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RESUMO

O polen apicola é produzido através da coleta de centenas de gréos de pdlen das
flores das plantas somado a secre¢cfes salivares das abelhas Apis mellifera. O
Nordeste brasileiro é a regido que mais se destaca na producdo do pdlen apicola,
principalmente o po6len apicola monofloral das palmeiras. Do ponto de vista
econdmico, nutricional e terapéutico o polen apicola monofloral apresenta vantagem
por apresentar caracteristicas semelhantes. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho
foi analisar os constituintes quimicos do pélen apicola monofloral coletados das
espécies de dendé (Elaeis guineensis), piacava (Attalea funifera) e sensitiva (Mimosa
pudica) por Cromatografia a Liquido de Ultra-eficiéncia acoplada com detectores de
Arranjo de Diodo e Espectrometro de Massas quadrupolo e Tempo de V6o (UPLC-
DAD-gTOF-MS/MS), determinar o teor de fendlicos totais, teor de minerais e avaliar a
atividade sequestradora dos radicais livres. A atividade leishmanicida foi avaliada para
o biflavonoide rusflavona, isolado do pélen apicola de sensitiva. A andlise palinolégica
das amostras mostrou a frequéncia polinica média de 62% de A. funifera, 90% de M.
pudica e 62% de E. guineensis. Através da andlise por UPLC-DAD-qTOF-MS/MS foi
possivel identificar trés principais classes de compostos: derivados de espermidinas,
lipideos e flavonoides. Do polen apicola de M. Pudica foram isolados os biflavonoides
rusflavona, amentoflavona e rusflavanona. A rusflavona apresentou atividade
leishmanicida contra as formas promastigota e amastigota de L. amazonenses. Os
polens apresentaram 0s minerais predominantes: magnésio seguido por potassio,
sédio, célcio e manganés, além de tracos de zinco, ferro e selénio. As amostras ainda
apresentaram atividade antirradicalar que pode estar relacionada aos compostos
fenolicos, principalmente os flavonoides. Os resultados mostram que os polens
apicolas monoflorais das espécies Elaeis guineensis, Attalea funifera e Mimosa pudica

sao potencias fontes de compostos bioativos.



ABSTRACT

Bee pollen is produced by collecting hundreds of pollen grains from plant flowers plus
salivary secretions from Apis mellifera bees. The Northeast of Brazil is the region that
most stands out in the production of bee pollen, mainly monofloral bee pollen from
palm trees. From an economic, nutritional and therapeutic point of view, monofloral
bee pollen has the advantage of always presenting the same characteristics In this
sense, the objective of this work was to analyze the chemical constituents of monofloral
bee pollen collected from oil palm (Elaeis guineensis), piassava (Attalea funifera) and
sensitive (Mimosa pudica) species by UPLC-DAD-qTOF-MS/MS, to determine the total
phenolic content, mineral content and evaluate the scavenging activity of free radicals.
The leishmanicidal activity was evaluated for the biflavonoid rhusflavone, isolated from
sensitive bee pollen. The palynological analysis of the samples showed an average
pollen frequency of 62% of A. funifera, 90% of M. pudica and 62% of E. guineensis.
Through the analysis by UPLC-DAD-qTOF-MS/MS it was possible to identify three
main classes of compounds: spermidine derivatives, lipids and flavonoids. From the
bee pollen of M. pudica, the biflavonoids rhusflavone, amentoflavone and
rhusflavanone were isolated. Rhusflavone showed leishmanicidal activity against the
promastigote and amastigote forms of L. amazonensis. The pollens had the
predominant minerals: magnesium followed by potassium, sodium, calcium and
manganese, in addition to traces of zinc, iron and selenium. The samples also showed
anti-radical activity that may be related to phenolic compounds, mainly flavonoids. The
results show that the monofloral bee pollens of the species Elaeis guineensis, Attalea

funifera and Mimosa pudica are potential sources of bioactive compounds.
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1. INTRODUCAO

Os produtos apicolas como mel, prépolis, cera e pélen, vém sendo estudados
devido suas propriedades nutricionais e aplicagcdes terapéuticas, as quais Sao
atribuidas a composicao quimica e fisico-quimica (ARES et al., 2018). O pdlen apicola
é produzido pela abelha Apis mellifera L. como resultado da coleta de graos de pélen
juntamente com secrec¢fes salivares. Estas cargas polinicas sdo transportadas para
a colmeia, onde funcionam como fonte de proteinas e outros nutrientes para a colénia
(BRIDI et al., 2018).

Os gréos de pdlen sdo os gametoéfitos masculinos das plantas que possuem
semente (espermatofitas), os quais formam uma unidade de dispersédo envolvida na
fertilizagéo (PRIEU et al., 2017). Essas estruturas que variam de 15 a 200 mm, s&o
produzidas na estrutura reprodutiva masculina chamada antera e levadas ao estigma,
estrutura reprodutiva feminina (PACINI, 2008).

As plantas sdo classificadas como autbdgamos ou aldégamos. As plantas
autdgamas usam para polinizacédo o pélen da mesma flor ou de uma flor diferente da
mesma planta, enquanto as plantas aldgamos usam o pélen de outra planta. A
polinizacdo com o podlen de outra flor resulta em melhores sementes e rendimentos.
No caso de plantas ald6gamos, para a polinizacdo elas precisam de um fator externo,
como vento, 4gua ou animais. Entre 0s animais, os insetos desempenham um papel
dominante nesse sentido (ECKERT; HERLIHY, 2004).

A polinizacdo é considerada um importante servico ecossistémico, sendo
oferecido pela natureza com funcéo de perpetuar o bioma, e através desse processo
biologico de interacdo mutualista entre plantas e animais, a natureza os fornece
alimento e consequentemente aos seres humanos (POPAK; MARKWITH, 2019).
Adicionalmente, a polinizac&o bidtica € considerada o principal fator na diversificacédo
de alguns grandes grupos de plantas e animais. A estimativa de espécies polinizadas
por animais varia de 78% na zona temperada para 94% nas localidades tropicais
(OLLERTON; WINFREE; TARRANT, 2011). Outro dado relevante € que cerca de 70%
das culturas tropicais parecem ter pelo menos uma variedade cuja producédo é
melhorada pela polinizagéo animal (KLEIN et al., 2007).

O valor econdmico dos servicos globais de ecossistemas € enorme e crescente.

Cerca de 22,6% da producéo agricola nos paises em desenvolvimento e 14,7% nos

GOMES, A. N. P.
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paises desenvolvidos dependem da polinizacdo por insetos. No mundo, cerca de 35%
da producdo de alimentos também sdo dependentes desse tipo de polinizacdo. O
valor da polinizacéo de plantas cultivadas no mundo foi estimado em US $ 153 bilhdes
(MAJEWSKI, 2018). Estudos tém demonstrado uma reducdo em todo o mundo de
polinizadores, sendo as causas associadas a patégenos, reducéo e perda de habitat,
competicao por recursos com espécies invasoras, praticas agricolas agressivas (como
uso inadequado de pesticidas) e mudanca climatica. Por conta disso, estdo sendo
criados programas de monitoramento em todo o mundo com o intuito de examinar
esse declinio (GIANNINI et al., 2015).

No Brasil, um estudo recente utilizou abordagem monetaria para avaliar os
servicos de polinizacdo fornecidos por duas areas protegidas nas regides Norte e
Sudeste nos biomas da floresta Amazonica e da Mata Atlantica, respectivamente. Foi
observado que na regido Norte, o valor monetario total anual dos servicos de
polinizacdo realizados por insetos foi estimado em aproximadamente 564.000 ddlares
e no Sudeste 246.000 délares, ambos para 2016 (HIPOLITO et al., 2019).

Vérios estudos demonstram a importancia econémica global da polinizacao
realizada por abelhas, as Apis mellifera sdo as espécies manejadas mais comuns,
pois possuem quatro principais caracteristicas que justificam o uso nessa atividade:
sdo polinizadores generalistas fisicamente capazes de polinizar muitas espécies
vegetais diferentes, existem em grandes colénias perenes com até 30.000 individuos
disponiveis para polinizagdo das culturas durante o ano todo, séo capazes de procurar
em grandes distancias, de modo que sua colocacdo em grandes campos de
monocultura lhes permita prestar servicos de polinizacdo em uma ampla area e elas
se comunicam com outros membros da colmeia em relacdo a localizacdo das fontes
de alimento (ALEBACHEW, 2018).

Essa espécie vive em colbnias altamente sociais e organizadas, geralmente
exibem tamanhos populacionais superiores a 40.000 individuos, dependendo da
estacdo ha um volume maior de trabalhadores designados para captar recursos, como
polen e néctar, para sustenta-los durante os meses de inverno, quando o tamanho da
populacdo é reduzido. As colbnias sdo compostas por uma unica rainha, algumas
centenas de zang6es machos e milhares de abelhas operarias, além de desenvolver
ovos, larvas e pupas (coletivamente conhecidas como ninhada) dentro do favo de mel
(WINSTON, 1988).
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Os graos de polen passam a ser chamados de pélen apicola apos a coleta nas
flores pelas abelhas, uma vez que as mesmas depositam secrecdes salivares sobre
0s graos que leva a modificagdo quimica na composi¢do (BRASIL, 2001). Os gréos
de pdlen coletados sédo transportados até a colmeia nas corbiculas, que séo cavidades
nas patas posteriores das operarias, nas quais sao depositadas as cargas de polen
ou resinas para alimentar as larvas e adultos, que contribui para o desenvolvimento
desses insetos (RAMOS; CARVALHO, 2007).

A coleta desse material pelo apicultor é realizada em uma grade de retencéo
(coletor), localizado proximo a entrada da colmeia, onde as bolotas caem num
recipiente coletor durante a passagem das abelhas. Ao final da coleta, observam-se
bolotas de coloragéo variavel, mostrando as diferentes espécies botanicas coletadas
pelas abelhas, essa mistura € conhecida por “mix” polinico, e este material é removido
pelo apicultor para comercializacdo e consumo humano e/ou animal (BARRETO;
FUNARI; ORSI, 2005). A Figura 1 mostra a coleta de pdélen apicola pelos apicultores
utilizando esse tipo de recipientes.

Figura 1 Pdlen apicola e tipo de coletor utilizado pelos apicultores

Fonte: Francisco Santos
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A composicdo do polen apicola apresenta uma grande variedade que inclui
carboidratos (60-80%) (KOSTIC et al., 2015), proteinas (15-30%) (TAHA, 2015), fibras
(0,3-15%) (REBELO; FERREIRA; CARVALHO-ZILSE, 2016) e lipideos (1-5%)
(CARPES et al., 2009), além de vitaminas (incluindo acido félico, tocoferol, 3-caroteno
e complexo B) (KOMOSINSKA-VASSEYV et al., 2015), minerais (K, P, Ca e Mg) e
oligoelementos (Zn, Fe, Cu e Cr) (SILVA et al., 2014). Dentre os principais metabdlitos
secundarios relatados estdo os carotenoides, compostos fendlicos (principalmente
flavonoides), poliaminas conjugadas a derivados do &cido cindmico, como o &cido p-
cumarico, acido caféico e acido ferulico e terpenos (CONTE et al., 2018, CALDAS et
al., 2019).

Devido a variedade de metabdlitos primarios e secundarios que possuem, 0S
pélens apicolas apresentam propriedades terapéuticas potenciais, com antioxidante
(FREIRE et al., 2012), antimicrobiana (CALDAS et al., 2019), antiviral (KOMOSINSKA-
VASSEV et al., 2015), anti-inflamatoria (LI et al., 2017), antimutagénica (DIAS et al.,
2016), hepatoprotetora (AL-DAIHAN; BHATA, 2019) e antialérgica (JANNESAR et al.,
2017), as quais tém sido atribuidas a composicdo quimica. Compostos como
biflavonoides, ja relatados anteriormente em pdlen apicola (CALDAS et al., 2019),
mostraram potencial atividade leishmanicida (RIZK et al., 2021, GERVAZONI et al.,
2020). A leishmaniose € considerada um importante problema de saude publica em
todo o mundo, e os medicamentos disponiveis para quimioterapia apresentam varias
limitagcdes, como alta toxicidade, emergéncia de resisténcia, falha no tratamento e alto
custo (SANTOS et al., 2020; CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006). Portanto, novas
alternativas terapéuticas sdo urgentemente necessarias e, nesse contexto, 0s
biflavonoides e seus derivados tém sido relatados como fontes de compostos
potenciais para uso contra as formas promastigota e amastigota de L. amazonensis
(GONTIJO et al., 2012).

Cada pdlen tem caracteristicas especificas com base nas espécies de flores
visitadas pelas abelhas, com isso a composi¢cdo quimica difere com base em uma
variedade de fatores, incluindo origens botanicas e geograficas, espécies de abelhas,
bem como condi¢des ambientais, época de coleta e tipo de solo (ALIMOGLU et al.,
2021, LI et al., 2018). Quando ha uma unica origem botanica predominante o pélen
apicola € chamado monofloral e mantém a composicdo quimica e propriedades

organolépticas e bioquimicas da espécie vegetal coletada. Enquanto o pdlen

GOMES, A. N. P.



INTRODUCAO
| 18

heterofloral possui grande variabilidade dos tipos de polen, mostrando composicao
variada (SARAIVA et al., 2018). A analise palinologica é o método mais representativo
para identificar as origens botanicas do pélen apicola, e a determinacao é feita através
da frequéncia polinica. A Figura 2A mostra grdos de polens da espécie A. funifera
corados com azul de anilina e na Figura 2B €é possivel observar a imagem expandida.
A inflorescéncia da espécie é mostrada na Figura 2C. Louveaux, Maurizio e Vorwohl
(1978) estabeleceram uma faixa para determinagéo da frequéncia em quatro tipos:
pélen predominante (> 45% do total de graos de podlen), polen secundario (16-45%),
polen menor importante (3-15%) e polen menor (<3%). No entanto, trabalhos recentes
mostram a importancia de analises volumétricas em adicao as andlises quantitativas

e de frequéncia para definicdo de polen apicola monofloral (ALVES; SANTOS, 2018b).

Figura 2 Attalea funifera Mart. (Arecaceae). A-B: grdos de pdlen (corado com

lactofenol azul de anilina), C: Inflorescéncia

O Nordeste brasileiro é a regido que mais se destaca na produgédo do pdlen
apicola, apontada como uma das areas de maior potencial para a apicultura no pais,
principalmente os estados do Piaui, Ceara e Bahia, tendo este ultimo, grande
potencial para o desenvolvimento dessa atividade, sobretudo para o tipo monofloral,
devido amplas plantacdes de palmeira, em particular de dendé (Elaeis guineensis L.)

e piacava (Attalea funifera Mart.) (ALVES; SANTOS, 2018b).
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A familia Arecaceae, conhecida genericamente como palmeira, possui origem
nativa e cerca de 40 géneros e mais de 290 espécies aceitos atualmente no Brasil
(FLORA DO BRASIL 2020). Apresentam grande relevancia na subsisténcia de muitas
comunidades tradicionais, uma vez que todas as partes apresentam potencial de uso,
destacam-se quanto ao potencial ecolégico econdmico, pois além do uso do fruto e
palmito na alimentacdo in natura ou processados como doces, bebidas, 6leos e no
artesanato (ARRUDA,; SILVA; SANDER, 2014).

Attalea funifera (piacava) (Figura 3A) € uma espécie nativa e endémica do sul do
estado da Bahia e tem importancia econémica principalmente no Nordeste brasileiro
devido a extracdo de suas fibras (MIRANDA et al.,, 2015). Elaeis guineensis
(dendezeiro) (Figura 3B) possui destaque econémico devido a extracdo de oOleo,
usado na industria farmacéutica e alimenticia (CHAGAS et al., 2019). Ambas as
espécies sao muito utilizadas pelos apicultores locais para a producdo de pélen
monofloral, a ocorréncia de espécies da familia Arecaceae em pdlen apicola é de
grande relevancia do ponto de vista comercial, pois a presenca desse tipo de pdlen
na amostra cria uma textura distinta e sabor que os consumidores gostam e agrega
valor nutricional (ALVES; SANTOS, 2018a). As abelhas estdo entre os principais
responsaveis pelo processo de polinizacdo em palmeiras, sendo consideradas mais
importantes e eficazes quando comparadas a outros polinizadores de insetos
(SIREGAR; ATMOWIDI; KAHONO, 2016).

Alguns fatores afetam a visita da abelha as flores, como temperatura, umidade
relativa e velocidade do vento. As coletas das abelhas sao variaveis no que se refere
ao grau de especializacdo para a exploracdo de recursos alimentares, ou seja,
abelhas como Apis mellifera apresentam comportamento generalista, sem
especificidade por uma espécie vegetal, essa busca € chamada de forrageamento
(ALVES; SANTOS, 2018a; MALERBO-SOUZA; SILVA, 2011). No entanto algumas
espécies de plantas sao consideradas mais importantes para o pasto regional das
abelhas, como a espécie Mimosa pudica (Fabaceae) (Figura 3C), conhecida
popularmente como, sensitiva, dorme-dorme ou dormideira (DOREA; NOVAIS;
SANTOS, 2010). O pdlen do género Mimosa é frequentemente encontrado em
produtos apicolas e é conhecido por ser um recurso muito importante para as abelhas
(NOVAIS; LIMA; SANTOS, 2009). Outra razdo para esta preferéncia pode ser

explicada pelo ‘boom’ de floragdo, caracteristico da familia Fabaceae, ou seja,
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facilmente ocorre floracdo. Além disso, a acessibilidade das abelhas as flores, que
sdo altamente poliniferas, facilita o aparecimento em larga escala nos produtos
apicolas (ALVES; SANTOS, 2018b).

Figura 3 Espécies vegetais usadas no manejo de polens apicolas. (A) Elaeis

guineensis (B) Attalea funifera (C) Mimosa pudica.

A Vi

Fonte: Alexsandro dos Santos, Francisco Santos e Ayala Pereira

Além das propriedades nutricionais e aplicagbes terapéuticas dos produtos
apicolas, a apicultura € uma das poucas atividades agricolas que tem um impacto
econdmico, social e ambiental positivo, o que torna necessério o incentivo, agregando
valor comercial aos produtos (DE-MELO et al., 2018). Para isso é preciso garantir a
qualidade do produto quanto a presenca dos principais componentes. Do ponto de
vista econdmico, nutricional e terapéutico o pdélen apicola monofloral apresenta
vantagem por apresentar sempre as mesmas caracteristicas fisico-quimicas e
quimicas, o que confere sempre as mesmas propriedades do produto. Ademais, a
determinacao do perfil quimico do polen apicola por espectrometria de massas e todo
o estudo fitoquimico continua sendo uma area pouco explorada, existindo novos

compostos de alto potencial bioldgico ainda a ser descobertos, portanto, considera-se
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importante a caracterizagcdo dos compostos quimicos presentes no pélen apicola
monofloral a fim de que se possam encontrar novas substancias com atividades

promissoras.

GOMES, A. N. P.



OBJETIVOS
| 22

2. OBJETIVO

2.1. Geral

Analisar os constituintes quimicos do pdélen apicola monofloral das espécies:
dendé (Elaeis guineensis), piacava (Attalea funifera) e sensitiva (Mimosa pudica) e

avaliar a atividade leishmanicida dos compostos isolados.

