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PHENOLIC CONSTITUENTS AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF GEOPROPOLIS FROM TWO SPECIES OF AMAZONIAN
STINGLESS BEES. We investigated the phenolic constituents and antioxidant activity of geopropolis from two species of stingless

Amazonian bees, Melipona interrupta and Melipona seminigra. The chemical investigation of geopropolis from Melipona interrupta

led to the isolation of 5,7,4’-trihydroxyflavonone, 3,5,6,7,4’-pentahydroxyflavonol, naringenine-4’-O-B-D-glucopyranoside and

myricetin-3-O-B-D-glucopyranoside. Their structures were assigned based on spectroscopic analyses, including two-dimensional

NMR techniques. Antioxidant activity of methanol and ethanol extracts of M. interrupta and M. seminigra were measured using the

1,2-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) free radical scavenging assay. This is also the first work reporting the chemical investigation

of stingless bee species from the Amazonian region.
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INTRODUCAO

A geoproépolis € um produto resinoso produzido pelas abelhas,
inclusive pelas espécies Melipona interrupta e Melipona seminigra,
a partir da coleta de resinas vegetais, dleos essenciais, pdlen, cera e
acucares, que € utilizado na construcio e calafetagdo da colmeia.'?
Tem cor variada de verde, vermelho para marrom escuro, apresenta
um aroma caracteristico e propriedades adesivas, porque interage
fortemente com 6leos e proteinas da pele.?

Tem sido utilizada na medicina popular hd milhares de anos,
devido as propriedades bioldgicas que a prdpolis tem, tais como,
anti-inflamatdria, antibacteriana,*® antifdngica,® antioxidante,””
hepato-protetora, antiviral, capacidade de aumentar a resisténcia
natural do corpo a infecgdes e tratar tlcera gastroduodenal.'® Vérios
estudos registraram que a atividade bioldgica da prépolis depende
da composicdo quimica, a qual também depende da diversidade
geogrifica e da variedade genética da rainha.!!

Como a prépolis apresenta vdrias atividades bioldgicas, em
sua composi¢do quimica constam muitos produtos naturais bioa-
tivos como polifendis, flavonoides e ésteres do dcido cafeico.!>!3
E extremamente dificil identificar qual a substincia responsavel
por sua atividade terapéutica, uma vez que existe uma diversidade
muito grande de componentes presentes na propolis. Alguns au-
tores afirmam que sua eficdcia estaria justamente na composi¢ao
quimica heterogénea.'* Entre os grupos biologicamente ativos mais
importantes descritos na prépolis, estdo os compostos fendlicos,
onde podemos destacar os acidos gdlico, vanilico, ferilico, p-
-cumdrico, éster fenetilico do 4cido cafeico (CAPE), acidos cafeico
e siringico, que sdo comuns em produtos apicolas.'> Outro grupo
de compostos fendlicos encontrado na prépolis s@o os flavonoides.
Dentre eles podemos destacar alguns flavondis: galangina, campe-
ferol, quercetina, miricetina, algumas flavonas: crisina, apigenina,
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luteolina, tectocrisina, e as flavanonas: pinocembrina, isosacura-
netina, naringenina.'”

A composi¢do quimica da prépolis € influenciada pela flora local
e pelas caracteristicas geograficas e climaticas. Estudos anteriores
sobre a propolis brasileira tém demonstrado que existe uma variacao
muito grande na composicao, tanto qualitativa como quantitativa dos
compostos fendlicos.'® A variagio qualitativa da composicdo pode
ser observada em andlises feitas por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas - CG-MS, onde foram identificados di-
terpenos em amostras de prépolis do Mediterraneo e do Brasil,'”'® e
isoflavonas em amostras do Brasil.!” Acidos fendlicos e flavonoides
foram identificados por cromatografia liquida acoplada a espectro-
metria de massas (LC-MS) em amostras de prépolis do Brasile da
China.** Em uma andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) foram identificados flavonoides em amostras de prépolis
do México.”! Benzofenonas preniladas e flavonoides foram isolados
em amostras de prépolis do Brasil e da India,>*** respectivamente.

