncias isoladas da Geoprépolis da abelha sem
ferrdo jandaira (Melipona Subnitida)

Fenilpropandides glicosilados:

FAl

1-O-coumaroil 6-O-cinamoil-p-D-glicopiranosideo

6-O-p-coumaroil-D-galactopiranose

Flavonoides:

7,4’-dimetoxi-aromadendrina

FA4.3 OH O OMe O
FAS FAG6.1

2 i- - -
47-metoxi-kanferol 3-metoxi-quercetina 5-metoxi-aromadendrina

OMe O FA6.2

5-metoxi-kanferol
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4.3.1 Identificacdo estrutural de FAl

Os espectros de RMN de *H e *C de FA1 sugeriram a presenca de um éster derivado
do é&cido cumarico com um monossacarideo. A unidade glicosidica apresentou picos
duplicados no cromatograma (Figura 15) e nos espectros indicando a presenga dos and0meros
o e B. O espectro de RMN de 'H (Figura 17) mostrou dois dupletos para hidrogénios
aromaticos com o sistema de AA'BB' em 6y 7.5 (H-2, 6; d, J=8.7 Hz) e 64 6.7 (H-3, 5; d,
J=8.7 Hz), dois dupletos para hidrogénios olefinicos em posicédo trans em oy 7.7 (H-7; J=15.9
Hz) e oy 6.4 (H-8; J=15.9 Hz) evidenciando a presenc¢a da por¢do trans-p-coumaroil, dois
hidrogénios anoméricos na proporg¢do 2:1 em oy 4.9 (H-1a, d; J=3.3) ¢ 64 4.3 (H-1B, d; J=7.8)
(Figura 18) e sinais para hidrogénios ligados a agUcar entre 6y 4.4 ¢ 6y 2.9 (Figuras 18 e 19).
O espectro de APT mostrou sinais de um anel benzeno 1,4-disubstituido, com os valores para
0s carbonos metinicos em 8¢ 130.4 (C-2,6) e 6¢c 115.8 (C-3,5), um carbono oxigenado em d¢
159.9 (C-4), outro tetrasubstituido em ¢ 125.1 (C-1), além de um carbono de éster em dc
166.7 (C-9) e dois carbonos olefinicos em d¢c 144.9 (C-7) e ¢ 113.7 (C-8) referentes aos
carbonos em posicdo trans da coumaroila (Figura 20 e 21). Em adicdo a estes sinais o
espectro de APT mostrou ainda a presenca de 11 sinais para uma hexose em proporgéo
diferente. Os valores para a piranose estdo de acordo com aqueles da galactose ligada a
aglicona através do carbono C-6 metilénico e tendo o carbono anomérico ndo envolvido em
ligacdo glicosidica (Tabela 3). O assinalamento completo da estrutura 6-O-p-coumaroil-D-
galactopiranose foi realizado com a andlise detalhada dos espectros de HSQC, COSY (Figuras
22 e 25) e HMBC (Tabela 3). O espectro de HMBC (Figura 24) mostrou correlagdo dos
hidrogénios metilénicos da galactose em 6y 4.4 (H-6a) ¢ oy 4.1 (H-6b) com a carbonila da
coumaroila em 3y 166.9 evidenciando a ligacéo éster em 6' do agucar. O espectro de LC-ESI-
MS (Figura 26) mostrou a presenca do pico em [M+H] m/z 326.9 referente ao ion molecular,
um aduto de sédio [M+Na] em m/z 349, em m/z 309 um pico correspondente a perda de agua
da molécula e a partir deste m/z 165 pela perda da galactose. O pico em m/z 147 é referente a
perda de duas moléculas de &gua e a galactose. A substancia 6-O-p-coumaroil-D-
galactopiranose esta sendo relatada pela primeira vez. O derivado coumaroila com a glicose ja
foi isolado de varias espécies vegetais como Prunus buergeriana (SHIMOMURA, et al.,
1988), Flacourtia indica (AMARASINGLE, et al., 2007) e Petrorhagia velutina
(D’ABROSCA, et al., 2010).
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Figura 15. Cromatograma (HPLC-DAD, 320 nm) com os espectros de UV de FA1 (6-O-p-
coumaroil-D-galactopiranose)
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Figura 18. Espectro de RMN de *H em DMSO-ds (300 MHz) de FAL. Expansdo em campo
alto (6-O-p-coumaroil-D-galactopiranose)

P

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

mmmmmmmmmmmmmmmmmmm
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

T T T T T T T T T

3 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4
(\] w N
= w -

Figura 19. Espectro de RMN de *H em DMSO-ds (300 MHz) de FAL. Expansdo em campo
alto (6-O-p-coumaroil-D-galactopiranose)
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Figura 22. Espectro de HSQC em DMSO-ds (RMN de *H: 500 MHz, RMN de 3C: 125
MHz) de FAL (6-O-p-coumaroil-D-galactopiranose)
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Figura 23. Espectro de HSQC em DMSO-ds (RMN de *H: 500 MHz, RMN de 13C: 125
MHZz) de FAL (6-O-p-coumaroil-D-galactopiranose)
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Figura 24. Espectro de HMBC em DMSO-ds (RMN de *H: 500 MHz, RMN de 13C: 125

