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RESUMO

A prépolis é o produto obtido a partir de substancias resinosas, que é pegajoso e
balsamico sendo coletada pelas abelhas a partir de flores, brotos e exsudatos de
plantas. Sua composigao varia entre regides e existindo grande diversidade quimica
entre os diferentes tipos de propolis.O presente trabalho teve como objetivo avaliar
amostras de propolis provenientes do Nordeste da Bahia quanto acapacidade
antioxidante e ao perfil quimico. Os extratos etandlicos das amostras de propolis
(EEP) foram fracionados pela técnica de extracdo liquido-liquido, originando as
fracbes hexanica, cloroférmica e hidrometandlica e foram avaliados quanto a sua
composi¢do quimica (cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
massas sequencial, espectrometria UV-vis), conteudo de fendis totais e capacidade
antioxidante (DPPH, FRAP, peroxidagdo lipidica) como também foi realizado um
planejamento experimental para avaliacdoda influéncia de variaveis (massa,
temperatura e teor de alcool) no processo de extracdo, através da verificacdo da
capacidade antioxidante. O contetudo total de fendis, testados para os EEP e
fragOes, variou entre 37-102 mg/g para a amostra 3 e, entre 44-78 mg EAG/g extrato
seco para a amostra 7. Os espectros de absorcdo no UV-Vis dos EEP e suas
fracOes apresentaram as bandas caracteristicas dos flavonéides.Os valores do
percentual de atividade sequestradora de radicais (ASR) encontrados variaram entre
10-53 e 8-78 %,enquanto os valores de FRAP variaram entre 35-220 e 20-154 mg
trolox/g. Em ensaios com utilizacdo de membranas biomiméticas para avaliacdo da
peroxidacao lipidica, os EEP e suas fracdes apresentaram até 90% de protecdo. E
a utilizacdo de CLUE-EM/EM permitiu a identificacdo de 12 compostos fendlicos
(formononetina, &acido gédlico, rutina, &cido cumarico, &cido clorogénico, &cido
caféico, acido cinamico, quercetina, luteolina, apigenina, canferol e acido ferualico)
nos EEP. O planejamento experimental nos mostrou que podemos trabalhar com
valores minimos de massa e temperatura. Os resultados obtidos quanto a
capacidade antioxidante e a riqueza em compostos fendlicos biologicamente ativos,
nas amostras de prépolis do Nordeste da Bahia demonstram seu potencial uso para
fins farmacéuticos.

Palavras-Chave:Prépolis. Capacidade antioxidante.Compostos fendlicos.



ABSTRACT

Propolis is the product obtained from resinous substances, which is gummy and
balsamic and which is collected by bees from flowers, buds, and exudates of plants.
Its composition varies according to the region where it is collected and there is a
great chemical diversity among the different types of propolis.This work aimed to
evaluate propolis samples from the Bahia Northeast towardtheirantioxidant capacity
and the chemical profile. The ethanol extracts of the samples (EEP) were
fractionated by the technique of liquid-liquid extraction, leading to several fractions,
hexane, chloroform and hydromethanol ones, which were evaluated for their
chemical profile by Ultra Performance Liquid Chromatography and UV-vis
spectroscopy), total phenols content (TPC) and antioxidant capacity through the use
of DPPH, FRAP and lipid peroxidation)as was also performed an experimental
design to evaluate the influence of variables (mass, temperature and alcohol content)
in the extraction process, by verifying the antioxidant capacity.TPC for EEP and
fractions ranged from 37 to 102 mg/g for sample 3, and from 44 to 78 mg GAE/g dry
extract for sample 7.The absorption spectra in the UV-Vis of EEP and its fractions
showed the characteristic bands of flavonoids.The values for scavenging radical
ability (SRA %)ranged from 10 to 52.5% and from 8 to 78 % while the FRAP values
ranged from 35 to 219 and 20 to 154 mg Trolox/g. Through the use of mimetic
biomembranes for evaluation of the lipid peroxidation, the EEP fractions showed up
to 90% protection.The use of Ultra Performance Liquid Chromatographyallowed the
identification of 12 compounds among the EEP phenols(formononetin, gallic acid,
rutin, coumaric acid, chlorogenic acid, caffeic acid, cinnamic acid, quercetin, luteolin,
apigenin, kaempferol and ferulic acid).The experimental design showed us that we
can work with minimum mass and temperature values. The high antioxidant capacity
and the plethora of biologically active compounds present in the samples of propolis
of the northeast of Bahia point to their potential pharmaceutical use.

Keywords:Propolis. Antioxidant capacity.Phenolic compounds.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Compostos quimicos representativos da propolis.......cccccovviiiiiieieennnnns 20

Figura 2- Estrutura basica dos flavonodides e das suas diferentes subfamilias ......... 24

Figura 3- Esquema do sequestro de radicais (R*®) por flavonéides (FIOH). O radical
FI-O*pode reagir com um segundo radical adquirindo a estrutura de

quinona estavel (FI-qUIN0NA). ..........uuuiiiii e 26
Figura 4- Sitios de ligacao de metais em flavonGides .............ccccoeeiiiiiiiiiiiiieennnns 26
Figura 5- Estrutura do flavonol quercetina apresentando caracteristicas importantes

na definicdo de potencial antioxidante classico dos flavondides. ............. 27

Figura 6- Fontes e respostas celulares a espécies reativas de oxigénio (EROS)......28
Figura 7- Visdo geral de espécies reativas de oxigénio produzidas na mitocondria .29
Figura 8- Mapa do estado da Bahia apresentado as localidades de origem das

amostras amostras de propolis deste trabalho..........cccccevvvvvvvviiiiiiiiiennnnn. 37
Figura 9- Rota experimental simplificada deste trabalho...............cccccvviiiiiiinnnns 39
Figura 10- Reacéo do galato de sédio com o molibdato (VI) , componente do

reagente de FOliN-CioCaulteU. .............ouuiiiiiiiiiiice e 41
Figura 11- Reacéo de reducao do radical DPPH*® por um antioxidante genérico RH.
.................................................................................................................................. 42
Figura 12- Reagéo de reducao do complexo TPTZ (Fe(lll)/Fe(ll)) .......uuvumrrrrrrmnnnnnnnne 43
Figura 13- Sonda fluorescente C11-Bodipy ancorada a um lipoSsomo..................... 44
Figura 14- Reacao de geracédo de radicais durante o ensaio de peroxidacao
0] (o 1o TSP 44
Figura 15- Esquema de um espectrometro de massas tipo triplo quadrupolo no modo

IMIRIVL et e e et e e e e e e e e s e e e e e e e e e e eeeaae s 46

Figura 16- Aspecto visual do fracionamento liquido-liquido do EEP3 com os
solventes hexano (A) e cloroférmio (B) e do EEP7 com os solventes

hexano (C) e clorofOrmio(D). .........ceiiieiiiiiiiiiiiiiiee e 49
Figura 17- Esquema do flavondide e suas por¢cdes que geram as bandas de

absorgdo caracteristicas N0 UV-ViS.........oooiiuiiiiiiiiiiiiiieeeee e 51
Figura 18- Espectros de absor¢éo dos extratos e fracdes de propolis em solucao

etandlica (25 ng mL™*) na faixa de 200 a 500 NM. ......ceeeeeevivieeeeeiiiieeeeans 51

Figura 19- Protegdo contra a peroxidacao lipidica (%). (-0-) Branco; (-*-) Trolox (1,9
mg mL™1); (-¢-) FH7; (-J-) FClo7; (- €-) FHMet7(-e-) EEP7; (- A-) FH3; (-A-

) FClo3; (-0-) FHMet3; (-m-) EEP3. ... 56
Figura 20- Cromatograma de ions totais no modo MRM do EEP3 método 1 ........... 61
Figura 21- Cromatograma de ions totais no modo MRM do EEP3 método 2 ........... 61
Figura 22- Cromatograma de ions totais no modo MRM do EEP3 método 3 .......... 62
Figura 23- Cromatograma dos espectros de transi¢cdo do EEP3 para o acido
CAMBICO 62
Figura 24- Cromatograma de ions totais no modo MRM do EEP7 método 1 ........... 63
Figura 25- Cromatograma de ions totais no modo MRM do EEP7 método 2 ........... 64
Figura 26- Cromatograma de ions totais no modo MRM do EEP7 método 3 ........... 64
Figura 27- Cromatograma dos espectros de transi¢cdo do EEP7 para o acido
(072 1= o 1P 65
Figura 28- Grafico de Pareto em planejamento experimental (amostra 3) para

reSPOSEA FOIIN ....oooiiiiiiiiii 70

Figura 29- Gréfico de Pareto em planejamento experimental (amostra 7) para
(1S 10151 = W e ] 70



Figura 30- Superficie de resposta para o método de Folin: teor de alcool a 80% (v/v)

(Y L0 E1 1 = ) 71
Figura 31- Superficie de resposta para o método de Folin: teor de alcool a 80% (v/v)
[ L0111 = A 72
Figura 32- Grafico de Pareto em planejamento experimental (amostra 3) para
FESPOSLA DPPH ... 72
Figura 33- Gréafico de Pareto em planejamento experimental (amostra 7) para
FESPOSLA DPPH ... 73
Figura 34- Grafico de Pareto em planejamento experimental (amostra 3) para
resposta flavonas e flavonoOis ... 73
Figura 35- Grafico de Pareto em planejamento experimental (amostra 7) para
resposta flavonas e flavonois ... 74
Figura 36- Grafico de pareto em planejamento experimental (amostra 3) para
FESPOSLA FRAP ... 74
Figura 37- Superficie de resposta para o método de DPPH: teor de alcool a 80%
(VIV) (AMOSEIA 3)..coiiiiiiiiiiiieieeeeee e 75
Figura 38- Superficie de resposta para o método de DPPH: teor de alcool a 80%
(VIV) (AMOSEIA 7) cceeeiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 75
Figura 39- Superficie de resposta para o método de flavonas e flavondéis: teor de
Alcool @ 80% (V/V) (AMOSIIA 3) ...vvveeeiieeeeiiiiiiiiie e e 76
Figura 40- Superficie de resposta para o método de flavonas e flavondéis: teor de
Alcool @ 80% (V/V) (AMOSIIA 7) ..eveeeeeieeeeeeiiiiiiiieee e e 76
Figura 41- Superficie de resposta para o0 método FRAP: teor de alcool a 80% (v/v)
(AMOSIIA ). 77

Figura 42- Superficie de resposta para o0 método FRAP: teor de alcool a 80% (v/v)
(AMOSIIA 7). 77



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Classificagdo da propolis Brasileira de acordo com suas caracteristicas

fisico-quimicas € 10CaliZaGao. ............ceeieeeeiiiiieiice e e 17
Tabela 2- Categorias quimicas relatadas em propolis desde 2000...............cccuvueeee. 19
Tabela 3- Tipos de propolis mais difundidas no mundo: origem vegetal e as
principais classes de CONSHUINIES. .............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 22
Tabela 4- Estudos recentes e aplicacéo de prépolis na medicina............cccccceeeennee.. 23
Tabela 5- Alguns métodos utilizados na determinagéo da capacidade
ANLIOXIAANTIE. 31
Tabela 6- Reagentes e solventes utilizados no trabalho. ..........ccccoooviiiiiiiiiiiii, 35
Tabela 7- Equipamentos utilizados durante 0s experimentos. ...........ccccvvevvvvvereeennn. 36
Tabela 8- Localidades, coordenadas e flora das amostras de propolis do nordeste da
2 = ] - 37
Tabela 9- Padroes monitorados em cada grupo. ........cceevvvviiiiiiiiiieiiieieiieeeeeeeeeeeeeeeeen 47
Tabela 10- Variaces do processo de otimizac8o da extracao. ...........ccccevvvvveeeennnn. a7
Tabela 11- Experimentos realizados com as devidas variagles. .........cccccevvveveeeeennnn. 48
Tabela 12- Rendimento das fracdes geradas dos EEP3............cccooooeiiiiiiiicien e, 49
Tabela 13- Rendimento das Fragdes geradas dos EEP7. ........cccccccvvvviiiiiiiiiiiiinnnnn. 50
Tabela 14- Teor de fendlicos totais dos extratos etandlicos e de fracdes de
[0 0] o T ] 5P POPPPPPP 52
Tabela 15- Conteudo total de fendis para extratos etanélicos de propolis de
dIferentes regIOES. .....ccoeeeeeeeeeeee e 53
Tabela 16- Capacidade antioxidante sequestradora de radicais (DPPH®) e redutora
de ferro (FRAP). . 54
Tabela 17- Valores para atividade sequestradora de radicais para diferentes tipos de
0] 0] o1 ] 1SS 55

Tabela 18- Parametros de otimizacao para os padrées de compostos fendlicos por
UPLC-MS/MS no modo de ionizagao negativo ESI-, para o modo de
aguiSICA0 MRM.(CONLINUA).........uiiiieeeeieieeeiie e 57
Tabela 18- Parametros de otimizacao para os padrdes de compostos fenélicos por
UPLC-MS/MS no modo de ioniza¢ao negativo ESI-, para o modo de
aquisicao MRM.(CONLINUAGED) ........ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 58
Tabela 18- Parametros de otimizacao para os padrées de compostos fendlicos por
UPLC-MS/MS no modo de ioniza¢ao negativo ESI-, para o modo de
aguisicAo MRM.(CONINUACAD) ........cceeieieeiiiiiee e 59
Tabela 18- Parametros de otimizacao para os padrdes de compostos fendlicos por
UPLC-MS/MS no modo de ioniza¢ao negativo ESI-, para o modo de
aquisicao MRM.(CONCIUSA0) ......cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 60
Tabela 19- Compostos encontrados nos EEP3, EEP7 e suas respectivas fragdes. .66
Tabela 20- Compostos fendlicos encontrados em amostras de prépolis de diferentes

1T |0 T S 67
Tabela 21- Codificag80 A0S EXITALOS. .....cciviviiiiiiiiiiiieiieeeeeeee e 68
Tabela 22- Resultados obtidos para os experimentos relativos a amostra 3. .......... 69

Tabela 23- Resultados obtidos para os experimentos relativos a amostra 7. ........... 69



AAPH
ABS amostra
ABS controle
ABTS

AG

AL

ATP

BA

CE

CAT

CIT

CG
CG-EM
CLAE
CLUE-EM/EM

CTF
DNA
DPPH
EAG
EBDA
EEP
EM
ERRO
FDA
Fl
FRAP
GPx
MAPA
MRM

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

2,2’-azobis(2-metilpropionamidina)

Absorvancia da amostra

Absorvanciado controle
2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazol-6-sulfénico)

Acido galico

Alagoas

Trifosfato de adenosina

Bahia

Ceara

Catalase

Cromatograma de ions totais

Cromatografia gasosa

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
Cromatografia liquida de alta eficiéncia
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplado ao
espectrometro de massas sequencial