A atividade bioldgica e a composi¢do quimica da prépolis t€m
sido estudadas em vdrios paises e principalmente no Brasil.!>!%1¢
Poucos sdo os estudos da composi¢do quimica da prépolis de abe-
lhas na Regido Amazdnica. Existe apenas um estudo da composi¢ao
quimica e atividade antibacteriana da prépolis da espécie de abelha
de Apis mellifera oriunda da cidade de Manaus,” mas nenhuma in-
formacio foi encontrada sobre a geoprépolis das espécies de abelhas
de Melipona interrupta Latreille, 1811 e Melipona seminigra Friese,
1903 (Apidae, Meliponini) nativas da Regidio Amazonica. Entretanto,
existem informagdes de trabalhos relatando composicdo quimica
e atividade bioldgica da geoprépolis da espécie M. interrupta e a
avaliagdo dos constituintes nutricionais do mel e pélen dessa espécie
coletada em outras regides do Brasil.**?* Outros estudos também
tém evidenciado que existe influéncia da sazonalidade na atividade
antibacteriana da prépolis da espécie de Apis mellifera proveniente
das regides nordeste e sudeste, provavelmente devido a altera¢@o na
concentracdo de compostos bioativos oriundos das fontes vegetais
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dessas propolis.?® Assim, o fator localizagdo geogrifica associado a
comercializagdo do extrato em etanol da prépolis pela populagdo da
regido motivou-nos a explorar a atividade antioxidante dos extratos
da geopropolis de duas espécies de Melipona e ao estudo da compo-
si¢do quimica do extrato da geoprépolis de M. interrupta coletada
em diferentes localidades do Amazonas.

Considerando a importancia de ter compostos fendlicos como um
dos principais componentes antioxidantes, o presente trabalho teve
como objetivo isolar substincias fendlicas do extrato em metanol de
geoprépolis da espécie de M. interrupta, Mi5, cultivada no Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazdnia - INPA pelo Grupo de Pesquisas
em Abelhas - GPA, e Mi6, cultivada na comunidade do Ramal do
Brasileirinho em Manaus.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Os espectros uni- e bi-dimensionais foram obtidos no espec-
trdmetro de modelo Unity Inova, marca Varian (‘"H: 500 MHz; "*C:
125 MHz), do Centro de Biotecnologia da Amazonia (CBA). Foram
utilizados tetrametilsilano (TSM) como padrdo interno e metanol
deuterado como solvente. Para as andlises por espectrometria de
massas com ionizacéo de electrospray (ESI-MS), 1 mg da substancia
isolada foi diluida em 1 mL de metanol e injetada diretamente no
espectrometro. Os espectros de massas foram obtidos no modo ne-
gativo em um espectrometro de massas modelo LCQ Fleet, Thermo
Scientific (serial: LCF 10151), da Central Analitica da Universidade
Federal do Amazonas (UFAM). Foi utilizado metanol deuterado como
solvente. Para os fracionamentos por cromatografia liquida em coluna
utilizou-se como fase estaciondria silica gel 60 (Merck) (particulas
com 0,063-0,2 mm) e silica gel 60 de fase reversa (Merck) (particulas
com 0,040-0,063 mm), tendo como suporte colunas de vidro cilindri-
cas com dimensdes variando de acordo com a quantidade de amostra
a ser analisada. A cromatografia em camada delgada comparativa
(CCDC) foi empregada para andlise e reunido das fragdes obtidas
por cromatografia em coluna. Para o isolamento de substancias, a
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) foi emprega-
da, para a qual foram utilizadas placas de vidro e a fase estaciondria
foi preparada com uma suspensdo de silica gel PF,,, 7749 (Merck)
em dgua. As substincias em andlise foram evidenciadas pelo uso
de radiac@o ultravioleta sob os comprimentos de onda de 254 e 366
nm, pela impregnagdo das placas em cubas de vidro saturadas por
vapores de iodo, pela aspersdo com solucio de anisaldeido, seguida
de aquecimento e pela aspersdo com solugdo de difenilboriloxietila-
mina (NP) seguida da solucdo de polietilenoglicol (PEG), revelador
para os flavonoides.

Coleta da geopropolis

As amostras de geoprépolis das espécies M. interrupta e M. se-
minigra foram coletadas diretamente em colmeias alojadas em caixas
padronizadas em melipondrios do Grupo de Pesquisas em Abelhas
(INPA) em 15/07/2011, na comunidade Boa Uniao (Boa Vista do
Ramos) em 14/04/2008 e na comunidade do Ramal do Brasileirinho
(Manaus) em 22/05/2008. As coletas foram feitas pela equipe do
Grupo de Pesquisas em Abelhas do Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazonia (GPA/INPA).