MHZz) de FAL (6-O-p-coumaroil-D-galactopiranose)
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Figura 25. Espectro de COSY !H, *H em acetona-ds (300 MHz) de FAL (6-O-p-coumaroil-D-

galactopiranose)
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Figura 26. Cromatograma e espectro de massa por ionizacdo em eletrospray (LC-ESI-
MS/MS; 4000V; 26 psi; 320°C) de FAL (6-O-p-coumaroil-D-galactopiranose)
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Tabela 3. Dados de RMN de *H e 3C em DMSO-ds (300 MHz) da substancia FA1 (6-O-p-
coumaroil-D-galactopiranose). Deslocamentos quimicos (6) em ppm e constante de
acoplamento (J) em Hz.

(a e B) 6-O-p-coumaroil-D-galactopiranose

C dc d “JcH *JcH
9 166,68 - H-8 H-7
4 159,89 - H-3,5 H-2,6
7 144,95 - H-2,6 -

7 144,82 7,7 (d, J=15,3) - -
2,6 130,40 7,5 (d, J=8,7) - H-7

1 125,05 - - H-3,5; H-8
3,5 115,78 6,7 (d, J=8,7) - -

8 113,97 6,4 (d, J=15,9) - -
I’a 92,32 4,91 (d, J=3,3) 20 Sa
1’p 96,93 4,32 (d, J=7,8) 2B -
5B 76,44 3,2 (m) 4B H-3pB
3p 74,72 2,9 (m) 48 1B, 5B
2B 73,60 3,4 (M) - -
50 72,91 3,6 (M) - H-1"a
4p 72,19 3,1 (m) ] )
4a 70,66 3,2 (m) - -
3a 70,24 3,1 (m) - -
2a 69,28 3,8 (M) - -
6a 63,97 4.4 (m, J=12 e 15) - -
6b 63,97 4,1(m, J=12 e 15) - 4B
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4.3.2 ldentificacdo estrutural de FA2

O espectro de UV de FA2 (Figura 27) apresentou absorbancia maxima em 310 nm. Os
espectros de RMN de *H (Figura 28 e 29) mostraram sinais tipicos do grupamento trans-p-
coumaroila (64 7.56; H-2', 6'; d, J=9.0 Hz, 6.79; H-3', 5'; d, J=9.0 Hz; 7.60; H-7"; d, J=16.0
Hz e 6.40; H-8', d, J=16.0 Hz), cinamoila (7.73; H-2", 6", m; 7.23; H-3",4",5", m, 7.60; H-7";
d, J=16.0 Hz e 6.67; H-8", d, J=16.0 Hz) mais uma unidade de acucar. A por¢do glicosidica
foi caracterizada como glicose pelo valor do deslocamento quimico do hidrogénio anomérico
e a constante de acoplamento oy 5.51 (d, J= 8.5 Hz) (AGRAWAL, 1992). Os espectros de
APT (Figura 30 e 31 ) e HSQC (Figura 32 e 33 ) mostraram a presenca de cinco carbonos
quaternarios, quatorze metinicos sendo quatro olefinicos e dez aromaticos, cinco carbindlicos
(glicose) e um metilénico (Tabela 4). As ligacdes entre os grupos foram definidas através da
andlise do espectro de HMBC (Figura 34) que mostrou as correlagdes entre os carbonos C-9'
d¢c 165.25 com o hidrogénio anomérico H-1 6y 5.51 e C-9" 166.14 com os hidrogénios
metilénicos 2H-6 &y 4.42 e 4.20 da glicose. A anélise dos espectros de RMN de 'H, APT,
HSQC e HMBC permitiu identificar a substancia como sendo 1-O-coumaroil 6-O-cinamoil-f3-
D-glicopiranosideo. O espectro de LC-ESI-MS (Figura 35) em modo negativo mostrou o pico
em m/z 454.9 [M-H] referente a ion molecular e 0 pico em m/z 911 [2M-H] referente ao
dimero. Esta substancia foi isolada anteriormente de Eucalyptus maculata (RASHWAN,
2002) e Eucalyptus citriodora (FREITAS, et al., 2007).
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Figura 27. Cromatograma (HPLC-DAD, 320 nm) com o espectro de UV da substancia

isolada FA2 (1-O-coumaroil 6-O-cinamoil-B-D-glicopiranosideo)
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Figura 29. Espectro de RMN de *H em DMSO-ds (300 MHz) de FA2. Expansdo em campo

baixo (1-O-coumaroil 6-O-cinamoil-p-D-glicopiranosideo)
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Figura 30. Espectro de APT em DMSO-dgs (300 MHz) de FA2 (C e CH; para baixo; CH e

CH3 para cima) (1-O-coumaroil 6-O-cinamoil-B-D-glicopiranosideo)
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Figura 31. Espectro de APT em DMSO-dgs (300 MHz) de FA2 (C e CH; para baixo; CH e