Conteudo total de fendis

Acido Desoxirribonucleico

2,2-difenil-1 -picril-hidrazila

Equivalentes de acido galico

Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola S.A
Extrato etandlico de prépolis

Espectroscopia de massa

Espécies reativas de oxigénio

Food and drug administration

Flavondides

Potencial redutor de ferro

Glutationa peroxidase

Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento

Monitoramento de multiplas Reacdes



ND
ORAC
PE

Pl
PMME
PR
PTP
RFC
RMN
RS
RSA
SOD
SP
TAH
TE
TEAC
Trolox
TPTZ
UPLC
URSS
UV-vis
VC
VPD

N&o detectado

Capacidade de absorcao de radicais oxigenados
Pernambuco

Piaui

Permeabilizagdo da membrana mitocondrial externa
Parana

Transicao da permeabilidade mitocondrial
Reagente Folin-Ciocaulteu

Ressonancia magnética nuclear

Rio Grande do Sul

Radical Scavenging Activity

Superoxido dismutase

Séo Paulo

Transferéncia de &tomos de hidrogénio
Transferéncia de elétrons

Capacidade antioxidante equivalente de trolox
acido 6- hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico
2,4,6-tris(2-piridil)-5-tiazina

Cromatografia liquida de ultra eficiéncia

Unido das Republicas Socialistas Soviéticas
Ultravioleta visivel

Voltametria ciclica

Voltametria de pulso diferencial



11
111
1.2
13

1.4

2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5

3.6
3.7
3.8
3.9
3.10
3.11

3.12

4.1
4.2
4.3
4.4

4.5

SUMARIO

INTRODUGAOD ..ottt ettt st e e 15
[ 0 oo ] 1SS 16
Composicdo quimica e atividade biol0gica.............c.ueveeeiiieiiiiiiiiiiiieee 17
[ = Y0 Lo o L= 24
Estresse oxidativo: antioxidantes, espécies reativas e meétodos
APHICAAODS .. 27
QUIMIOMEBLITA «.iiiiii e e e e e e e e e e e e e s 31
OBUJIETIVOS ... 34
(7= = | 34
ODbjetivos ESPECITICOS ..o 34
[ = 111 = A I 35
Reagentes, Solventes € equipamentos ............uuuueuiiiiiiiiiimiiiiiiiiiiiiiiiienaaens 35
Coleta das AMOSTIAS .....ccoiie i 36
Preparacédo dos extratos etandlicos de propolis.....ccccccceeeeiviieiviiiiininnnnnn. 38
Fracionamento do extrato etandlico de prépolis........cccccvveeeeeieeiiiiiiinnee. 38
Analise dos espectros de absorcédo dos extratos etandlicos de propolis
...................................................................................................................... 40
Determinacao do conteldo total de fenOis ........ccccvvvvvvviiiiiiiiiiiiiianns 40
Determinacao de flavonas e flavonois.........ccccooeiieiiiiiiiici, 41
Determinacado da capacidade antioxidante frente ao radical DPPH®* .....41

Determinacgao da capacidade antioxidante redutora de ferro (FRAP) ...42
Avaliacao da inibicdo da peroxidacao lipidica.........ccccccvveeiieeeeeeieiiiinnnnnnn. 43

Identificacdo de compostos fendlicos através de cromatografia liquida
de ultra eficiéncia acoplado ao espectrémetro de massas sequencial

(O3 I = 45
Estudo quimiométrico do processo de extracdo de prépolis através da
verificacdo da capacidade antioxidante ...........ccccceeeeieiiiiiiiiiiiii e, 47
RESULTADOS E DISCUSSAO.........ccooiiiiieieieieieieieee e 48
Obtencéao e fracionamento dos extratos etandélicos de propolis ........... 48
Espectrofotometria na regido do ultravioleta-visivel .............cccccovnnnnnnnn. 50
Determinacao do conteudo total de fendis ..........cccvvvvvviiiiiii e, 52

Capacidade antioxidante frente ao radical DPPH*® e Capacidaderedutora
de ferro (FRAP) . 53

Avaliacéo da inibic&o da peroxidacao lipidiCa.........ccceevvevviivriinieeeeeeeennns 56



4.6

4.7

Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplado ao espectrometro de

massas sequencial (CLUE-EM/EM) .........cooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeei e 57
Estudo quimiométrico do processo de extracao de propolis através da
verificacdo da capacidade antioXidante ..........ccccceeevveveiiiiiiiiie e, 67
CONSIDERAQOES FINAILS L e 79
CONCLUSOES ..ottt ettt 80
PERSPECTIVAS ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e 81

REFERENCIAS ... ettt 82



15

1 INTRODUCAO

Os produtos naturais devido a grande diversidade de suas atividades
biolégicas tém desempenhado um papel muito promissor no processo de descoberta
e desenvolvimento de novos farmacos. A maioria (67%) dos novos farmacos
aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) séo de origem natural ou
derivados de produtos naturais (NEWMAN; CRAGG, 2012). Assim, eles tém
recebido especial atencdo das industrias nutracéuticas e farmacéuticas. A utilizacéo
de produtos naturais como agentes terapéuticos € conhecida desde as civilizacdes
mais antigas, sendo utilizados nas formulagcdes medicamentosas e foi justamente
com base nesses conhecimentos populares que se iniciaram os estudos cientificos
sobre eles (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003; OLDONI, 2007).

A proépolis ganhou popularidade dentre os produtos naturais como alimento
saudavel e tem sido muito valorizada.Utilizada durante séculos pela humanidade e
administrada sob diversas formas sua utilizacdo ja era descrita pelos assirios,
gregos, romanos, incas e egipcios. No antigo Egito (1700 a.C.), a prépolis era
conhecida como "cera negra", e era utilizada como um dos materiais para
embalsamar os mortos. Era utilizada pelos gregos como cicatrizante interno e
externo. Plinio, historiador romano, refere-se a propolis como medicamento capaz
de reduzir inchagos e aliviar dores (PEREIRA et al, 2002).

Na Africa do Sul, na guerra ao final do século XIX, foi amplamente utilizada
devido as suas propriedades cicatrizantes, e na segunda guerra mundial foi
empregada em varias clinicas soviéticas. Na antiga URSS, a prépolis mereceu
especial atencdo em medicina humana e veterinaria, com aplica¢des inclusive no
tratamento da tuberculose, observando-se a regressédo dos problemas pulmonares e
recuperacédo do apetite (LUSTOSA et al,2008; PEREIRA et al, 2002).

Com isso a propolis tem sido alvo de muitas pesquisas e esse destaque deve-
se tantoas suas atividades terapéuticas, como antimicrobiana, antifingica,
antioxidante, antitumoral, antiprotozodria, antiviral, cicatrizante, anestésica,
anticariogénica (SFORCIN et al., 2011), anti-inflamatéria (PAULINO et al., 2008), anti-
herpes (NOLKEMPER et al., 2010; SHIMIZU et al., 2011; SARTORI et al., 2012),
anti-HIV (ITO et al., 2001), e até mesmo quimiopreventiva (PEREIRA-FILHO, 2014).
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Gracas a essa variedade de atividades bioldgicas, a prépolis tornou-se objeto de
estudos farmacoldgicos e quimicos, o que resultou nas muitas informacdes que
temos a respeito deste produto apicola (PARK et al., 1998; SILVA, 2009;
ROBERTO, 2009; TORETI et al, 2013).

O crescente mercado de produtos naturais e medicamentos alternativos
renovou o interesse em produtos apicolas, como mel, geléia real, polen e propolis.

No Brasil, devido a grande biodiversidade sdo descritas propriedades
biolégicas e composicdo quimica distintas para amostras coletadas em diferentes
regidbes do pais (PEREIRA et al, 2002). Deste modo, nota-se a importancia do
estudo e caracterizacdo da composicdo de amostras produzidas em regides
distintas.

Certamente, ainda ha muito a ser desvendado sobre as inUmeras variedades
de prépolis origindrias da rica flora brasileira e de suas abelhas. Todo esse
conhecimento proporcionard uma ampla variedade de beneficios para a melhoria da
qualidade de vida humana (BELMIRO et al, 2011).

1.1 Prépolis

A prépolis é uma mistura resinosa complexa recolhida pelas abelhas dos
botdes e exsudados de varias plantas.Essas substancias sédo parcialmente digeridas
pela salivadas abelhas, que contém a enzima B-glicosidase e, por fim, o material
resultante é acrescido de cera (DELEPRANE et al., 2013).

Seu nome deriva do grego, onde o prefixo pro significa em defesa de, e a
palavra polis significa comunidade ou cidade (PEREIRA et al., 2002). A
denominacéo foi dada, devido a eficiente participacdo dessa substancia na defesa
das colméias e da colbnia das abelhas, através da protecdo contra a invasao de
outros insetos e de microorganismos; no reparo de frestas e buracos presentes na
parede da colméia; no preparo de locais assépticos, para que ocorra a postura pela

abelha rainha; e na mumificacéo de cadaveres de invasores (ROBERTO, 2009).

Sua composicao quimica e suas atividades biologicas variam de acordo com
as especies vegetais que Ihes deram origem, a época do ano em que foi feita a

coleta, assim como com a espécie da abelha (aqui no Brasil também o grau de
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“africanizagdo” da Apis mellifera) (PARK et al, 1998; PAULINO, 2004; CABRAL,
2008; PEREIRA et al, 2002).

Ja foram encontrados 13 tipos diferentes de préopolis Brasileira (Tabela 1), e
foram classificadas de acordo com as suas caracteristicas fisico-quimicas. Sete tipos
sao provenientes da regido Nordeste, cinco da regido Sul e uma proveniente do

Sudeste.

Tabela 1- Classificacdo da propolis Brasileira de acordo com suas caracteristicas
fisico-quimicas e localizagéo.

Extrato Etanolico de Propolis

Grupo * Cor Origem

1 (RS) Amarela Regido Sul

2 (RS) Marrom Regido Sul

3 (PR) Marrom escura Regido Sul

4 (PR) Marrom Regido Sul

5 (PR) Marrom esverdeada Regido Sul

6 (BA) Marrom avermelhada Regidao Nordeste
7 (BA) Marrom esverdeada Regiédo Nordeste
8 (PE) Marrom escura Regiédo Nordeste
9 (PE) Amarela Regidao Nordeste
10 (CE) Amarela escura Regiao Nordeste
11 (PI) Amarela Regido Nordeste
12 (SP) Verde ou Marromesverdeada Regido Sudeste
13 (AL) Vermelha Regiédo Nordeste

Fonte: Adaptado de PARK et al., 2000; CABRAL et al., 2009; TORETI et al., 2013.*(RS: Rio Grande
do Sul; PR: Parana; BA: Bahia; PE: Pernambuco; CE: Ceara; Pl: Piaui; SP: Sdo Paulo; AL: Alagoas).

1.1.1 Composicao quimica e atividade biologica

Em geral, a propolis é constituida de 50% de resina e balsamo vegetal, 30%

de cera, 10% de Oleos essenciais e aromaticos, 5% de pdlen e 5% de substancias



18

variadas, incluindo residuos orgéanicos (Park et al., 1998; PEREIRA et al., 2002;
PAULINO, 2004; CABRAL, 2008).

Varios trabalhos ja foram realizados para a determinacdo da composicao
quimica de propolis de diferentes regides e mais de 300 compostos ja foram
identificados até o ano de 2000 (TORETI et al., 2013). Com o desenvolvimento de
técnicas de separacdo e purificacdo tais como cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), cromatografia em fase gasosa (CG), bem como técnicas de
identificacdo, tais como espectroscopia de massa (EM), e de ressonancia magnética
nuclear (RMN), mais compostos foram identificados na propolis, pela primeira vez;
incluindo flavondides, terpenos, compostos fendlicos e os seus ésteres, além de
acucares, hidrocarbonetos e composicdo mineral. Deste modo, no periodo de 2000
a 2012, 241 compostos foram identificados pela primeira vez em amostras de
propolis, assim hoje temos mais de 500 compostos identificados. A Tabela 2 lista
alguns desses, enquanto que a Figura 1 sumariza alguns dos representantes desses
compostos quimicos (HUANG et al., 2014).

A principal classe encontrada na propdlis é a dos compostos fendlicos, entre
eles, os flavonoides (flavonol, flavona, di-hidroflavonol, flavonona, isoflavonona,
antocianidina), os &cidos fendlicos que compreendem os acidos benzéicos (acidos
p-hidroxibenzadico, vanilico, siringico, géalico e o 3,4-di-hidroxibenzdico), os cindmicos
(acido caféico, p-cumério, ferdlico e sinapico) e as chalconas, o0s quais
desempenham papel importante na determinacdo das atividades biol6gicas da
propolis (BANKOVA et al., 2000; MOREIRA et al 2011; TORETI et al., 2013).



Tabela 2- Categorias quimicas relatadas em prépolis desde 2000.
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Categoria quimica Composto exemplo Origem gegrafica Plantas e
faml’_lias de
origem
Australia, Brasil,
Burma, Canada,
China, Cuba, Egito, Populus,
Luteolina Grecia, Japao, Macaranga,
Quénia, México, Dalbergia
Nepal, Polbnia,
Flavonoéides Portugal, llhas
Salomao, Taiwan
7-O-fenilpinocembrina Grécia, Japéao _
Cearoin Nepal Dalbergia
Brasil, Grécia, Ferula
Acido abiético Linalool Indonésia, Iran, Pinaceae
Malta, Turquia Cupressaceae
Terpenos
Acetato de lupeol Burma, Brasil, Cuba, _
Egito, Grécia
Fenilpropandides e  Acido p-metoxicinamico Austrdlia, Brasil, Citrus
ésteres Egito, Uruguai
Fenilpropandides acido3-prenil-4- Propolis verde Baccharis
prenilados hidroxicindmico Brasileira
Australia, Brasil,
Estilbenos 3-prenilresveratrol Grécia, Indonésia, Maracaranga
Quénia
Lignanas 6-Metoxidifenilina Quénia _
7”1 Cumarinas Cumarinas suberosina _
prenilada Iran

Fonte:HUANG et al., 2014.
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Figura 1- Compostos quimicos representativosda propolis
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Fonte:HUANG et al., 2014.

Os flavonoides de prépolis de regides temperadas ndo possuem substituintes

no anel B, tais como a crisina, galangina, pinocembrina, pinobansina. O fenil éster
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do &cido caféico (CAPE) € um dos principais constituintes da propolis de regides
temperadas com varias atividades bioldgicas, incluindo a inibicdo do fator nuclear k-
B; da proliferacdo de células; a inducéo da interrupcaodo ciclo celular e apoptose. As
prépolis de regides tropicais, como a prépolis verde, especialmente a brasileira,
possuem como componentes quimicos dominantes os fenilpropandides prenilados
(ex.: artepilinaC) e diterpenos, enquanto que para as propolis produzidas na regiao

do Pacifico, geralmente, as flavanonas sdo os compostos caracteristicos.