2.2. Especificos

2.2.1. Determinar a origem botéanica dos polens apicolas;

2.2.2. Analisar os constituintes quimicos dos polens apicolas monoflorais por
Cromatografia a Liquido de Ultra-eficiéncia acoplada com detectores de
Arranjo de Diodo e Espectrobmetro de Massas quadrupolo e Tempo de Véo
(UPLC-DAD-qTOF-MS/MS)

2.2.3. Determinar o teor de minerais presentes nas amostras;

2.2.4. Determinar a atividade antirradicalar frente aos radicais DPPH* e ABTS™;

2.2.5. Isolar e identificar os principais compostos dos polens apicolas de piacava e
sensitiva,;

2.2.6. Testar atividade leishmanicida dos compostos isolados.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Equipamentos, reagentes e padrdes

A analise dos minerais foi feita em espectrdbmetro de absorcdo atdmica
sequencial com atomizacdo em chama (AA240FS - Fast Sequential, Varian,
Mulgrave, Australia), com correcdo da radiacdo de fundo feita por lampada de
deutério. Ldmpadas de catodo oco foram utilizadas como fontes de radiacao primaria
para cada mineral e a chama ar/acetileno foi utilizada em todos os experimentos.
Ainda nesta andlise utilizou-se um acessorio de geracdo de vapor (VGA-77, Varian,
Mulgrave, Austrélia), para geracéo de hidretos (HGAAS, do inglés Hydride Generation
AAS). Solugbes padrdo a 1000 ppm dos minerais célcio (Ca), cobre (Cu), ferro (Fe),
potassio (K), magnésio (Mg), manganés (Mn), sodio (Na), zinco (Zn) e selénio (Se)
(Qhemis-Hexis, Sdo Paulo, Brasil) foram utilizados para obtencéo das curvas padrao.
Acido nitrico (Merck, Darmstadt, Germania) foi utilizado para digestédo das amostras,
realizada em micro-ondas (Mars Xpress, CEM, Sao Paulo, Brasil).

As analises cromatogréaficas em coluna (CC) foram realizadas tendo como
suporte Sephadex LH-20 (Amersham Biosiences, Suécia). Para Cromatografia em
Camada Delgada Analitica (CCDA) foram usadas cromatofolhas de silica gel 60F254
(Merck, Darmstadt, Alemanha) e como reveladores foram utilizados, o reagente NP
(acido difenilbérico etanolamina-MeOH) e deteccéo por irradiacdo ultravioleta 254 e
366 nm (LUBO1, Boitton, Porto Alegre, Brasil). Para a extracdo em fase sélida foi
utilizado cartuchos Strata C18-E (Phenomenex-Allcrom, S&o Paulo, Brasil). Foi
utilizado o solvente etanol (EtOH), (Cinética, Sdo Paulo, Brasil) e banho ultrassénico
3,5 L (Unic 1600A, Unique, Sao Paulo, Brasil) para extracéo do pélen.

Os espectros de Ressonéancia Magnética Nuclear de *H e 13C foram obtidos em
espectrometros (DRX-500, Bruker), 500 e 155 MHz, respectivamente. As amostras
foram preparadas com dimetil sulféxido (DMSO-ds) e TMS foi usado como padréo
interno de referéncia.

Para a identificacdo dos compostos quimicos foi utilizado um cromatografo
liquido de ultra eficiéncia ACQUITY UPLC (Waters, Milford, MA, USA) acoplado a um
espectrometro de massas XEVO-G2XSQTOF (Waters, Manchester, UK) com
ionizacdo por eletrospray (ESI). As separacfes cromatograficas foram realizadas
utilizando uma coluna Acquity BEH C18 (2,1 x 50 mm, 1,7 um, Waters, EUA) a 40°C.
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Todas as analises foram realizadas utilizando o lockspray para garantir a precisédo e
reprodutibilidade dos valores de massas. Leucina-encefalina (200 pg mL™?) foi utilizado
como padrao/referéncia para calibracdo. A aquisicdo e andlise dos dados foi realizada
utilizando o software Waters MassLynx.

A leitura de absorbancia para determinacéo das atividades antirradicalares foi
realizada no aparelho (Asys HiTech UVM 340, Biochrom, EUA), utilizando placa de 96
pocos. Foram utilizados os seguintes reagentes: folin-ciocalteu, DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazila), trans-B-caroteno, trolox (6-hidroxi-2,5,7,8—tetrametilcromano-2-acido
carboxilico 97%), ABTS [2,2’-azinobis- (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) sal de
diaménio 98%)], acido galico, acido ascoérbico (Sigma-Aldrich, Sternheim, Alemanha),

carbonato de sédio, persulfato de potassio (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil).

3.2. Coleta das amostras e analises palinolégicas

10 amostras de polens apicolas monoflorais foram coletadas na municipalidade
de Nilo Pecanha, Bahia, Nordeste do Brasil, com ajuda dos apicultores e professores
envolvidos no projeto Pindorama, que visa o0 aproveitamento de residuos e recursos
das palmeiras do Nordeste. Destas 5 foram identificadas como monoflorais para E.
guineensis, 4 para M. pudica e 1 para A. funifera.

As analises palinoldgicas foram realizadas pela equipe do professor doutor
Francisco de Assis dos Santos seguindo o protocolo de Alvarado e Delgado (1985)
com modificacdes propostas por Novais, Lima e Santos (2009). O tipo de pélen foi
identificado por comparacdo com laminas da palinoteca do Laboratorio de
Micromorfologia Vegetal da Universidade Estadual Feira de Santana, Brasil.

3.3. Extracédo e fracionamento dos polens apicolas

As amostras dos polens de E. guineensis, M. pudica e A. funifera (100,0 g) foram
extraidas com etanol sob agitacdo com auxilio de banho de ultrassom por 30 minutos
(processo repetido por 4 a 5 vezes). As solugbes extrativas foram filtradas e
concentradas usando um evaporador rotativo a 40 °C para fornecer o extrato
etandlico. Uma porcao do extrato etandlico (Ext EtOH) foi dissolvida com de metanol:
agua (1:1 v/v) e realizada uma particdo (extracdo liquido-liquido) com hexano e
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acetato de etila fornecendo as fracdbes denominadas Fr Hex, Fr AcOEt e Fr
MeOH/H20.

Os extratos etandlicos (100,0 mg) foram dissolvidos com 2 mL de
metanol:dgua:HCI (1,5:0,5 v/v, pH 2,0) e agitada com um agitador magnético a
temperatura ambiente por 10 min. O cartucho C18 foi sequencialmente condicionado
com 10 mL de metanol e 10 mL de agua deionizada sem permitir que o cartucho
seque. O filtrado foi eluido através do cartucho e lavado com 10 mL de agua e as
amostras foram entdo eluidas com 50 mL de metanol grau HPLC. As amostras
denominadas Fr MeOH SPE e Fr AcOEt SPE foram secas sob pressédo reduzida em
um evaporador rotativo a 40 °C e dissolvidas em metanol, filtradas através de um filtro
de nylon de 0,45 pm e injetadas em UPLC-DAD-qTOF-MS/MS.

3.4. Isolamento dos compostos do pélen apicola de M. pudica

A fracdo AcOEt obtida por particdo do pdlen apicola de M. pudica (20,0 g), foi
submetida a cromatografia em coluna utilizando Sephadex LH-20, eluida com metanol
sucessivamente para obtencéo das fracdes mais puras. Dez fra¢des foram coletadas,
analisadas por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) e reveladas em
camara de UV (254 e 366 nm) e reagente NP e reunidas de acordo com o fator de
retencdo. Trés compostos apresentaram-se puros, sendo um deles comparado com
padrdo através do tempo de retencdo, UV e dados de espectrometria de massas de
alta resolucdo, sendo identificado como amentoflavona (55), um biflavonoide ja
identificado por LC/MS em pélen apicola de M. pudica (CALDAS et al., 2019). As
substéancias isoladas apresentaram propriedades fisicas (amarela e amorfa) e tempo
de retencdo semelhantes. As fracdes que nao estavam puras foram analisadas por
LC/MS para identificacdo de todos os constituintes. A identificacdo dos outros dois
principais biflavonoides foram identificados através dos dados de massas obtidos por
LC/MS e técnicas espectroscopicas de UV, RMN de !H e 13C, incluindo técnicas
bidimensionais (HSQC e HMBC) e comparacao com dados da literatura.

Dados do biflavonoide amentoflavona identificado através da compara¢do com padréo
autentico:

Amentoflavona (55): P6 amarelo amorfo, UV (MeOH) Amax: 335 nm; ESI-MS (negativo)
m/z 537,0813 ([M-H] Calculado para CsoH17010; 537,0827).
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3.5. Determinacéo do teor fendlicos totais

O teor de fendlicos totais das amostras foi determinado usando o reagente de
Folin-Ciocalteau de acordo com o método de Slinkard e Singleton (1977) modificado
usando o acido galico como um composto fendlico padrao. Inicialmente as amostras
foram solubilizadas em etanol nas concentra¢cdes de 1,0 mg/mL. Uma aliquota de 50
ML de cada solugéo foi transferida para um Eppendorff, 20 uyL do reagente Folin-
Ciocalteau e 870 pL de agua destilada foram adicionados e agitando por 1 min. Em
seguida, 60 pL da solugédo de Na2COs3 (15%) foram adicionados a mistura e agitados
por 30 segundos, resultando na concentracéao final de 50 pg/mL para as amostras. A
absorbancia foi medida a 760 nm em um espectrofotdbmetro. A quantidade total de
compostos fendlicos foi determinada em microgramas equivalentes de &cido galico,

usando a equacéo obtida no grafico padrao de acido galico.

3.6. Atividade sequestradora dos radicais DPPH " e ABTS **

Os testes foram realizados seguindo a metodologia descrita por Silva et al.
(2006). As solucdes de extratos e fracdes foram preparadas inicialmente na
concentracdo de 5,0 mg/mL. A partir dessas solu¢des, aliquotas foram transferidas
para microtubos contendo um volume de 450 uL de solugdo DPPH" (23,6 pg/mL em
EtOH), resultando em concentracdes variando de 20 a 500 ug/mL. O teste foi realizado
ao abrigo da luz e as concentra¢cfes foram testadas em triplicata. Apos 30 min, a
guantificacdo dos radicais DPPH' restantes foi registrada usando absorcdo a 517 nm.

A porcentagem de inibicdo foi dada pela seguinte férmula:

{[Abscontrole — (Absamostra)] x 100}

%AS =
% Abscontrole

Onde Abscontrole € @ absorbéancia do controle negativo, contendo apenas a solugéo de
DPPH*, e Absamostra € @ absorbancia do radical na presenca da amostra ou do controle

positivo.
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A eficiéncia antirradicalar foi estabelecida utilizando a analise de regressao
linear no intervalo de confianca de 95% (p<0,05) obtido pelo programa estatistico
GraphPadPrism 5.0 (DEMO). Os resultados foram expressos através da CEso
(concentracao efetiva para sequestrar 50% dos radicais livres) = D.P. (desvio padréo).

O cétion radical ABTS (ABTS™) foi produzido reagindo uma solucdo-méae ABTS
com persulfato de potassio 2,45 mM (concentracao final) a mistura permaneceu no
escuro a temperatura ambiente por 12 a 16 h antes do uso. A solugdo ABTS™* foi
diluida com etanol para dar uma absorbéancia de 0,700 + 0,025 a 734 nm antes de seu
uso. Solucdes estoque (1 mg/mL) das amostras foram preparadas em etanol, diluidas
nas concentracbes apropriadas e misturadas com a solucdo ABTS™, produzindo
concentracdes finais de amostra que variaram de 10 a 150 pg/mL. Ap6s 10 minutos,
a porcentagem de inibicdo de absorbancia a 734 nm foi calculada para cada
concentracao relativa a absorbancia em branco (etanol). A capacidade de eliminar o

radical ABTS™ foi calculada da mesma maneira que o ensaio DPPH".

3.7. Determinagao do teor de minerais

A digestao do polen foi realizada em um sistema fechado de digestdo com acido
em micro-ondas. As amostras (500,0 mg) foram diluidas em &cido nitrico concentrado
(10 mL). O seguinte método foi utilizado para digestédo: de 0-5 minutos a temperatura
passou de ambiente a 120°C, com 800 W de poténcia; 5-10 minutos permaneceu a
120°C; 10-15 minutos a temperatura passou de 120 a 160°C, com 1600 W de
poténcia; 15-23 minutos permaneceu constante a 160°C e de 23-30 minutos ocorreu
o resfriamento das amostras (SILVA et al., 2014). Apoés o resfriamento, a solucao foi
filtrada para remover qualquer material sélido restante e diluida com agua deionizada.
A analise de metais (Cu, Fe, K, Mn, Zn, Na, Mg, Ca e Se) foi realizada com auxilio de
um espectrometro de absorcdo atdbmica sequencial com atomizacdo em chama, com
correcdo da radiacéo de fundo feita por lampada de deutério sob os parametros 6timos
estabelecidos, curvas de calibracdo padrédo para metais foram construidas através da
plotagem da absorbéncia contra a concentragdo em uma faixa definida para cada
metal e observada a linearidade. Todas as analises foram feitas em triplicata e os
valores obtidos para o teor de minerais nas amostras foram calculados como mg/kg

de pdélen.
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3.8. Analises por UPLC-DAD-qTOF-MS/MS

Para separagéo cromatogréfica foi utilizada fase movel binaria que consistiu de
agua com 0,1% de acido formico (fase mével A) e acetonitrila com 0,1% de acido
férmico (fase mével B). O fluxo foi mantido em 0,4 mL/min e o volume de injecédo foi
5,0 yL. O gradiente de eluicado utilizado para analises das amostras de M. pudica
(extrato EtOH, e fragcdes AcOEt e MeOH:H20) e E. guineensis foi: 0,0-8,0 min 10%-
50% de B; 8,0-9,0 min, 50%-95% de B e em 9,1 min 10% de B, e para as de M. pudica
(fracdo hexano) e A. funifera foi: 0,0-8,0 min 10%-50% de B; 8,0-20,0 min, 50%-95%
de B; 20,0-24,0 min, 100% de B e em, 25 min 10% de B. Métodos diferentes foram
utiizados na tentativa de obter melhores separagbes cromatograficas e
consequentemente maior niumero de substancias identificadas.

O espectrébmetro de massas foi operado em modo negativo e positivo de
ionizacdo (ESI e ESI*) no modo sensibilidade. O alcance da varredura foi de 50 a
1200 m/z para aquisi¢do de dados. Além disso, experimentos MSE foram realizadas,
0 que permitiu a aquisicdo de ambos os precursores e dados de ions de produto em
uma injecdo. As condicbes da fonte foram as seguintes: tensdo capilar, 3,0 kV;
temperatura da fonte, 120 ° C; temperatura de dessolvatacdo, 450 °C; taxa de fluxo
de gas do cone, 100 L/h; e taxa de fluxo do gas de dessolvatacéo (N2), 800 L/h. Todas
as andlises foram realizadas utilizando o Lock Spray, que garantiu precisdo e
reprodutibilidade. Leucina-encefalina (200 pg/mL) foi usada como padrdo ou
composto de referéncia para calibrar espectrémetro de massa durante analise e

introduzida por um spray de bloqueio a 10 pL/min para precisao.

3.9. Atividade leishmanicida de rusflavona

Os ensaios leishmanicida foram realizados em colabora¢cdo com a equipe do
professor doutor Pedro Roosevelt Torres Roméao na Universidade Federal de Ciéncias

da Saude de Porto Alegre.

3.9.1. Cultura de células e ensaio de viabilidade celular.
L. amazonensis (cepa MHOM/BR/73/2269) foi isolada pela drenagem dos
linfonodos popliteos de camundongos BALB/c infectados e mantida como
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promastigota em meio M199, conforme descrito anteriormente (DAGNINO et al.,
2018).

Formas promastigotas de L. amazonensis (3x10° em fase estacionaria) foram
semeadas em microplacas de 96 pocos e incubadas em meio M199 com 10% de soro
fetal bovino (SFB) na presenca dos compostos isolados nas concentragdes de 0 a 200
MM por 48 h. Anfotericina B (0,5 uM, Sigma, EUA) foi usada como medicamento anti-
leishmania padréo. As células de controle foram incubadas com meio M199. A
viabilidade de Leishmania foi medida usando o ensaio de brometo de 3- [4,5-
dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazolio (MTT) (MARTINS et al., 2018). Para avaliar o
efeito da rusflavona no crescimento de L. amazonensis in vitro formas promastigotas
de L. amazonensis na fase estacionaria de crescimento foram incubadas em
microplacas de 12 pocgos a uma densidade de 1x10°mL em meio M199 (controle) ou
M199 mais rusflavona a 5 yM (valor IC50 por 48 h de incubagao). O numero de
parasitas foi determinado diariamente durante 7 dias usando uma camara de
Neubauer (ANTONELLO et al., 2018).

3.9.2. Espécies reativas de oxigénio e potencial de membrana mitocondrial

A producdo de ROS em promastigotas de L. amazonensis incubadas com meio
M199, meio mais as substancias isoladas (5 ou 10 uyM) ou peroxido de hidrogénio
(H202, 2 mM) foi quantificada usando o corante permeante celular 2',7'-diacetato de
diclorofluoresceina (DCF-DA) e andlise de citometria de fluxo conforme descrito na
literatura (MARTINS et al., 2018). O potencial de membrana mitocondrial (A¥Wm) foi
quantificado em parasitas incubados com meio M199 ou meio mais substancias
isoladas (5 ou 10 uM) ou H202 (2 mM) usando o corante fluorescente rodamina 123 e
analise de citometria de fluxo (DAGNINO et al., 2018).

3.9.3. Integridade da membrana celular, ensaio hemolitico e citotoxico

A integridade da membrana celular de parasitas tratados com as substancias
isoladas (5 ou 10 yM) ou H202 (2 mM) foi determinada usando colora¢gdo com iodeto
de propidio (Pl) e analise de citometria de fluxo conforme descrito anteriormente
(CEZAROTTO et al., 2019).
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O ensaio hemolitico foi realizado conforme descrito anteriormente (GAUTHIER
et al., 2009). O comité de ética em pesquisa da Universidade Federal de Ciéncias da
Saude de Porto Alegre aprovou esses procedimentos (CAAE 63282416.6.0000.5345).
A concentracdo dos compostos que causam 50% da hemdlise dos glébulos vermelhos
(RBC50) foi determinada por analise de regressao nao linear. O indice de seletividade
(SI) de cada produto foi determinado pela razdo RBC50/IC50 contra promastigotas de
L. amazonenses.

A citotoxicidade para linhagens celulares de macréfagos RAW 264.7 foi
determinada com o ensaio MTT (ROMAO et al., 1999). A concentracdo das
substancias isoladas que causaram 50% da citotoxicidade dos macrofagos (CCso)
foram determinadas por andlise de regressao nao linear. O indice de seletividade (SI)
foi determinado pela equacéo: SI = CCso contra macrofagos / 1ICso contra amastigotas

de L. amazonensis.

3.9.4. Atividade anti-amastigota

Os macrofagos foram infectados com promastigotas de L. amazonensis (10
parasitas/célula) e 4 h depois, as células foram lavadas e incubadas com DMEM
(controle), lipopolissacarideo (LPS, 10 ng/mL) e interferon-y (IFN-y, 1 ng/mL) como
um controle positivo, ou com as substancias isoladas a 2 mM por 48 h. Em seguida, o
sobrenadante foi removido e as células foram incubadas com 100 uL de dodecil sulfato
de sédio (SDS, 0,01% p/v) em meio M199 sem soro a 37 °C por 20 min. Depois disso,
cada poco foi suplementado com M199 FBS a 30% e cultivado a 26 °C por 10 dias
para determinar o nimero de promastigotas recuperados. A atividade leishmanicida
dos macrofagos foi avaliada pela determinacdo do numero de parasitas viaveis
usando uma camara de Neubauer (MARTINS et al., 2018).