CH3 para cima) (1-O-coumaroil 6-O-cinamoil-B-D-glicopiranosideo)



57

H-1

JLMA—R\‘; M h :ppm

- 90
C-1 —%@ :
: - 100

- 110
= @ :

-

I s e s B A B R 120
60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 ppm

Figura 32. Espectro de HSQC em DMSO-ds (RMN de H: 500 MHz, RMN de 13C: 125
MHZz) de FA2 (1-O-coumaroil 6-O-cinamoil-f-D-glicopiranosideo)
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Figura 33. Espectro de HSQC em DMSO-ds (RMN de *H: 500 MHz, RMN de 3C: 125
MHZz) de FA2 (1-O-coumaroil 6-O-cinamoil-f-D-glicopiranosideo)
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Figura 34. Espectro de HMBC em DMSO-ds (RMN de *H: 500 MHz, RMN de 3C: 125

MHz) de FA2 (1-O-coumaroil 6-O-cinamoil-p-D-glicopiranosideo)
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Figura 35. Cromatograma e espectro de massa por ionizagdo em eletrospray (LC-ESI-
MS/MS; 4000V; 26 psi; 320°C) de FA2 (1-O-coumaroil 6-O-cinamoil-p-D-glicopiranosideo)
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Tabela 4. Dados de RMN de H e 3C em DMSO-ds (300 MHz) da substancia FA2 (1-O-
coumaroil 6-O-cinamoil-B-D-glicopiranosideo). Deslocamentos quimicos (3) em ppm e

constante de acoplamento (J) em Hz.

1-O-coumaroil 6-O-cinamoil-p-D-glicopiranosideo

C dc dn “Jch *Jch
9>’ 166,14 - H-8”’ H-7’, 2H-6’
9’ 165,25 - H-8’ H-7°, H-1
4° 160,17 - H-3°,5’ H-2’, 6’
T 146,15 7,60 (d, J=16) - H-2°, 6’
77 144,76 7,60 (d, J=16) - H-2"", 6
1” 133,94 - - H-3°’,H-5"°,H-8”’
2’, 6’ 130,50 7,56 (d, J=9,0) - -
2,4, 6" 128,87 27°.6”’(m, & =7,73) - -
4> (m, § =7,43)
3”7, 5” 128,38 37,57 (m, 6 =7,43) - -
1° 124,86 - - H-8°
8 117,82 6,40 (d, J=16) - -
3,5 115,81 6,79 (d, J=9,0) - -
8 113,87 6,67 (d, J=16) - -
1 94,12 5,51 (d, J=8,5) - -
3 76,12 3,31 (m) - -
5 74,57 3,59 (m) - -
2 72,41 3,26 (m) - -
4 69,59 3,24 (m) - -
6a 63,54 4,42 (m) - -
6b 63,54 4,20 (m) - -
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4.3.3 Identificaco estrutural de FA3

A substancia FA3 foi isolada como cristais amarelos claro em forma de agulhas e uma
mancha de coloragdo amarelo-laranja quando revelado com reagente NP em CCDA,
sugerindo ser um flavonoide. O espectro de UV do composto FA3 (Figura 36) € tipico de
flavanona com um maximo de absorbancia em 286 nm (ABDEL-SATTAR, et al., 2000). O
espectro de RMN de 'H (Figuras 37 a 39) apresenta um sinal caracteristico de hidroxila OH-5
de carater quelatogénico em anéis de seis membros, sinais de sistema AA’BB’ caracteristico
de aromaticos para substituidos (anel B) com dupletos em 6y 6,79 (J= 8,7 Hz) € em oy 7,32
(J= 8,7 Hz) referentes aos hidrogénios H-3’, H-5" ¢ H-2’, H-6’, respectivamente. Para o anel
A, foram observados os dupletos em 6y 6.10 (H-8, J= 2.1 Hz) e 6y 6.07 (H-6, J= 2.1 Hz). Na
regido de hidrogénios alifaticos foi observado o sistema ABX em 6y 5,5, 3,36 e 2,70
caracterizando a estrutura de flavanonas. Um sinal adicional de metoxila foi observado em
3.78 (s). O espectro de LC-ESI-MS mostrou a presenca do ion molecular em [M+H]* em m/z
287. A anélise dos fragmentos em m/z 167, 147 e 120 (Figura 40) a partir do ion precurssor
[M+H] m/z 288,9 permitiu confirmar a estrutura da flavanona como sendo a 7-
metoxinaringenina (sakuranetina). Os dados de RMN de 'H foram comparados aos da
literatura (ABDEL-SATTAR, et al., 2000). Esta substancia é comumente encontrada em
propolis, inclusive ja foi isolada do ninho da abelha sem ferrdo Trigona spinipes (FREITAS,
et al., 2008).
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Figura 36. Cromatograma (HPLC-DAD, 320 nm) com o espectro de UV da substancia FA3

(7-metoxinaringenina)
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Figura 40. Cromatograma e espectros de massas por ionizacdo em eletrospray (LC-ESI-
MS/MS; 4000V; 26 psi; 320°C) de FA3 (7-metoxinarigenina)



Tabela 5. Dados de RMN de H em DMSO-dg
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(300 MHz) da substancia FA3 (7-

metoxinarigenina). Deslocamentos quimicos (3) em ppm e constante de acoplamento (J) em

Hz.