Extracio e isolamento dos flavonoides

Parte das amostras da geoprépolis de M. interrupta e M. seminigra
foi pulverizada e submetida a extracdo continua sélido-liquido em
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aparelho do tipo soxhlet com metanol, resultando nos extratos em
metanol, apés evaporacdo do solvente sob pressdo reduzida. Outra
parte das amostras da geopropolis desses dois espécimes foi subme-
tida a macerag@o a frio com etanol 70%, durante 1 semana, conforme
descri¢ao das comunidades que o comercializam. Esses extratos foram
preparados para avaliacdo do seu potencial antioxidante. Dos extratos
em metanol testados contra atividade antioxidante, dois apresentaram
maior atividade (Mi5 - INPA e Mi6 - Ramal do Brasileirinho). Os
extratos brutos Mi5 (10 g) e Mi6 (30 g) foram submetidos a particio
liquido-liquido por ordem crescente de polaridade de solventes (hexa-
no, CHCI, e AcOEt). Apés evaporagio do solvente de todas as fases
em rotaevaporador, obteve-se para Mi5 609,3 mg da fase hexanica,
507,9 mg da fase em CHCl,e 2,011 g da fase em AcOEt. Para Mi6
obteve-se 5,33 g da fase hexanica, 2,70 g da fase em CHCI, e 9,30
g da fase em AcOEt.

A fase em cloroférmio (500 mg) do extrato Mi5 foi submetida
a cromatografia em coluna de silica gel 60 utilizando como sistema
de eluicdo dois gradientes: hexano/AcOEt (inicialmente com hexano
40%) e CHCl,/MeOH (inicialmente com CHCl, 100%). As amostras
obtidas foram analisadas em CCDC e reunidas de acordo com seus
fatores de retencdo (Rf), resultando em 10 fra¢des. A fragdo reunida
4 (15,2 mg), coletada em CHCl,/MeOH (9,5:0,5), mostrou-se com
trés manchas por andlise por CCDC e, entdo, foi submetida a uma
separacdo cromatografica em camada delgada preparativa (CCDP),
usando CHCI,/MeOH (9,5:0,5) como eluente, obtendo-se a naringe-
nina (1, 11,5 mg). A fra¢do reunida 6 (23,2 mg), coletada em CHCL,/
MeOH (9,0:1,0), forneceu a 3,5,6,7,4’-penta-hidroxiflavononol
(aromadendrina, 2, 3,1 mg) depois de submetida a CCDP, utilizando
CHCl1,/MeOH (9,0:1,0) como eluente.

A fase em acetato de etila (2,70 g) do extrato Mi5 foi submetida
a cromatografia em coluna filtrante em silica gel 60 (RP-18) utili-
zando sistema de eluicdo isocratico com MeOH/H,O (5:5), a fracdo
resultante 1 (1,3 g) sofreu centrifugagao (18 °C, 10.000 rpm, 8 min).
A fase sobrenadante (1,2 g) foi submetida a uma cromatografia em
coluna de silica gel 60 (RP-18) utilizando o sistema de fase movel
gradiente MeOH/H,O (inicialmente com H,0 60%). As amostras
obtidas através deste procedimento foram analisadas em CCDC e
reunidas de acordo com seus Rfs, resultando em 6 fragdes. A fragdo
reunida 5 (180 mg) apresentou um precipitado branco que foi sub-
metido a vdrias lavagens com MeOH, obtendo-se a naringenina-4’-
O-B-glicopiranosideo (3, 10,2 mg).

A fase em acetato de etila (3,0 g) do extrato Mi6 foi submetida a
uma coluna cromatografica em silica gel 60 eluindo-se com CHCL,/
MeOH (gradiente). As amostras obtidas foram entdo analisadas em
CCDC e reunidas de acordo com seus Rfs, resultando em 9 fracdes.
As fracdes reunidas 7 e 8 (740,4 mg) apresentaram um precipitado
branco. Essas foram submetidas a lavagens com MeOH, gerando 350
mg da substancia 3 e um sobrenadante. O sobrenadante (347,8 mg) foi
submetido a uma separacio cromatografica em coluna de fase reversa
utilizando gel de silica tipo RP-18 com sistema gradiente de eluicio
da mistura MeOH/H,O (iniciando com H,0 50% e terminando com
MeOH 100%). As amostras obtidas foram analisadas em CCDC e
reunidas de acordo com seus Rfs, resultando em 11 fracdes. A fracio
reunida 6 (17,5 mg) forneceu a miricetina-3-O-B-glicopiranosideo
(4, 4,3 mg) apds lavagens com MeOH.