3.9.5. Analise estatistica

Os resultados sdo expressos como média * erro padrao da média (SEM) e foram
analisados usando o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e analise de
variancia unilateral seguida pelo teste de Bonferroni. Em todos os testes, as diferencas

foram consideradas estatisticamente significativas quando p <0,05, e os testes foram
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realizados com o GraphPad Prisma Software versdo 5.03. Todos 0s experimentos

foram realizados trés vezes e em quadruplicado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Anadlises palinoldgicas

Inicialmente foram coletadas 5 amostras de polen apicola em meses diferentes,
sugestivas como monofloral para A. funifera, visto que o apiario se localizava bem
préximo a uma vasta plantacdo desta espécie. Através da analise palinoldgica foi
observado que das 5 amostras apenas uma (novembro) se apresentou como
monofloral para A. funifera, com 62,7% de frequéncia polinica da espécie, na mesma
amostra foi reportado ainda o género llex com 8,2%, seguido por Alchornea com 6,2%
e da espécie M. pudica com 5,4%, sendo todos esses outros caracterizados com base
na frequéncia como “pélen menor importante” (Tabela 1). As amostras coletadas nos
meses de maio, junho, agosto e setembro apresentaram-se como monofloral para a
espécie M. pudica, com frequéncias superiores a 80%. Outros tipos polinicos foram
encontrados nas amostras na faixa de 0,2 a 7,2% sendo 0s principais 0 género
Mikania, seguido por Rynchospora e A. funifera. Alves e Santos (2018b) explicam que
a presenca expressiva de M. pudica se deve a floragéo rapida caracteristico da familia,
além da acessibilidade das abelhas as flores da espécie, que sdo muito poliniferas. A
determinacao da origem floral por meio da analise palinolégica, bem como a andlise
da frequéncia e volume do pdlen das espécies vegetais sdo capazes de definir a
amostra como monofloral ou heterofloral.

As amostras coletadas inicialmente como monoflorais de E. guineensis foram
estudadas por outro integrante do projeto em outra area do conhecimento, sendo
conduzida por uma equipe de botanicos que estudaram néo so6 a frequéncia polinica,
mas também realizaram andlises volumétricas através do uso de ferramentas
matematicas, a fim de que n&do houvesse uma sub ou superrepresentatividade de
determinado tipo polinico (ALVES, 2017). Dentre as amostras analisadas foi
observado que apesar da frequéncia em algumas amostras apontar para determinada
origem botanica, o volume tinha elevado potencial na composicdo da amostra,
indicando que apenas a frequéncia pode ser um dado insuficiente, inclusive para
decidir se o pélen € mono ou heterofloral. Com isso, foram selecionadas 5 amostras,
4 que apresentaram frequéncia polinica de dendé maior que 45% e 1 com frequéncia

menor que 45%, mas com consideravel relacdo volumétrica em relacéo ao pélen com
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maior frequéncia de polen de outra origem botanica. Sendo assim, as 5 amostras

foram consideradas monoflorais para E. guineensis, totalizando 10 amostras. A

Tabela 2 mostra as amostras selecionadas para o trabalho com suas respectivas

frequéncias polinicas.

Tabela 1 - Relacdo dos principais tipos polinicos (%) encontrados nas amostras de

pélen apicola consideradas monoflorais de Attalea funifera Mart. coletadas na

municipalidade de Nilo Peganha, Bahia, Brasil.

Tipos polinicos Mai Jun Ago Set Nov
Aquifoliaceae

llex 8,2
Arecaceae

Attalea funifera 1,6 0,2 4.6 2 62,7
Asteraceae

Mikania 7,2 4.8 1,4 1,2
Celastraceae

Maytenus 41 0,6
Cyperaceae

Rynchospora 5 1 0,6 1,4 4.8
Euphorbiaceae

Alchornea 0,2 6,2
Fabaceae

Mimosa Acutistipula 0,4 1

M. pudica 85,5 94,1 88,7 93,1 5,4
Urticaceae

Cecropia 5,4
Indeterminados* 0.8 2.8
Total 100 100 100 100 100
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Tabela 2 — Frequéncia polinica das espécies de A. funifera, M. pudica e E. guineensis

nas amostras de polens apicolas

Frequéncias de A.  Frequéncias de

Frequéncias de

Amostras funifera (%) M. pudica (%) Amostras E. guineensis (%)
Maio/14 1,6 85,5 Julho/13 46,7
Junho/14 0,2 94,1 Janeiro/14 82,0
Agosto/14 4,6 88,7 Fevereiro/14 90,5
Setembro/15 2,0 93,1 Abril/14 52,6
Novembro/14 62,7 5,4 Maio/14 38,5
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4.2. Caracterizacdo quimica por UPLC-DAD-qTOF-MS/MS

Os compostos foram identificados experimentalmente por UPLC-DAD-ESI-
gTOF-MS/MS nas quatro amostras de extratos de pélen apicola de M. pudica (Extrato
EtOH, fr hex, fr AcOEt e fr MeOH:H20). Os extratos de EtOH, as fracdes AcOEt e
MeOH:H20 foram analisados no modo ESI negativo e as fragdes de hexano foram
analisadas no modo ESI positivo. O uso em dois modos favoreceu a identificagao de
maior numero de compostos. Nas amostras de polen de M. pudica também foi
realizada uma separacao da fracdo AcOEt em Sephadex LH-20 a fim de identificar
melhor as substancias presentes.

Para o pdlen apicola de A. funifera os compostos foram tentativamente
identificados nas fracdes hexano e ACOEt obtidas por extracdo liquido-liquido e para
o polen apicola de E. guineensis nas fragcdes metandlicas obtidas por extracdo em
fase soélida (SPE) por UPLC-DAD-qTOF/MS/MS ambos em modo ESI negativo. A
Tabela 3 mostra os compostos identificados nos polens monoflorais para as 3
espécies estudadas.

E importante observar que foi analisado o mix polinico obtido e classificado de
acordo com a frequéncia que cada espécie representa na amostra. Sendo assim, é
possivel que alguns compostos ndo sejam da espécie com maior frequéncia polinica,
ou seja, alguns compostos podem estar presentes no mix polinico ndo por que é
proveniente das flores de determinada espécie, e sim pela contribuicdo do pélen de

outra espécie.
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Tabela 3 - Comparacéo entre os compostos encontrados nas espécies M. pudica, A.
funifera e E. guineensis.

[M-HF  [M+H]*

[M-HT [M+H]* M. A E.

Rt (m/z) (m/z) Composto proposto ; . . .
(m/z) (m/z) Calculado Calculado pudica funifera guineensis
1 0,34 341,1097 341,1031 Dissacarideo X X X
2 2,07 6391536 639,1559 Isoramnetina X X
dihexosideo
3 218 639,1568 639,1567 Isoramnetin di- X
hexosideo
4 232 609,1464 609,1461 kil X
ramnose-glicosideo
5 245 5931512 593,1512 Isoramnetina pentosil X
desoxihexosideo
N’,N”-dicumaroil
6 2,58 436,2246 436,2241 espermidina X
Isoramnetina di-
7 2,58 769,221 769,2127 desoxihexose X X
hexosideo
8 2,66 463,0858 463,0882 Isoquercetina** X

Isoramnetina-3-
9 2,68 623,1618 623,1618 neohesperidosideo*/** X X X

10 2,82 607,1348 607,1305 Tetrahidroflavone- X
hexose-cinamoil

11 2,95 447,0932 447,0933 Quercitrina* X X
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3,1 6651729

3,29 489,1036

3,29 477,1018

3,5 301,0343

3,64 477,1018

3,66 519,1146

3,68 639,3188

3,7 431,0976

3,73 379,1663

3,6 630,2446

3,73 630,2454

3,84 630,2438

4,13 409,1767
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665,1723

489,1038

477,1039

301,0354

477,1039

519,1144

639,3188

431,0984

379,1663

630,2457

630,2457

630,2457

409,1768

Isoramnetina-glicosil-
acetil ramnosideo

Quercetina acetil
ramnosideo

Isoramnetina
hexosideo

Pentahidroxiflavona

Isoramnetina
hexosideo

Isoramnetina acetil
hexosideo

N’,N”,N”’-tricoumaroil
espermina

Canferol
desoxihexosideo

Dicumaroil putrescina

N,N,N-Tri-cafeoil
espermidina

N,N,N-Tri-cafeoil
espermidina

N,N,N-Tri-cafeoil
espermidina

Cumaroil-feruloil-
putrescina



25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

RESULTADOS E DISCUSSAO

| 38

3,95

4,03

4,1

4,2

4,33

4,26

4,34

4,41

4,52

4,58

4,54

4,8
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614,25

614,2501

614,2473

614,2488

593,13

644,2618

644,2603

598,2551

598,255

598,2552

593,1283

628,2662

614,2507

614,2507

614,2507

614,2507

593,1301

644,2613

644,2613

598,255

598,255

598,255

593,1301

628,2664

Cumaroil-di-cafeoil-
espermidina

Cumaroil-di-cafeoil-
espermidina

Cumaroil-di-cafeoil-
espermidina

Cumaroil-di-cafeoil-
espermidina

Tilirosideo**

N’,N-di-cafeoil, N-
feruloil espermidina

N’,N”-di-cafeoil, N-
feruloil espermidina

Cafeoil-di-cumaroil-
espermidina

Cafeoil-di-cumaroil-
espermidina

Cafeoil-di-cumaroil-
espermidina

Trihidroxiflavona
cumaroil hexosideo

N’-Cafeoil, N”-feruloil,

N”’- espermidina
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4,85 628,2662

4,73 582,2602

4,8 582,2602
4,9 582,2582
5 557,1071

5,04 555,0929

518 612,2708

505 672,2927

516 672,2927

531 672,2902

531 642,283
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628,2664

582,2607

582,2607

582,2607

557,1089

555,0932

612,2715

672,2924

672,2924

672,2924

642,282

N’-Cafeoil, N’-feruloil,
N’’- cumaroil
espermidina

N',N",N"-tri-cumaroil
espermidina

N, N",N"'-tri-cumaroil
espermidina

N, N",N"'-tri-cumaroil
espermidina

Naringenina-
Eriodictiol

Dihidro-hidroxi-
amentoflavona

N’,N” -Dicumaraoil,
N’”-feruloil
espermidina

N',N",N"-tri-feruloil
espermidina

N',N",N"-tri-feruloil
espermidina

N',N",N"-tri-feruloil
espermidina

N’,N”-Diferuloil, N”"-
cumaroil espermidina
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5,35

5,39

55

541

5,49

5,56

5,64

5,69

57

5,77

5,84

591

6,07
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672,2903

593,1276

593,1284

785,3551

785,3551

785,3551

539,0957

537,0813

815,3633

551,1188

577,1334

577,1342

539,0983

672,2924

593,1301

593,1301

785,3555

785,3555

785,3555

539,0983

537,0827

815,3662

551,0983

577,1352

577,1352

539,0983

N',N",N"-triferuloil
espermidina

tetrahidroxiflavona
cumaroil hexoside

tetrahidroxiflavona
cumaroil hexoside

N', N", N™, N""-tetra-

cumaroil espermina X

N, N" N™ N"-tetra-

cumaroil espermina

N, N" N™ N"-tetra-

cumaroil espermina
Rusflavona* X

Amentoflavona*/** X
N, N, N

tricoumaroil, N""- X
feruloyl espermina
O-metil biapigenina X

Canferol cumaroil
desoxihexosideo

Canferol cumaroil
desoxihexosideo

Isbmero de rusflavona
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6,08 541,1119

6,13 271,0977

6,16 329,2322
6,4 539,0983

6,64 271,0963

8,08 621,177

8,5 435,2737

9,2 419,2786

9,2 419,2786

9,35
9,49

474,2619
502,293

954 621,177

9,63 502,2932

9,66
9,74
9,89

476,2766
504,3097
480,3085

9,82
9,9

991 502,293

10,16

10,49 504,3099

10,62 295,2267
10,78
10,79 504,3094

11,07 480,3039

520,4365

518,3229

517,3862

520,3392
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541,114

271,0611

329,2334

539,0983

271,0611

621,1402

435,2752

419,2802

419,2802

474,2626
502,2939

621,1402

502,2939

476,2783
504,3096
480,3096

502,2939

504,3096

295,2279

504,3096
480,3096

520,4365

518,3229

517,3862

520,3392

Rusflavanona*
Naringenina**

FA 18:1;03

Dihidro-biapigenina

Trihidroxiflavanona

Hidroximetilbutenil
amentoflavona

FA 25:5;04

Derivado de acido
cumarico

Derivado de acido
cumarico

LPE18:3
LPC17:3

Hidroximetilbutenil
amentoflavona

LPC18:3/0:0

LPE 18:2
LPC 17:2
LPC 15:0

Cer 32:4;03
LPC 18:3
LPC18:3/0:0

FA 32:6,03

LPC18:2/0:0

Ac Hidroxi
octadecadienoico
Cc1i8:2

LPC 18:2
LPC18:2/0:0
LPE18:0

>

X X X X X
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103
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108
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110
111
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11,18

11,36
11,44
11,44

11,87
12,98
13,14

13,29
13,88

14,23
15,06
16,15
16,38
16,45
16,49
16,8

16,9
17,46
17,79

17,89

18,02

18,34
18,9
19,13
19,17
19,21

19,24

452,2783
480,3085

506,3248

508,3401

277,2145

279,2309

255,23

281,2476

327,2924

283,2641

762,5065

520,4374

496,3386

520,4355

501,3915

279,2319

486,429

483,38

529,4233

483,3815

601,5037

307,2635
486,4305

629,5336

758,5697

778,5363
475,3778

486,4305
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452,2783
480,3096

506,3252

508,3409

277,2173

279,233

255,233

281,2486

327,2904

283,2643

762,5079

520,4374

496,3386

520,4355

501,3915

279,2319

486,429

483,3833

529,4233

483,3833

601,5037

307,2635
486,4305

629,5336

758,5697

778,5363
475,3778

486,4305

Cer 32:4;03

LPE16:0
LPE18:0
LPC 16:0

LPC18:1/0:0
Cer 32:4;03
FA 32:6;02

LPC18:0/0:0

FA 18:3

Cer 32:5,0
Acido linoleico
Acido palmitico

FA 32:7;0

FA 34:6;02

Acido oleico

FA 32:7;0

DG 32:0;02
FA 20:3
Cer 32:5;0

Acido hidroxi

eicosanoico C20:0

Ac esteérico

DG 34:0;02
PC 34:2
PE18:3/20:3
PC 36:6
DG 0-27:5

Cer 32:5;0

X



113

114

115
116
117

118

119
120
121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131
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19,55

19,58

20,02
20,08
20,18

20,42

20,86
20,96
21,29

21,35

21,42

21,67

21,7

22,08

22,48

22,51

23,09

23,51

24,2

355,321

764,52

712,5367

740,5239

740,5615

740,5615

768,5925

709,5765

427,3929

780,551

503,4088

756,552

531,442

427,3929

485,3983

764,5708

628,3735

573,4885

756,6331

355,3217

764,5236

712,5369

740,5236

740,56

740,56

768,5995

709,5764

427,3929

780,551

503,4088

756,552

531,442

427,3929

485,3983

764,5708

Acido hidroxi
docosanoico C22:0

ST 30:2;,0

PE18:2/20:3
PC 36:5
GlicCer14:2/20:0

DG O-29:5

PE18:3/18:0
PC 34:5
GlicCerl4:1/22:1

DG 0-31:5
GlicCer14:1/22:1
ST 30:2;0
FA 32:6;0
GlicCerl14:1/24:1

(HexCer 38:5;053)

DG (21:0/22:6)

628,3735 (ST 24:1;06; HexNAC)

573,4885

756,6331

CE 10:0;02

(HexCer 38:1;02)
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4.2.1. Analises por UPLC-DAD-qTOF-MS/MS do pélen apicola de M.

pudica.

Oitenta e um picos foram identificados com base nos espectros de UV e de
massa, e 0s compostos 8, 9, 11, 29, 55 e 62 foram comparados com amostras padrao.
As estruturas foram sugeridas ap6s a analise dos ions produto (espectros MSE) e dos
espectros de UV comparados com a literatura. Os cromatogramas UPLC-DAD do
extrato EtOH, fracdo AcOEt e MeOH:H20 a 319 nm séo exibidos na Figura 4, e 0 ion
pico base (BPI) Figura 5 (modo ESI negativo). O BPI para a fragcdo hexano no modo
ESI positivo est4 na Figura 6. Os Cromatograma do ion pico base (BPI) de quatro
fracOes representativas de M. pudica obtidas por Sephadex LH-20 sdo mostrados da
Figura 7. A Tabela 4 mostra os compostos que foram identificados nos extratos EtOH
e fracbes ACOEt e MeOH:H20. A Tabela 5 mostra os compostos caracterizados na
fracdo hexano.

O composto 1 mostrou o pico da molécula desprotonada em m/z 341,1097 [M-
H] e absor¢cdo maxima de UV em 210 nm, além de ion produto em m/z 179,0514 [M-
H-hexose] formado a partir da perda de uma unidade de hexose de 162 Da. Por meio
da andlise dos dados e comparacdo com os da literatura foi possivel sugerir 0
composto 1 como um dissacarideo, ja identificado pela mesma técnica em outra

amostra de pélen apicola (QIAN et al., 2008).

Identificacéo de flavonoides (compostos 2, 7, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 41,
42,54, 57, 61, 65, 66 e 72).

Os flavonoides 8 (m/z 463,0858), 9 (m/z 623,1618), 11 (m/z 447,0932), 29 (m/z
593,1300), 55 (m/z 537,0813) e 62 (m/z 271,0977) foram identificados por
comparacdo com amostras padrdo como isoquercetina, isoramnetina-3-
neoesperidosideo, quercitrina, tilirosideo, amentoflavona e naringenina
respectivamente.

Os compostos 2, 7, 12, 14, 16 e 17 foram apresentados como derivados de
isoramnetina com produto de ion comum em m/z 315. O composto 2 com ion
desprotonado em m/z 639,1568 [M-H] produziu ions de produto em m/z 477,0970 [M-

H-hexose] e m/z 315,0538 [M-H-2xhexose] devido a perda de uma e duas unidades
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de hexose, respectivamente, sendo identificado como isoramnetina di-hexosideo . O
flavonoide 12, m/z 665,1729 [M-H];, além de duas unidades de aclUcar (uma hexose e
uma desoxihexose), mostrou a perda de um grupo acetil ligado a desoxihexose,
produzindo ions produto em m/z 477,1221 [M-H-acetil ramnosideo] e 315,0487 [M-H-
glicose-acetil ramnosideo]’, respectivamente. A analise desses dados permitiu
identificar o flavonoide 12 como isoramnetina-glicosil-acetii ramnosideo. Os
compostos 7 (m/z 769,2210) e os isomeros 14 e 16 (m/z 477,1018) mostraram perdas
de desoxihexose e hexose em m/z 623,2001 e m/z 315,0486, respectivamente. Com
os dados de MS? foi possivel identificar as substancias tentativamente como
isoramnetina di-desoxihexose hexosideo e isoramnetina hexosideo. O composto 17
(m/z 519,1146), mostrou a perda de um grupo acetil, produzindo ion produto em m/z
477,1002 a partir dai foi sugerido como isoramnetina acetil hexosideo.

Composto 10, m/z 607,1348 [M-H], mostrou ion desprotonado em m/z
463,0861 [M-H-cinamoil], devido a perda de um grupo cinamoil seguido por hexose
em m/z 301,0355 [M-H-cinamoil-hexose], assim foi possivel sugerir como
tetrahidrohiflavona-hexose-cinamoil. O composto 13, m/z 489,1036 [M-H], mostrou
perda de acetil ramnose com ion produto a m/z 301,0645 [M-H-acetil ramndésido]
sendo identificado como quercetina-acetil-ramnose. O composto 15 (m/z 301,0343)
mostrou ions produto formados pela perda neutra de CO em m/z 273,0397 e perda
sucessiva de CO seguida por H20 em m/z 255,0585, além de fragmentacéo da ligacéo
no anel B em m/z 193,0336. Com os dados de massas e UV, o composto foi sugerido
como pentahidroxifavona. O composto 19 com pico do ion molecular desprotonado
em m/z 431,0976 mostrou perda de desoxihexose com ion produto MS? em m/z
285,0431 e de acordo com esses dados foi possivel sugerir o composto como
canferol-desoxihexosideo.

O composto 65 (m/z 271,0963) apresentou-se como isdmero de 62 e foi
identificado como trihidroxiflavanona. Como exemplo, o perfil de formacao de ions
produto proposto para Isoramnetina-3-neohesperidosideo (9) pode ser estendido aos
outros flavonoides (Figura 8).