7-metoxinarigenina (sakuranetina)

C on on
2 5,48 (dd, J=12,6,1; 2,7) | 5,35 (dd, J=13,2; 3,0)
3a 2,72 (dd, J=17,1; 3,1) | 2,74 (dd, J=17; 3,0) H-3a
3b 3,30 (dd) 3,12 (dd, J=17; 13,2)H-3b
4 - -
5 - -
6 6,07 (d, J=7,5; 2,1) 6,0 (d)
7 - -
8 6,10 (d, J=7,5; 2,1) 6,0 (d)
9 - -
10 - -
OMe 3,78 (s) 3,81(s)
1 - -
2’ 7,32 (d, J=8,7) 7,31 (d, J=8,2)
3’ 6,79 (d, J=8,7) 6,84 (d, J= 8,8)
4 - -
5° 6,79 (d, J=8,7) 6,84 (d, J=8,8)
6’ 7,32 (d, J=8,7) 7,31 (d, J=8,2)
OH-5 12,10 -

" Fonte: ABDEL-SATTAR, et al., 2000.
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4.3.4 ldentificacdo estrutural de FA4

O cromatograma de FA4 (Figura 41) apresentou trés picos correspondendo a mistura
de trés substancias. Os espectros de UV apresentaram absorbancia maxima em 290 nm, 288
nm e 292 nm para as substancias FA4.1, FA4.2 e FA4.3, respectivamente e quando reveladas
pelo reagente NP em CCDA sugeriu ser uma mistura de flavonoides. O espectro de RMN de
H (Figura 42 e 43) mostrou sinal de hidroxila em ligacdo de hidrogénio em &y 12,0, sinais
duplicados tipicos de hidrogénios em sistemas AA’BB’ ¢ AB de anéis B ¢ A de flavonoides,
respectivamente, além de sinais de hidrogénios carbinolicos (anel C) e metoxilas em dy~3,8.
Pelo espectro de APT (Figura 44 e 45) e LC-ESI-MS (Figura 46) foi possivel identificar trés
flavonoides, sendo dois flavanonas (7-metoxiaromadendrina e 7,4’-dimetoxiaromadendrina)
e um flavonol (5-metoxi-kanferol). Alguns fragmentos observados nos espectros de massas

(Figura 45) foram importantes para determinar o padrdo de substituicdo nos anéis dos

flavondides.
mAU
320nm,4nm (1.00)
200] FA4. 1“
150 ‘
FA4.2
100 r‘
50] ‘ H FA4.3
[ ﬂ
0 NV A O N |
—
0.0 50 100 15.0 20.0 250 30.0 35.0 min
mAU mAU nAU
1750 324397100 400-{254771.00 2012717100
1500
60
1250 4 N
g
10004 %9
o
o
7501 N 40
500,
]
207
o
0] 29
A T T T T YAV SN R NSRS MRS RN

FA4.1 FA4.2 FA4.3

Figura 41. Cromatograma (HPLC-DAD, 320 nm) com os espectros de UV das substancias
isoladas de FA4 codificadas por FA4.1, FA4.2 e FA4.3.
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Tabela 6. Dados de RMN de *H e #C em DMSO-ds (300 MHz) da mistura FAA4.

Deslocamentos quimicos (8) em ppm e constante de acoplamento (J) em Hz.

FA4.1 FA4.2 FA4.3

7-metoxi-aromadendrina 7.4’-dimetoxi-aromadendrina 4’-metoxi-kanferol
C O0c FA4.1e FA4.2 O0c FA4.3
C
2 - 147,76
3 - 135,97
4 198,50 176,03
5 162,98 160,37
7 167,67 163,88
8 - -
9 162,52 156,10
10 101,36 157,77
1 127,38 121,57
4 157,77 159,33
CH
6 94,90 97,45
8 93,78 92,01
2°, 6’ 129,48 129,48
3,5 114,90 114,90
OCH3;
7 55,93
4 56,01 55,93
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4.3.5 ldentificacdo estrutural da substancia FA5