Na Tabela 3 podemos observar que propolis de diferentes regides diferem na
composi¢do quimica, assim possuem componentes majoritarios (marcadores
principais) diferentes. A tipificacdo com base nos marcadores € muito importante
visto que se torna possivel elaborar produtos farmacéuticos, cosméticos e de higiene
oral, conhecendo-se o0 tipo de prépolis empregada e as quantidades dos
componentes bioativos presentes, estes por sua vez influenciam nas inUmeras
atividades biologicas desse produto apicola (MARCUCCI, 2006). A Tabela 4 (pag.

24) apresenta diferentes propriedades medicinais para diferentes tipos de propolis.

Os compostos volateis da propolis sdo os responsaveis pelo seu aroma
agradavel e especifico. E bem conhecido que as abelhas operarias respondem a
odores em Varios contextos comportamentais, assim elas aprendem a responder aos
odores florais através da experiéncia e os relaciona com o néctar e/ou polén que
para ela sdo recompensas oferecidas pelas flores. O mesmo processo de
aprendizagem ocorre no caso de recolha de resina, tendo em consideracdo a
recente descoberta de Leonhardt e colaboradores (2010) que provaram que abelhas
sem ferrdo em Bornéu utilizam terpenos volateis como pistas olfativas para encontrar
resinas de fontes apropriadas. Os constituintes volateis da prépolis podem
desempenhar um papelimportante também para humanos, onde, além de conferir
aroma agradavel ao produto também sdo responsaveis por algumas atividades
biolégicas (BANKOVA et al., 2014).



Tabela 3- Tipos de prépolis mais difundidas no mundo: origem vegetal e as principais classes de constituintes.

Tipos de prépolis Origem geografica Fonte vegetal Contituintes majoritarios

Alamo Europa, América do Norte, Populusssp. da seccéo Flavonas, flavononas, acidos cinamicos e

Regifes nao tropicai Asi o . Asteres.
egides no tropicais da Asia, Aigeiros, na maioria das vezes 0S Seu esteres

Nova Zelandia

P. nigra L.
Verde (Alecrim) Brasil Baccharis spp., acidosp-cumarico prenilados, acidos
predominantemente diterpénicos.

B.dracunculifolia D. C.

Bétula Russia Betula verrucosaEhrh. Flavonas e e flavonols.

Vermelha Brasil, Cuba e México Dalbergia spp. Isoflavonéides e pterocarpanos

Mediterranea Sicilia, Grécia, Creta, Malta. Cupressaceae (espécie Diterpenos (principalmente acidos do tipo
ndo definida) labdanicos)

“Clusia” Cuba, Venezuela Clusia spp. Poliprenilados e benzofenonas

“Pacifico” Regido do Pacifico (Okinawa, Macaranga tanarius Prenil flavononas

Taiwan e Indonésia)

Fonte: SFORCIN et al., 2011.
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Tabela 4- Estudos recentes e aplicacdo de prépolis na medicina.

Origem geogréafica da Atividade atribuida Teste realizado
prépolis

Brasil (Sul) Anti-HIV In vitro (H9 linf4citos)

Brasil Anticancer In vivo-camundongos
(tumores pulmonares)

Brasil Anticancer In vitro (linhas celulares de

tumores humanos)
Brasil (grupo 3 e grupol12) Supresséao de dioxina In vitro
Chile Antioxidante e anticancer In vitro (células KB- células

de carcinoma epidermoide
de boca humana)

Brasil Anticancer In vitro e in vivo (dano na
retina)

Brasil (grupo 3, grupol2 e Anticancer In vitro (células epiteliais de

resina da origem boténica) préstata humana)

Brasil Anti-influenza In vivo- camundongos (virus

influenza)
Jordénia Antibacteriana In vitro
Tunisia Anticancer In vitro (células linhares de

cancer- HT29, A549, Hep-2,
raw264.7, e Vero)

Portugal Anticancer In vitro (célula de cancer
renal de humano)
Israel Anticancer In vitro células T linhagens
humana
Brasil Anticancer In vitro (células MCF-7 de
cancer de mama humano )
Brasil (grupo 12 e grupo 13) Anticancer In vitro (células linhagens de
leucemia em humanos)
Brasil Anticancer In vivo-camundongos
(carcinogénese de pele)
Polbnia Anticancer (Gliobastoma humano
U87MG)

Fonte: TORETI et al., 2013

Uma importante caracteristica da prépolis € que apesar de ter composicao
guimica que varia de acordo com a espécie vegetal que Ihe deu origem,grande parte
de seus flavondides se encontram na forma de agliconas, diferentemente das fontes
vegetais originais onde sao tipicamente encontrados na forma glicosilada. Isso
ocorre devido a presenca da enzima B-glicosidase na saliva das abelhas que causa

a hidrélise dos flavondides glicosilados em suas agliconas que sao mais
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biodisponiveis. Aos flavondides é atribuida grande parte das atividades biolégicas da
propolis, principalmente antioxidante. (MOREIRA et al., 2011; HOSTETLER et al.,
2012).

1.2 Flavonoéides

Os flavondides pertencem a familia dos polifendis e tém uma estrutura basica
de dois anéis aromaticos (anel A e anelB) ligados através de trés atomos de carbono
que frequentemente formam um heterociclo oxigenado (anel C). As diferentes
disposicdes de grupos hidroxila e/ou carbonila, e ligacbes duplas carbono-carbono
emsua estrutura basica definem os diferentes subgrupos de flavondides como
mostrado na Figura 2 (GALLEANO et al., 2010).

Figura 2- Estrutura basica dos flavondéides e das suas diferentes subfamilias

Antocianidinas

Isoflavona

Flavona

Flavonol

Flavanona

Fonte: Adaptado de GALLENO et al., 2010.

A capacidade antioxidante da propolis pode estar relacionada com alguns de
seus efeitos bioldgicos, incluindo quimioprevencéo. Flavondides provenientes da
prépolis sdo antioxidantes potentes, capazesde reagir com radicais livres impedindo
a propagacéo de reacfes,0 que, na auséncia da inibicdo, poderia potencialmente

causar danos na membrana e/ou alterar funcbes da membrana. Assim, flavonoides
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protegem a membrana celular contra o processo de peroxidagdo lipidica
(GALLEANO et al., 2010), podendo também atuar na indugcdo da expressdo de
enzimas desintoxicantes, sendo este o principal mecanismo pelo qual flavondides
protegem o organismo contra agentes mutagénicos e carcinogénicos, ou seja, atuam
como quimiopreventivos (PROCHAZKOVA et al,. 2011).

A capacidade antioxidante dos diversos flavondides é maior que aquelas das
vitaminas C e E. Por exemplo, o potencial de reducdo monoeletronico do galato de
epigalocatequina, sob condicbes padrdo € 550 mV, um valor menor do que o de
glutationa (920 mV) e comparavel ao do a-tocoferolm (480 mV). Os flavondides
podem prevenir lesBes causadas por radicais livres, através dos seguintes
mecanismos (PROCHAZKOVA et al,. 2011):

a) Eliminacao direta de espécies reativas de oxigénio;

b) Ativacdo de enzimas antioxidantes;

c) Quelacao de metais;

d) Reducao de radicais a-tocoferila;

e) Inibicdo de oxidases;

f) Atenuacao do estresse oxidativo causado por oxido nitrico;

g) Aumento dos niveis de acido Urico;

h) Aumento nas propriedades antioxidantes de compostos de baixo peso

molecular.

A estabilizacdo dos radicais livres por flavonéides ocorre através de doacéo
de hidrogénio (Figura 3) ou ainda flavonoides especificos podem atuar na quelacao
de cations metalicos como ferro (Il) e cobre (I) e assim remover um dos fatores
geradores de radicais hidroxila (Figura 4). A atividade in vitro de um flavondide
depende do arranjo dos grupos funcionais sobre a estrutura de seu nucleo. Tanto
sua configuracdo como o numero total de grupos hidroxila podem influenciar
substancialmente o mecanismo da atividade antioxidante (PROCHAZKOVA et al,.
2011).
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Figura 3- Esquema do sequestro de radicais (R*) por flavondides (FIOH). O radical Fl-
O*pode reagir com um segundo radical adquirindo aestrutura de quinona estavel (FI-
guinona).

OH o
i OH R RH OH
Fl FI
FI-OH FI-O
o' 0
R RH
ﬁj% LR °
N Fl
FI-O® Fl-quinona

Fonte: PIETTA, 2000.

Figura 4-Sitios de ligacdo de metais em flavonoides

n+

o)

Fonte: PIETTA, 2000.

Pietta (2000) propds evidéncias claras de que a atividade sequestradora de
radicais depende da presenca na estrutura de substituintes do anel B e do anel
heterociclico. As caracteristicas determinantes do sequestro de radicais sdo 1) a
presenca de um grupo catecol no anel B, que possui melhores propriedades de
doacdo de elétrons ocorrendo a oxidacdo do flavondide quando o grupo catecol se
faz presente e 2) uma dupla ligacdo na posicéo 2,3 conjugada com um grupo 4-0xo,
o qual é responsavel pelo deslocamento do elétron do anel B. Na Figura 5 é possivel
visualizar que as caracteristica mais importante sdo a presenca do grupo catecol ou
dihidroxil no anel B (marcado em amarelo), a presenca da insaturacdo no anel C

(marcado em vermelho) e a presenca da fungdo 4-oxo no anel C (marcado em
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verde). O grupo catecol e outras fungbes também explicam a habilidade dos

flavonoides em quelar metais de transicdo como cobre e ferro (marcado em azul).

Figura 5- Estrutura do flavonol quercetina apresentando caracteristicas importantes
na definicdo de potencial antioxidante classico dos flavondides.

OH

QUERCETINA

HO

Fonte: WILLAMS et al., 2004.

Pietta (2000) determinou que enquanto a presenca de um grupo 3-hidroxil no
anel C aumenta a atividade sequestradora de radicais, a adigdo de grupos hidroxila
ou metoxila nas posi¢des 3,5 e 7 dos anéis A e C sdo menos importantes. Deste
modo, flavondis e flavonas, contenho o grupo catecol no anel B, sdo os mais ativos.
A (glicosilacdo deste grupo, como na rutina, reduz fortemente a capacidade de

sequestro de radicais. Flavanodis e flavanonas, devido a perda da conjugacao
provida pela dupla ligagéo 2,3 com o grupo 4-oxo sao antioxidantes mais fracos.

1.3 Estresse oxidativo: antioxidantes, espécies reativas e métodos
aplicados

Em sistemas vivos varios fatores metabdlicos e ambientais sdo responsaveis
pela producdo de espécies reativas, principalmente espécies reativas de oxigénio
(ERO). O aumento do nivel dessas espécies podem danificar biomoléculas,
modificando assim suas funcdes e levar até a morte celular (Figura 6). O
metabolismo intracelular normal ou ainda agentes externos podem desencadear a
producdo de EROs. Um sofisticado sistema de defesa antioxidante neutraliza e
regula os niveis globais de EROs para manter a homeostasia fisiologica.

Os antioxidantes séo definidos como substancias que, quando presentes em

baixas concentragcbes em relagdo a um substrato oxidavel, protege (por si sO, e
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através dos seus produtos de oxidagdo), a oxidacdo dos mesmos, e, finalmente,
protegem o organismo contra os efeitos nocivos do estresse oxidativo (Laguerre et
al., 2010).

Diminuir os niveis de EROs abaixo do ponto de ajuste homeostatico pode
interromper a fungéo fisiologica de oxidantes na proliferacdo celular e de defesa do
hospedeiro. Da mesma forma, o aumento da EROs também pode ser prejudicial e
levar & morte celular ou para uma aceleracdo do envelhecimento e aparecimento de
doencas relacionadas a idade. A disfuncdo causada pelo aumento de EROs pode
resultar em dano a proteinas, lipideos e DNA ou agir em vias especificas de
sinalizacdo redox podendo ter diversas funcdes
protetoras (GALLEY, 2010; MISHRA et al., 2012), como também atuar como

sinalizadores especificos, em condi¢des fisioldgicas e fisiopatoldgicas. Este ponto de

nocivas ou potencialmente

vista mais complexo da importancia de oxidantes em processos biol6gicos €
representado na Figura 6 (FINKEL; HOLBROOK, 2000).

Figura 6- Fontes e respostas celulares a espécies reativas de oxigénio (EROs).
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Fonte: Adaptado de FINKEL; HOLBROOK, 2000.
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As mitocondrias sdo a principal fonte intracelular de ERO como também um
de seus principais alvos (Figura 7). A producdo de EROs pelas mitocondrias pode
conduzir a danos oxidativos de proteinas mitocondriais, membranas, e DNA,
prejudicando a capacidade das mitocondrias para sintetizar ATP e outras funcdes
essenciais. O dano oxidativo mitocondrial pode, também, aumentar a tendéncia das
mitocondrias para a liberagdo de citocromo c (cit c) para o citosol por
permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa (PMME), que conduz a
apoptose. Producédo de EROs mitocondriais conduz a inducdo do poro de transicao
da permeabilidade mitocondrial (PTP), o que faz com que a membrana interior se
torne permeavel a moléculas pequenas. O dano oxidativo mitocondrial contribui para

uma grande variedade de patologias.

Figura 7- Visdo geral de espécies reativas de oxigénio produzidas na mitocondria.

mitocondria

< Dano
t__‘gﬁ*‘ oxidativor
e‘\o*‘w Peroxidagao

lipidica

N V7 oo PMME

danificadas EROQ

2
Mutagde
Sinalizagao Apoptose/
redox Necrose

f/

Fonte: GALLEI et al., 2010.

Internamente, os radicais livres sdo produzidos como uma parte normal do
metabolismo dentro da mitocdndria, através de xantina oxidase, peroxissomas, 0S
processos de inflamacéo, fagocitose, isquemia e exercicio fisico. Os fatores externos
que ajudam a promover a producdo de radicais livres sdo o tabagismo,
poluentesambientais, radiacdo, drogas, pesticidas, solventes industriais e 0zonio. E

irbnico que esses elementos, essenciais para a vida (especialmente oxigénio) tem
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efeitos deletérios sobre o corpo humano através destas espécies reativas (LOBO et
al., 2010). O equilibrio entre a producédo de ERO e neutralizacdo por antioxidantes é
muito delicado, e se este equilibrio tende para o superproducao de ERO, as células
comecam a sofrer as consequéncias do estresse oxidativo (WIERNSPERGER,
2003).