Analise dos fenolicos totais

A quantificagio do teor de fendlicos totais nos extratos da geopro-
polis, realizada em triplicata, foi determinada pelo método de Folin-
Ciocalteau.” Utilizou-se auxilio da curva analitica de dcido gélico
(31,25 — 500 pg/mL) apresentando regressdo linear com confianca
de 99,96%. Para obteng@o dos resultados foram misturados 200 uL.
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da amostra (1,0 mg/mL) com 1,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau
(diluido 10 vezes). Ap6s 5 min foram adicionados a mistura 1,5 da
solucdo de bicarbonato de sédio (60 g/L), sendo a reacdo mantida na
auséncia de luz por 90 min. A concentracdo final das amostras apds a
mistura dos reagentes passou para 62 pg/mL. Ao término da reagdo
foi realizada a leitura das absorbancias utilizando o comprimento
de onda de 725 nm (espectofotdmetro UV/Vis Femto 800XI). Os
resultados foram expressos em equivalentes de dcido gélico (mg
EAG/g de extrato seco).”

Capacidade redutora de ferro (FRAP - ferric reducing
antioxidant power)

A capacidade redutora de ferro (FRAP) foi determinada de
acordo com o método descrito na literatura.® O ensaio consiste
em preparar uma solugdo complexante de Fe’* (reagente FRAP)
na propor¢ao 1:1:10 misturando-se 2,5 mL de solu¢do de TPTZ
(2,4,6- tripiridil-1,3,5-triazina) 10 mM e 2,5 mL de solucdo de
cloreto férrico 20 mM em 25,0 mL de solu¢do tampao de acetato
de s6dio 0,25 M, pH = 3,5. Foram misturados 100 uL da amostra na
concentracdo de 1 mg/mL em 300 pL de dgua mili-Q, em seguida
adicionaram-se 3,0 mL do reagente FRAP. A concentracio final das
amostras apds a mistura dos reagentes passou para 62 ug/mL. Apds
4 min de incubagio, a reducdo do complexo de Fe** para Fe** foi
obtida através da leitura da absorbancia no comprimento de onda a
593 nm (espectrofotdometro UV/Vis Femto 800XI). O procedimento
foi realizado em triplicata e os valores de Fe*? encontrados foram
obtidos por meio da equacdo de regressdo linear y = 0,0013x -
0,0947, com coeficiente de correlacao de 0,9985, resultante da
construgdo da curva analitica de sulfato ferroso nas concentragdes
de 125 a 2000 uM. Os valores de FRAP foram expressos em pmol
de Fe(IT)/mg extrato seco.”®

Ensaio de sequestro de radicais DPPH

A atividade antioxidante pelo método de sequestro de radicais
livres dos extratos foi avaliada segundo o método descrito na litera-
tura.”? O ensaio consistiu em adicionar 1 mL do radical livie DPPH
(2,2-difenil-picril-hidrazila) na concentracio de 0,2 mg/mL nas
diluicdes adequadas de cada extrato (variando entre 6,25-890 ug/
mL), obtendo as absorbédncias apés 30 min na auséncia de luz em
um espectrofotometro no comprimento de onde de 518 nm. As ab-
sorbancias obtidas foram convertidas em porcentagem da atividade
antioxidante (AA%) segundo a equacio:

AA% =100 — {[(Abs,

amostra

—Abs,,...) X 1001/ Abs_ ..}

Os resultados foram calculados a partir da construcdo de uma
curva analitica para cada amostra da porcentagem da atividade an-
tioxidante versus concentracio do extrato, onde através da equagdo
de regressdo linear resultante foi calculada a concentracio capaz de
sequestrar 50% (CS,,) dos radicais livres de DPPH. Foi utilizado
como padrdo positivo o flavonoide quercetina.”’