O espectro de UV do composto principal FA5 (Figura 47) é tipico de flavonol com
méximo de absorbancia em 357 nm. O espectro de RMN de *H (Figura 48) apresenta um
simpleto em &y 3,77 para 3H refente a metoxila em C-3 (Figura 49). Um dupleto em 6y 6,17 é
atribuido ao H-6 com J = 1,5 Hz o qual acopla em meta com o dupleto em &y 6,39 atribuido
ao H-8 com J = 1,5 Hz. Ja em oy 7,49 observa-se um duplo dupleto atribuido ao H-6" com J =
2,4 e 8,4 Hz, os quais acoplam em meta e orto, respectivamente com H-2’ ¢ H-5" (Tabela7). O
sinal da Unica metoxila em &¢ 59,65 (Figura 49) confirma a metoxilacdo no C-3. A presenca
do sinal de C-3 em torno de 6¢ 136-140 (Figura 50) indica carbono ndo hidrogenado e o grupo
metoxila ligado em C-3 do anel heterociclico, anel C dos flavondides, encontra-se em posicao
impedida e pode ser reconhecida pelo deslocamento quimico em torno de dc 60 (SILVA,
2002). O espectro de massa mostrou pico intenso [M+H]" em m/z 317 correspondente ao ion
molecular (Figura. 50). A analise do fragmento [M+CHs]" em m/z 302 e do pico isotopico
[M+2]" em m/z 319 permitiu confirmar a estrutura. A comparacio dos dados obtidos com os

da literatura confirmou o flavondide como sendo o 3-metoxi-quercetina.

mAU
320nm,4nm (1.00)

FAS5

0.0 5.0 100 15.0 20.0 250 30.0 35.0 min

[ R e [ Sy e e
275.0 300.0 325.0 350.0 375.0 nm

Figura 47. Cromatograma (HPLC-DAD, 320 nm) com o espectro de UV da substancia FA5
(3-metoxi-quercetina)
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Tabela 7. Dados de RMN de H e 3C em DMSO-ds (300 MHz) da substancia FA5 (3-

metoxi-quercetina). Deslocamentos quimicos (8) em ppm e constante de acoplamento (J) em

Hz.
3-metoxi-quercetina
C d¢c OH o
4 177,84 - -
7 164,37 - -
5 161,24 - -
9 156,34 - -
2 155,55 - -
4° 148,78 - -
3 145,26 - -
3 137,62 - -
1’ 120,73 - -
6’ 120,56 7,49 (dd, J=8,4; 2,4) | 7,57 (d, J=8,6; 1,8)
5 115,75 6,90 (d, J=8,4) 6,99 (d, J= 8,6)
2’ 115,36 7,53 (d,J=2,1) 7,69 (d, J=1,8)
10 104,06 - -
6 98,59 6,17 (d, J=1,5) 6,25 (d, J=1,9)
8 93,61 6,39 (d, J=1,5) 6,48 (d, J=1,9)
OCHz3; 59,65 3,77 (s) 3,86 ()

* Fonte: SILVA, 2002
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4.3.6 ldentificacdo estrutural da substancia FA6

A substancia FAG6 foi isolada como cristais amarelos e quando revelado com reagente
NP em CCDA apresentou uma mancha de coloracdo amarelo claro, sugerindo ser um
flavonoide. O espectro da separacdo por HPLC com DAD do material FA6 (Figura 52)
mostrou uma mistura de duas substancias com méximo de absorbancia em 290 nm e 365 nm.
O espectro de RMN *H (Figura 53 e 54) apresenta dois dupletos representando dois pares de
atomos de hidrogénio H-2’, H-6" (84 7,33; J=8,4 Hz) e H-3", H-5" (64 6,80; J= 8,4) acoplados
em orto, correspondendo a um sistema aromatico para dissubstituido AA’BB’. Dois dupletos
em oy 6,0 (H-6) e 64 6,1 (H-8) correspondendo ao anel A com substituintes nas posicdes C-5 e
C-7. O espectro de APT (Figura. 55) mostrou a presenca de 16 carbonos principais, sendo 7
quaternarios, 6 metinicos arométicos, 1 metinico alifatico e dois carbinolicos. O conjunto
destes dados, mais o0s espectros de massa (Figura 56) e a compara¢do com os dados da
literatura (BILIA, et al., 1993) permitiu identificar a estrutura como sendo 5-metoxi-
aromadendrina. A impureza contida no cromatograma e observada nos espectros de RMN de
'H e APT e no massa, foi identificada como 3-metoxi-kanferol. O espectro de massa de FA6.1
mostrou pico do ion molecular em [M+H] m/z 303 e FA6.2 em [M+H] m/z 301.
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Figura 52. Cromatograma (HPLC-DAD, 320 nm) com o espectro de UV da substancia FA6

(5-metoxi-aromadendrina)
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Tabela 8. Dados de RMN de *H e 3C em DMSO-ds (300 MHz) da mistura FA6 (5-metoxi-

aromadendrina). Deslocamentos quimicos (6) em ppm e constante de acoplamento (J) em Hz.