Os compostos identificados como biflavonoides mostraram absorcéo de UV em
267-336 nm. Os compostos 54 (m/z 539,0957), 55 (m/z 537,0813), e 61 (m/z
541,1119), foram isolados e identificados com base em varias técnicas

espectroscopicas como rusflavona, amentoflavona e rusflavanona, respectivamente.
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Como exemplo, o perfil de formacéo de ions produto proposto para rusflavona (54)
pode ser estendido aos outros biflavonoides (Figura 9). Foi observado pico do ion
desprotonado em m/z 537,0813 [M-H] e ions produto em m/z 443,0422 [M-H-CsHsO]
formado a partir da perda do anel B e em m/z 417,0682 atribuido a fragmentacédo em
0,2llA, enquanto m/z 375,0575 indicou que o ion produto sofreu uma fragmentacao
seguida de retrociclizacéo envolvendo as ligagdes 0 e 4 na parte Il do flavonoide. Os
outros biflavonoides apresentaram o mesmo perfil de ionizagdo da amentoflavona. O
composto 41 (m/z 557,1071) mostrou perdas neutras de H20 em m/z 539,0997 e CO:
em m/z 513,1203, ion produto em m/z 495,1100 foi formado por perda sequencial de
H20 e CO2, sendo a partir desses dados, sugerido como naringenina-eriodictiol. O
composto 42 (m/z 555,0929) mostrou uma hidroxila a mais quando comparada a
amentoflavona (55) e juntamente com seus ions produto em m/z 527,0984 pela perda
de CO e m/z 309,0393 pela perda de CO:2 seguida pela perda de C11H110, sendo
identificado como dihidro-hidroxi-amentoflavona. O composto 57 (m/z 551,1188),
mostrou perdas caracteristicas de biflavonoides (YAO et al., 2017) sendo sugerido
como O-metil biapigenina. Os isdmeros 66 e 72 mostraram um pico de ion
desprotonado em m/z 621,1770, com ions do produto em m/z 577,1910 formados por
perda neutra de CO2 e m/z 509,3323 por perda neutra de CO seguida por CsH9O, que
foi sugerido como sendo o grupo hidroximetilbutenil. O m/z em 391,1195 foi atribuido
a fragmentacdo semelhante a amentoflavona. Com isso, o composto foi sugerido
como hidroximetilbutenil amentoflavona, previamente isolado em espécies vegetais
(AL-SHAGDARI et al., 2013).

Identificacdo dos derivados de espermidina (compostos 18, 21, 25, 30, 32, 38,
39, 44, 45, 51, 52, 53, 56, 68 e 69 ).

As amidas do acido hidroxicindmico mostraram um espectro de UV com
maximos a 308-318 nm. Nos espectros de massa, esses compostos mostraram
fragmentos de ions com perdas de massa de 120 Da (etenil-fenol), 136 Da (etenil-
hidroxifenol) e 150 Da (etenil-O-metilfenol) em relacdo as perdas dos grupos
coumaroil, cafeoil e feruloil, respectivamente (CALDAS et al, 2019; NEGRI et al.,
2018).
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O composto 18 (m/z 639,3188) apresentou perda de 120 Da em m/z 519,2633
e duas perdas consequentes de 120 Da em m/z 399,2050, ent&o foi possivel sugerir
o composto como N’, N”, N”-tricoumaroil espermina. Composto 21 (m/z 630,2446)
mostrou ion produto em m/z 494,1947 devido a perda de dois etenil-hidroxifenol e
outro a m/z 468,2159 formado pela perda de um grupo cafeoil foi identificado como
N', N", N"-tricafeoil espermidina. O composto 25 (m/z 614,2500) apresentou perdas
semelhantes a 21, além de um fragmento em m/z 332,1558 formado pela perda de
uma fracdo coumaroil mais o grupo cafeoil, com isso foi possivel identificar como N',
N’-dicafeoil, N”- coumaroil espermidina. Como exemplo, o perfil de formacédo de ions
produto proposto para N’,N’-dicafeoil, N”-coumaroil (25) pode ser estendido aos
outros derivados de espermidina (Figura 10). O composto 30 (m/z 644,2618) mostrou
perda de grupo metoxi em m/z 614,2571 e o fragmento em m/z 508,2098 e m/z
478,2019, entdo foi possivel sugerir a estrutura como N', N"-dicafeoil, N™- feruloil
espermidina. O composto 32 (m/z 598,2551) produziu um fragmento de ion em m/z
462,2041 pela perda da fragéo cafeoil. O fragmento em m/z 452,2214 foi derivado de
perdas da fracdo coumaroil neutra e um fragmento de ion em m/z 342,1457,
correspondendo a perda de uma porcdo coumaroil. Com estes dados, o composto foi
identificado como N'-cafeoil-N", N™ - dicoumaroil espermidina. Os isdmeros 38 e 39
(m/z 582,2602) mostraram no MS? especula o ion produto em m/z 462,2039, que foi
originado da perda de uma fracdo de coumaroil, seguido pelo ion do fragmento em
m/z 342,1460 formado pela perda de duas por¢cdes coumaroil. Assim, 0s compostos
foram identificados com N', N", N - tricoumaroil espermidina. Os compostos 44 e 45
(m/z 672,2927), mostraram no espectro de MS/MS, o fragmento em m/z 582,8958
devido a perda de trés grupos OCHs. Os compostos foram identificados como N', N,
N™ - triferuloil espermidina. Compostos 51 52 e 53 (m/z 785,3551) e fragmentacao
semelhante a dos compostos 38 e 39. A diferenca foi que em massa foi possivel
sugerir a presenca de outra unidade de coumaroil, e a presenca de outra poliamina
na estrutura em vez de espermidina. Assim, foi possivel sugerir os compostos como
N', N, N™, N"" - tetracoumaroil espermina. Composto 56 (m/z 815,3633), mostrou 30
Da a mais do que os isomeros 51, 52 e 53, entéo foi identificado provisoriamente como
N', N", N™ - tricoumaroil, N"" - feruloil espermina

Os compostos 68 e 69, m/z 419,2786 [M-H], mostraram UV em 309 nm e foram

identificados provisoriamente como derivados do acido cumarico.
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Tabela 4 - Caracterizacdo de compostos de extratos de EtOH de pdlen de abelha de M. pudica, EtOAc e fracdes MeOH:H20
analisadas por UPLC-DAD-qTOF-MSE em modo negativo

Extrato EtOH e fracdo AcOEt

Rt A (nm) [(Mn; E% ['\é;ic]ul(;/g) MS/MS fragmentos (m/z)  Composto proposto (Mai) (Jun) (Ago) (Set)
179,0514 [M-H-hexose],
1 0.34 - 341,1097 341,1031 161,0425 [M-H-hexose- Dissacarideo X X X X
H20]
477,0970 [M-H-hexoseJ,
315,0538 [M-H-2xhexose] Isoramnetin di-
2 2.18 251 639,1568 639,1567 - 162,8885 [M-H-aglicona- hexosideo X X X X
hexose]
315,0495 [M-H-ramnose- Isoramnetina-3-
9 2.68 353 623,1618 623,1618 glicose]314,0431 [M-2H- T ex X X X X
. . neohesperidosideo*/
ramnose-glicose]
463,0861 [M-H-cinamail, .
10 2.82 356 607,1348 607,1305 301,0355 [M-H-cinamoil- Tﬁ”ah'drof'a"on.e‘ X X
) exose-cinamoil
hexose]
285,0371 [M-H-glicose],
284,0326 [M-2H-glicose], -
11 2.95 346 447,0932 447,0933 255,0298 [M-2H-glicose- Quercitrina* X X X X
COJ
477,1221 [M-H-acetil
ramnosideo], 315,0487
[M-H-glicose-acetil Isoramnetina-glicosil-
12 3.10 358 665,1729 665,1723 ramnosideo]” 314,0435 acetil ramnosideo x X X X
[M-2H-glicose-acetil
ramnosideo]
13 329 346  489,1036 489,1038 301,0645 [M-H-acetil Quercetina acetil X X X X
ramnosideo] ramnosideo
519,2633 [M-H-etenil- N’ N” N’”-tricoumaroil
18 3.68 312 639,3188 639,3188 fenol)],, 399,2050 [M-H- e X

2x(etenil-fenol)] espermina
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21 3.88
25 4.19
29 4.33
30 4.39
32 4.57
38 4.85
39 4.95
44 5.20
45 5.35
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319

312

312

319

308

308

308

293

293

630,2446

614,25

593,13

644,2618

598,2551

582,2602

582,2602

672,2927

672,2927

630,2457

614,2502

593,1301

644,2613

598,255

582,2607

582,2607

672,2924

672,2924

494,1947 [M-H-etenil-
hydroxyfenol]-, 468,2159
[M-H-cafeoll],, 358,1427

[M-H-2x(etenil-
hidroxifenol)]

478,1886 [M-H-etenil-
hidroxifenol], 452,2070
[M-H-cafeaoll],, 332,1558

[M-H-cafeoil-(etenil-fenol)]
447,0955 [M-H-coumaroil]

, 285,0390 [M-H-
coumaroil-glicose]
614,2571 [M-H-OCHgsJ,
508,2098 [M-H-etenil-
hidroxifenol], 478,2019
[M-H-etenil-hydroxyfenol-
OCHg3], 346,1750 [M-H-

etenil-hidroxifenol-cafeoil]

462,2041 [M-H-etenil-
hidroxifenol], 452,2214
[M-H-coumarail],
342,1457 [M-H-(etenil-

hidroxifenol)-(etenil-fenol)]

462,2039 [M-H-etenil-
fenol)],, 342,1460 [M-H-
2x(etenil-fenol)]
462,2039 [M-H-etenil-
fenol)],, 342,1460 [M-H-
2x(etenil-fenol)]
582,8958 [M-H-3xOCHg3],
522,2253 [M-H-etenil-O-
metil fenol]-, 480,2065 [M-
H-C10H11NO3]'
582,8958 [M-H-3xOCH3J,
522,2253 [M-H-etenil-O-
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N’ N” N”-tricafeoil
espermidina

N’,N”-dicafeoil, N
coumaraoil
espermidina

Tilirosideo*

N’,N”-dicafeoil, N"-
feruloil espermidina

N'-cafeoil-N",N"'-
dicoumaroil
espermidina

N',N",N"'-tricoumaroil
espermidina

N',N",N"'-tricoumaroil
espermidina

N',N",N"-triferuloil
espermidina

N',N",N"-triferuloil
espermidina
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metil fenol]-, 480,2065 [M-
H-C10H11NO3]'
665,3008 [M-H-etenil-

N, N, N™, N
fenol], 639,3354 [M-H- N T
51 5.46 308 785,3551 785,3555 coumaroil], 545,2308 [M- tetracourr_\aron
H-2x(etenil-fenol)] espermina
665,3008 [M-H-etenil- e
52 5.53 200  785,3551 785,3555 fenolf, 639[’3354 [M-H- T’tN Sumar 1
' ’ ’ coumaroil]', 545,2308[M- etracoumarol
H-2x(etenil-fenol)] espermina
665,3008 [M-H-etenil- e
fenol] 639[ 3354 [M-H- N, N*, N™, N™-
53 5.59 296 785,3551 785,3555 T tetracoumaroil
coumaroil],, 545,2308 [M- espermina
H-2x(etenil-fenol)]
695,2883 [M-H-etenil-O- NG N, N
56 5.70 310  815,3633 815,3662 ' : : tricoumaroil, N™-
metil fenol] f .
eruloyl espermina
63 6.16 ; 329,2322 329,2334 FA 18:1:0;
67 8.50 ; 435,2737 435,2752 FA 25:5:04
68 920 309 4192786 419,2802 163,0300 [C1sH3304] Derivado de acido
cumarico
69 9.20 309  419,2786 419,2802 163,0300 [C1sH3302]" Derivado de acido
cumarico
70 9.35 ; 474,2619 474,2626 LPE18:3
71 9.49 ; 502,293 502,2939 LPC17:3
74 0.66 ; 476,2766 476,2783 LPE 18:2
75 .74 ; 504,3097 504,3096 LPC 17:2
76 9.89 : 480,3085 480,3096 LPC 15:0

x

* Comparado com o padrao auténtico.** Presente nas fracbes MeOH:H20.
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Identificacdo de lipidios

A identificacdo dos lipidios foi realizada por meio de interpretacdo espectral
MS/MS e comparacdo com espectros disponiveis nas bases de dados METLIN
(http://metlin.scripps.edu/index.php) e LipidMaps (http://www.lipidmaps.org), além de
comparacao com dados da literatura e com erro de massa de <7 ppm. No modo ESI
negativo os lipidios mostraram ionizacdo [M-H]" e no modo positivo mostraram
ionizacao [M+H]*, [M+H+Na]* e [M+H+ACN]*.

Trés classes de lipidios, incluindo 3 espécies de monoacilglicerofosfocolinas
(LPC), 2 monoacilglicerofosfoetanolaminas (LPE) e 2 acidos graxos (FA), foram
detectadas no modo de ionizagdo negativo. Os compostos sugeridos como LPE (70 e
74) foram identificados no modo negativo com base na perda neutra de acidos graxos
conjugados (m/z 277,2169 e m/z 279,2322) sendo identificados provisoriamente como
LPE 18:3 (70) e LPE 18:2 (74).

Sete classes de lipidios, incluindo 3 espécies de monoacilglicerofosfocolinas
(LPC), 8 ceramidas (Cer e HexCer), 5 diacilglicerdis (DG), 8 acidos graxos (FA), 4
diacilglicerofosfocolinas (PC), 3 esterdis (ST) e 1 éster de colesterol (CE) foram
detectados no modo de ionizacdo positiva (Tabela 5). Os compostos sugeridos como
esterdis (114, 124 e 129) e DGs (102, 107, 111, 118 e 122) mostraram uma perda de
18 Da correspondendo a perda de H20, também foi identificado provisoriamente 1
éster de colesterol (130) de acordo com o erro entre o valor tedrico e aquele observado
para o pico do ion molecular. 8 ceramidas (77, 86, 91, 95, 104, 112, 127 e 131) foram
provisoriamente identificadas, ceramidas e derivados foram relatados e isolados em
outros estudos com pdlen (PEI; LIU; DI, 2010).

4 PC (108, 110, 116 e 120) e 6 LPC (71, 75, 76, 78, 83 e 89) foram sugeridos
como derivados de PC/LPC com base no ion produto m/z 184,0733 caracteristicas do
grupo fosfocolina. 10 acidos graxos (63, 67, 80, 92, 94, 98, 99, 101, 103 e 125) foram
identificados provisoriamente, entre eles FA 18:3 (94) conhecido como acido
linolénico, que é da classe 6mega-3 com alto valor nutricional na dieta humana (LI et
al., 2017).
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Tabela 5 - Caracterizacdo de compostos de fracdes hexano de pdélen de abelha M. pudica por UPLC-qTOF-MSE em modo positivo

Erro

Rt [Iz/lr:/gg [Mzg;rzl;la] [M+|(_|r;/'§)CN] Calculada [&)EE])+ Formula %?gnp%%?go (Mai)  (Jun) (Ago) (Set)
9.82 520.4365 - - 520.4360 0.96 Cs2Hs57NO4 Cer 32:4,03 X
9.90 518.3229 - - 518.3241 -2.31 C26H4sNO7P LPC 18:3 X X
10.16 517.3862 - - 517.3887 -4.83 C32Hs5205 FA 32:6;03 X
10.78 520.3392 - - 520.3398 -1.15 C26Hs0NO7P LPC 18:2 X X
11.18 520.4374 542.4196 - 520.4360 2.69 C32Hs57NO4 Cer 32:4,03 X X
11.44 496.3386 - - 496.3398 -2.41 C24Hs0NO7P LPC 16:0 X X X
12.98 520.4355 542.4187 - 520.4360 -0.96 C32H57NO4 Cer 32:4,03 X
13.14 501.3915 - - 501.3938 -4.58 Cs2Hs5204 FA 32:6;0; X
13.88 279.2319 - - 279.2319 0.00 CisH3002 FA 18:3
14.23 486.4290 - - 486.4305 -3.08 Cs2Hs5NO2 Cer 32:5;0 X X
16.45 529.4233 - - 529.4251 -3.39 C34Hs5604 FA 34:6;0, X X X X
16,38 483,3800 483.3833 -6,82 C32H5003 FA 32:7;,0 X
16.38 483.3815 - - 483.3833 -3,72 C32H5003 FA 32:7;0 X
16.90 601.5037 623.4844 - 601.5038 -0.16 Cs5Hes0O7 DG 32:0,0; X
17.46 307.2635 - - 307.2632 0.97 C20H3402 FA 20:3 X
17.79 486.4305 508.4136 - 486.4305 0.00 Cs2Hs5NO2 Cer 32:5;0 X X
18.34 629.5336 651.5155 - 629.5351 -2.38 Cs7H7207 DG 34:.0,0; X X
18.90 758.5697 - - 758.5694 0.39 C42HgoNOsgP PC 34:2 X X X
19.17 778.5363 - - 778.5381 -2.31 C44H76NOsgP PC 36:6 X
19.21 475.3778 497.3593 - 475.3782 -0.84 C30Hs5004 DG 0O-27:5 X X
19.24 486.4305 508.4135 - 486.4305 0.00 Cs2Hs5NO> Cer 32:5;,0 X X
19.58 427.3929 - 467.3850 427.3934 -1.16 C3oHs500 ST 30:2;,0 X X X X
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116 20.08 780.5510 - - 780.5538 -3.58 C14H7sNOgP PC 36:5 X

118 20.42 503.4088 525.3914 - 503.4095 -1.39 C32H5404 DG 0-29:5 X X X
120 20.96 756.5520 - - 756.5538 -2.37 Ca2H7eNOgP PC 34:5 X X
122 21.35 531.4420 553.4226 - 531.4408 2.25 C34Hs304 DG O-31:5 X X
124 21.67 427.3929 - 467.3850 427.3934 -3.97 C3oHs00 ST 30:2,0 X X X X
125 21.70 485.3983 507.3814 - 485.3989 -1.23 Cs2Hs5203 FA 32:6;0 X

127 22.48 764.5708 - - 764.5671 4.83 CasH77NOy  (HexCer 38:5;05) X X X
129 23.09 628.3735 - - 628.3691 -7.00 Cs2Hs3NO11 (SJei?\ii;cc))G; X X X X
130 23.51 573.4885 - - 573.4877 1.39 Cs7Hs404 CE 10:0;02 X

131 24.20 756.6331 - - 756.6348 -2.24 CasHesNOg  (HexCer 38:1;0z2) X

FA: &cido graxo; LPE: Monoacilglicerofosfoetanolaminas; LPC: Monoacilglicerofosfocolinas; Cer: Ceramidas; DG:
Diacilglicerois; PC: Diacilglicerofosfocolinas; ST: Esterois; HexCer: Hexosil ceramidas; CE: Esteres de colesterol; ST HexNAc:

conjugados de esterol N-acetil-hexosamina
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Figura 4 Cromatogramas UPLC-DAD (319 nm) do extrato EtOH (A), fracdo AcOEt (B) e MeOH:H20 (C) de pdlen apicola monofloral
de M. pudica
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Figura 5 Cromatograma do ion pico base (BPI) do extrato EtOH (A), fragdo AcOEt (B) e MeOH:H20 (C) de pdlen apicola monofloral
de M. pudica por UPLC-QTOF-MS em modo negativo
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Figura 6 Cromatograma do ion pico base (BPI) da fragdo hexano de pélen apicola monofloral de M. pudica por UPLC-QTOF-MS em
modo positivo
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Tabela 6 - Caracterizacdo de compostos em fracdes obtidas por Sephadex LH-20 (1-7) de polen apicola de M. pudica por UPLC-

DAD-qTOF-MSE.