O campo de pesquisa em antioxidantes tem crescido nas ultimas décadas,
relacionando-se a um grande namero de areas que influenciam a alimentacdo ea
saude, tais como nutricdo, bioquimica, farmacologia, fisiologia, processamento de
alimentos e quimica analitica. Em geral, os pesquisadores tém focado no 1) estudo
do potencial antioxidante sobre a eliminagédo de radicais livres para interromper
reacoes radicalares em cadeia; 2) estudo sobre o papel de protecdo de antioxidante
em proteinas, lipidios e DNA contra os radicais livres gerados in vivo; 3) avaliacao
do perfil antioxidante de produtos naturais e bebidas devido a sua valorizacao
crescente; 4) sintese de antioxidantes e desenvolvimento de novos produtos
alimentares antioxidantes artificialmente enriquecidos; 5) estudo da eficacia
antioxidante na preservacdo de alimentos contra a deterioracdo realizada por
radicais livres; 6) desenvolvimento de métodos analiticos para a avaliacao do teor de
antioxidantes em alimentos, bebidas e amostras biolégicas (BARROSO et al., 2011).

A avaliacdo das propriedades antioxidantes de produtos naturais é muito
importante devido a diversidade de aplicacdes, seja como alimento, na medicina ou
no desenvolvimento de cosméticos. Varios métodos e diferentes condi¢cdes para sua
mensuracdo tém sido empregados. Muitas vezes € observado que ndo ha
correlacédo entre os resultados obtidos de um mesmo material por diferentes ensaios
ou ainda pelo mesmo ensaio realizado em diferentes laboratoérios. Isso pode ser
explicado pelas diferentes caracteristicas, mecanismos reacionais e espécies
envolvidas com também a falta de padronizacdo dos métodos e padrbes utilizados.
Assim, ndo existe, ainda, um método simples e universal que possa avaliar a
capacidade antioxidante de forma precisa e quantitativa (NIKI, 2010) .

A avaliacdo da capacidade antioxidante global requer varios ensaios afim de
gerar um “perfil antioxidante” (PRIOR et al., 2005; NIKI, 2010). Portanto, € muito
atraente para os pesquisadores ter métodos para a quantificacédo rapida da eficacia

antioxidante.
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Os métodos analiticos convencionais utilizados para a quantificacdo da
capacidade antioxidante total podem ser divididos em dois mecanismos principais,
com base na reacdo quimica envolvida: transferéncia de atomos de hidrogénio
(TAH) e transferéncia de elétrons (TE) (PRIOR et al., 2005; BARROSO et al., 2011).

Métodos baseados em TAH medem a capacidade de um antioxidante para
eliminar radicais por doagdo de hidrogénio, enquanto que os métodos baseados em
TE medem a capacidade de um antioxidante em transferir umelétron para reduzir
qualquer composto, incluindo ions metalicos, carbonilas e radicais. Mecanismos TAH
e TE quase sempre ocorrem em conjunto, com o equilibrio determinado pela
estrutura antioxidante e valor de pH (PRIOR et al., 2005; BARROSO et al., 2011).

Dentre os métodos de determinacdo da capacidade antioxidante, os mais

utilizados encontram-se listados na tabela 5.

Tabela 5- Alguns métodos utilizados na determinagdo da capacidade antioxidante.

Métodos Radical/espécie monitorada Mecanismo
TEAC (capacidade antioxidante IA\B-I-S.+ At|V|dade de e|lm|na(;5.0
equivalente em trolox) (TE e TAH)
DPPH DPPH* Atividade de eliminacéo

(TE e TAH)
CTF (contetido total de fensis) Mo(VI) [amarelo]-Mo(V) [azul] Teor de fendis totais
(TE)

FRAP (capacidade antioxidante pelo Fe(|||)_TpTZ= Fe(“)_TpTZ Potencial redutor (TE)
potencial redutor de ferro)
CUPRAC (capacidade antioxidante Cu(“)_NC =CU(|)-NC POtenCIa| redutor (TE)
pelo método de redugéo de cobre)
Sistemas de modelo RO e HO® Inibicdo da peroxidagéo
lipossomal lipidica (TAH)
ORAC (capacidade de absorcdo de ROZ. AbSOI’QéO de I’adlcaIS
radicais oxigenados) oxigenados (TAH)

Fonte: Adaptado de CAROCHO; FERREIRA, 2013; CRAFT et al.,, 2012. TE= Transferéncia de
elétrons; TAH= Transferéncia de atomos de hidrogénio.

A ampla variedade de ensaios antioxidantes exige que haja uma comparacao
significativa dos resultados obtidos a partir de estes ensaios. E importante saber que
a atividade antioxidante est& relacionada com a cinética da reagdo, normalmente
expressa como taxas de reacdo de eliminacdo ou porcentagens por unidade de
tempo, enquanto que a capacidade antioxidante esta relacionada com a eficiéncia

da conversdo termodinadmica de espécies reativas por antioxidantes, tais como o
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namero de mols de espécies reativas eliminadas por um mol de antioxidante durante
um periodo de tempo fixo sdo importantes na pesquisa antioxidante. Assim devem
ser tomados cuidados para distinguir entre esses dois termos, que S&o

frequentemente usados como sindnimos (OZYUREK et al., 2011).

1.4 Quimiometria

A otimizagcdo de um procedimento analitico tem a necessidade de ajuste de
muitas variaveis afim de que sejam estabelecidas as melhores condicfes para a
analise. Para isso, existem duas metodologias de otimizacdo de métodos analiticos
(FERREIRA et al., 2003):

e A univariada, onde cada fator € otimizado por vez, fixando-se em um
determinadovalor e variando os outros fatores envolvidos no processo. Este
método € relativamente simples e de facil interpretacdo, no entanto, possui a
desvantagem de demandar um maior tempo de estudo, um maior gasto de
reagentes, além de ndo considerar as interacfes que ocorrem entre 0S
fatores;

e A multivariada, onde todos os fatores sdo variados simultaneamente, e as
condicbes oOtimas de trabalho sdo encontradas através de recursos
matematicos e estatisticos. Essa otimizacdo multivariada permite reconhecer
se existe alguma interacdo entre os fatores estudados, além de ser
maisefetiva e mais econémica, pois 0 numero de experimentos € reduzido. A
desvantagem dessa otimizacdo esta na maior dificuldade de interpretacéo
dosdados gerados, entretanto muitos softwares possuem recursos que
facilitam a interpretacao desses dados
A utilizagdo de técnicas multivariadas no estudo de fenbmenos quimicos

recebeu o nome de quimiometria. Atualmente muita énfase tem sido dada aos
sistemas multivariados, nos quais pode-se analisar muitas variaveis
simultaneamente em uma amostra qualquer. A quimiometria no seu sentido estrito,
comecou formalmente na primeira metade da década de 70, mas s6 se firmou
definitivamente quando o computador comecgou a ser utilizado em laboratérios
quimicos (HAIR et al., 2009).

Com a criagdo da quimiometria, o uso de experimentos estatisticamente
planejados cresceu rapidamente em varios campos de pesquisa no Brasil,

especialmente Quimica, Engenharia Quimica, Engenharia de Alimentos e
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Biotecnologia. Além disto, a utilizacdo dos métodos quimiométricos de planejamento
e analise ndo ficou restrita as atividades académicas. Industrias como Oxiteno,
Pirelli, Braskem, Clariant, Nitroquimica, 3M do Brasil, Unilever, Petrobras, Petroflex e
Masterfoods do Brasil tém empregado e continuam empregando técnicas de
planejamento e otimizacéo de experimentos (NETO, 2006).

Os trabalhos em quimiometria no Brasil podem ser agrupados em trés areas
principais: planejamento e otimizacdo de experimentos, reconhecimento de padrdes
(métodos de analise exploratoria e classificagdo) e calibracdo multivariada (NETO,
2006).

Neste trabalho o uso da quimiometria est4d associada ao planejamento
experimental visando a otimizacdo do processo de extracdo de amostras de propolis

guanto a maior extracdo de compostos antioxidantes.

O método de Folin Ciocalteu é bastante utilizado para determinagéo de fenois

totais, e por isso foi utilizado no presente trabalho.

Para avaliacdo da capacidade antioxidante utilizou-se os métodos de DPPH,
FRAP, e peroxidacdo lipidica. O método de DPPH foi escolhido por avaliar a
atividade antioxidante sequestradora de radicais de forma simples e rapida e
também é bastante utilizado na literatura. A escolha do método FRAP se deu pelo
fato do ferro ser um elemento essencial para diversas func¢des biol6gicas da maioria
dos organismos vivos (SCHULTZ et al., 2010). Enquanto que a lipoperoxidacéo foi
realizada com a intencao de mimetizar o processo de peroxidacao lipidica através da

protecdo por antioxidantes presentes nas amostras.

Assim, o desenvolvimento deste trabalho visa o estudo do perfil quimico e da
capacidade antioxidante de duas amostras de propolis da Bahia ja que ndo existem
registros de investigacdo sobre as mesmas. Deste modo, esse € um dos primeiros
passos para classificacdo dessas amostras, visto que elas ainda n&o foram
estudadas quanto a sua classificacao, e tanto podem ser classificadas dentro dos 13

tipos de prépolis ja existentes quanto podem ser novos tipos de propolis.
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OBJETIVOS
Geral

Avaliar duas amostras de propolis provenientes do Nordeste da Bahia

quanto a sua capacidade antioxidante e seu perfil quimico.

2.2

v

\

Objetivos especificos

Obter extratos etandlicos de prépolis;

Fracionar os extratos etanolicos de propolis por particdo liquido-liquido;
Realizar o planejamento experimental do processo de extracdo para as duas
amostras de prépolis estudadas nesse trabalho.

Obter os espectros de absor¢cdo UV-vis dos extratos etandlicos e suas
repectivas fracoes;

Avaliar o conteudo de fenais totais;

Avaliar a capacidade antioxidante pelos métodos de DPPH, FRAP e
peroxidacéo lipidica;

Identificar compostos fendlicos dos extratos etandlicos e sua respectivas
fracGes por CLUE-EM/EM,;
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3 EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes, solventese equipamentos

Para o presente trabalho foram utilizados os seguintes reagentes e solventes

de acordo a Tabela 6.

Tabela 6- Reagentes e solventes utilizados no trabalho.

Reagentes e solventes Marca
Acetato de sédio CRQ (Cromato Produtos Quimicos Ltda)
Acido galico, Hexano e Cloroférmio Vetec Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro,
Brasil).
Carbonato de sédio anidro Reagen Quimibras Industrias Quimicas S.A
(Brasil)
Alcool metilico P.A e Alcool etilico Dinamica Quimica Contemporanea Ltda —
Absoluto P.A Solucdes e Reagentes
Alcool metilico e acetonitrila para HPLC, Sigma Aldrich Brasil Ltda.

L-a-fosfatildicolina (lecitina de Soja),
DPPH?®* (2,2- difenil-1-picril-hidrazila),
Reagente Folin Ciocaulteu (RFC),
Trolox® (&cido 6- hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-carboxilico), TPTZ
(2,4,6-tris(2-piridil)-5-tiazina), 4cido
cloridrico, cloreto férrico, AAPH (2,2’-
azobis(2-metilpropionamidina))
Fosfato de s6dio monobasico, fosfato de Acros Organics
soédio bibasico; EDTA
(acidoetilenodiaminotetraacético)
Sonda Bodipy C11 581/591 (acido 4,4- Molecular Probes (Canada)
difluoro-5-(4- fenil-1,3-butadienil)-4-bora-

3a,4a-diaza-sindaceno-3-undecandico).

Fonte: AUTORA, 2015

Todos os reagentes quimicos utilizados sdo de grau analitico. Todas as
solucbes foram preparadas em agua ultrapura (18 MQ cm) de um sistema de

purificacdo Milli-Q da Millipore Inc.

A Tabela 7 abaixo lista os equipamentos utilizados.
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Tabela 7- Equipamentos utilizados durante os experimentos.

Equipamento Marca
Espectrofotometro UV-vis Agilent 8453
Fluorimetro Shimadzu, JapanRF-5301PC
Rotaevaporador BUCHI R-210
Ultrassom Cristofoli
Agitador de solucbes Phoenex AP-56
Balanca analitica (0,01mg/0,1mg) Mettler Toledo AG 245
Nanotrac-Zetatrac NPA151-31A-0000-D30-10M
Aquecedor BiomiXer 78 HW-1
pH metro (0,001 pH e 0,1 mV) Quimis Aparelhos Cientificos LTDA
Moinho de facas OSTER 6826
CLUE-EM/EM Waters ACQUITY® TQD

Fonte: AUTORA, 2015.

O trabalho experimental foi realizado no laboratério de Eletroquimica do
Instituto de Quimica e Biotecnologia (IQB) da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL), exceto as andlises de peroxidacao lipidica que foram realizadas na central
analitica do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de
Alagoas, a cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrdmetro de
massas sequencial que foi realizada no laboratorio institucional do Instituto de
Quimica da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

3.2 Coleta das amostras

As amostras de propolis do Nordeste da Bahia foram coletadas no més de
maio de 2013 e fornecidas pelo Dr. Alberto Magno Matos de Almeida da Empresa
Baiana de Desenvolvimento Agricola S.A (EBDA). Foram recebidas 10 amostras e
numeradas de 1 a 10, porém apenas as de nimero 3 e 7 estavam em quantidade
suficiente para realizacéo do trabalho, deste modo, usou-se apenas essas amostras.

As amostras de propolis utilizadas no presente trabalho foram previamente
congeladas para ficarem quebradicas e assim trituradas e homogeneizadas em
moinho de facas (OSTER), em seguida conservadas em congelador e protegidas da
luz. Na Tabela 8 é possivel observar informacdes sobre as suas localidades,

enguanto que na Figura 8 é possivel situar no mapa as respectivas localidades.
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Tabela 8- Localidades, coordenadas e flora das amostras de propolis do nordeste da
Bahia.

Localidades Coordenadas N° Bioma/Flora principal

Latitude  Longitude Altitude

Tucano 11°19'S  38°70'W 414,45 07 Caatinga/Piptadeniamo
niliformes Benth;
Calliandradepauperata
Benth;
Mimosaophthalmocentr
a Marth. ex Benth.

Ribeira do Pombal ~ 10°01'S  38°41'W 245,50 o3 Caatinga/Piptadenia
moniliformes Benth;

Mimosa

ophthalmocentra Marth.
ex Benth; Croton
glandulosus L.(Velame

preto).

Fonte: AUTORA, 2015.

Figura 8- Mapa do estado da Bahia (subdivisdes do estado)apresentado as
localidades de origem das amostras de propolis deste trabalho

Ribeira do Pombal
, rucano

Fonte: Adaptado de Mapas geograficos, 2013.
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3.3 Preparacdo dos extratos etandlicos de propolis

A obtencdo do extrato etanolico seco de propolis (EEP) foi realizada de
acordo com Park e colaboradores (1998) com algumas modificacbes. Foram
transferidas para erlenmeyers 8 gramas de cada amostra e adicionou-se entdao 100
mL de alcool etilico a 80% (v/v) a cada um. A extracdo foi realizada em banho de
agua termostatizada (BUCHI, Heating bath B-491), por 30 min a 70°C, com agitacao.
Apos resfriamento, os extratos foram filtrados em papel de filtro. A eliminacdo do
solvente foi realizada com a utilizacdo de um rota-evaporador a 50°C. O extrato
etandlico obtido foi armazenado sob refrigeracdo e auséncia de luz para futuras

analises.
3.4 Fracionamento do extrato etandlico de prépolis

O extrato etandlico de propolis (EEP) seco foi solubilizado em metanol e seus
componentes fracionados pela técnica de extracdo liquido-liquido. A particdo em
série empregando funil de separacdo foi realizada utilizando os solventes hexano e
cloroférmio (conforme rota experimental). As fragcdes hexanica (FHex), cloroférmica
(FClo) e hidrometandlica (FHMet) obtidas foram concentradas em rotaevaporador, a
50 °C.