FAG.1

FAG6.2

5-metoxi-aromadendrina

OMe O

OMe O

5-metoxi-kanferol

C dc dc o o
4 190,23 1908 - -
7 164,90 165,0 - -
5 162,99 163,3 - -
9 160,38 162,6 - -
2 83,04 83,4 5,12 (d, J= 11.7) 5,27 (d, J= 12)
4 159,37 157,8 - -
3 115,49 115,0 6,80 (d, J=8,4) 6,85 (d, J=8,5)
3 71,55 72,7 4,63 (d, I= 11,7) 4,78 (d, J= 12,0)
r 121,58 129,4 - -
6’ 129,58 1276 7,33 (d, J=8,4) 7,42 (d, J=8,5)
5 115,49 115,0 6,80 (d, J=8,4) 6,85 (d, J=8,5)
2 129,58 1276 7,33 (d, J=8,4) 7,42 (d, J=8,5)
10 104,06 105,1 - -
6 97,48 99,3 6,08 (d, J=5,1) 6,05 (d, J=2,1)
8 92,04 95,4 6,10 (d, J=5,1) 6,15 (d, J=2,1)
OCHj 55,97 55,7 3,78 (s) 3,85 (S)

" Fonte: BILIA, et al., 1993.
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4.4. Testes antioxidantes
4.4.1. Determinacdo do teor de fendlicos totais

Os compostos fendlicos podem ser quantificados por uma variedade de metodos,
sendo 0 mais empregado o que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteau (SOUZA et al., 2007).
O reagente de Follin-Ciocalteu, que contém anions heteropoli-fosfotungstatos-molibdatos, em
presenca de certos agentes redutores, como os compostos fendlicos, formam os chamados
complexos molibdénio-tungsténio de coloracdo azul, nos quais a média do estado de oxidacgéo
dos metais esta entre 5(V) e 6(VI) e cuja coloracdo permite a determinacdo da concentracao
das substancias redutoras que, ndo necessariamente, precisam ter natureza fendlica (HUANG
et al., 2005; SINGLETON et al., 1999). A desprotonacdo dos compostos fenolicos com
padrdo acido galico, em meio basico, gera os anions fenolatos. A partir dai, ocorre uma reacéo
de oxirreducdo entre o anion fenolato e o reagente de Folin (Figura 57), na qual, o
molibdénio, componente do reagente de Folin, sofre reducdo e o meio reacional muda de
coloracdo amarela para azul (SINGLETON et al., 1999).

COOH coo-

Na,CO,
_—
HO OH HO OH
OH OH
COO~ coo~
+ 2Mo® —» + 2MoS5 4+ 2H*
HO OH o OH
OH 0

Figura 57. Reacdo do &cido galico com molibdénio, componente do reagente de Folin-
Ciocaulteau
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O teor de fendlicos totais do extrato EtOH e das fracGes hexanica, AcOEt e
MeOH:H,0 da geopropolis da abelha jandaira estdo representados na Figura 58. A fragdo
AcOEt (115,8+0,8 mg EAG/g) apresentou o maior teor de fendlicos totais e foi a fracédo
submetida ao isolamento dos seus constituintes majoritarios através de CLAE-DAD. O
cromatograma obtido desta fragdo mostrando varios picos e as substancias isoladas derivadas

de &cido cindmico e flavonoides explicam em parte o maior teor de fendlicos.
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Figura 58. Teor de Fendlicos Totais do extrato EtOH e das fra¢des hexanica, AcOEt e

MEOH:H,0 da geoprodpolis da abelha jandaira

4.4.2. Atividade sequestradora do radical livre DPPH’

Um dos metodos mais usados para verificar a capacidade antioxidante consiste em
avaliar a atividade sequestradora do radical DPPH" (1,1-difenil-1-picril-hidrazil), através da
coloracdo purpura, que absorve em um comprimento de onda de 517 nm, a qual desaparece
apés a reducdo por acdo de um antioxidante ou espécie radicalar (Figura 59), o DPPH’ é
reduzido formando DPPH-H (hidrazina), de coloragdo amarela, com conseqiiente
desaparecimento da banda de absorcdo, sendo a mesma monitorada pelo decréscimo da
absorbancia (HUANG et al., 2005). O fator determinante nesta reacdo € a acessibilidade
estérica, neste caso, moléculas pequenas que tém melhor acesso ao sitio do radical podem
apresentar uma maior atividade aparente quando comparadas a moléculas maiores (ALVES et

al., 2010). Este método é considerado facil, preciso e reprodutivel na avaliacdo da atividade
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antioxidante de suco de frutos, extratos vegetais e substancias puras, tais como flavonoides e
terpendides (ALVES et al., 2010).

0,0 00

ON NO, O,N NO,

NO NO,

Figura 59. Reacdo entre o Radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH-) e um antioxidante

O extrato EtOH bruto e as fracdes hexanica, AcOEt e MeOH:H,0 da geoprépolis da
abelha jandaira apresentaram atividade sequestradora de radical livre DPPH-, com CExs
variando de 10,13+0,03 a 239,3+1,1 ug/mL (Figura 60), considerando-se que 0s extratos séo
considerados ativos quando apresentam valores de CEsy < 500 pg/mL (CAMPOS et al.,
2003), podemos afirmar que todas as amostras analisadas apresentaram promissor potencial
antioxidante. A fracdo AcOEt apresentou melhor atividade seqiestradora de radical livre
(10,13+0,03 pg/mL), seguida do extrato EtOH bruto (27,0+0,4 ug/mL), das fragdes MeOH
(38,5+0,5 pg/mL) e hexanica (239,90+1,1 pg/mL). O valor da CEsy do padrédo positivo &cido
ascorbico foi de 2,05+0,01 ug/mL. Os valores de CEsy do extrato e fragOes testadas estdo na
Figura 59. A atividade mais acentuada da fracdo AcOEt pode ser devida a maior concentracdo

de fendlicos nesta, como foi verificado no teste de Folin-Ciocalteu.
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Figura 60. Atividade sequestradora do radical DPPH do extrato EtOH e das fracGes hexanica,
AcOEt e MeOH/H,0 da geoprépolis da abelha jandaira