[M-HJ-

Tr  A(nm) (m/2)

Calculado fons produto

Composto proposto (Fr1) (Fr2) (Fr3) (Fr4) (Fr5) (Fre6) (Fr7)

463,0681 [M-H-

4 2,32 353 609,1464 609,1461 desoxihexose]-, 300,0272
[M-2H-rutinosideo]-
623,2001 [M-H-
desoxihexose]-, 315,0442
[M-H-2xdesoxihexose-
hexose]-
301,0338 [M-H-hexose]-,
273,0639 [M-H-hexose-CO]J-,
255,0280 [M-H-hexose-CO-
H-20]-
315,0486 [M-H-hexose]-,
285,0413 [M-H-hexose-CO]-
273,0397 [M-H-COQ]-,
255,0585 [M-H-CO-H,0OJ-,
193,0336 [M-H-fragm anel
BJ-

315,0486 [M-H-hexose]-,
285,0413 [M-H-hexose-CO]J-
477,1002 [M-H-acetil]-,

17 3,66 352 519,1146 519,1144 315,0564 [M-H-acetil-
hexosideo]-
285,0431 [M-H-
desoxihexose]-
539,0997 [M-H-H.O]-,
513,1203 [M-H-CO_]-,
41 5,00 295 557,1071 557,1089 495,1100 [M-H-H,0-COg]-,
311,0547 [M-H- H,0O-CO;-
ZXCGHso]-

7 2,58 354 769,2210 769,2127

8 2,66 354 463,0858 463,0882

14 3,29 352 477,1018 477,1039

15 3,50 372 301,0343 301,0354

16 3,64 354 477,1018 477,1039

19 3,70 365 431,0976 431,0984
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527,0984 [M-H-COQO]-,
469,0954 [M-H-CO,-C,H.0]-,
42 5,04 320 555,0929 555,0932 351,0522 [M-H-CO--
3C24H20]- 309,0393 [M-H-
C0O;-C11H110]-,
495,1099 [M-H-CO]-,
453,0980 [M-H-CO,-C,H:0]-,
351,0402 [M-H-CO:-
3X(C24H20)]-
443,0422 [M-H-CsHsO]-,
417,0682 [M-H-C7HsO]-,
55 5,69 335 537,0813 537,0827 375,0575 [M-H-C1oHeOs]-,
309,0503 [M-H-C7Hs0--
CsH1O2]-
429,0839 [M-H-CsHsO3]-,
57 5,77 328 551,1188 551,0983 285,0372 [M-H-O-
metilflavonal-
497,1239 [M-H-CO]-,
395,0751 [M-H-CyHsOg3]-,
61 6,08 290 541,1119 541,1140 351,0851 [M-H-CgHsO3-CO3]-
, 311,0536 [M-H-2x(CsHsO)-
CO2)-
135,0431 [M-H-CgHgO2]-,
109,0273 [M-H-CsHsO2]-
135,0431 [M-H-CgHsO2]-,
109,0273 [M-H-CsHsO2]-
577,1910 [M-H-CO]-,
66 8,08 327 621,1770 621,1402 509,3323 [M-H-CsHyO-CO]-,
391,1195 [M-H-CgHs-C4H7O]-
577,1910-[M-H-CO2]-,
72 9,54 327 621,1770 621,1402 509,3323 [M-H-CsHsO-CO]-,
391,1195 [M-H-CgHe-C4H7O]-

54 5,64 293 539,0957 539,0983

62 6,13 287 271,0977 271,0611

65 6,64 287 271,0963 271,0611

Dihidro-hidroxi-
amentoflavona

Rusflavona*

Amentoflavona*/**

O-metil biapigenina

Rusflavanona*

Naringenina**
Trihidroxiflavanona

Hidroximetilbutenil
amentoflavona

Hidroximetilbutenil
amentoflavona

*Substancias isoladas **Comparado com o padréo auténtico
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Figura 7 Cromatograma do ion pico base (BPI) obtido em modo negativo de quatro
fracOes representativas de M. pudica obtidas por Sephadex LH-20 analisada por
UPLC-DAD-qTOF-MS.
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De forma geral foram encontradas 3 classes principais de substancias que
estdo envolvidas em diferentes funcdes tanto para abelha como da espécie vegetal
coletada. As Figuras 8, 9 e 10 mostram o perfil de formacéo de ions produtos para um

composto que se apresenta como exemplo para cada uma delas.
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Figura 8 Proposta de formacéo de ions produto de Isoramnetina-3-neohesperdosideo

(9) em ESI negativo (A) Espectro de massas mostrando os principais ions produto

formados (B).
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Figura 9 Proposta de formacé&o de ions produto de rusflavona (54) em ESI negativo

(A) Espectro de massas mostrando os principais ions produto formados (B).
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Figura 10 Proposta de formacdo de ions produto de N’,N’-dicafeoil, N’’-coumaraoil

espermidina (25) em ESI negativo (A). Espectro de massas mostrando 0s principais

ions produto formados (B).
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4.2.2. Analises por UPLC-DAD-qTOF-MS/MS do podlen apicola de A.

funifera

Para o polen apicola de piacava os compostos foram tentativamente
identificados por UPLC-DAD-gTOF/MS/MS nas fracfes acetato de etila e hexanica
obtidas por extracao liquido-liquido. A Tabela 7 mostra os dados obtidos pela analise
dos espectros de ions produto de cada substancia. Os compostos foram
caracterizados por andlise dos ions produto (espectros MSF) e espectros de UV, além
de comparacdo com a literatura. Dos compostos analisados na amostra 54 foram
identificados, sendo um acucar (1), oito flavonoides (9, 14, 15, 54, 55, 57, 60 e 64),
dois derivados de putrescina (20 e 24), dezesseis derivados da espermidina/acido
cinamico (6, 21, 22, 25, 26, 30, 31, 32, 33, 36, 37, 38, 39, 43, 44 e 47) e 27 lipideos
(70, 73,74,79, 81, 82, 84, 85, 87, 88, 90, 93, 94, 96, 97, 100, 105, 106, 109, 113, 115,
117, 119, 121, 123, 126 e 128). A extracdo liquido-liquido (particdo) permitiu que os
compostos fossem separados e concentrados de acordo com seu coeficiente de
particdo, sendo compostos de média polaridade concentrados na fragdo acetato de
etila e os menos polares na fracdo de hexano. Os cromatogramas obtidos por UPLC-
DAD e pico de ions base (UPLC-gTOF/MSE) em modo negativo das fracdes de pdlen

apicola de piacava sdo mostrados na Figura 11.

Identificagéo dos derivados de espermidina

O composto 6 mostrou picos de ions desprotonados em m/z 436,2246 com ions
produto em m/z 316,1637 e m/z 196,2963 caracteristicos de perda de uma e duas
por¢cdes coumaroil, respectivamente. Assim, o composto foi sugerido como di-
coumaroil espermidina. O composto 20 apresentou pico da molécula desprotonada
em m/z 379,1663 [M-H] e absor¢cdo maxima de 295 nm no espectro de UV, além de
ions produto em m/z 259,1355 [M-H-(etenil-fenol)] referente a perda de uma porgéo
coumaroil, m/z 233,2124 [M-H-coumaroil] atribuida a perda neutra de um grupo
coumaroil e em m/z 162,1490 [M-H-coumaroil-C4sH7N] essas perdas sé&o
caracteristicas de um derivado do &cido cindmico. Com base nesses dados e
comparacao com a literatura, o composto foi sugerido como dicoumaroil-putrescina.
O composto 24 mostrou pico da molécula desprotonada em m/z 409,1767 [M-H], UV
max em 315 nm e ions produtos em m/z 289,1142 [M-H-(etenil-fenol)] e m/z 259,1055
GOMES, A. N. P.
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[M-H-(etenil-metoxi-fenol)], os quais correspondem a perda de uma porcéo feruloil,
respectivamente. Quando comparado ao composto 20 (dicoumaroil putrescina) foi
possivel observar diferenca de 30 Da a mais no composto 24, o que sugere a presenca
do grupo metoxila, com esses dados foi possivel identificar 24 como conjugado de
coumaroil-feruloil-putrescina. Ambos os derivados da putrescina ja foram identificados
previamente em polen apicola da familia Fabaceae (CALDAS et al., 2019).

Os compostos 36, 37, 43 e 47 mostraram tanto perdas de 120 Da e 136 Da,
como também perdas de 150 Da e 30 Da, sendo estas ultimas caracteristicas de
porcao feruloil. Os isdbmeros 36 e 37 (m/z 628,2662) mostraram ions produto em m/z
598,2581 referente a perda do grupo metoxila e em m/z 492,2100 pela perda da
porcado coumaroil, com esses dados e por comparacdo com a literatura os compostos
foram identificados como N’-cafeoil, N’-feruloil, N’’- coumaroil espermidina. O
composto 43 com pico de fon desprotonado em m/z 612,2708 mostrou em MS? jons
produto formados pela perda da por¢cdo coumaroil em m/z 492,2128 e porc¢éao feruloll
em m/z 462,2039, além da perda neutra do grupo feruloil em m/z 434,2104 através
dos dados o composto foi sugerido como N’,N” -dicoumaroil, N”’-feruloil espermidina.
O composto 47 (m/z 642,2830) quando comparado com a substancia 43 mostrou
excedente de 30 Da, estes dados permitem atribuir ao composto 47 a presenca de
uma metoxila. Os ions produto caracteristicos para 47 em m/z 522,2214 e m/z
492,2696 sao atribuidos a perda de uma porcao coumaroil e feruloil, respectivamente.
O que permite identifica-lo como um conjugado N’, N’-diferuloil, N’’-coumaroil
espermidina, ja identificado em amostras de pdlen do sul do Brasil (NEGRI et al.,
2011).

O composto 60 (m/z 539,0983) foi sugerido como isbmero de 54. O composto 64
(m/z 539,0983) apresentou-se como isdbmero de 60 e 54, porém com um perfil de
formacdo de ions produto diferente. Os ions observados para tal composto foi m/z
413,0624 e m/z 387,0760, os quais sao resultados de um rearranjo por Retro-Diels-Alder
(RDA), comum em compostos como flavonoides (CALDAS et al., 2019), esses dados

permitem sugerir 64 como dihidro-biapigenina.

Identificagdo de Lipideos

A identificagdo dos lipideos foi realizada pela interpretagcdo dos espectros

MS/MS e a comparacdo dos dados adquiridos com os disponiveis nos seguintes
GOMES, A. N. P.
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bancos de dados: METLIN (http://metlin.scripps.edu/index.php) e LipidMaps (http: //
www.lipidmaps.org) além de comparacdo com a literatura.

Os dados mostraram que os lipideos podem ionizar de diferentes maneiras [M-
H] e [M-H+HCOO] para o modo ESI negativo (GODZIEN et al., 2015). Foi observada
também a formacdo de [M-H+CHsCOO] para glicerofosfolipideos no modo de
ionizacao negativa.

Foram tentativamente identificadas cinco classes lipidicas, incluindo 5 acidos
graxos, 14 glicerofosfolipideos, 4 cerebrosideos, 3 acidos graxos hidroxilados e 1
diglicerideo, no modo de ionizacdo negativa (Tabela 7), esses compostos néo
mostram absorc¢ao no espectro de UV devido auséncia de cromoforos.

Entre os principais acidos graxos (RCOOH) encontrados no pélen apicola, os
mais abundantes s&o o acido linolénico, linoleico, palmitico e oleico (GARDANA et al.,
2018). No pélen apicola de piacava foram identificados 2 acidos graxos saturados, 1
monoinsaturados e 2 poli-insaturados. O ion produto observado no espectro MS do
modo negativo de &cidos graxos [M-H-44] corresponde a perda neutra de CO2 (MOK
et al., 2016). O grau de saturacao influencia o perfil de fragmentacéo, de modo que
guanto menos ligacfes duplas mais limitada é a fragmentacédo, podendo haver ruptura
da ligacdo C-C de acordo com a energia fornecida (KERWIN, WIENS & ERICSSON
1996).

Os compostos 97 (m/z 255,2300), 106 (m/z 283,2641) e 100 (m/z 281,2476),
foram sugeridos como acido palmitico (C16:0) e esteérico (C18:0), os quais sao acidos
graxos saturados e acido oleico (C18:1), &cido graxo monoinsaturado (MOK et al.,
2016), com base em dados comparados a literatura (NEGRI et al., 2018). Os
compostos 94 (m/z 277,2145) e 96 (m/z 279,2309) mostraram perdas de CO:
fornecendo ions produto em m/z 233,2238 e m/z 235,1266, respectivamente. Esses
dados forneceram informacdes capazes de sugerir 0s compostos como &cido
linolénico (C18:3) e linoleico (C18:2), respectivamente. Os acidos palmitico, linoleico,
estearico e oleico também foram previamente identificados em amostras de pdlen
apicola coletadas no municipio de Canvierias, Bahia (NEGRI et al., 2018).

Os compostos 82, 105 e 113 mostraram ions [M-H] semelhantes aos acidos
graxos hidroxilados relatados no pdlen de Brassica campestris (YANG; YANG; LI,
2012). O composto 82 apresentou ion desprotonado em m/z 295,2267 e ions produtos
em m/z 277,2057 pela perda de uma molécula de agua, indicativa da presenca de
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uma hidroxila livre, os ions m/z 269,7659 e m/z 255,2469 foram formados a partir da
cisdo do grupo alila e a fissédo no carbono 8 ao grupo OH, respectivamente (ZHANG
et al, 2011), portanto, foi tentativamente identificada como &cido
hidroxioctadecaendico (C18:2). Plettner, Slessor e Winston, (1998) mostraram que
esse composto trata-se de um acido mandibular biossintetizado pelas abelhas Apis
mellifera a partir do acido octadecandico, e que a hidroxilagdo pode ocorrer na
penudltima ou na ultima posi¢cdo. Os compostos 105 (m/z 327,2924) e 113 (m/z
355,3210) também foram sugeridos como acidos graxos hidroxilados do tipo &cido
hidroxi-eicosanoico (C20:0) e acido hidroxi docosanoico (C22:0), respectivamente.

Os glicerofosfolipideos séo os lipideos estruturais mais comumente encontrados
na membrana celular, os quais possuem principalmente &cidos graxos poli-
insaturados de carbono C16/C18 (Dahl 2018). De acordo com Li et al. (2017) em
amostras de polen de abelha mais de 65% das substancias identificadas no modo de
ionizacdo negativa pertencem a classe dos glicerofosfolipideos. Esses compostos
constituem-se de duas partes, uma delas invariavel que inclui um grupo principal, um
grupo fosfato e um esqueleto de glicerol, e outra variavel que inclui um grupo polar
ligado ao fosfato e os acidos graxos que estéo ligados nas posicées chamadas de sn-
1 e/ou sn-2, sendo nessas ligacdes observadas as principais fragmentacdes (LI et al.,
2017). Quase todos os glicerofosfolipideos sao ionizaveis por ESI, a formacao dos
ions produtos é favorecida pelos grupos polares que distinguem as classes (HSU &
TURK 2009). Existem trés padrdes possiveis de ions caracteristicos de fosfolipideos
no ESI das cadeias de acidos graxos no modo negativo ([RC=0]*, [RCOOHT e ion
neutro R'CH=CO) (PI; WU; FENG, 2016).

O composto 109 mostrou um ion desprotonado em m/z 762,5065 e ions produto
em m/z 277,2133 referente ao acido graxo [RCOOH], em m/z 484,2882 [M-H-
RCOOH], formado pelo perda do acido graxo e ions caracteristicos em m/z 140,0503
[C2H704NP] e m/z 196,9383 [CsH110sNP]. Assim, por meio desses dados e
comparacao com a literatura foi sugerida como diacilglicerofosfoetanolamina ou PE
(18:3/20:3). Os compostos 115 (m/z 764,5200) e 119 (m/z 740,5239) apresentaram
perda de acidos graxos (m/z 279,2304 e 277,2138, respectivamente), sendo foram
sugeridos como PE (18:2/20:3) e PE (18:3/18:0).

Os glicerolipideos (triacilglicerois e diacilglicerois) podem ser considerados
pertencentes ao mesmo grupo que os glicerofosfolipideos (fosfatidilcolina,
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fosfatidiletanolamina, etc.), pois compartilham um esqueleto de glicerol comum em
suas estruturas. No entanto, esses dois tipos de lipideos tém propriedades quimicas
e funcdes bioldgicas totalmente diferentes, onde os glicerolipideos s@o neutros
(auséncia de carga aparente) responsaveis pelo armazenamento de energia, e 0s
fosfolipideos tém caracteristicas polares (em parte da substancia) e compdem a
estrutura de bicamada de membrana (MURPHY; AXELSEN, 2011). O composto 128
mostrou pico do ion molecular desprotonado em m/z 709,5765 e ions produto em m/z
325,2973 e m/z 311,1616 que correspondem a grupos de cadeia longa nas posi¢coes
sn-1 (C21:0) e sn-2 (C22:6) seguida pela perda de H20 que sédo perdidas do glicerol,
essas perdas sdo encontradas em outros tipos de diglicerol, mostradas em um estudo
de caracterizacao espectral de glicerolipideos (HEIM et al., 2009). Assim, pode-se
sugerir que o composto em questdo pertence a classe de glicerolipideos que séo
relatados como diacilglicerol (DG 21:0/22:6).

O lisofosfolipideo ou monoacilglicerofosfolipédeo € um glicerofosfolipideo que
contém um fosfato e um grupo principal polar ligado (que pode ser etanolamina, colina
ou inositol), o qual possui apenas uma Unica cadeia acil conectada ao glicerol e
semelhante aos glicerofosfolipideo que podem ser classificados em diferentes classes
com base em seus grupos principais polares (WANG; WANG; HAN, 2015). Para as
monoacilglicerofosfoetanolamina (LPE), o principal ion produto observado consiste na
perda da cadeia dos acidos graxos (FANG; YU; BADGER, 2003).

Os compostos 70, 74 e 87 mostraram esse tipo de formacéo de ions produto,
cada um com seu respectivo acido graxo ligado a cadeia de glicerol. 70 (m/z 474,2623)
e 74 (m/z 476,2682) mostraram um pico intenso em m/z 277,2231 e m/z 279,2294
devido a perda de C18:3 e C18:2, respectivamente, sendo assim identificados como
LPE 18:3 e LPE 18:2. 87 mostrou pico do ion desprotonado em m/z 452,2783 e ion
produto em m/z 255,2291 devido a perda de acido graxo C16:0, por isso foi sugerido
como LPE 16:0.

Quando operadas no modo negativo, espécies moleculares de
monoacilglicerofosfocolina (LPC) produzem ions moléculas desmetiladas abundantes
[M-CH3s] (pico base) e ions aduto [M+HCOOCHSs], fatos observados em outros
estudos com lipideos (BERDEAUX et al., 2010, FANG; YU; BADGER, 2003).

Os compostos 73, 79, 81, 84, 85, 88, 90 e 93 mostraram essas caracteristicas.
Os isdbmeros 73 e 79 (m/z 502,2932) apresentaram pico intenso em m/z 277,2130
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devido a perda de C18:3, sendo assim identificado como LPC 18:3. 81 e 84 (m/z
504,3096) isébmeros com ions produto formados pela perda de C18:2 em m/z
279,2308, portanto, foram identificados como LPC 18:2. 85 e 88 (m/z 480,3085)
apresentaram-se como isémeros com ion produto formado pela perda de C16:0 em
m/z 255,2300 e foram identificados como LPC 16:0. 90 (m/z 506,3248) e 93 (m/z
508,3401) mostraram ions do produto em m/z 281,2430 e 283,2605 respectivamente,
pela perda de acidos graxos C18:1 e C18:0, por isso foi sugerido como LPC 18:1 e
18:0. Além disso, todos os compostos mostraram de formag&o de adutos com acetato
(IM-CH3+HCOOCHz3]) caracteristico dessas substancias também foram observados.