5,7,4’-Tri-hidroxi-flavanona (1, Naringenina)

Cristais amarelados. ESI-MS, m/z: 271 [M-H]. RMN 'H [500
MHz, CD,0D, § (ppm)]: 5,33 (dd, J = 13,0 e 3,0 Hz, H-2), 3,10 (dd,
J=17,0e 13,0 Hz, H-3a), 2,69 (dd, /= 17,0 ¢ 3,0 Hz, H-3b), 5,89 (d,
J=2,0Hz,H-6),5,88 (d,/=2,0 Hz, H-8), 7,30 (d,/=8,5Hz,H-2’¢
H-6"), 6,81 (d, J=8,0 Hz, H-3’-H-5"). RMN "*C [125 MHz, CD,0D,
S (ppm)]: 197,7 (C-4), 168,3 (C-9), 165,4 (C-7), 164,8 (C-5), 159,01
(C-47),131,0(C-1"), 129,02 (C-2’e C-6"), 116,33 (C-3’e C-5"),103,3
(C-10), 80,47 (C-2), 97,05 (C-8), 96,16 (C-6), 44,02 (C-3).

Quim. Nova

3,5,6,7,4’-penta-hidroxi-flavonol (2, Aromadendrina)

Sélido amarelado. RMN 'H [500 MHz, CD,0D, & (ppm)]: 4,96
(d,J=11,5Hz, H-2),4,52 (d, J= 11,5 Hz, H-3), 5,85 (s, H-8), 7,35
(d, J=8,5Hz, H-2’ e H-6"), 6,83 (d, J = 8,5 Hz, H-3’-H-5"). RMN
13C [125 MHz, CD,0D, & (ppm)]: 159,19 (C-4’), 129,41 (C-1"),
130,33 (C-2’ e C-6"), 116,13 (C-3’ e C-5), 106,17 (C-10), 84,91
(C-2), 96,72 (C-8), 73,61 (C-3).

Naringenina-4’-O-3-Glicopiranosideo (3)

Sélido branco amorfo. ESI-MS, m/z: 433 [M-H],, 271. RMN 'H
[500 MHz, CD,0OD, & (ppm)]: 5,41 (dd, J = 12,5 ¢ 3,0 Hz, H-2), 3,10
(dd, J = 17,0 e 12,5 Hz, H-3a), 2,74 (dd, J = 17,0 e 3,0 Hz, H-3b),
5,91 (d, J =2,0 Hz, H-6), 5,89 (d, J = 2,0 Hz, H-8), 7,43 (d, / = 8,5
Hz,H-2’eH-6),7,14 (d,J=7,0Hz, H-3’-H-5"), 4,90 (d, /= 8,5 Hz,
H-17),3,47 (d, J=3,0 Hz, H-2"), 3,46 (d, J= 3,0 Hz, H-3"), 3,48 (m,
H-47), 3,45 (m, H-57), 3,70 (dd, J = 12,0 ¢ 6,0 Hz, H-6”), 3,91 (dd,
J=12,0 e 2,0 Hz, H-6”). RMN C [125 MHz, CD,0D, § (ppm)]:
1974 (C-4), 168,3 (C-9), 165.4 (C-7), 164,7 (C-5), 159,2 (C-4’),
134,1(C-17), 128,79 (C-2’e C-6), 117,84 (C-3’e C-5°), 103,3 (C-10),
80,13 (C-2), 97,12 (C-8), 96,21 (C-6), 44,03 (C-3), 102,21 (C-17),
74,91 (C-27),77,99 (C-37), 71,38 (C-4), 78,19 (C-57), 62,52 (C-6”).

Miricetina-3-O-f-Glicopiranosideo (4)

Cristais verdes. ESI-MS, m/z: 479 [M-H], 317. RMN 'H [500
MHz, CD,0D, & (ppm)]: 6,39 (d, J = 2,0 Hz, H-6), 6,19 (d, J = 2,0
Hz, H-8), 7,33 (s, H-2’ ¢ H-6"), 4,70 (d, J = 8,0 Hz, H-17), 3,46 (m,
H-27), 3,43 (m, H-3”), 3,53 (m, H-4"), 3,36 (m, H-5), 3,77 (dd, J =
12,0 e 4,0 Hz, H-6), 3,86 (dd, /= 12,0 ¢ 2,0 Hz, H-6").

RESULTADOS E DISCUSSAO

A investigagdo das fracdes em CHCI, e em AcOEt, provenientes
do fracionamento cromatografico do extrato Mi$, resultou no isola-
mento e caracteriza¢do das flavanonas naringenina (1), naringenina
glicosilada (3) e do flavonol aromadendrina (2). O fracionamento
cromatografico da fracdo em AcOEt proveniente do extrato Mi6 da
geopropolis também resultou no isolamento da flavanona naringenina
glicosilada (3) e do flavonol miricetina glicosilada (4).