4.4.3. Atividade seqiiestradora frente ao cation radical ABTS™

O mais popular método indireto para se medir a atividade antioxidante dos produtos
naturais é o que usa a descoloragcdo do ABTS. A idéia deste método é monitorar a diminuicéo
do radical ABTS™ produzido pela oxidagio do 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazilina-6-sulfonato)
(ABTS) (Figura 61) pela adicdo de uma amostra contendo substéncia fenolica. Na auséncia de
fendis, o ABTS™ é estavel, mas reage com doadores de atomos de hidrogénio, como 0s
compostos fenolicos, sendo convertido na forma n&o colorida do ABTS (ARAUJO, 2011).

Este método pode determinar antioxidantes lipofilicos como hidrofilicos na mesma amostra.
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Figura 61. Formagao do cation radical ABTS " a partir do ABTS e K3S,0s.

O extrato EtOH e as fragdes hexanica, AcOEt e MeOH/H,0 da geoprépolis da abelha
Jandaira apresentaram atividade seqiestradora de radical livre com CEsg variando de 4,3+0,0
a 32,3+0,3 pg mL™ (Figura 62). A fracdo AcOEt apresentou a melhor atividade antirradicalar
(4,3£0,0), seguida do extrato EtOH (12,2+0,1), da fragdo MeOH/H,O (26,2+0,3), e da fracdo
hexanica (32,3+0,3). Esta diferenca na atividade anti-radicalar das amostras testadas depende
principalmente das diferencas na composicdo fendlica dos extratos. Parte da atividade
apresentada pela fracdo AcOEt pode ser atribuida aos flavonoides isolados desta fracao.
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Figura 62. Atividade seqiiestradora do cétion radical ABTS™ do extrato EtOH e das fracdes

hexanica, AcOEt, MeOH/H,0 da geoprodpolis da abelha jandaira

A atividade anti-radicalar do ABTS™ deve-se principalmente as substancias doadoras
de hidrogénio, por exemplo, os compostos fendlicos, e como ja se sabe que o fracdo AcOEt
testada possue flavonoides e outros compostos fendlicos evidenciados na analise por CLAE-
DAD e através do teste de Folin-Ciocalteu, foi pertinente realizar a correlacdo linear entre os
valores do teor de fendlicos totais em funcdo dos valores de DPPH e ABTS. Levando-se em
consideracdo a analise estatistica dos dados de atividade antioxidante em algumas das
concentragdes testadas, aplicando-se ANOVA e teste de Tukey, verificou-se que com excegao
do extrato EtOH e da fracdo ACOEt da gepropolis da jandaira, as demais amostras
apresentaram diferencas significativas (P<0,05) no potencial antiradicalar frente ao ABTS™.

Para verificar a relacdo entre o teor de fendlicos totais e 0s ensaios com DPPH e
ABTS utilizamos os coeficientes correlacdo de Pearson entre os valores de 1/ CEsp dos
ensaios com o ABTS (r = 0,983; p=0,017) e DPPH (r = 0,990; p=0,009) e o teor de fenolicos
totais (Figura 63) indicam que a atividade sequestradora apresentada pelo extrato e fragdes

frente aos testes antiradicalares 99% corresponde ao DPPH e 98% ao ABTS ™.
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Figura 63. Correlacdo linear do teor de Fendlicos Totais em funcdo de 1/CEsy do extrato
EtOH e das fracBes hexanica, AcOEt, MeOH/H,0 da geoprdpolis da jandaira obtidos pelos
ensaios com ABTS e DPPH.

4.4.4. Atividade antioxidante utilizando o sistema f-caroteno/acido linoléico

O sistema de co-oxidagdo do B-caroteno/acido linoléico permite avaliar a capacidade
de uma determinada substancia prevenir a oxidagdo do -caroteno, protegendo-o dos radicais
livres gerados durante a peroxidacdo do &cido linoleico. A reacdo pode ser monitorada
espectrofotometricamente pela descoloragdo do P-caroteno induzida pelos produtos de
degradacdo oxidativa do &cido linoléico, em emulsdo aquosa saturada em oxigénio. A adicdo
de uma amostra contendo antioxidantes individuais, ou extratos naturais contribui para
retardar a queda de absorbancia do B-caroteno (SOKMEN et al., 2004).