Os esfingolipideos e glicoesfingolipideos s&@o constituintes da maioria dos
alimentos e também componentes estruturais essenciais das membranas celulares de
mamiferos. O grupo amino da base esfingoide é geralmente substituido por um &cido
graxo de cadeia longa para produzir ceramidas. Os esfingolipideos complexos das
plantas sdo principalmente cerebrosideos (mono e oligohexosilceramidas) com
glicose (a hexose mais comum), galactose, manose e inositol (VESPER et al., 1999;
WENNEKES et al., 2009).

O composto 117 (m/z 712,5367) mostrou ions produto formados pela perda da
cadeia de acidos graxos em m/z 402,1381 [M-H-RCOOH] e fragmentacédo na porcao
-NH da ceramida juntamente com o acido graxo [HNCOOHR] em m/z 325,1727. Com
esses dados, foi possivel sugerir, de acordo com a massa e o0s ions produto, que 0
composto em questdo é uma ceramida ligada a uma hexose (cerebrosideo ou
HexCer) do tipo HexCer d14:2/20:0. Os compostos 121 e 123 (m/z 740,5615) e 126
(m/z 768,5994) apresentaram perda de 162 Da, devido a perda de uma hexose,
comum de cerebrosideos (HAN; CHENG, 2005). Embora ndo sejam observados
fragmentos de ceramida, pode-se sugerir que sejam esse tipo de composto de acordo
com a massa exata e a perda de acucar, além disso, a literatura relata a presenca
desses compostos em polen (PEI; LIU; DI, 2010). Assim, os isbmeros 121 e 123 foram
dados como GlcCer d14:1/22:1 ou um de seus isomeros e 126 como HexCer
d14:1/24:1.

GOMES, A. N. P.



RESULTADOS E DISCUSSAO
| 69

Tabela 7 - Compostos tentativamente identificados em pélen apicola monofloral de A. funifera por UPLC-DAD-qTOF-MSE.

Composto Tr A(nm)  [M-H] Calculado fons produtos Composto proposto
(m/z)
1 0,37 210 341,1031 341,1031 179,0514 [M-H-hexose], 161,0425 [M-H-hexose-H.0] Dissacarideo
6 2,58 310 436,2246 436,2241 316,1637 [M-H-(etenil-fenol)],, 196,2963 [M-H-2x(etenil- N’,N”-dicoumaroil
fenol)] espermidina
9 2,76 351 623,1615 623,1617 459,0792 [M-H-desoxihexose], 315,9079 [M-H- Isoramnetina-3-
desoxihexose-hexoseJ neohesperdosideo*
14 3,20 346  477,1038 477,1039 315,0622 [M-H-hexose]’, 285,9301 [M-hexose-OCHjs] Isoramnetina hexosideo
15 3,41 346  301,0352 301,0354 265,4117 [M-H-2xH-0] 255,0615 [M-H-CO-H-0] Pentahidroxi-flavona
20 3,73 295 379,1663 379,1663 259,1355 [M-H-(etenil-fenol)],, 233,2124 [M-H- Dicoumaroil putrescina
coumaroil],, 162,1490 [M-H-coumaroil-C4H;N]J
21 3,85 320 630,2454 630,2457 494,2041 [M-H-(etenilhidroxi-fenol)], 468,2074 [M-H- N’,N”,N”-Tricafeoil
cafeail]", 358,1208 [M-H-2x(etenilhidroxi-fenol)] espermidina
22 3,98 320 630,2454 630,2457 494,2041 [M-H-(etenilhidroxi-fenol)], 468,2074 [M-H- N’,N”,N”-Tricafeoil
cafeoil], 358,1208 [M-H-2x(etenilhidroxi-fenol)] espermidina
24 4,13 315 409,1767 409,1768 289,1142 [M-H-(etenil-fenol)], 259,1055 [M-H- Coumaroil-feruloil-
(etenilmetoxi-fenol)], 162,8952[M-H-feruloil-C4H7N] putrescina
25 4,28 318 614,2501 614,2507 478,1876 [M-H-(etenilhidroxi-fenol)], 452,2147 [M-H- N’,N”-Dicafeoil, N”-
cafeail]", 332,0355 [M-H-cafeoil-(etenil-fenol)] coumaroil espermidina
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26

30

31

32

33

36

37

38

39

43

4,34

4,40

4,48

4,67

4,78

4,80

4,85

4,94

5,06

5,18
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318

318

318

316

316

315

315

310

310

310

614,2501

644,2603

644,2603

598,2551

598,2550

628,2662

628,2662

582,2607

582,2607

612,2708

614,2507

644,2613

644,2613

598,2550

598,2550

628,2664

628,2664

582,2609

582,2609

612,2715

478,1876 [M-H-(etenilhidroxi-fenol)]", 452,2147 [M-H-
cafeail]", 332,0355 [M-H-cafeoil-(etenil-fenol)]

614,2515 [M-H-OCHjs], 508,2072 [M-H-(5-etenilhidroxi-
fenol)], 478,2956 [M-H-(etenilhidroxi-fenol)-OCHjs]J,
346,1809 [M-H-(etenilhidroxi-fenol)-cafeoil]

614,2515 [M-H-OCHjs], 508,2072 [M-H-(etenilhidroxi-
fenol)]', 478,2956 [M-H-(etenilhidroxi-fenol)-OCHs],
346,1809 [M-H-(etenilhidroxi-fenol)-cafeoil]

464,2072 [M-H-(hidroxietenil-fenol)]’, 462,2142 [M-H-(4-
etenilhidroxi-fenol)], 304,9342 [M-H-dicumoaroil] -

464,2072 [M-H-(hidroxietenil-fenol)] -, 462,2142 [M-H-
(etenilhidroxi-fenol)] -, 304,9342 [M-H-dicumoaraoil]

598,2581 [M-H-OCHs] ", 492,2100 [M-H-(etenilhidroxi-
fenol)]', 465,2891 [M-H-CgHgNOz]'

508,2581 [M-H-OCHs]", 492,2100 [M-H-(etenilhidroxi-
fenol)]', 465,2891 [M-H-CgHgNOz]'

462,2187 [M-H-(etenil-fenol)], 342,1862 [M-H-2x(etenil-
fenol)]

462,2187 [M-H-(etenil-fenol)],, 342,1862 [M-H-2x(etenil-
fenol)]

582,2562 [M-H-OCHgs], 492,2128 [M-H-(etenil-fenol)],
462,2039 [M-H-(etenilmetoxi-fenol)],, 434,2104 [M-H-

feruloil], 147,1798 [M-H-coumaroil-feruloil espermidina]

N’,N”-Dicafeoil, N”*-
coumaroil espermidina

N’,N”-Dicafeoil, N"’-feruloil
espermidina

N’,N”-Dicafeoil, N"’-feruloil
espermidina

N’,N”-dicoumaroil, N”-
cafeoil espermidina

N’,N”-dicoumaroil, N
cafeoil espermidina

N’-Cafeoil, N-feruloil, N’
espermidina

N’-Cafeoil, N”-feruloil, N~
coumaroil espermidina

N’ N”,N”’-Tricoumaroil
espermidina

N’ N’ N”-Tricoumaroil
espermidina

N’,N”’ -Dicoumaroil, N’”-
feruloil espermidina
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47

48

54

55

60

64

57

70
73
79
81

82

5,31

5,44

5,98

6,13

6,07

6,40

7,18

9,84
9,63
9,91
10,49

10,62
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320

320

330

335

330

320

319

642,2830

672,2923

539,0983

537,0827

539,0983

539,0983

551,0984

474,2623
502,2932
502,2930
504,3099

295,2267

642,2820

672,2926

539,0983

537,0827

539,0983

539,0983

551,0983

474,2626
502,2939
502,2939
504,3096

295,2279

522,2214 [M-H-(etenil-fenol)], 492,2096 [M-H-
etenilmetoxi-fenol]

582,3352 [M-H-3xOCHg]", 480,9842 [M-H-C10H11NOg],
522,2361 [M-H-(etenilmetoxi-fenol)]

495,1117 [M-H-CO,] 453,1292 [M-H-CO,-C2HO["
375,0491[M-H-CO,-CsHsOJ, 351,0537 [M-H-CO,-
CoH403)-

375,0457 [M-H-CoeHeO3]", 443,0248 [M-H-CsHsO1]
417,2223 [M-H-C7H4O2],

495,1117 [M-H-CO,J", 453,1292 [M-H-CO»-C,H,OT,
375,0491[M-H-CO,-CgH3gO]", 351,0537 [M-H-CO»-
CoH403)-

413,0624 (RDA), 387,0760 (RDA)

429,0839 [M-H-CsH20s]", 285,0372[M-H-C1sH1006],

277,2231 [Acido graxo]
277,2130 [Acido graxo]
277,2130 [Acido graxo]
279,2308 [Acido graxo]

277,2057 [M-H-H.0]

N’,N”-Diferuloil, N”-
coumaroil espermidina

N’ N” N’”-Triferuloil
espermidina

Rusflavona

Amentoflavona*

Isbmero de rusflavona

Dihidro-biapigenina

Bilobetin

(monometilamentoflavona)

LPE18:3
LPC18:3/0:0
LPC18:3/0:0
LPC18:2/0:0

Ac Hidroxi
octadecadienoico C18:2



RESULTADOS E DISCUSSAO

| 72

74
84
85
87
88
90
93
94
96
97

100

105

106
109

113

115

117

10,72
10,79
11,07
11,36
11,44
11,87
13,29
13,85
15,06
16,15
16,49

17,89

18,02
19,13

19,55

20,02

20,18
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476,2682
504,3094
480,3039
452,2783
480,3085
506,3248
508,3401
277,2145
279,2309
255,2300
281,2476

327,2924

283,2641
762,5065

355,3210

764,5200

712,5367

476,2783
504,3096
480,3096
452,2783
480,3096
506,3252
508,3409
277,2173
279,2330
255,2330
281,2486

327,2904

283,2643
762,5079

355,3217

764,5236

712,5369

279,2294 [Acido graxo]
279,2308 [Acido graxo]
255,2300 [Acido graxo]
255,2291 [Acido graxo]
255,2300 [Acido graxo]
281,2430 [Acido graxo]
283,2605 [Acido graxo]
233,2238 [M-H-COg]
235,1266 [M-H-CO3J
211,1454 [M-H-COZJ

237,0178 [M-H-COJ

265,7574[M-H-H.0]
277,2133 [Acido graxo]

279,2304 [Acido graxo]

402,1381 [M-H-RCOOH], 325,1727 [NHCOOHR]

LPE18:2
LPC18:2/0:0
LPE18:0
LPE16:0
LPE18:0
LPC18:1/0:0
LPC18:0/0:0
Acido linolénico
Acido linoleico
Acido palmitico
Acido oleico

Acido hidroxi eicosanoico
C20:0

Ac esteéarico
PE18:3/20:3

Acido hidroxi docosanoico
C22:0

PE18:2/20:3

HexCer14:2/20:0
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119 20,86 - 740,5239 740,5236 277,2138 [Acido graxo] PE18:3/18:0
121 21,29 - 740,5615 740,5600 578,4788 [M-H-hexose] HexCer14:1/22:1
123 21,42 - 740,5615 740,5600 578,4788 [M-H-hexose] HexCerl4:1/22:1
126 22,08 - 768,5925 768,5995 606,5219 [M-H-hexose] HexCerl4:1/24:1
128 22,51 - 709,5765 709,5764 325,2973 [Acido graxo], 311,1616 [Acido graxo-H.O] DG (21:0/22:6)

*Substéancia identificada por comparacédo com padrao
LPE: Monoacilglicerofosfoetanolaminas; LPC: Monoacilglicerofosfocolinas; DG: Diacilgliceréis; PE: Diacilglicerofosfoetanolamina;;
HexCer: Hexosil ceramidas; CE: Esteres de colesterol; ST HexNAc: conjugados de esterol N-acetil-hexosamina
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Figura 11 Cromatograma do ion pico base obtido por MSE (UPLC-qTOF/MSE) em
modo negativo (A), e cromatograma do fon pico base obtido por MSE (UPLC-
gTOF/MSE) em modo negativo da fr Hex (B) obtidas por particdo do pélen apicola de

A. funifera.
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A Figura 12 mostra o perfil de formacao de ions produtos para um composto

que se apresenta como exemplo para os lipideos.

Figura 12 Espectro de massas mostrando os principais ions produto formados a partir
de LPC 18:3/0:0 (Isbmeros 73 e 79) em ESI negativo

Fracao Hex PN 2442 (9.892) 2: TOF MS ES-
100, 502.2925 6.56e4
[/\/\/\/\/\/\/M /\h o |\ Ve \]

\ 271.2144

%

503.2967 )
A/\/\/\/\/\/\/\)kﬁ/\/\/\/\ + CH,COO
v

562.3151
278.2174

1129833 2200596 | 27182467 3964764 4742741042943 5683148647 9001 6731315 8305396 0157571 10355509 41796068 TG00
; ]

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
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4.2.3. Analises por UPLC-DAD-qTOF-MS/MS do polen apicola de E.
guineensis.

Para o pdlen apicola de dendé os compostos foram tentativamente
identificados por UPLC-DAD-qTOF-MS/MS nas fracbes metandlicas obtidas por
extracdo em fase solida (SPE) (Figura 13). A Tabela 8 mostra os dados obtidos pela
andlise dos espectros de ions do produto de cada substancia. Os compostos foram
caracterizados por andlise dos ions do produto (espectros MSF) e espectros de UV
além de comparacéo com a literatura.

40 compostos foram identificados, sendo um acucar (1), dezessete flavonoides
(2,3,5,7,9,11, 12, 15, 29, 35, 49, 50, 54, 55, 58, 59 e 64), vinte e dois derivados da
espermidina/acido cindmico (21, 22, 23, 25, 26, 27, 28, 30, 31, 32, 33, 34, 36, 38, 39,
40, 44, 45, 46, 51, 52 e 53). Com excecdo de 5, 49, 50, 58 e 59, todos 0s outros
compostos ou seus isdbmeros foram previamente descritos nas amostras de M. pudica
ou A. funifera. A Tabela 8 mostra os ions produto formados para todos 0os compostos
na amostra de polen apicola de dendé.

O composto 5 mostrou pico do ion molecular desprotonado em m/z 593,1512 e
UV max em 345 nm, com ions produto em m/z 477,1243 pela perda de uma
desoxihexose e em m/z 314,7609 pela perda de uma pentose, com isso foi sugerido
como isoramnetina pentosil desoxihexosideo. Os isémeros 49 e 50 (m/z 593,1276)
mostraram UV max em 315 nm, além de ions produto em m/z 447,0935 pela perda de
um grupo coumaroil, e em m/z 301,0352 pela perda de uma unidade de coumarail
seguida de uma desoxihexose, com esses dados foi possivel sugerir que 0 composto
em questdo se trata de uma tetrahidroxiflavona coumaroil desoxihexosideo. Os
isémeros 58 e 59 apresentaram pico do ion desprotonado em m/z 577,1334 com Uv
max em 317 nm. O perfil de ions produto em MS? mostrou perda de uma unidade de
coumaroil em m/z 431,0983 e de coumaroil juntamente com uma desoxihexose em
m/z 285,0401, podendo ser sugerido como canferol coumaroil desoxihexosideo.

A caracteriza¢do quimica das amostras de poélen apicola por UPLC-DAD-qTOF-
MS/MS demonstra a riqueza de compostos presentes, bem como certa prevaléncia
de determinados compostos (flavonoides, acil espermidinas e biflavonoides),
independente da espécie vegetal visitada. Isso pode ser indicativo de que as abelhas

selecionam as espécies vegetais que possuem principalmente essas substancias, as
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quais possuem diferentes atividades bioldgicas ja relatadas e que as abelhas podem

se beneficiar dessas propriedades.

Figura 13 Cromatograma do ion pico base (BPI) obtido em modo negative de trés

fracOes representativas de E. guineensis obtidas por SPE analisada por UPLC-qTOF-

MS.
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197 237 665.1696 285 0392 598.2531 593.1276 5.91;285.0409
639.1525 769.2146
-2° T 7 T T T T T T T 7 T T T T T T T T T T T T T T : T T T
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50
RA8 2: TOF MS ES-
o8 262 BPI
623.1591 5.80¢5
410
S 205 614.2480
1.97 : 4.03 20 4
639.1536 0051094 45 2ms0309 || [Joraas0 5822577
-2° T 7 T T T T 7 T 7 7 T T T T T T T T T T T T T T : T : ;
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50
RAla 2: TOF MS ES-
9 2.64 BPI
623.1600 13086
307 517
< 665 1602 672.2887
200 5.31;672.2881
033 639.1537 438 556,785.3495  6.46
215.0390 5931272 B 435.2750
Saan T T 7 7 ; T T T T T T T T T T T — Time
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50
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Tabela 8 - Compostos tentativamente identificados em pélen apicola monofloral de E. guineensis por UPLC-DAD-qTOF-MSE.

Tr A (nm) [('\/Im' /g% Calculado fons produto Composto proposto  (Jul/13) (Jan/14) (Fev/14) (Abr/14) (Mai/14)
179,0514 [M-H-Hexose], . .
0,32 210 341,1095 341,1089 161,0425 [M-H-Hexose-Hz0[ Dissacarideo X X X X X
477,1011 [M-H-hexose], Isoramnetina di-
1.97 345 639,1536 639,167 315,0523 [M-H-2xhexose] hexosideo X X X X X
207 272 639,1550 6391567 609,1452 [M-H-OCHg],3_14,0461 Isoramngtlnadl- X X X
[M-2H-2xhexose] hexosideo
447,1243[M-H-desoxihexose], Isoramnetina pentosil
245 264,345 593,1512 593,1512 314,7609[M-2H-pentose] desoxihexosideo X X X X X
623,7853[M-H-desoxihexose], Isoramnetina
2,36 354 769,2150 769,2127 315,0442[M-H-2xdesoxihexose- didesoxihexose X X X X X
hexose] hexosideo
459,0916 [M-H-Desoxihexose- Isoramnetina-3-
2,57 252,354 623,1583 623,1618 H20J, 315,0499 [M-H- . X X X X X
. . neohesperdosideo
Desoxihexose-hexose-2xH,0]
2,93 345 447,0933 447,0933  301,0365 [M-H-desoxihexose] Quecitrina* X X
477,1021 [M-H-acetil- Isoramnetina-hexose-
3,05 252,354 665,1698 665,1723 desoxihexose], 315,0508 [M-H- acetil X X X X X
hexose-acetil-desoxihexosideo] desoxihexosideo
255,0315[M-H-CO-H: O], : .
3,22 345  301,0352 301,0354 151,0047 [RDA] Pentahidroxiflavona X X
494,1937 [M-H-(etenilhidroxi-
fenol)], 468,2164 [M-H-cafeoll], N’,N” N’”’-Tricafeoil
3,60 219 630,2448 630,2457 358,1410 [M-H-2x(etenilhidroxi- espermidina X X X X X
fenol)]
494,1940 [M-H-(etenilhidroxi-
fenol)], 468,2139 [M-H-cafeail], N’,N”,N”’-Tricafeoll
3.73 221 630,2440 630,2457 358,1424 [M-H-2x(etenilhidroxi- espermidina X X X X X
fenol)]
494,1935 [M-H-(etenilhidroxi- N’ ,N”,N’’-Tricafeoll
384 220 630,2438 630,2457 fenol)], 468,2128 [M-H-cafeail], espermidina X X X X X

GOMES, A. N. P.
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3,95

4,03

4,10

4,20

4,32

4,26

4,34

4,41

4,52

300

335

330

330

266,308

318

318

295

295

614,2473

614,2488

614,2480

614,2484

593,1272

644,2571

644,2579

598,2536

598,2535

GOMES, A. N. P.