Na Figura 9 pode ser observado o fluxograma com a rota experimental a qual
as duas amostras de propolis foram submetidas.



Figura 9-Rota experimental simplificada deste trabalho.

[ Propolis Bruta (8 g) J

|

| EEP (Etanol 80%) |_..

Secagem em rota-evaporador l

[ Solubilizagso em metanol (100 mL) }

l

{ Particdo em hexano (1:1) ]

Folin, DPPH,
FRAP,
Peroxidacao
lipidica, CLUE.

Folin, DPFH,
FRAP, Fragdo Fragao
Peroxidacao Hexanica Metanolica
lipidica, CLUE. l 20 mL de agua
[ Particdo com Cloroférmio ]
Folin, DPPH,
FRAP, Fragao Fragdo
Peroxidacgao Cloroformica Hidrometanolica
lipidica, CLUE.

l

Folin, DPPH,
FRAP,
Peroxidacao
lipidica, CLUE.

Fonte: AUTORA, 2015.
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3.5 Andlise dos espectros de absorcao dos extratos etandlicos de propolis

A obtencéo dos espectros de absor¢cdo molecular dos extratos etandlicos de
prépolis foi realizada de acordo com Park e colaboradores (1998) com algumas
modificagées. Solucdes etandlicas dos extratos com concentracdo de 25 pug mL*
foram preparadas e o espectro de absor¢do na regido UV-Vis das amostras foi
obtidoa partir de varredura na faixa de 200 a 500 nm, utilizando cubeta de quartzo
(capacidade = 3 mL; caminho éptico = 1 cm) e espectrofotometro UV-Vis (Agilent
8453).

3.6 Determinacao do conteudo total de fenodis

O conteudo total de fendis foi obtido de acordo com o método de Folin-
Ciocaulteu (RFC), descrito por Cicco e colaboradores(2009), com algumas
modificagdes. Os extratos foram diluidos em metanol. Para o método, adicionou-se
aos tubos, 120 uL da solucdo amostra (25 pg mL?), 180 uL de agua, 300 uL do
reagente de Folin-Ciocaulteu e 2,4 mL de carbonato de sédio a 5% (m/v), totalizando
um volume de 3 mL. Os tubos foram postos em banho-maria a 40°C no escuro por
20 minutos. Em seguida,a mistura reacional foi colocada em uma cubeta de quartzo
(capacidade = 3 mL; caminho Optico = 1 cm) e medida a absorvancia a 760 nm,

utilizando espectrofotdmetro UV-vis (Agilent 8453).

Os teores de fendis totais (TFC) foram obtidos a partir de curva de calibracao
utilizando éacido galico (0,7 a 7,0 mg L') como padrdo e os resultados foram
expressos em miligrama de equivalentes de acido gélico/grama de extrato seco (mg

de EAG/g de extrato seco).

O acido galico foi utilizado como padrédo no presente estudo, representando
0s compostos fendlicos em meio basico. A Figura 10 apresenta a reacdo de

oxirreducao entre o galato de sédio e o reagente de Folin-Ciocaulteu.
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Figura 10- Reacéo do galato de sédio com o molibdato(VI) ,componente do reagente
de Folin-Ciocaulteu.

COOH (elolel
Na,CO;

HO OH HO OH

OH OH

COO_ COO

+2 Mo (VI) ’ +2Mo (V)+2H*

HO OH 0 OH

OH @]

Fonte: Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventds (1999).

3.7 Determinacéo de flavonas e flavonadis

Para a determinacéo do teor de flavonas e flavonois utilizou-se o método do
cloreto de aluminio (AICIs) descrito por Woisky (1996) com algumas modificacdes
realizadas por Ahn e colaboradores (2007). Foram adicionados 1,5 mL da solucao
do extrato (25 ug mL?') a 1,5 mL de solucdo metandlica de AICIz (2% m/v).
Homogeneizou-se e deixou-se reagir a temperatura ambiente no escuro por 1 hora.
A absorvancia foi medida a 420 nm. Os teores de flavonas e flavonois totais foram
obtidos a partir de curva de calibracéo realizada com quercetina (0,5 a 20 ug mL?), e
0s resultados expressos em miligrama de equivalentes de quercetina/grama de

extrato seco (mg de EQ/g de extrato seco).
3.8 Determinacéo da capacidade antioxidante frente ao radical DPPH*

Este método consiste em avaliar a capacidade antioxidante sequestradora de
radicais. A determinacdo da capacidade antioxidante dos extratos estudados foi feita
de acordo com Saanchez-Moreno, Larrauri & Saura-Calixto (1999), com algumas
modificagées. O método consistiu em preparar uma solucdo de DPPH*® (40ug mL?)

em metanol e 2,7 mL desta solugao foi misturada a 0,3mL da solugcao do extrato (25



42

ng mL1). A avaliacdo da capacidade antioxidante dos extratos de prépolis foi feita
monitorando-se a reducdo do radical DPPH®* (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) de
coloragdo purpura a DPPH-H (difenil-picril-hidrazina) de coloragdo amarela (Figura
11), por meio da medida do decréscimo da absorvancia a 516 nm por

espectrofotometria.

Figura 11- Reacdo de reducdo do radical DPPH*® por um antioxidante genérico RH.

Swe Sue

Ne + RH e NH +R -

O,N NO, O,N NO,

NO, NO,
Fonte: Adaptado de FERREIRA, 2013.

A atividade sequestradora do radical (ASR%) foi calculada usando a seguinte

equacdao para um tempo de 30 min.:
%ASR= [(AbS controle — ADS amostra) / Abs controle] x 100

Onde, Abscontrole € @ absorvancia inicial da solu¢cao metandlica de DPPH® e AbSamostra

€ a aabsorvancia da mistura reacional (DPPH® + amostra).
3.9 Determinacédo da capacidade antioxidante redutora de ferro (FRAP)

A determinacdo da atividade antioxidante por meio da reducdo de ferro
(FRAP) foi realizada pelo método de Benzie e Strain (1996) com algumas
modificagdes. O método baseou-se na medida direta da habilidade dos antioxidantes
da amostra em reduzirem em meio acido (pH = 3,6), o complexo de Fe(lll)/TPTZ
(2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) [Fe(lll)(TPTZ)2]**, para formar o complexo de Fe(ll)
[Fe(I)(TPTZ)2)?*, de coloracédo azul, com absorcdo maxima em 595 nm (Figura 12)
(BENZIE & STRAIN, 1996).
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Figura 12- Reacéo de reducéo do complexo TPTZ (Fe(lll)/Fe(ll))
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[Fe(lIN(TPTZ)2)3* [Fe(IN(TPTZ)2)?*
Cor: Azul-claro Cor: Azul-escuro

Fonte: PRIOR et al., 2005.

O reagente FRAP foi preparado somente no momento da andlise, através da
mistura de 25 mL de tampéo acetato (300 mM, pH 3,6), 2,5 mL solugéo TPTZ (10
mM em HCI 40 mM) e 2,5 mL da solucdo de FeCls.6H20 (20mM). Adicionou-se 90uL
de cada solugdo dos extratos (25 ng mL?), em cada tubo de ensaio, acrescentou-se
270 pL do solvente e misturou-se com 2,7 mL do reagente FRAP. Os tubos foram
homogeneizados em agitador de tubos (vértex, AP-56) e postos em banho-maria a
37 °C por 30 min. Realizou-se entdo a leitura da absorvancia a 595 nm em
espectrofotometro UV-vis (Agilent 8453). Utilizou-se trolox para construcdo da curva
padrao, aliquotas de 90 uL foram retiradas das solugdes preparadas na faixa de 0,04
a 7,50 mg L. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de trolox/g de

extrato seco.
3.10 Avaliacado dainibicdo da peroxidacao lipidica

Técnicas fluorimétricas séo frequentemente utilizadas na medida da
lipoperoxidacdo. O método fundamenta-se no decaimento da fluorescéncia emitida
por uma sonda acoplada ao lipossomo (Figura 12) (KAROLIN et al., 1994), através
do ataque de uma espécie reativa (MACDONALD; MURRAY; AXELSEN, 2007).
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Figura 13- Sonda fluorescente C11-Bodipy ancorada a um lipossomo

Fonte: FERREIRA, 2013.

O AAPH é um composto azo extensivamente usado como gerador de radicais
livres a 37 °C, pois sofre termdlise, produzindo nitrogénio molecular e radicais
alquila, que podem se combinar para formar produtos estaveis ou reagir com
oxigénio molecular formando os radicais peroxila (ZULUETA et al., 2009;
FERREIRA, 2013).

A reacdo de termdlise do AAPH durante o método de peroxidacao lipidica
esta representada na Figura 14. Por meio desta reacdo, mediu-se a capacidade das

amostras em inibir a peroxidac¢ao lipidica, frente ao radical peroxila.

Figura 14- Reacdo de geracédo de radicais durante o ensaio de peroxidacdo lipidica.
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Fonte: Adaptado de ZULUETA; ESTEVE; FRIGOLA, 2009; FERREIRA, 2013.
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O presente método foi realizado segundo Drummen e colaboradores (2002).
Lipossomas de fosfatidilcolina de soja (6-8% de insaturacdes) foram preparados,
com o intuito de simular uma membrana celular. Para o método, foi necessario o
preparo prévio de vesiculas unilamelares de fosfatidilcolina de soja. Para isto, foi
preparada uma solugéo de fosfatidilcolina de soja (1 mmol L*) em 10 mL de tamp&o
fosfato (50 mmol L, pH 7,4). Para solubilizar o lipideo, levou-se ao banho
ultrassom, a 50 °C, por cerca de 30 min, agitando as solucfes (em vortex) a cada 10
min. Durante esta etapa, ocorreu a formacédo dos lipossomas multilamelares. Em
seguida foi montado um sistema extrusor de membranas de 100 nm de diametro de
poros (Avanti Polar Lipids®) e a solugdo contendo os lipossomas multilamelares foi
passada por esse sitema (15 vezes), obtendo assim os lipossomas unilamelares
com 100 nm de diametro (MACDONALD et al., 1991). Em seguida foi realizada a
incorporacdo adicional de 0,1 pmol L' da solugdo da sonda fluorescente C11-
BODIPY5%859lem DMSO(DRUMMEN et al.,, 2002). O tamanho de particula foi
confirmado por Nanotrac-Zetatrac, modelo NPA151-31A-0000-D30-10M. Apo6s o
preparo das vesiculas, medidas de fluorescéncia foram realizadas a 37 °C usando
um espectrofluorimetro (Shimadzu, Japan RF-5301PC).Em uma cubeta de quartzo
de 1,0 mL, quantidades adequadas de suspenséo de vesicula unilamelar, de tampao
fosfato pH 7,4 e, da amostra (25 ug mL?') ou Trolox (100 umol L%), como um
controle positivo, foram misturados. A reacéo foi iniciada com a adi¢cdo de 100 pL de
AAPH (100 mmol L1). O decaimento de fluorescéncia (A excitagdo= 580 nm, A
emissdo = 600 nm) foi monitorado continuamente durante 30 min. De acordo com
DRUMMEN e colaboradores. (2002), esta sonda fluorescente, através de seu

monitoramento, fornece informacdes sobre a integridade do mimético de membrana.

3.11 Identificacdo de compostos fendlicos através de cromatografia liquida
de ultra eficiéncia acoplado ao espectrometro de massas sequencial
(CLUE-EM/EM)

A andlise cromatografica empregando CLUE-EM/EM foi realizada no
laboratdrio institucional, do Instituto de Quimica, da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP) e iniciada utilizando o modo de analise de detec¢do do
triploquadrupolo full scan, para localizar a massa molecular dos compostos de

interesse. Para a identificacdo e confirmagdo da presenca dos antioxidantes na
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amostra foi empregado o modo MRM (monitoramento de reagfes multiplas) (Figura
15) onde foram monitoradas as transicdes m/z dos ions precursores e ions produto.
As condi¢cdes experimentais de analise foram: coluna Waters Acquity UHPLC BEH
C-18 1,7 pm (2,1 x50 mm d.i.); fase moével: A= H20 (0,1 % (v/v) acido formico) e B=
acetonitrila. Gradiente: 97% (v/v) de A até 100 % de B em 10 min. Vazao: 0,35 mL
min-t. Modo de lonizacdo: ESI- (ionizacdo por eletronebulizagdo no modo negativo,
30 kV). Volume de injecdo: 3,00 pL. Deteccdo: espectrometro de massas

triploquadrupolar (Waters Acquity).

Figura 15- Esquema de um espectrémetro de massas tipo triplo quadrupolo no modo
MRM.

Q1 Q2 Q3 Sinal MRM
I' | | ] [ J
u - L ‘IJ il g
[~ ® N W] — - — - w e @ o q' E-,,
w ¢ ¢ v ]
® Y. =
e e ﬂ NS ” =
| I ] ]
Seleciona o ion Fragmentar;iac ;::Io Monitoramento do
molecular on . molecllar | jon originado do ion
gerando o 10N\ 1 hroduto
produto

Fonte: SCHIMDT et al., 2008.

Foram monitorados 19 padrdes para possivel identificacdo nas amostras,
separamos 0s mesmos em trés grupos de acordo com o tempo de retencao, ja que a
finalidade era apenas a identificacdo e ndo quantificacdo. Assim ganhou-se
sensibilidade pois 0 MS nao precisou detectar os 19 padrbes e seus respectivos
fragmentos de uma Unica vez. Deste modo fez-se trés grupos com parametros
idénticos variando apenas o0s padrdes a serem monitorados como pode ser
visualizado na Tabela 9. O critério utilizado para separacdo dos grupos foi o tempo
de retencdo, procurou-se colocar padrées com tempo de retencdo proXimos em

grupos distintos com o objetivo de aumentar a sensibilidade.
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Tabela 9- Padrées monitorados em cada grupo.

Grupos Padrdes

1 Formononetina; Acido galico; Rutina; Acido
ferdlico; Catequina; Epicatequina.
2 Apigenina; Acido cinamico; Acido siringico; 3,4-
dihidrobenzéico; Canferol; Luteolina.
3 Quercetina; Acido caféico; Acido vanilico; Acido
clorogénico; Acido cumarico; Acido sinapico;
epigalocatequina

Fonte: AUTORA, 2015.