Os espectros de RMN de 'H dos compostos 1 [M-H] 433, 3 [M-
H] 271 e 4 [M-H] 479 apresentaram sinais para um grupo hidroxila
(OH) quelado e um par de dupletos na regido de hidrogénios aroma-
ticos com constantes de acoplamento para hidrogénios meta correla-
cionados (J =2 Hz), tipico de flavonoides com anel “A” substituidos
nas posicdes 5 e 7, sugerindo que estes flavonoides sdo 5,7-di-hidroxi,
os dados estdo de acordo com a literatura e estruturas analisadas.®

Os espectros de RMN de 'H das flavanonas 1 e 3 mostram o
sistema ABX na regido de hidrogénios alifaticos (1: 6 5,33 dd, H-2;
3,10 dd, H-3a; 2,69 dd H-3b e 3: 5 5,41 dd, H-2; 3,10 dd, H-3a; 2,74
dd, H-3b) para o anel “C”. Para as flavanonas 1 e 3 e para o flavonol
2 hd a existéncia no anel “B” do sistema AA’BB’ com os hidrogénios
H-2’e H-6’equivalentes em 1: § 7,30 (d, J=8,5 Hz),2: 8 7,35 (d, /=
8,5)e3:67,43 (d, J=8,5Hz) e os H-3’e H-5" equivalentes em 1: §
6,81(d,/J=8,0Hz),2:56,83(d,J=8,5)¢3: 87,14 (d, J=7,0 Hz),
acoplando em orto, tipicos de anel “B” p-dissubstituido. Os espectros
de RMN de *C exibem dois grupos oxi metinicos (1: § 80,47 C-2 e
44,02 C-3 ¢ 3: 8 80,13 C-2 e 44,03 C-3), caracterizando o esqueleto
flavanona. Assim, foram identificados naringenina (1) e naringenina-
4’-0-B-glicopiranosideo (3), cujos dados espectroscGpicos estdo de
acordo com os valores da literatura.*

Amostras de propolis sdo conhecidas por apresentarem o fla-
vonoide naringenina, que apresenta atividades anti-inflamatéria
e antioxidante.®*! A atividade anti-inflamatdria € resultante da
supressdo da sintese de prostaglandinas e de leucotrienos pelos
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macréfagos.’! A presenca de naringenina também foi confirmada
em andlises por CLAE com os extratos aquoso, em etanol, em ace-
tona e em cloroférmio de prépolis oriunda de outros paises como
China e Itdlia.”® Ao mesmo tempo, sdo conhecidas informacdes da
identificagdo de naringenina em andlises por CG-MS em amostras
de prépolis do Peru.?? Para a naringenina glicosilada néo existem
informacdes na literatura.

Na regiao de agticares do espectro de RMN de 'H das substincias
3 e 4 pdde-se identificar a presencga de dois monossacarideos. Cada
substancia apresenta hidrogénios anoméricos com deslocamentos em
8490 eJ=28,5¢e 04,70 com J = 8,0, respectivamente. A presenga
de um dupleto em cada substincia indicou a configuragio 3 para os
carbonos anoméricos C-1”. A presenga dos hidrogénios H-6", par de
dupletos, com sinais de deslocamentos quimicos em 3: 8 3,91 (dd,
12 2,0 Hz) e 6 3,70 (dd, 12 e 6,0 Hz) e 4: § 3,86 (dd, 12 e 2,0 Hz)
e 83,77 (dd, 12 e 4,0 Hz) na regido de hidrogénios metilénicos no
espectro de RMN de 'H evidenciou a presenga da parte do agtcar.