614,2507

614,2507

614,2507

614,2507

593,1301

644,2613

644,2613

598,2550

598,2550

358,1405 [M-H-2x(etenilhidroxi-
fenol)]

478,1969 [M-H-(4-etenilhidroxi-
fenol)], 452,2183 [M-H-cafeoll],
332,0355 [M-H-cafeoil-(etenil-
fenol)]

478,1978 [M-H-(4-etenilhidroxi-
fenol)], 452,2195 [M-H-cafeail],
332,0355 [M-H-cafeoil-(etenil-
fenol)]

478,1970 [M-H-(4-etenilhidroxi-
fenol)], 452,2179 [M-H-cafeail],
332,1624 [M-H-cafeoil-(etenil-
fenol)]

478,1978 [M-H-(4-etenilhidroxi-
fenol)], 452,2183 [M-H-cafeail],
332,1631 [M-H-cafeoil-(etenil-
fenol)]

430,0074 [M-2H-hexose],
285,0404 [M-H-coumaraoil-
hexose]

508,2089 [M-H-etenil-
hidroxifenol], 478,1999 [M-H-
etenil- hidroxifenol-OCHg]
508,2089 [M-H-etenil-
hidroxifenol], 478,1999 [M-H-
etenil- hidroxifenol-OCHg]
478,1974 [M-H-etenil-fenol]-,
462,1021 [M-H-(4-etenilhidroxi-
fenol)]-, 304,9342 [M-H-
dicoumaroil]
478,1980 [M-H- etenil-fenol],
462,1021 [M-H-(4-etenilhidroxi-
fenol)]-, 304,9342 [M-H-
dicoumaroil]

N’,N”-Dicafeoil, N”-
coumaroil espermidina

N’ N”’-Dicafeoil, N-
coumaroil espermidina

N’ N”’-Dicafeoil, N-
coumaroil espermidina

N’ N”’-Dicafeoil, N-
coumaroil espermidina

Tilirosideo* X

N’,N”-Dicafeoil, N’-
feruloil espermidina

N’,N”-Dicafeoil, N”-
feruloil espermidina

N’,N”-Dicoumaroil, N”-
cafeoil espermidina

)

N’,N”-Dicoumaroil, N’”-
cafeoil espermidina
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36

38

39
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45

46

49

50

RESULTADOS E DISCUSSAO

| 80

4,58

4,54

4,66

4,73
4,80

4,90

5,05

5,16

5,31

5,39

5,50

221

307

295

295

288

295

222

317

318

315

315

598,2552

593,1283

628,2638

582,2585
582,2584

582,2582

672,2885

672,2903

672,2902

593,1276

593,1284

GOMES, A. N. P.

598,2550

593,1301

628,2664

582,2607
582,2607

582,2607

672,2924

672,2924

672,2924

593,1301

593,1301

478,1988 [M-H-etenilfenol]-,
462,1021 [M-H-(4-etenilhidroxi-
fenol)]-, 304,9342 [M-H-

dicoumarail]

430,2049 [M-2H-hexose],
285,0424 [M-H-coumaraoil-

hexose]

598,2523 [M-H-OCHjs], 492,2134
[M-H-(5-etenilhidroxi-fenol)]

462,2032 [M-H-etenilfenol)],
342,1469 [M-H-2x(etenilfenol)]
462,2022 [M-H-etenil-fenol)],
342,1462 [M-H-2x(etenilfenol)]
462,2027 [M-H-etenilfenol)],
342,1466 [M-H-2x(etenilfenol)]
582,8958 [M-H-3xOCHg],
522,2233 [M-H-etenil-O-metil

fenol], 480,2065 [M-H-
CloH11N03]'

582,8958 [M-H-3xOCHg3],
522,2238 [M-H-etenil-O-metil

fenol], 480,2065 [M-H-
C10H11NOg]

582,8958 [M-H-3xOCHg3],
522,2242 [M-H-etenil-O-metil

fenol]", 480,2065 [M-H-
C1o0H11NOs]

447,0935 [M-H-coumaroil],
301,0352[M-H-coumaroil-hexose]

447,0935 [M-H-coumaroil],
301,0352[M-H-coumaroil-hexose]

N’,N”-Dicoumaroil, N’”-
cafeoil espermidina

Trihidroxiflavona
coumaroil hexosideo

N’-Cafeoil, N’-feruloil,
N’”- coumaroil
espermidina

N',N",N"-Tricoumaroil
espermidina
N',N",N"-Tricoumaroil
espermidina
N',N",N"-Tricoumaroil
espermidina

N',N",N"-Triferuloil
espermidina

N',N",N"-Triferuloil
espermidina

N',N",N"-Triferuloil
espermidina

Tetrahidroxiflavona
coumaroil
desoxihexosideo
Tetrahidroxiflavona
coumaroil
desoxihexosideo

>
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52

53

54

55

58

59

64
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5,41

5,49

5,56

5,79

5,94

5,84

591

6,21

295

295

295

222

222

317

317

222

785,3528

785,3501

785,3495

539,0963

537,0811

577,1334

577,1342

539,0969

785,3555

785,3555

785,3555

539,0983

537,0827

577,1352

577,1352

539,0983

665,2964 [M-H-etenil-fenoll,
639,3354 [M-H-coumarail],
545,2308 [M-H-2x(etenil-fenol)]
665,2964 [M-H-etenil-fenol],
639,3354 [M-H-coumarail],
545,2308 [M-H-2x(etenil-fenol)]
665,2964 [M-H-etenil-fenol],
639,3354 [M-H-coumarail],
545,2308 [M-H-2x(etenil-fenol)]
495,1066 [M-H-CO,]-, 453,1292
[M-H-CO2-C2H20]-, 351,0500 [M-
H-CO,-CoH.03]-
443,0633 [M-H-CsHeOJ, 417,0607
[M-H-C7Hs02]", 375,0518 [M-H-
C10H6Os], 309,0503 [M-H-C7H502-
C6H4OQ]'

431,0983 [M-H-coumaraoil],
285,0401 [M-H-coumaroil-
desoxihexose]
431,0983 [M-H-coumarail],
285,0401 [M-H-coumaraoil-
desoxihexose]

495,1021 [M-H-CO]-,

N', N", N™, N"™-
Tetracoumaroil
espermina
N', N", N™, N""-
Tetracoumaroil
espermina
N', N", N™, N"™-
Tetracoumaroil
espermina

Rusflavona**

Amentoflavona*

Canferol coumaroil
desoxihexosideo

Canferol coumaroil
desoxihexosideo
2,3-Dihidro-
biapigenina**

GOMES, A. N. P.
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4.3. Identificacdo dos compostos isolados do poélen apicola de M. pudica

Para a substancia codificada como 54 (50 mg), o espectro de RMN de 'H
(Figura 14) mostrou dois simpletos referentes aos hidrogénios dos grupos OH em &
12,5 e 13,04 caracteristicos de carbonila quelada OH-C (51) e OH-C (5II). Os dupletos
observados em &n 6,85, 6,81, 7,39 e 7,59 podem ser atribuidos ao sistema de spins
do tipo AA'BB' correspondentes aos anéis B para-substituidos H-3'l/H-5'1, H-3'lI/H-5'll,
H-2'l1/H-6'l de H-2'll/H-6'll, respectivamente, além de trés duplos dupletos em &n 5,53,
3,39 e 2,78 atribuidos aos prétons alifaticos H-2, H-3lla e H-3lIb, 0 que comprova a
presenca de um flavanona na estrutura.

O espectro de APT (Figura 15) exibiu sinais de campo baixo ¢ 196,5 e 182,1
atribuidos aos carbonos de carbonila C-41 e C-41l. Os sinais em 6c 115,2, 115,9, 128,4
e128,0 podem ser atribuidos ao carbono 3'l, 5'1, 3'll, 5'll, 2'l, 6'l, 2 'll, 6'll do anel B do
sistema AA'BB'. Os sinais em &c 41,9 e 78,6 referem-se aos carbonos alifaticos da
flavanona. A conectividade dos atomos na molécula, particularmente a conexéo C6l-
C8ll, foi confirmada por correlacdes observadas no espectro HMBC (Figura 16). A
analise deste espectro mostrou uma correlagéo de du 6,35 (H-611) com os carbonos
em Oc 160,5 (C-5ll), &¢c 162,6 (C-711), ¢ 99,2 (C-8ll) e 103,7 (C-10Il). O espectro de
COSY é mostrado na Figura 17. Com base nos dados obtidos e comparacdo com 0s
dados de RMN de 'H e 13C com os da literatura (Tabela 9), foi possivel identificar 54
como sendo rusflavona (MBING et al., 2009), previamente isolada da espécie Ouratea
zenkeri.

A determinacdo da configuracdo absoluta da rusflavona foi determinada pelo
espectro de dicroismo circular, revelando os efeitos Cotton das transicdes eletrénicas
n—n* e n—>n*. Efeitos Cotton com um sinal positivo (transicdo n—r*) a 275 nm e um
sinal negativo (transicdo n—=n*) em 319 nm foram observados, o que indicou a
configuragéo absoluta (R) no carbono dois (Figura 18).

Rusflavona (54): P6 amarelo amorfo, [a]p -80° (c 0.1, MeOH), UV (MeOH) Amax:
293 nm; H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) e 13C-RMN (125 MHz, DMSO-dg); ESI-MS
(negativo) m/z 539,0957 ([M-H] Calculado para CsoH19010; 539,0987). O espectro de

formacao de ions produtos é mostrado na Figura 19.

GOMES, A. N. P.
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Tabela 9 - Dados de RMN de 'H e 13C (500 e 125 MHz, DMSO-ds) de 54 (rusflavona)

obtida do pélen apicola de M. pudica.

APT ¢ APT *&c S *On HMBC
21 CH 786 787 °-53 (g’%’) 130 558
3.39 (dd; 17.0,
31 CHy 419 422 13.0) >
i 2 ' ' 2.78 (dd; 17.0, 28
3.0) '
41 C 1965 196.5 2H-3| H-21, OH-5
51 C 1617 161.8 OH-5
5-OH 12.5 (s) 12,68
61 C 100.0 H-81, OH-5
71 C 165.0 H-8l
81 CH 945 948 6.15 (s) 6,28
91 C 1622 1624 H-8l
101 C 101.7 101.9 3l, H-81, OH-5
11 C 1289 1291
2,6-1 CH 1284 128.2 7.39(d;85) 7,54 2H-3',5'l
3,5-1 CH 1152 1155 6.85(d;8.5) 6,98 2H, 2’, 6'l, OH-4'l
41 C 157.8 157.9 2H-3 ’45,|" OH-
4'-OH 9.62 (s) 10,78
2-ll C 1635 163.8 H-3lI
3l CH 1026 102.8 6.77 (s) 6,9
41 C 1821 1823 H-3lI
51 C 1605 160.7 H-6ll
5-OH 13.04 (s) 13,27
6l CH 985 988 6.35 (s) 6,5 OH-5ll
7l C 1626  162.8 H-6ll
81l C 992 995 H-6ll
9l C 1549 1579
10- C 103.7  103.9 H-6ll OH-5ll
-1 C 1215 H-3II, 2H-3',5'1
2,6l CH 128.0 7.59 (d;85) 7,73 2H-3' 5'll
3,54 CH 115.9 6.81(d;85) 7,02 2H, 2, 6'll, OH-4'll
4-l C 1611 2H-3 ’45,|'|" OH-
4'-OH 10.32 (s) 10,78

*(MBING et al., 2009) Deslocamentos quimicos (8) em ppm
GOMES, A. N. P.
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Figura 14 Espectro de RMN de H de 54 (rusflavona) em DMSO-des (500 MHz).
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Figura 15 Espectro de APT de 54 (rusflavona) em DMSO-de (125 MHz) (C — para cima e CH — para baixo).
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Figura 16 Expansao do espectro de HMBC de 54 (rusflavona) em DMSO-ds (500 MHZz).
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Figura 17 Espectro de COSY (500 MHz, DMSO-ds) para 54 (rusflavona)
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Figura 18 Espectro de dicroismo circular de 54 (rusflavona)
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Figura 19 Espectro de ions produto de 54 (rusflavona)
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Para a substancia codificada como 61 (7 mg), o espectro de RMN de *H (Figura
20) mostrou dois simpletos referentes aos hidrogénios dos grupos OH em o1 12,49 e
13,03 também caracteristicos de carbonila quelada OH-C (51) e OH-C (5Il). Os
dupletos observados em 61 7,16, 7,34, 6,80 e 6,70 podem ser atribuidos ao sistema
de spins do tipo AA'BB 'correspondentes aos anéis B para-substituidos H-3'l/H-5'l, H-
3'II/H-5'll, H-2'l/H-6'l de H-2'll/H-6'll, respectivamente, além de dois duplos dupletos
em On 5,36 e 5,42 atribuidos aos prétons alifaticos H-21, H-2I1, e quatro duplos dupletos
entre &1 2,63 e 3,26 atribuidos aos 4 protons ligados aos carbonos C-3 1 e I, 0 que
demonstra a presenca de duas flavanonas na estrutura.

O espectro APT (Figura 21) exibiu sinais em campo baixo dc 196,5 e 196,2
atribuidos aos carbonos de carbonila C-4l e C-4ll. Os sinais em &¢ 115,0, 114,9, 127,6
e 128,3 podem ser atribuidos ao carbono 3'l, 5'l, 3'll, 5'll, 21, 6', 2'll, 6'll do anel B do
sistema AA'BB'. Os sinais em 6c 41,8 e 77,8 referem-se aos carbonos alifaticos da
flavanona | (C-21 e C-3l), além de 42,0 e 78,4 referentes aos carbonos alifaticos da
flavanona Il (C-2Il e C-3Il). A ligacdo C6I-C8Il, foi confirmada por correlacdes
observadas no espectro HMBC (Figura 22). A anélise do espectro HMBC mostrou uma
correlagao de 8+ 6,03 (H-81) como sinal d¢ 100,1 (C-6l) e correlagéo de dn 5,98 (H-611)
como sinal 6¢ 101,0 (C-8I). Como foram observados sinais que comprovam que se
trata de duas flavanonas ligadas e auséncia de uma ligacéo nas posi¢des C-3I ou C-
3ll, essas correlacbes em HMBC e os dados obtidos por comparacdo com dados de
RMN de 'H e 3C da literatura (Tabela 10), levou a identificacédo de 61 como sendo o
biflavonoide rusflavanona (MYINT et al., 2019), previamente isolada dos estames da
espécie Mesua ferrea. A determinacdo da configuracao absoluta da rusflavanona foi
determinada pelo espectro de dicroismo circular, revelando os efeitos Cotton das
transicOes eletronicas n—n* e n—n*. Efeitos Cotton com um sinal positivo (transicao
n—7*) a 275 nm e um sinal negativo (transicdo n—n*) em 300 nm foram observados,
o que indicou a configuracdo absoluta (R) nos carbonos C-21 e C-2II (Figura 23).

Rusflavanona (61): Pé amarelo amorfo, [a]p -120° (c 0.1, MeOH), UV (MeOH)
Amax: 290 nm; *H-RMN (500 MHz, DMSO-ds ) e 33C-RMN (125 MHz, DMSO-dg); ESI-
MS (negativo) m/z 541,1119 ([M-H] Calculado para CsoH21010; 541,1140). O espectro

de ions produto e UV sédo mostrados na Figura 24.
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Tabela 10 - Dados de RMN de 'H e 3C (500 e 125 MHz, DMSO-ds) de 61

(rusflavanona) obtida do pdlen apicola de M. pudica.
3

APT &c  APT *&¢ OH *n HMBC
21 CH 778 79,9 5,36 (dd; 12,0, 3,0) 5,3 H-31b H-2',6'l
3la 3,11 (dd; 17,0, 13,0) 3,01
gp  CHe 418 438,04 (dd; 17,0,3,00 2,73
4l C 1965 1983 H-3Ib, H3la
51 C 162,1 162,8
5-OH 12,49 (s)
6l C 100,1 102,4 H-8l
71 C 1652 166,8 H-8l
8l CH 943 95,8 6,03 (s) 6,01
9l C 1624 1641 H-8l
10 C 101,8 103,7 H-8l
1 C 1289 1314 H-3',5'
261 CH 127,6 128,6 6,8 (d; 8,5) 7,16 H-3'5'1
351 CH 115  116,2 7,16 (d; 8,5) 6,70 H-2',6'l
4 C 1576 1583 H-3'51  H-2'6'
21 CH 78,4 80,5 5,42 (s) 5,31 H-3lIb H-2',6'l
3lla 3,26 (dd; 17,0, 13,0) 3,26
g CH2 420 441 63 (dd; 17,0,3,00 2,63
H-3lIb,
4l C 1962 197,9 H3lla
511 C 1614 1633 H-6l1
5-OH 13,03 (s)
6l CH 953 96,8 5,98 (s) 6,03
71l C 1651 166,8 H-6ll
8l cC 101  101,2 H-6lI
ol C 1609 164,8
1011 C 1014 103,33
1' C 129,2 131,2 H-3"5'
261 CH 1283 129,1 6,7 (d; 8,5) 6,8 H-3',5'll
351 CH 114,9 116,3 7,34 (d; 8,5) 7,34 H-2',6'l
4' C 157,2 158,9 H-3'5' H-2'.6'll

*MYINT et al., 2019
Deslocamentos quimicos (8) em ppm
GOMES, A. N. P.
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Figura 20 Espectro de RMN de 'H de 61 (rusflavanona) em DMSO-ds (500 MHz) com expansées.
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Figura 21 Espectro de APT de 61 (rusflavanona) em DMSO-de (1250 MHz) (C — para cima e CH — para baixo)
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Figura 22 Expansédo do espectro de HMBC de 61 (rusflavanona) em DMSO-ds (500
MHz) (A) Expanséo entre 615,70 a 6,25 ppm e dc 96 a 109 ppm (B) Expanséao entre
on 5,75 a 6,25 ppm e &c 154 a 171 ppm.
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Figura 23 Espectro de dicroismo circular de 61 (rusflavanona)
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Figura 24 Espectro de ions produto e UV de 61 (rusflavanona)
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4.4. Determinacao do teor de minerais

O teor de minerais do podlen é frequentemente expresso em macro e
microelementos (KOSTIC et al., 2017), e sua composicéo é dependente de condi¢des
intrinsecas (origem boténica) e extrinsecas (solo, origem geogréfica, entre outros)
(YANG et al., 2013). Esses bioelementos estdo presentes em cerca de 2 % do poélen,
estando entre os principais macronutrientes K, Ca, Mg e Na e micronutrientes Fe, Cu,
Zn, Mn e Se (KOMOSINSKA-VASSEYV et al., 2015).

Devido ao seu alto teor de nutrientes, o podlen apicola é considerado um
alimento natural e tem sido valorizado entre os produtos da apicultura. Estados do
Nordeste brasileiro sédo promissores para a producéo desse produto; amostras dessa
regido apresentaram valores significativamente maiores de minerais e producao
constante ao longo do ano (MORGANO et al., 2012).

A Tabela 11 mostra os niveis de macro e microelementos em amostras de polen
de piacava, dendé e sensitiva. O mineral predominante encontrado no pélen apicola
de forma geral foi potassio (K), seguido de calcio (Ca), magnésio (Mg), sédio (Na),
manganés (Mn), zinco (Zn), ferro (Fe), cobre (Cu) e selénio (Se). Essas diferencas
nos niveis de minerais estéo relacionadas a fatores como; variedades de flores a partir
das quais o polen de abelha foi coletado, condi¢cBes climaticas, geografia, condices
ambientais, composicao genética das espécies vegetais, procedimentos agricolas
(fertilizacdo e pulverizagdo agricola) e processos apicolas (ALTUNATMAZ et al.,
2017).

De acordo com Campos et al. (2008), o Mg destaca-se como um dos quatro
bioelementos de maior teor em p6len apicola (200 — 3000 mg/Kg), estudos conduzidos
com polens de diversas localidades geograficas como, Polénia (774 mg/Kg), Turquia
(787 mg/Kg), Sérvia (940 mg/Kg), Roménia (958 mg/Kg), Coldmbia (1029 mg/Kg),
China (1449 mg/Kg), reportaram valores nessa faixa (GREMBEKA; SZEFER, 2013;
KALAYCIOGLU et al., 2017; KOSTIC et al, 2017, STANCIU et al., 2012;
FUENMAYOR et al., 2014; YANG et al., 2013).