3.12 Estudo quimiométrico do processo de extracado de propolis através da
verificagdo da capacidade antioxidante

Visando obtencéo efetiva de compostos com capacidade antioxidantes das
amostras de propolis foi realizado uma avaliacdo quimiométrica das variaveis
envolvidas no processo de extracdo. Para isso, foram estabelecidos dominios
experimentais para as seguintes variaveis independentes massa, temperatura e teor
de alcool, conforme apresentado na Tabela 10. Visando ndo ter um namero extenso
de experimentos, alguns parametros foram fixados, como o tipo de extracao (tintura),
o solvente (etanol), o volume do solvente (60 mL) e tempo de extracdo (30 min). O
planejamento experimental realizado foi do tipo 2" com ponto central, sendo n o
namero de variaveis. Todos os experimentos foram realizados de forma randémica,
em triplicata e os resultados normalizados em funcdo da massa de propolis. A

Tabela 11 apresenta todos os experimentos realizados.

Tabela 10- Varia¢cGes do processo de otimizagdo da extragao.

Variaveis Niveis
(*+1) 0 )
V1 -Massa, g 4 2,5 1
V2 - Temperatura, °C 70 50 30
V3 - Teor de alcool 100 80 60

Fonte: AUTORA, 2015.
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Tabela 11- Experimentos realizados com as devidas variacfes.

Experimento V1 V2 V3
1 4 (+1) 70 (+1) 100 (+1)
2 4 (+1) 70 (+1) 60 (-1)
3 4 (+1) 30 (-1) 60 (-1)
4 1(-1) 30 (-1) 60 (-1)
5 1(-1) 30 (-1) 100 (+1)
6 1(-1) 70 (+1) 100 (+1)
7 1(-1) 70 (+1) 60 (-1)
8 4 (+1) 30 (-1) 100 (+1)
9 2,5 (0) 50 (0) 80 (0)

Fonte: AUTORA, 2015.
No processo de extragdo adicionou-se as amostras propolis (previamente

pesadas) 60 mL de etanol ou da solucdo hidroalcodlico referente a cada
experimento (Tabela 10). A extracéo foi realizada em banho de agua termostatizado
(BUCHI, Heatingbath B-491), para tanto a mistura foi incubada por 30 min, sendo a
temperatura ajustada para cada experimento (Tabela 11). Em seguida, agitou-se o
sistema a cada 5 min, até perfazer o tempo de 30 min, e por fim realizou-se o
processo de filtracdo. ApGs o processo de extracdo utilizou-se destilacdo a pressao
reduzida para eliminar o solvente em rota-evaporador (BUCHI R-210) a 50°C. For
fim, os extratos secos foram acondicionados em frascos de vidro ambar para futuros
testes.

Os testes utilizados como parametro analitico de resposta foram capacidade
sequestradora de radicais (DPPH), conteado de fendis totais (Folin), conteddo de

flavonas e flavonodis e FRAP.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Obtencao e fracionamento dos extratos etandlicos de prépolis

Na particdo liquido-liguido a separacdo esta diretamente relacionada a
afinidade dos componentes da amostra por um dos solventes imisciveis. A eficiéncia
da separacdo depende da afinidade do soluto pelo solvente deextracdo, da razao
das fases e do numero de extracbes (QUEIROZ, 2001). Na Figura 16 o processo de

fracionamento utilizado nesse trabalho pode ser visualizado.
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Figura 16- Aspecto visual do fracionamento liquido-liguido do EEP3 com os solventes
hexano (A) e cloroférmio (B) e do EEP7 com os solventes hexano (C) e cloroformio(D).

Fonte: AUTORA, 2015.

Apbs extracdo em alcool 80% (v/v) para a amostra 3 de prépolis foi obtido um
rendimento de apenas 26,5% de EEP3. Deste, 2,1 g foram submetidos ao

fracionamento liquido-liquido (Figura 16) e os rendimentos foram listados na Tabela

12.

Tabela 12- Rendimento das fragdes geradas dos EEP3.

Fracéo Rendimento (%)
Hexanica (FH3) 34,2
Cloroférmica (FClo3) 54,0
Hidrometandlica (FHMet3) 11,3

Fonte: AUTORA, 2015.
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Para a amostra 7, foi obtido um rendimento de apenas 20,8% para o EEP7.
Destes, 1,7 g foram submetidos ao fracionamento liquido-liquido (Figura 16) e os

rendimentos sao listados na Tabela 13.

Tabela 13- Rendimento das Fracdes geradas dos EEPY7.

Fracéo Rendimento (%)
Hexanica (FH7) 7,6
Cloroférmica (FClo7) 46,0
Hidrometandlica (FHMet7) 36,8

Fonte: AUTORA, 2015.

E possivel perceber com os resultados das Tabelas 12 e 13 que os maiores
rendimentos no processo de fracionamento dos extratos etandlicos das duas
amostras de propolis foram encontrados nas fracdes cloroférmicas. Em EEP7,
sugere-se que a quantidade de material apolar (ceras) é menor, uma vez que o

rendimento do extrato hexanico foi bem menor.

Os EEPs e suas respectivas fracdes foram submetidos a todas as analises

mencionadas no experimental.
4.2 Espectrofotometria na regido do ultravioleta-visivel

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA)
0s extratos etandlicos de prépolis devem apresentar bandas caracteristicas entre
200 e 400 nm devido aos compostos fendlicos que, de modo geral, apresentam

absorcéo nessa faixa de comprimento de onda da luz ultravioleta.

Os flavondides apresentam duas bandas de absorcdo caracteristicas entre
240 e 400 nm, sendo que esses dois maximos de absor¢do (Figura 17) ocorrem
entre 240-285 nm (banda Il), ocasionada pela absorcao do sistema benzoila do anel
A, e o outro entre 300-400 nm (banda 1), associada a absorcéo do sistema cinamoila

do anel B.

Os espectros de absorcdo dos extratos etandlicos de propolis e as suas
respectivas fracbes foram caracterizados por espectrofotometria na regidao UV-vis

podem ser visualizados na Figura 18.
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Figura 17- Esquema do flavonéide e suas por¢Bes que geram as bandas de absorcao

caracteristicas no UV-Vis

Banda |: Porgdo Cinamoil

Fonte: MABRY et al., 1970; BERNARDES, 2014.

Figura 18- Espectros de absorcéo dos extratos e fracdes de propolis em solugéo
etandlica (25 ug mL?) na faixa de 200 a 500 nm.
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Fonte: AUTORA, 2015.
Os extratos das amostras 3 e 7 apresentaram as duas bandas caracteristicas

dos flavonoides: uma entre 270-280 nm (banda 1) e outra entre 330-340 nm (banda
II), com excecdo das FH3 e FH7 que nao apresentaram bandas entre 330-340 nm.
O EEP7 apresentou pequena intensidade na banda |, aumentada nas fragdes
FHMet7 e FClo7 o que significa que houve concentracdo desses compostos nessas
fracOes.

Assim, de acordo com o0s espectros € possivel afirmar que os extratos

possuem compostos fendlicos visto que apresentam bandas de absor¢éo entre 200-

400 nm conforme prevé a legislacdo do MAPA.
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4.3 Determinacdo do conteudo total de fenodis

O método Folin-Ciocalteu €é bastante utilizado para quantificacdo de
compostos fendlicos em prépolis sendo simples e reprodutivel (HUANG et al., 2005;
ZIA-UL-HAQ et al., 2011).

O teor de fendis totais para os extratos etandlicos e suas respectivas fracdes

estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14-Teor de fendlicos totais dos extratos etandlicos e de fragdes de propolis.

Extratos CTF (mg de EAG/g de
extrato seco).

EEP3 74.9+0,7
FHMet3 64,3+ 0,4
FClo3 102,4 + 2,0
FH3 37,1+35
EEP7 62,6+ 1,1
FHMet7 45,2 + 0,4
FClo7 77,5+ 4,7
FH7 44,0+0,5

Fonte: AUTORA, 2015.
O EEPS3 apresentou maior teor de fendis totais que o EEP7, sendo 74,9 mg

de EAG/g de extrato seco para o EEP3 e 62,9 mg de EAG/g de extrato seco para o
EEP7.

Os teores de fendis totais para as fracdes variam respectivamente entre 37,1
e 102,4 mg de EAG/g de extrato seco para as fracdes do EEP3, e entre 45,3 e 77,5
mg de EAG/g de extrato seco para as fracbes do EEP7. Foi possivel observar que
as fracBes cloroférmicas de ambas amostras (FClo3 e FClo7) conseguiram extrair
maior teor de fendis totais inclusive com valores maiores que seus respectivos
extratos etandlicos. Enquanto que as fragbes hexanicas obtiveram 0s menores
teores, sendo de 37,1 mg de EAG/g de extrato seco para FH3 e 44,0 mg de EAG/g

de extrato seco para a FH7.
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Na Tabela 15, sao listadosos conteudos totais de fendis determinados para
diferentes amostras de prépolis utilizando o método do RFC.

Tabela 15- Conteudo total de fendis para extratos etanolicos de propolis de diferentes
regides.

Amostras CTF (mg de EAG/g de Referéncias
extrato seco)

Prépolis vermelha Alagoas 257,98 Cabral et al., 2009
Prépolis da Argélia 9,9-46,6 Benhanifia et al., 2012
Prépolis do Uruguai 34-270 Silva et al., 2011
Prépolis da Franca 246,3 Boisard et al., 2014
Prépolis vermelha Alagoas 151,5 Frozza et al., 2013
Prépolis do Canada 65,9-199,3 Cottica et al., 2015
Prépolis da China 174,7 Yang et al., 2011
Propolis tipo 12 de Minas 59,98-94,98 Castro et al., 2007
Gerais
Propolis tipo 6 de Bahia 14,8 Cabral et al., 2013

Fonte: AUTORA, 2015.

De acordo com os estudos apresentados na tabela acima foi possivel
observar que os EEP vermelha de Alagoas apresentaram valores superiores ao do
presente trabalho (75,0 (EEP3) e 63,0 (EEP7) mg de EAG/g de extrato seco ) e que
foram encontrados valores diferentes para esse tipo de propdlis vermelha (257,98
vs. 151,5 mg de EAG/g de extrato seco), o que pode ser provocado tanto pela
sazonalidade como também pelo procedimento de extracdo realizado. Também
foram encontrados valores superiores para os EEP da Franca e China.

No entanto, os resultados encontrados neste trabalho (Tabela 11) tanto para
os EEP quanto para as fracdes se mostraram superiores ao encontrado na Bahia
para extratos etandlicos de propolis da cidade de Entre Rios onde a vegetacdo
predominante, diferentemente da nossa, € a floresta Atlantica. O mesmo ocorreu

para EEP da Argélia a qual apresentou resultados inferiores ao do presente trabalho.

4.4 Capacidade antioxidante frente ao radical DPPH® e a capacidade

antioxidante redutora de ferro (FRAP)

A Tabela 16mostra os resultados obtidos para o sequestro do radical DPPH*

através de valores de porcentagem de atividade sequestradora de radicais (%0RSA)
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como também a capacidade antioxidante através da reducdo de Ferro (Ill) para os

extratos de propolis e suas fragées (25 ug mL1).

Tabela 16-Capacidade antioxidante sequestradora de radicais (DPPH*®) e redutora de
ferro (FRAP).

Extratos %RSA FRAP (mg de ET/g de extrato seco)
EEP3 44,7+ 0,8 157,7+0,1
FHMet3 525+2,0 219,7+ 3,0
FClo3 20,7+15 138,7+1,0
FH3 10,0+ 0,5 35,1+3,2
EEP7 148+1,0 42,2+ 3,9
FHMet7 38,1+04 153,8+2,4
FClo7 28,3+0,3 42,0+ 0,7
FH7 7,709 20,1+0/4

Fonte: AUTORA, 2015.

Conforme demonstrado na Tabela 16 os extratos obtidos pela amostra 3
apresentaram valores superiores quando comparados aos da amostra 7,
principalmente quando se compara os valores de FRAP.

Também foi possivel observar para ambas as amostras que 0s maiores
valores encontrados tanto para atividade sequestradora de radical quanto para
capacidade redutora de ferro foram os obtidos por suas respectivas fracbes
hidrometandlicas (FHMet3 e FHMet7), enquanto que os menores valores foram
obtidos com as frac6es hexanicas (FH3 e FH7).

Os valores de FRAP obtidos nesse trabalho para os EEP de ambas as
amostras foram superiores aos encontrados por Barlak e colaboradores (2011),
onde encontraram para o extrato aquoso de prépolis da Turquia 24,1 mg de ET/g de
extrato seco, e inferiores ao encontrado por Skaba e colaboradores (2013) para o
extrato etandlicos de prépolis verde Brasileira que foi de 674 mg de ET/g de extrato
seco.

Para fins de comparacdo na Tabela 17 estdo listados valores de RSA

encontrados na literatura para amostras de prépolis.
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Tabela 17-Valores para atividade sequestradora de radicais para diferentes tipos de
propolis.

Amostra Concentracéo DPPH Referéncia
do extrato (RSA%)
(ng mL )
EEP da Argélia 100 40- 85 Benhanifia et al., 2013
EMP Vermelha Brasileira 25 39,1 Rigui et al., 2011
EEP Vermelha Brasileira 90 50,5 Ingridy et al., 2009
FH de Propolis vermelha 90 74,4 Ingridy et al., 2009
FClo de Propolis vermelha 90 49,8 Ingridy et al., 2009
EEP da China 32 50,0 Yang et al., 2011
EEP verde Brasileira 24 50,0 Szliszka et al., 2013

Fonte: AUTORA, 2015.

Comparando os resultados da literatura com o do presente trabalho pode-se
perceber que os valores de %RSA para extratos de propolis com concentracao
aproximada ao deste trabalho foram bem semelhantes ao encontrado pra o EEP3 e

superiores ao encontrado para o EEP7.

Também é possivel observar que os valores que se mostraram superiores ao
do presente trabalho foram obtidos por extratos com concentracfes também
superiores, por exemplo, Benhanifia et al. (2013) encontraram para o0 extrato
etandlicos de propolis da Argélia valores de RSA que variam entre 40 e 85% porém
para uma concentracdo quatro vezes maior que a utilizada nesse trabalho. O mesmo
acontece com as FH e FClo de propolis vermelha estudadas por Ingridy et al. (2009)
gue possuem valores superiores especialmente para a FH (74,4%) porém com

concentracéo cerca de 3,5 vezes maior.
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4.5 Avaliacdo da inibicdo da peroxidacao lipidica

O efeito protetor de antioxidantes contra peroxidacdo de lipidios tem sido
muito estudado (NIKI, 2010). Assim, a capacidade antioxidante dos extratos de

bY

propolis e de suas respectivas fragdes foi avaliada frente a peroxidacdo lipidica
através da utilizacdo de um modelo de lipoperoxidacdo em membrana (lipossomas
unilamelares de lecitina de soja) mediado pelo radical peroxila como descrito na

secdo 3.9 e mostrado nas Figuras 13 e 14 (pag. 45).