Um dos fatores determinantes para atividade antioxidante de substancias naturais é a
solubilidade. Antioxidantes lipofilicos tem melhor eficiéncia em alimentos com grande
concentracdo de agua, enquanto que antioxidantes polares sdo mais efetivos em 6leo. Esse
fenomeno tem sido denominada “paradoxo antioxidante” e estabelece que o inicio da
oxidacdo de lipideos esteja localizada na interface do sistema. Dessa forma, a oxidacdo do
oleo puro, ocorre na interface ar/6leo, onde os antioxidantes hidrofilicos estdo concentrados,

enquanto a oxidacdo de emulsdes esta localizada na interface 4gua/6leo onde os antioxidantes
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lipofilicos estdo localizados (PORTER, 1993; HUANG, 1996; ALVES et al., 2010). Esta
metodologia é amplamente utilizada permitindo a determinagdo do poder antioxidante de
compostos termossensiveis, e a avaliacdo qualitativa da eficacia antioxidante de extratos
vegetais (SILVA, 1999; ALVES et al., 2010).

O extrato EtOH, as fracGes hexanica, AcOEt e MeOH/H,0 (50 pug/mL) da geopropolis
da abelha Jandaira apresentaram atividade de inibicdo em 60 minutos variando de 55,05+1,89
a 20,73+1,65% (Figura 64). Todas as amostras avaliadas apresentaram promissora atividade
antioxidante no sistema B-caroteno/acido linoléico quando comparadas ao respectivo controle
positivo Trolox (16 pg/mL) (81,30+0,17%), (Figura 63).

0 3 Ext EtOH
80+ @l Fr Hexanica
3 3 Fr MeOH:H20
jfﬁ" 60+ @@ Fr AcOEt
;C) 40 B3 Trolox
L) o
=
201
0
RS
(min)

Figura 64. Atividade antioxidante (Sistema p-caroteno/acido linoléico) da geopropolis da

abelha jandaira

A fracdo AcOEt (55,053+1,89%) apresentou a melhor atividade de inibicdo da
degradacdo do sistema. Em seguida, temos o extrato EtOH (35,74+4,0%), a fracdo hexanica
(26,26+3,46%) e a fragdo MeOH/H,0 (20,73+£1,65%). A fracdo hexanica (apolar) foi mais
potente que a fragdo MeOH/H,O (polar), resultado contrério aos obtidos nos testes com
DPPH e ABTS. Isso ocorre devido a tendéncia de antioxidantes ndo polares serem mais
efetivos em emulsdes 6leo-agua e os polares em grandes quantidades de 6leo. Alguns autores
sugerem que a utilizacdo do meio emulsionado interfere nos valores de absorbancia

justificando a baixa reprodutibilidade desta metodologia (ALVES et al., 2010).

A promissora atividade antioxidante apresentada pela fragdo AcOEt pode ser atribuida

em parte, a presenca dos flavondides isolados desta fracdo (06, 08, 09 e 10). De acordo com a
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literatura flavonoOides que apresentam grupos dihidroxila nos carbonos 3’ ¢ 4’ (3-metoxi-
quercetina) possuem excelente atividade inibitdria contra o radical DPPH (HEILMANN et
al., 1995) e que a insaturacdo entre os carbonos 2 e 3 é essencial para o efeito antioxidante
dos flavonoides (HU et al., 1995). Quanto as flavanonas isoladas 5-metoxiaromadendrina e
7,4’-dimetoxiaromadendrina que apresentam o grupo hidroxila livre na posi¢do C-3, isso lhes
garante o aumento da capacidade de eliminacdo de radicais livres devido a capacidade de
fornecer elétrons ou hidrogénio (WILLIAMS et al., 1975). Nao existem relatos na literatura a
respeito da atividade antiradicalar (DPPH e ABTS™) e antioxidante com o sistema P-
caroteno/acido linoléico sobre geoprépolis. Desta forma, o presente estudo foi de extrema
importancia na contribuicdo ao conhecimento do potencial antioxidante da geoprépolis da

abelha jandaira.
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5. CONCLUSOES

- A analise palinoldgica mostrou que a geoprépolis apresenta o tipo polinico dominante Senna

correspondendo a 49%.

- O estudo quimico da geopropolis da jandaira (Melipona Subnitida) coletada na regido do
sertdo da Paraiba resultou no isolamento e identificacdo de nove substancias, sendo sete
flavonoides (7-metoxi-narigenina, 7-metoxiaromadendrina 5-metoxiaromadendrina, 7,4’-
dimetoxiaromadendrina, 3-metoxiquercetina, 4’-metoxi-kanferol, 5-metoxi-kanferol) e dois
fenilpropandides glicosilados (6-O-p-coumaroil-D-galactopiranose e 1-O-coumaroil 6-O-
cinamoil-B-D-glicopiranosideo). Todas as substancias isoladas estdo sendo descritas pela
primeira vez em geopropolis de jandaira, sendo a substancia 6-O-p-coumaroil-D-

galactopiranose inédita.

- Todas as amostras da geopropolis da jandaira mostraram promissora atividade nos trés
ensaios DPPH ', ABTS * ¢ sistema p-caroteno/4cido linoléico, sendo a amostra mais ativa a

fracdo AcOEt.
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