De acordo com a regulamentacao brasileira (Brasil 2012) para minerais, a
contribuicdo de mais de 30% da IDR (Ingestéo diaria recomendada) de referéncia por
100 g de produto, classifica o0 alimento como “alto teor” e acima de 15% como “fonte”.

Para as amostras o teor de magnésio e zinco foi tao significativo que uma porc¢éo de
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100g supre 100% da necessidade diaria de um individuo adulto. O Mg atua
principalmente como um cofator de uma série de enzimas envolvidas na fixacéo e
metabolismo fotossintético do carbono (GUO et al., 2016). A alta relacdo K/Na torna o
pélen apicola potencialmente valioso para dietas com um equilibrio eletrolitico definido
(SILVA et al., 2014). O Fe é fundamental na oxigenacao celular e Zn assim como Mn
atuam como cofator em processos enzimaticos, enquanto que Se e Cu séo
considerados nutrientes antioxidantes porque Sao componentes estruturais das
enzimas antioxidantes (SILVA et al., 2014).

Estudos feitos em outros paises demonstram que condi¢cdes climaticas e outros
fatores, levam a uma variacdo no teor de minerais no pdlen. Stanciu et al. (2012)
estudando o teor de minerais em diferentes tipos de polens apicolas monoflorais na
Roménia observou que o0s niveis de minerais nas amostras variaram
consideravelmente devido as diferencas na origem floral do pélen. Isso foi verdade
para K, Mg, Ca, Mn e Fe, enquanto o teor de Zn do pélen pareceu ser mais constante.
Silva et al. (2014) estudando o pdélen de abelha monofloral coletado na Paraiba, Brasil,
observaram resultados semelhantes para alguns elementos, com K como o elemento
de maior teor, seguido por Ca e Mg. As amostras estudadas apresentaram uma
concentracdo de Ca menor que a relatada, porém a quantidade de Mg foi muito maior,
essa relacdo Ca:Mg pode estar relacionada a propriedades quimicas muito
semelhantes, como grau de valéncia e mobilidade, causando concorréncia para locais
de adsorcao do solo e captacao de raizes (SALVADOR et al., 2011).

A nutricdo das espécies vegetais impacta ndo s6 no crescimento das mesmas,
mas também na maioria dos outros organismos vivos, uma vez que sao a base de
muitas cadeias alimentares. Animais e humanos necessitam de todos 0s minerais
discutidos e sua abundéancia e distribuicdo nas plantas afetam os componentes da

dieta.
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Tabela 11 - Teor de minerais nas amostras do poélen apicola de piacava, dendé e sensitiva (mg/100g + DP) e a dose diaria

recomendada para adultos (IDR).

“Concentracdo em micrograma (ug)
# Analise nédo realizada

GOMES, A. N. P.

Amostras/ Resultados (mg/100g de pdlen)
Minerais K Mg Mn Na Ca Zn Fe Cu Se**
Piacava 566,6 + 63,20 817,6 £ 21,85 8,58 + 0,22 18,66 +0,75 10,38+1,13 3,30+0,04 2,14+0,22 - 3,30+ 0,04
Dendé
Julho/13 412,3+27,0* 111,7+25,6* 15,53+0,9 5,1+0,1 10,7+1,2 4,1+0,1 2,0£0,4 0,46+0,08 44,4+7,6
Janeiro/14 447,8+11,9* 1261,2+3,9* 13,6+0,5 8,3+0,6 8,8+2,8* 4,1+0,02 1,8+0,1 0,38+0,05 4,4+0,4
Fevereiro/14 371,0+£28,5* 1253,6+21,1* 13,7£0,4 9,3+0,1 9,1+0,2* 4,0+£0,1 1,8+0,1 0,40+0,03 8,222
Abril/14 458,4+4,1* 1229,4+2,6 9,9+0,3 10,9+0,5 7,6£1,0 4,5+0,2 2,210,1 0,27+0,1 28,7+0,9
Maio/14 448,5+5,5* 1277,3£33,3 10,2+0,4 9,6+0,3 13,6+1,3* 4,5+0,2 2,7£0,5 0,39+0,05 20,2+0,6
Sensitiva
Maio/14 460,3+19,1 1048,2+21,1 12,05+0,8 11,13+0,2 5,98+0,7 3,34+0,1 2,43+0,05 - #
Junho/14 443,8+19,3 989,8+22,6 15,06+0,8 8,10+0,08 3,08+0,8 3,60+0,1 3,95+0,2 - #
Agosto/14 457,50+32,1 572,47+22,3 8,910,6 12,12+0,2 8,06+0,8 3,94+0,08 3,50+0,2 - #
Setembro/14 425,03+7,9 738,2+0,3 11,59+0,2 8,50+0,3 5,14+0,6 4,43+0,34 4,49+0,4 - #
IDR para
adultos 1000,0 0,9 14,0 - 260,0 2,3 - 7,0 34,0
(mg)
*N=2
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4.5. Determinacéao do teor fendlicos totais e atividade antirradicalar

O teor de fendlicos totais foi analisado no Ext EtOH, Fr Hex e Fr AcOEt e
expresso em mg equivalente a acido géalico por grama de amostra (mg EAG/g). A
Tabela 12 mostra uma variacdo de 20,0 — 38,3 mg EAG/g para os extratos, para
extratos brutos, o teor de fendlicos totais pode variar de 7,1 - 43,4 mg de mg EAG/g
de amostra (DE-MELO et al., 2016; KALAYCIOGLU et al., 2017; KARKAR et al.,
2018). Nas Fr AcOEt sé@o encontrados teores maiores, na faixa de 10,2 — 173,7 mg
EAG/qg, Freire et al. (2012) estudaram 25 amostras de pélen apicola coletado na Bahia
durante um periodo de nove meses (fevereiro a novembro), e observaram uma
variacdo de 41,5 a 213,2 mg EAG/g de amostra no teor de fendlicos totais usando o
reagente de Folin-Ciocalteu nas fr AcCOEt. Em geral, fr ACOEt é mais eficaz para
recuperar compostos fendlicos de acordo com a literatura (NAKAMURA et al., 2017;
ALIDADI et al., 2017; JUSTINO et al., 2018).

Alguns estudos mostraram uma forte correlacédo positiva entre o teor total de
compostos fendlicos e a capacidade antioxidante do pdélen de abelha, e comprovaram
que a fr AcCOEt exibe a maior atividade (KOCOT et al., 2018). O potencial antioxidante
in vitro deve ser determinado por meio de mais de um método antirradicalar, devido a
diversidade quimica, a complexidade da matriz e & quantidade de reacao envolvendo
os radicais livres nos processos oxidativos. Portanto, € necessario usar modelos
diferentes e combinar os resultados obtidos. Neste trabalho, foi analisado o potencial
antioxidante do extrato e fragdes do polen de abelha por testes de eliminacdo de
DPPH* e ABTS™* (ROCCHETTI et al., 2019). O ensaio DPPH" é mais aplicavel a
sistemas hidrofilicos, ja o teste de sequestro do radical ABTS™* é aplicavel tanto aos
sistemas antioxidantes hidrofilicos quanto lipofilicos (FLOEGEL et al., 2011), portanto,
€ provavel que mais compostos estejam envolvidos no sequestro de radicais,
proporcionando melhor atividade. A atividade sequestradora dos radicais DPPH" e
ABTS™ foi expressa em termos de CEso (Concentracdo de antioxidante necesséria
para reduzir a quantidade original dos radicais em 50%), valores mais baixos indicam
melhor potencial antioxidante do extrato e da fracdo do polen de abelha (CARPES et
al., 2009). Dentre as amostras analisadas, a fr ACOEt de piagava apresentou melhor
sequestro tanto do radical DPPH*® (14,65 pg/mL) quanto ABTS™ (14,20 pg/mL),
seguido pela amostra de sensitiva agosto onde se observa CEso 71,48 ug/mL para
DPPH" e 42,35 pg/mL para ABTS™ Freire et al. (2012) encontraram uma diferenca de
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até 50% entre os dois testes nas amostras estudadas, com uma prevaléncia de CEso
menor para o método ABTS™*. De acordo com estudos (NAKAMURA et al., 2017;
ALIDADI et al., 2017; JUSTINO et al., 2018), a atividade antioxidante é resultado dos
compostos fendlicos que possuem atividade sequestradora de radicais livres, embora
outros constituintes também possam contribuir a essa propriedade (CARPES et al.,
2009). Os compostos identificados pela analise HPLC-ESI-MS/MS sdo amplamente
relatados como antioxidantes, como flavonoides glicosilados e acil espermidinas,
essas moléculas sdo conhecidas por suas propriedades antioxidantes e estédo
associadas as capacidades dos agentes doadores de elétrons e formam um derivado
antioxidante estavel radical (JUSTINO et al., 2018; NEGRI et al., 2018). O alto teor de
compostos fendlicos na fr ACOEt pode explicar sua maior capacidade antioxidante em
comparacao com o extrato. Estudos anteriores relataram a capacidade antioxidante
do polen de abelha, mostrando CEso de 67,50 pg/mL para a fr ACOEt e 144,86 pg/mL
para o extrato etandlico pelo método DPPH® (DAOUD et al., 2015), o que corrobora
nossos achados.

Por fazer parte de um projeto maior, as andlises de fendlicos e sequestro de
radicais para as amostras de dendé foram realizadas por outro integrante, sendo 0s
achados semelhantes aos encontrado aqui para as amostras de piacava e sensitiva.
A fracdo AcOEt da amostra obtida em maio teve maior teor de compostos fendlicos
quando comparado as outras amostras da mesma espécie (56,5 mg EAG/g), bem
como menores concentra¢cdes da mesma fracdo sdo necessarias para reduzir tanto o
radical DPPH (47,7 ug/mL) quanto ABTS (140,6 ug/mL). Para todas as amostras a
fracdo AcOEt apresentou melhores resultados quando comparada ao extrato EtOH
(ALVES, 2017).
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Tabela 12 - Fendlicos totais e atividade antirradicalar do extrato e fracdes do pdlen apicola de A. funifera e M. pudica.

Fendlicos totais (NgEAG?/g) DPPH" CEsoxDP (ug/mL) ABTS™ CEs5oxDP (ug/mL)
Amostra Ext EtOH  Fr Hex Fr AcOEt Ext EtOH Fr Hex Fr AcOEt Ext EtOH Fr Hex Fr AcOEt
Piacava 21,9+2,20 17,22+1,94 173,72+3,52 =500 2500 14,64+0,27 234,74+8,99 2500 14,20+0,30
Sensitiva
Maio/14 25,5+1,08 5,1+0,76 41,0+£2,76 >500 >500 428,56+12,57 >500 >500 409,35+5,99

Junho/14 31,1+0,85 6,1+0,76 31,6+£1,77 379,21+12,20 >500 490,16+1,48 451,08+0,30 >500 439,60+4,40
Agosto/14 38,3+2,99 11,6+1,37 142,5+1,24 285,56+17,02 >500 71,482+8,43 388,93+3,39 >500 42,35+7,83
Setembro/14 20,0+£1,02 11,9+1,40 10,2+0,81 424,64+6,85 >500 >500 344,73+6,67 >500 >500
Controle positivo - - - Ac ascorbico - 5,10+0,55 Trolox - 3,01+0,12

aequivalente acido galico.
CEso: Concentracdo de antioxidante necessaria para reduzir 50% do radical.
DP: Desvio padrdo
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4.6. Atividade leishmanicida do biflavonoide rusflavona

Para testar a toxicidade da rusflavona em parasitas Leishmania, primeiro foi
avaliada a viabilidade do promastigota de L. amazonensis apds incubacéo in vitro na
presenga do composto em concentragdes variando de 0 a 200 uM. Os resultados
mostraram que a rusflavona matou efetivamente os parasitas de maneira dependente
da concentracao (Figura 25A). Causou declinio significativo da viabilidade mesmo em
concentragbes de 10 e 20 pM, resultando em mortalidade de 45,5 e 66,84%,
respectivamente. A anfotericina B a 5 uM reduziu a viabilidade da promastigota em
100%. O valor de ICso da rusflavona para 48 h de tratamento foi calculado em 5 yM.
Além disso, o tratamento de promastigotas com rusflavona a 5 yM levou a uma

inibicdo significativa do crescimento do parasita ( Figura 25B).

Figura 25 Efeitos da rusflavona em formas promastigotas de L. amazonensis. (A)
Promastigotas na fase estacionaria (3x108) foram incubados com meio M199 ou M199
mais rusflavona em concentrag¢des de 0,20 a 200 uM, e a viabilidade foi determinada
por MTT ap6s 48 h de incubacédo. (B) Cinética de crescimento de promastigotas
tratado com rusflavona ou M199. Promastigotas de L. amazonensis (1x10%/mL) foram
incubados com meio M199 (controle) ou M199 mais rusflavonaa 5 uM a 26 °C e o

crescimento determinado diariamente usando uma camara de Neubauer.
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Este é o primeiro estudo relatando a atividade leishmanicida da rusflavona
contra L. amazonensis, um dos principais agentes da leishmaniose tegumentar. Esses
dados sdo consistentes com a literatura (RIZK et al., 2014), que relatou a atividade
leishmanicida de outros bioflavonoides, como amentoflavona e robustaflavona, contra
L. amazonensis.

Para entender melhor os efeitos do composto sobre L. amazonensis, foram
medidas espécies reativas de oxigénio (ROS) em promastigotas tratados com
rusflavona. O tratamento de promastigotas de L. amazonensis com rusflavona na
concentragéo de 10 uyM (2 x 1Cs0) levou a um aumento significativo na producéo de
ROS 6 h ap6s a incubacéo (Figura 26A). Como esperado, a incubacdo de parasitas
com H202a 2 mM causou elevagéo significativa em ROS. ROS constituem um dos
mais efetores oxidativos contra parasitas Leishmania (CEZAROTTO et al., 2019). Na
verdade, em Leishmania spp. A disfuncédo da cadeia de transporte de elétrons pode
resultar na liberacdo excessiva de ROS da mitocondria e na perda do potencial da
membrana mitocondrial, um possivel mecanismo de acdo para essas moléculas
(DAGNINO et al., 2018; MARTINS et al., 2018).

Também foi investigado o efeito da rusflavona no potencial transmembranar
mitocondrial (AWm). O tratamento dos parasitas com rusflavona a 5 yM nao causou
diferenca significativa no potencial mitocondrial, enquanto a concentracao de 10 uM
apresentou despolarizagao significativa de AWm apds 6 h de incubagdo em relagao
ao grupo controle (Figura 26B). Como esperado, a incubacéo de parasitas com H20:2
a 2 mM causou despolarizagao potente de AWm. Na verdade, a disfuncdo da
mitocondria de Leishmania prejudica a producdo e a sobrevivéncia de ATP
(KATHURIA et al., 2014; GARCIA et al., 2017), e medicamentos anti-leishmania, como
anfotericina B e pentamidina, atuam causando diminuigdo e colapso de AWm,
respectivamente (LEE et al., 2002).

Considerando que o tratamento de promastigotas com rusflavona causou
alteracdes significativas na morfologia do parasita (dados ndo mostrados), avaliou-se
a integridade da membrana plasmatica de promastigotas tratados por 24 horas com
rusflavona pela coloracdo com PI. Observou-se que, a semelhanca da acao do H202,
os promastigotas tratados com rusflavona a 5 ou 10 yM apresentaram aumento
significativo da fluorescéncia do PI (Figura 26C), indicando perda da integridade da
membrana, o que sugere morte celular por necrose (STROPPA et al., 2017).
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Figura 26 Mecanismos de acao da rusflavona sobre promastigotas de L. amazonensis.
(A) Niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio (ROS) em L. amazonensis
tratada com rusflavona. (B) Potencial de membrana mitocondrial (AWYm) de L.
amazonensis exposto a rusflavona. (C) Determinacéo da integridade da membrana

de L. amazonenses.
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No ensaio de eritrocitos humanos, os resultados mostraram que a rusflavona
nao foi toxica na concentracao de 1 uyM, causou 14% de hemdlise a 50 yM e mesmo
na concentragdo mais alta (500 pyM) causou apenas 20% de hemolise (Figura 27A)
Em contraste, dados da literatura mostraram que a anfotericina B exerce forte efeito
hemolitico com 70 a 84% de hemdlise em 14,9 a 16,91 uM, respectivamente (VALDEZ
et al., 2009; DE MELLO et al., 2014). O ensaio hemolitico € usado para avaliar
possiveis mecanismos citotoxicos envolvendo danos a membrana (FRESHNEY,
2005).

Em relagdo aos efeitos citotoxicos em macréfagos, a 1 e 10 uM a mortalidade
foi de 18 e 51%, respectivamente. A 200 pM, a rusflavona causou mortalidade de 65%
(Figura 27B). O CCso foi estimado em 20 uM. Considerando a relagdo macréfagos
CCso/amastigotas ICso de Leishmania, a rusflavona apresentou baixa citotoxicidade,
GOMES, A. N. P.
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demonstrando seletividade para o parasita. O indice de seletividade para eritrécitos
(eritrécitos CCso/promastigotas 1Cso) foi estimado em > 100 e para macrofagos
(macrofagos CCso/amastigotas 1Cso) > 10. Na literatura, os compostos foram
considerados eficazes quando S| é maior que 5 ou = 10 (GROGL et al., 2013; NAVA-
ZUAZO et al., 2010). Esses dados estdo de acordo com estudos (RIZK et al., 2014)
que descobriram que o biflavonoide amentoflavona também apresentou baixa
citotoxicidade in vitro contra macrofagos e Sl favoravel.

O efeito da rusflavona em amastigotas intramacréfagos também foi avaliado. Para
isso, verificou-se que a rusflavona a 2 yM, concentracdo 10 vezes menor que aquela
capaz de causar 50% de mortalidade dos macréfagos (CCso=20 uM), estimulou a
atividade leishmanicida dos macro6fagos, reduzindo a sobrevivéncia dos amastigotas
para 76,7% (Figura 27C), indicando um indice de seletividade favoravel (SI> 10 para
amastigotas). Como esperado, a estimulacdo de macréfagos com LPS mais IFN-y

induziu morte parasitaria significativa, como demonstrado antes (ROMAO et al., 1999).

Figura 27 Citotoxicidade da rusflavona em hemacias e macrofagos in vitro. (A)
Atividade hemolitica: As taxas hemoliticas foram estimadas medindo a absorbancia
dos sobrenadantes de glébulos vermelhos a 540 nm. (B) Viabilidade do macréfago:
ensaios de MTT. (C) Atividade anti-amastigota.
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5. CONCLUSAO

A analise quimica utilizando UPLC-DAD-qTOF-MS/MS permitiu identificar 81
substancias no pdélen apicola de Mimosa pudica, 54 em Attalea funifera e 40 em Elaeis
guineenses. As principais classes identificadas foram: flavonoides, acil espermidinas
e lipideos. Do polen apicola de foram isolados os biflavonoides rusflavona,
amentoflavona e rusflavanona.

12 substancias foram identificadas nas trés amostras, sendo 1 acucar, 4
flavonoides e 7 acil espermidinas.

As analises realizadas para determinacdo do teor de minerais mostraram boa
precisdo e robustez, permitindo determinacdo de micro e macro elementos no pdlen
apicola. Os principais minerais encontrados na composi¢cdo das amostras foram K,
Mg, e Ca. A alta relacdo K/Na pode tornar valioso produto para dietas com equilibrio
eletrolitico definido e a presenca de Se e Zn faz dele uma fonte potencial de minerais
antioxidantes para a dieta humana.

As amostras analisadas, principalmente as fragOes acetato de etila, apresentaram
potencial antirradicalar frente aos radicais DPPH" e ABTS™, que pode ser explicada
pela presenca dos compostos fendlicos presentes nas amostras.

O estudo demonstrou pela primeira vez que o composto isolado de pdlen apicola
exerce alta atividade contra as formas promastigota e amastigota de L. amazonensis.
Outras andlises experimentais irdo caracterizar melhor a atividade quimioterapica dos

compostos in vivo.
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