A Figura 19 mostra a protecdo contra a peroxidacgdo lipidica em funcdo do
tempo, onde primeiro foi realizado um branco: lipossoma + sonda C11-BODIPY581/591
+ etanol + AAPH (-0-). J& para o controle positivo utilizou-se uma solugéo de trolox
(-%-).

Figura 19- Protecao contra a peroxidacao lipidica (%). (-0-) Branco; (-*-) Trolox (1,9
mgmL-1); (-¢-) FH7; (-0-) FClo7; (- «4-)FHMet7(-®-) EEP7; (-A-) FH3; (-A-) FClo3; (-0-)

FHMet3; (-u-) EEP3.
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Fonte: AUTORA, 2015.
Pode-se observar no branco, onde ha auséncia de antioxidantes, a ocorréncia

da peroxidagéo lipidica lipossomal induzida por AAPH, o que ocasiona a perda de
fluorescéncia. O controle positivo, como era de se esperar, inibiu a peroxidacao
lipidica oferecendo cerca de 95% de protecéo ao final da avaliacao.

Os ensaios de peroxidacéao lipidica também mostraram que os extratos EEP3,
FClo3, EEP7 e FClo7, em até 15 min, ofereceram protecdo a membrana de forma

muito semelhante ao trolox e ao final dos 30 min, apresentaram aproxidamente 90%
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de protecdo a membrana. Assim pode-se afirmar que esses extratos se mostraram
mais promissores quando comparados aos outros extratos. Apesar disso todos 0s
extratos apresentaram protecdo a membrana onde a menor protecao obtida foi cerca
de 60% com as fracbes FH7, FHMet7 e FHMet3.

4.6 Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplado ao espectrometro de
massas sequencial (CLUE-EM/EM)

O uso para identificacdo em baixos niveis de concentracdo e em matrizes
complexas, como € o caso da propolis, baseada no espectro do ion produto, é
grandemente melhorada pela utilizacdo desta técnica, que é muito utilizada para
analise de compostos alvos, onde cada composto necessita de suas proprias
condi¢cbes (KIRCHNER et al., 2005).

O modo de aquisigdo escolhido nesse trabalho foi o de monitoramento de
reacoes multiplas (MRM), muito utilizado para fins quantitativos. Nesse caso, ambos
0s quadrupolos operam no seu modo mais sensivel.

Na Tabela 18, pode-se observar as energias de fragmentacao e coliséo e os
ions monitorados obtidos para cada padrdo no modo de ionizacdo negativo ESI-em

ordem de tempo de retencao.

Tabela 18-Parametros de otimizacdo para os padrées de compostos fendlicos por
UPLC-MS/MS no modo de ionizagdo negativo ESI-, para o modo de aquisicdo MRM.

(continua)
Transicao
Compostos Massa Molar (m/z) Energia Cone Tr
-1 . H
(g mol™) lon precursor > Co(ljiiéo V) (Min)
lon produto (eV)
Acido Galico
© o 170,1 169,0 > 78,8 20 25 0,77
169,0 > 125,0 15 25

HO OH

OH
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Tabela 198-Parametros de otimizacdo para os padrbes de compostos fendlicos por
UPLC-MS/MS no modo de ionizacdo negativo ESI, para o modo de aquisicdo MRM.

(continuacao)

Transicao
Compostos Maslsa (m/z) Engrgia C(or;e ( Tr )
Molar ‘ e V Min
Gy R ol
Acido 3,4-di-hidroxibenzéico
2 154,1 153,0 > 80,9 25 25 1,31
4@_{ 153,0 > 108,9 15 25
Epigalocatequina
i OH 306,3 305,2> 125,0 20 25 2,10
o O o OH 305,2 > 179,2 15 25
(L,
o
Acido clorogénico
o, posH 354,3 353,0 > 84,6 45 30 245
N é\oiﬁ 353,0 > 191,1 15 30
o ‘Y’ OH
O
Acido caféico
o 180,2 179,0 > 116,9 35 35 261
HOWOH 179,0 > 135,0 15 35
HO
Acido vanilico
O OH 168.2 167,0 > 122,9 10 30 263
167,0 > 152,0 15 30
Q.
O“CH3
Acido siringico
198,2 197,0> 123,1 20 30 2,80
197,0> 123,5 15 30

Os_OH
H,CO™ \j; “~OCHj
OH
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Tabela 18-Parametros de otimizacdo para os padrBes de compostos fendlicos por
UPLC-MS/MS no modo de ionizagdo negativo ESI-, para o modo de aquisicdo MRM.

(continuacao)

Transicao
Compostos Massa Molar (m/2) Energia Cone Tr
(g mol™) lon precursor > Co(Ijiiéo V) (Min)
lon produto (eV)
Epicatequina
290,3 289,0 > 108,9 25 35 3,10
289,0 > 245,2 15 35
Catequina
S OH 290,2 289,0> 1229 30 35 3,20
"°@i1;/ oH 289,0 > 245,2 15 35
OH

Acido cumarico
0 164,2 162,8 > 92,8 35 30 3,55

WOH 162,8>118,9 15 30
HO

Acido ferdlico
o 194,2 192,9 > 134,0 15 30 4,22

H3CO NoH
192,9>178,0 10 30
HO

Acido sinapico

0 224.2 223.0 > 164.0 15 30 436
H,CO ™
’ OH 223.0 > 149 0 20 30
HO
OCH,
Rutina
A 610,5 609,2 > 300,2 40 60 4,65
W\/@: 609,2 > 271,2 50 60
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Tabela 18-Parametros de otimizacdo para os padrbes de compostos fendlicos por
UPLC-MS/MS no modo de ionizagdo negativo ESI, para o modo de aquisicdo MRM.

(Concluséao)

Transicao
Compostos Massa Molar (m/2) Energia Cone Tr
-1 | .
(g mol?) fon precursor > Co(ljiiéo V) (Min)
lon produto (eV)
Luteolina
OH
[_on 286,2 285,0 > 103,0 30 50 6,07
Hoj/g 285,0 >133,0 25 50
OH O
Canferol
286,2 285,0 > 92,8 34 48 6,08
285,0 > 187,2 30 48
302,2 301,0 > 151,0 20 45 6,10
301,0>179,1 20 45 4,66
148,2 146,9 > 88,9 35 25 6,21
146,9 > 103,0 10 25
270,2 269,0 > 117,0 35 50 6,54
269,0 > 151,0 25 50
OH O
Formononetina
HO_~ O 268,2 267,2> 223,3 30 35 7,26
O 7 267,2 > 252,2 20 35

|
)
"0

CH,

Fonte: AUTORA, 2015.



61

Os cromatogramas de MRM obtidos para os EEP3 e EEP7 em cada método
podem ser observados nas Figuras 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 e 27. Enquanto que 0s
compostos encontrados em suas respectivas fracdes estao listados na Tabelas 19.

Figura 20- Cromatograma de ions totais no modo MRM do EEP3 método 1
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Fonte: AUTORA, 2015.

Figura 21- Cromatograma de ions totais no modo MRM do EEP3 método 2
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Fonte: AUTORA, 2015.
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Figura 22- Cromatograma de ions totais no modo MRM do EEP3 método 3
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Fonte: AUTORA, 2015.

Figura 23- Cromatograma dos espectros de transicdo do EEP3 para o acido caféico

Mass
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Fonte: AUTORA, 2015.

Da analise dos cromatogramas de ions totais (CITs) para o EEP3 na Figura

20 podemos observar que foram identificados os padrées rutina, acido galico e

formononecina, enquanto que nos cromatogramas da Figura 21 é possivel observar

a identificacdo dos compostos canferol, luteolina, apigenina e acido cinamico.
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Na figura 22 foi possivel observar nos CITs a identificagdo de &cido
clorogénico, acido cumarico e quercetina, a qual apresentou dois sinas. Na figura 23
pode-se visualizar os cromatogramas dos fragmentos gerados para o acido caféico
e acido vanilico pois o0s mesmos apresentam tempo de retencdo muito proximos e
nao podem ser diferenciados no CIT (terceiro CIT da Figura 22), assim a
identificacdo é feita com base nos fragmentos gerados apés colisdo. Com isso, ha
Figura 23 foi possivel observar a deteccdo do fragmento de massa gerado pelo
acido caféico (178,9>135) e a auséncia do fragmento de massa gerado pelo acido
vanilico, deste modo o sinal gerado pelo CIT na Figura 22 é relativo ao acido
caféico.

Figura 24- Cromatograma de ions totais no modo MRM do EEP7 método 1
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Fonte: AUTORA, 2015.
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Figura 25- Cromatograma de ions totais no modo MRM do EEP7 método 2
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Fonte: AUTORA, 2015.

Figura 26- Cromatograma de ions totais no modo MRM do EEP7 método 3
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Fonte: AUTORA, 2015.
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Figura 27- Cromatograma dos espectros de transicdo do EEP7 para o acido caféico
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Fonte: AUTORA, 2015.

Da andlise dos cromatogramas de ions totais (CITs) para o EEP7 nas Figura
24, 25, 26 e 27 podemos observar que foram identificados 0s mesmos compostos
gue estavam presentes no EEP3 porém com variacfes na intensidade do sinal
obtido como podemos visualizar na Figura 19.

Os flavondides e acidos fendlicos identificados nas duas amostras de propolis
podem explicar a capacidade antioxidante dessas amostras diante dos métodos
aplicados nesse trabalho.

Pode-se confirmar com os flavonoides identificados a presenca das bandas
caracteristicas dos flavondides obtidas com os espectros de absorcdo dos
respectivos extratos (secéo 4.2).

Os resultados encontrados para inibicdo da peroxidacéo lipidica através da
protecdo a membrana sdo promissores (Figura 19) podendo ser atribuidos a
presenca dos flavondides identificados nas amostras. As interacdes com
membranas lipidicas sdo eventos que podem mediar alguns efeitos biolégicos e
antioxidantes de flavonoides. Os flavonéides sdo geralmente moléculas anfifilicas
gue possuem caracteristicas fisicas particulares de acordo com os diferentes
substituintes na sua estrutura quimica. Em geral, a nivel celular eles podem interagir
com os lipidos na superficie da bicamada (adsor¢éo); e/ou inserir-se na bicamada e
interagir com as cadeias hidrofdbicas de lipidos (GALLEANO et al., 2010).



Tabela 20- Compostos encontrados nos EEP3, EEP7 e suas respectivas fracfes.

66

Intensidade dos picos

Compostos EEP3 FHMet3 FClo3 FH3 EEP7 FHMet7 FClo7 FH7
Formononetina 442 ND 600 408 1,16x10° 171 1,23x108 655
Acido ferdlico 194 290 366 ND 261 307 235 ND
Acido galico 8,08x10° 2,98x10° 588 461 625 8,20x10° ND ND
Rutina 1,38x10*  5,76x10* 162 ND 2,07x10° 4,96x10% ND ND
Acido cumarico 1,25x10%  1,29x103 1,63x10° 503 1,09x10° 3,28x10° 1,43x10°3 441
Acido clorogénico 1,97x10®  6,38x10° ND ND 304 2,07x103 ND ND
Acido caféico 2,48x10° 8,06x10°®  1,35x10° 458 1,07x103 1,18x10* 839 260
Acido cinamico 403 605 288 121 2,27x103 ND 7,86x103 ND
Quercetina 3.39x10°  6,00x10°  6,04x10° 3,15 x10°  5,64x10° 1,34x10° a70x10¢  ©.67x10°
1,15x10% 1,78x10* 785 150 2,19x103 1,13x104 94 o
Luteolina 2,08x10*  3,58x10* ND ND 1,84x10* 2,85x10* 2,06x10* ND
Apigenina 4,11x10*  7,41x10* ND ND 3,92x10° 5,57x10° 1,06x10* 1,41x10°
Canferol 413 553 ND ND 406 358 244 116

Fonte: AUTORA, 2015.*ND= Nao Detectado.
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Os compostos identificados nas amostras de prépolis desses trabalho ja
foram identificados em outras amostras de propolis (Tabela 20).

Tabela 21- Compostos fendlicos encontrados em amostras de propolis de diferentes
regides.

Amostras Compostos identificados Referéncias
Proépolis Indiana Quercetina Thirugnanasampandam et
al., (2012)
Propdlis da Argélia Canferol, apigenina e Piccinelli et al., (2013)

derivados do acido caféico

Prépolis da Alemanha Acido cumarico, crisina, Morlock et al., (2014)
pinocembrina, galangina,
apigenina e narigenina

Prépolis da China Acido cafeico, ferdlico, Wang et al., (2014)
luteolina, quercetina,
apigenina, crisina e
canferide

Propolis da China Rutina, quercetina, Yang et al., (2013)
genisteina, curcumina,
luteolina e galangina

Prépolis Brasileira de Acido caféico, acido quinico, Rigui et al., (2013)
diferentes regibes naringenina, quercetina,
acido ferdlico e crisina

Prépolis verde de Minas Quercetina, acido Fernandes-Silva et al.,
Gerais clorogénico e &cido p- (2013)
cumarico.

Fonte: AUTORA, 2015.

4.7 Estudo quimiométrico do processo de extracdo de prépolis através da
verificagdo da capacidade antioxidante

Este estudo foi realizado para verificar a influéncia das variaveis massa (g),
temperatura (°C) e etanol (%) no processo de extracdo de compostos antioxidantes
de propolis.

Apos as devidas variagdes na preparacao dos extratos das duas amostras de
prépolis foram produzidos 18 extratos, onde cada extrato recebeu a sua codificacao
(Tabela 21).



Tabela 22- Codificacdo dos extratos.

Fonte: AUTORA, 2015.

Tipo de extrato

Codificacéo

Experimento 1 da amostra 3
Experimento 2 da amostra 3
Experimento 3 da amostra 3
Experimento 4 da amostra 3
Experimento 5 da amostra 3
Experimento 6 da amostra 3
Experimento 7 da amostra 3
Experimento 8 da amostra 3
Experimento 9 da amostra 3
Experimento 1 da amostra 7
Experimento 2 da amostra 7
Experimento 3 da amostra 7
Experimento 4 da amostra 7
Experimento 5 da amostra 7
Experimento 6 da amostra 7
Experimento 7 da amostra 7
Experimento 8 da amostra 7

Experimento 9 da amostra 7

E1A3
E2A3
E3A3
E4A3
ESA3
E6A3
E7A3
ESA3
E9AS
E1A7
E2A7
E3A7
E4A7
ES5A7Y
E6A7
E7A7
E8A7Y
E9A7
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Todos os extratos foram submetidos aos métodos de Folin-Ciocalteau, DPPH,

flavonas e flavondis totais e FRAP, os quais foram utilizados como respostas ao

planejamento experimental.

Os resultados obtidos para os extratos 18 extratos (Tabela 21) nos métodos

aplicados podem ser visualizados nas Tabelas 22 e 23. Em seguida s&o

apresentados os resultados do processo de extracdo a partir do planejamento

experimental através de gréficos que mostram a influéncia das variaveis utilizadas

nesse trabalho.



Tabela 23- Resultados obtidos para os experimentos relativos a amostra 3.

Experimento V1 V2 V3 Folin Flavonoides DPPH FRAP
E1A3 4 (+1) 70 (+1) 100 (+1) 158 + 1 37+2 51+ 2 201 + 3
E2A3 4 (+1) 70 (+1) 60 (-1) 84 +3 54 +3 25+1 186 + 9
E3A3 4 (+1) 30 (-1) 60 (-1) 66 + 1 50 +1 26+ 1 199 + 7
E4A3 1(-1) 30 (-1) 60 (-1) 263 + 11 63+0 41+ 2 171+ 7
ESA3 1(-1) 30 (-1) 100 (+1) 90 + 2 9+1 18+ 1 85+ 3
E6A3 1(-1) 30(-1) 100 (+1) 40+0 6+1 11+1 30+1
E7A3 1(-1) 70 (+1) 100 (+1) 102 +5 62 +2 26+0,5 158 + 3
E8A3 4 (+1) 30(-1) 100 (+1) 81+ 3 21 +2 18 + 2 96 + 1
E9A3 2.5 (0) 50 (0) 80 (0) 255 + 9 56+ 1 2742 13142

Fonte: AUTORA, 2015.
Tabela 24- Resultados obtidos para os experimentos relativos a amostra 7.

Experimento V1 V2 V3 Folin Flavonoides DPPH FRAP
E1A7 4 (+1) 70 (+1) 100 (+1) 62 + 3 35+1 17 +0 46 + 2
E2A7 4 (+1) 70 (+1) 60 (-1) 72+1 51+2 23+1 72+4
E3A7 4 (+1) 30 (-1) 60 (-1) 76 + 2 2+0 19+1 61+ 2
E4A7 1 (-1) 30 (-1) 60 (-1) 119+ 4 20+0 18+1 55+ 1
ESA7 1 (-1) 30 (-1) 100 (+1) 52+1 26 +1 13+1 29 +0

6A7 1 (-1) 30 (-1) 100 (+1) 40 + 1 18 +1 19+1 68 +0
E7AT 1(-1) 70 (+1) 100 (+1) 49 +0,5 8+1 21+2 66 +0
E8A7 4 (+1) 30 (-1) 100 (+1) 20+1,5 10 +0,5 12 +0 14 +0
E9A7 2,5 (0) 50 (0) 80 (0) 142 + 2 28 + 2 16+1 86+ 3

Fonte: AUTORA, 2015.
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Os gréficos de Pareto a seguir mostram com clareza a influéncia das variaveis
de acordo com o teste P, onde sdo mostradas as varidveis significantes com seu
valor maximo de 0,05 (95% de confianca) (MONTGOMERY, 1991; MYERS e
MONTGOMERY,1995).

Figura 28- Grafico de Pareto para o planejamento experimental (amostra 3)
empregando como resposta o ensaio de Folin-Ciocalteau

E )Y 2
Temp ra (°C) -, 999999
Massa (g) . -,905?5?

Fonte: AUTORA, 2015.
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Conforme demonstrado na Figura 28, segundo o grafico de Pareto para a
amostra 3, todas as variaveis sdo significativas ao nivel de 5 % de confianca para a
resposta Folin-Ciocalteau. De forma isolada, nenhuma das variaveis é significativa,
porém, as interacfes entre elas sdo, assim ndo se pode desprezar qualquer uma
delas. No entanto, quando se analisa a Figura 29, segundo o grafico de Pareto para
a amostra 7, ndo houveram variaveis significativas ao nivel de 5 % de confianca. Isto
pode ser explicado devido a0 método possuir muitos interferentes principalmente

acucares, como também da composicdo da matriz, esses resultados podem diferir
do real.

Para melhor visualizar o efeito dessas variaveis sobre a resposta desejada
foram construidos graficos de superficies de respostas (Figuras 30 e 31) a fim de
melhorar a visualizacdo das influéncias de cada uma das variaveis estudadas sobre
0 processo de extracdo dos compostos antioxidantes. Estas superficies foram
obtidas fixando-se uma das trés variaveis, no caso o teor de alcool, a um

determinado valor de 80% (v/v) e variando-se as outras duas variaveis em estudo.

Figura 30- Superficie de resposta para o método de Folin: teor de alcool a
80%(v/v)(Amostra 3)

00 [
780
269
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. 2 I 200
2 169 B 180
C Yo [ 160
Z 109 [ 140
8 =1 120
49 : [ 100
RN .- I 80

Fonte: AUTORA, 2015.
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Figura 31- Superficie de resposta para o método de Folin: teor de &lcool a 80% (v/v)
(Amostra 7)

oA

Fonte: AUTORA, 2015.

De acordo com as superficies de respostas das Figuras 30 e 31 observa-se
um comportamento similar onde a resposta é aumentada operando-se nos limites
minimos de temperatura (30 °C) e massa (1 g) como indicado nos graficos.

As Figuras 32, 33, 34 , 35, 36 e 37 apresentam graficos de Pareto para as
duas amostras referentes as outras respostas (DPPH, flavonas e flavondéis e FRAP).

Figura 32- Grafico de Pareto em planejamento experimental (amostra 3) para resposta
DPPH

1by3 7.3281

1by2 7.0378%4

2by3 5,413872

(hMassa (g) 3,174595

(3)Etanol (% viv) -2.56015

(2)Temperatura (°C) 1,392364

p=,05
Efeito Estimado (Valor Absoluto)
Fonte: AUTORA, 2015.
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Figura 33- Gréfico de Pareto em planejamento experimental (amostra 7) para resposta
DPPH

l

1by2 ; //V 6,331
7 7
(3)Etanol (% v/v) ¢ -3,58799
2
1by3 -2,19826
)
2by3 1,511*@59
(hMassa (g) %,m%w
(2)Temperatura (°C) -, 214042

N

p=,05
Efeito Estimado (Valor Absoluto)
Fonte: AUTORA, 2015.

Figura 34- Grafico de Pareto em planejamento experimental (amostra 3) para resposta
flavonas e flavonadis

(3)Etanol (% v/v) //// -9,096

1by2 1,452:236
(HMassa (9) 1,3325398
(2)Temperatura (°C) ,951989%
2by3 5633144
pl=l,05

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Fonte: AUTORA, 2015.
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Figura 35- Gréfico de Pareto em planejamento experimental (amostra 7) para resposta
flavonas e flavonois

(2)Temperatura (°C) % -12,84
(3)Etanol (% v/v) -6,63215
1by3 ///g -5,75875
2by3 ’j/ 5,309993
(mMassa (g) / 4,054272
1by2 1 ,%'351 44
pl=:05

Efeito Estimado (Valor Absoluto)
Fonte: AUTORA, 2015.

Figura 36- Gréfico de pareto em planejamento experimental (amostra 3) para resposta
FRAP

6,74003

'

L

1by3 -2,04743

1by2 %-1 40594

2Temperatura (°C) | 17271351 |

3)Etanol (% v/v)

(HMassa (g) 3,273045

2by3 2.97785

p=,05
Efeito Estimado (Valor Absoluto)
Fonte: AUTORA, 2015.

Nas Figuras 32, 33, 35 e 36 pode-se observar nos graficos de Pareto que
todas as variaveis séo significativas, com excecao da Figura 34, onde a variavel

independente temperatura (°C) ndo € significativa, o que ndo seria um resultado
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ruim, pois daria a liberdade de se trabalhar, por exemplo, a temperatura ambiente e

reduzir o numero de variaveis, assim como, experimentos.

Novamente, para melhor visualizar o efeito dessas variaveis sobre a resposta
desejada foram construidos gréaficos de superficies de respostas (Figuras 37, 38, 39,
40, 41 e 42) a fim de melhorar a visualizagdo das influéncias de cada uma das
variaveis estudadas sobre o processo de extracdo dos compostos antioxidantes.

Figura 37- Superficie de resposta para o método de DPPH: teor de alcool a 80% (v/v)
(Amostra 3)

Il 40
I 35
130
Il 25
I 20

Fonte: AUTORA, 2015.

Figura 38- Superficie de resposta para o método de DPPH: teor de alcool a 80% (v/v)
(Amostra 7)
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Fonte: AUTORA, 2015.

Analisando as Figuras 37 e 38, observa-se que as variaveis independentes

comportam-se de forma diferente nas duas amostras. Para amostra 3 tém-se uma
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maior resposta quando as variaveis massa e temperatura aumentam, enquanto que
para amostra 7 o processo € diferente. As melhores respostas ocorreram em dois
pontos distintos quando se operou no limite maximo de massa (4g) e minimo de
temperatura (30°C), como também, operando-se no limite minimo de massa (1 g) e
méaximo de temperatura (70 °C). Esses fatores dependem da natureza da amostra,
ou seja, da diversidade quimica. Assim é de se esperar que essas diferencas
ocorram, visto que a propolis é de natureza complexa e sua composi¢cao quimica
altamente variavel (DELEPRANE et al., 2013).

Figura 39- Superficie de resposta para o método de flavonas e flavondis: teor de
alcool a 80% (v/v) (Amostra 3)

Fonte: AUTORA, 2015.

Figura 40- Superficie de resposta para o método de flavonas e flavonois: teor de
alcool a 80%(v/v) (Amostra 7)

TR

Fonte: AUTORA, 2015.
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De acordo com as superficies de respostas das Figuras 39 e 40, observa-se
que para a amostra 3, foi possivel perceber que a melhor resposta é encontrada
quando foram utilizados niveis superiores de massa (4 g) e temperatura (70 °C),
engquanto que para a amostra 7 observou-se que a melhor resposta € encontrada
nos limites minimos de temperatura (30°C) enquanto que a massa nao influenciou, o
que seria um ponto positivo ja que poderiamos trabalhar com quantidades pequenas

de amostra.

Figura 41- Superficie de resposta para o método FRAP: teor de alcool a 80% (v/v)
(Amostra 3)

| I 140
2 3 120
o [ 100

B 80

Fonte: AUTORA, 2015.

Figura 42- Superficie de resposta para o método FRAP: teor de alcool a 80% (v/v)
(Amostra 7)

Fonte: AUTORA, 2015.
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Analisando as superficies de respostas (Figuras 41 e 42) pode-se notar
novamente que se pede para aumentar a massa para ambas amostras, sendo que
para amostra 7 também aumenta-se a resposta quando a temperatura aumenta.

Muitas informacgdes j& puderam ser aproveitadas, porém a otimizacdo ainda
nao foi terminada pois ainda sera realizado um ajuste no modelo experimental
adequado aos experimentos.

Analisando a Figuras 41 pode-se notar para amostra 3 que a melhor resposta
€ encontrada quando se utilizou os niveis maximos de massa (4 g) e os limites
minimos de temperatura (30 °C). A Figura 42 nos traz a superficie de resposta em
gque podemos observar que a exemplo da Figura 38, a melhor resposta foi
encontrada tanto quando operou-se nos niveis maximos de massa (4 g) e os limites
minimos de temperatura (30 °C), quanto quando operou-se nos niveis minimos de
massa (1 g) e na faixa maxima de temperatura (70 °C), o que nos permite a escolher

a melhor condicao.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com estudos realizados para a obtencdo do conteudo total de
fendis pode-se afirmar que as fragdes cloroférmicas (FClo) das duas amostras de
propolis apresentaram valores superiores aos demais extratos o que indica que

nessa fracdo houve uma concentragdo desses compostos.

Sobre a atividade sequestradora de radicais (ASR %) e redutora de ferro
(FRAP), as fracdes hidrometandlicas (FHMet3 e FHMet7) se destacaram com
relagdo as demais, com valores superiores inclusive aos de seus extratos etanolicos,
enquanto que as fragbes hexanicas apresentaram os piores desempenhos.

Para os estudos de peroxidacdo lipidica in vitro,todos o0s extratos
apresentaram bons resultados onde o0s extratos etandlicos e suas respectivas
fracOes cloroférmicas foram as que demonstraram maior poder de inibi¢cao frente ao
radical peroxila (90%). As fracdes que apresentaram as menores protecdes foram as
hidrometandlicas e hexanicas onde a menor protecao observada foi de 60 % o que
configura ainda assim uma boa protecao.

A avaliagdo dos compostos fendlicos por CLUE-EM/EM foi satisfatoria,
permitindo a realizagdo de uma analise qualitativa com a identificacdo de 12
compostos, obtidos a partir de fragmentos de massa caracteristicos de cada analito
através do modo de aquisicio MRM em um curto tempo de 10 min para cada
andlise.

A analise quimiometrica apesar de ainda necessitar de ajuste no modelo
experimental devido a complexidade das amostras, jA& péde nos mostrar que

podemos trabalhar com valores minimos de massa e temperatura.
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6 CONCLUSOES

Evidenciou-se, portanto, que as amostras de propolis estudadas neste
trabalho apresentaram resultados promissores quanto a capacidade antioxidante e
riqueza em compostos fendlicos biologicamente ativos, demostrando assim o seu
potencial uso para fins farmacéuticos. No entanto ainda se faz necessério a
realizacdo de outros métodos tanto de avaliacdo da capacidade antioxidante, para
determinacao de “perfil antioxidante”, como para identificagdo adicional e

guantificacdo de seus constituintes.
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PERSPECTIVAS

Identificar o perfil quimico dos volateis das amostras de propolis por CG-EM.
Quantificar os compostos identificados por CLUE-EM/EM nos extratos de
prépolis estudados, visto que foi realizada apenas a identificacéo deles.
Realizar estudos eletroquimicos da capacidade antioxidante por meio do
método de FRAP modificado.

Realizar estudos eletroquimicos através das técnicas de Voltametria Ciclica
(VC) e Voltametria de Pulso Diferencial (VPD) com o objetivo de quantificar os
compostos responsaveis pela capacidade antioxidante.

Realizar ensaios para avaliar a atividade antiglicante dos extratos de propolis,
visto que o acumulo extra e intracelular de produtos finais de glicacdo
avancada (AGEs) com o tempo desempenham papel importante no
desenvolvimento de lesGes a érgaos, uma vez que os AGEs estdo envolvidos
em muitas patologias importantes, incluindo a doenca de Alzheimer e
complicacBes da diabetes.

Avaliar acitotoxidade das amostras em cultura celulare em seguida o potencial
antioxidante dos extratos frente a colite ulcerativa (CU) em modelos animais,
visto que o0s extratos de propolis estudados apresentaram resultados
promissores na capacidade antioxidante e a colite ulcerativaesta relacionada
ao estresse oxidativo.

Implantar novos ensaios de capacidade antioxidante, com investigacdo da
inibicdo especifica de Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio em
colaboragcédo com a Profd. Dr2. Eduarda Fernandes da Universidade do Porto

(Portugal).
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