O esqueleto do flavonol 4 foi sugerido pelo singleto em & 7,33 (H-
2” e H-6") no espectro de RMN de 'H, indicando as posigdes 3’, 4’e
5’ como tri-hidroxi no anel “B”. Também a auséncia de hidrogénios
alifaticos nas posicoes 2 e 3 do anel “C”, no espectro de RMN de 'H,
indicou a presenga de um sistema de carbonos o, B-insaturados do
flavonol 4, cujos dados de RMN de 'H estéo de acordo com os valores
indicados na literatura.**33 A posi¢io da unidade glicosidica na posi-
¢do C-3 do flavonol 4 foi deduzida pela diferenga nos deslocamentos
quimicos dos carbonos C-2 e C-3 do glicosideo em comparagdo com
os da aglicona miricetina,* sendo assim possivel indicar a miricetina-
3-0-B-glicopiranosideo (4). Existem informacdes da identifica¢do da
aglicona miricetina em andlises por CLAE em amostras de prépolis
da China.” Mas ndo existem relatos da identificagdo de miricetina
glicosilada em amostras de prépolis.*

O espectro de RMN de 'H do flavonol 2 mostra um singleto
com sinal em & 5,85 na regido de hidrogénios arométicos, tipico
de flavonoides com anel “A” substituidos nas posi¢des 5, 6 e 7, ou
seja, flavonoides 5,6,7-tri-hidroxi. Também foi possivel verificar
nos espectros de RMN de 'H o sistema AB na regido de hidrogénios
alifaticosem 2: 84,96 (d,J=11,5Hz, H-2) e 64,52 (d, /= 11,5 Hz,
H-3) para o anel “C”. Os deslocamentos quimicos de hidrogénio para a
substancia aromadendrina (2) estdo de acordo com os valores de RMN
de 'H indicados na literatura.’*** Na literatura hd informacdes sobre
o isolamento do flavonol 7-metil-éter-aromadendrina em amostras
do ninho da espécie de abelha Trigona spinipes.®

Pela estrutura das substancias isoladas, observou-se que os
extratos de prépolis de M. interrupta apresentam substancias gli-
cosiladas, algo que ndo é muito comum em amostras de prépolis
de outras regides,'*! percebe-se assim a influéncia da origem do
material vegetal coletado por essa espécie de abelha. A seletividade
dessa espécie também € evidenciada uma vez que se isolou a mesma
substancia, naringenina-4’-O-B-glicopiranosideo (3), dos extratos
de geoprépolis coletados em diferentes localizacdes da cidade de
Manaus (Figura 1).

Fenois totais

Os antioxidantes, que em muitos casos apresentam estruturas
fendlicas, sdo utilizados no organismo, principalmente, para retardar
ou prevenir processos oxidativos, impedindo a formagao de radicais
livres.®® E necessério mensurar os compostos fendlicos presentes
nas amostras de geoprdpolis em estudo para a realizag@o posterior
dos testes antioxidantes. A andlise quantitativa dos compostos fené-
licos nos extratos em metanol e em etanol de prépolis das espécies
Melipona interrupta (Mi) e Melipona seminigra (Ms) € mostrada nas
Tabelas 1 e 2 e na Figura 2.
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1: R, =H, R, =H, R, =H
2:R,=H,R,=0H, R, =0H
3: R, =glicose, R,=H,R,=H

4: R = glicose

Figura 1. Substancias isoladas de M. interrupta

Tabela 1. Fendlicos totais e atividade antioxidante dos extratos em metanol
da prépolis (EMP) de M. interrupta (Mi) e M. seminigra (Ms)

EMP Fendlicos totais FRAP DPPH
(ug "EAG/g EMP) (mmol Fe(IT)/mg EMP) CS,, (ug/mL)

Mi2 431,0+£2,9 6,024 4933 +1,9
Mi3 828,3+3,1 158 +2.4 1314+ 19
Mi4 3563,5+1,8 63,2+0,0 13,1 +3,0
Mi5 51994 £ 0,5 106,6 £ 0,5 10,0+ 0,5
Mi6 2193,1 £ 1,8 34,6 +0,9 20,5+ 1,5
Msl 616,0 £3,4 7042 1157+04
Ms2 4114 +£47 4,7+5,0 155,6 £3,2
Ms3 1607,6 £ 3,6 6,0 £3,9 2343+ 4,0
Ms4 11972 +1,2 11,0+ 1,8 129,2 +3,0
Ms5 622,5+2,1 52+5,0 161,0 £ 3,3

Os valores sdo expressos em média + CV (coeficiente de variacdo) obtido a
partir de andlises em triplicata (n = 3). * EAG - Equivalente em dcido gélico.

Tabela 2. Fendlicos totais e atividade antioxidante dos extratos em etanol da
propolis (EEP) de M. interrupta (Mi) e M. seminigra (Ms)

EEP Fendlicos totais FRAP DPPH
(ug "EAG/g EMP) (mmol Fe(Il)/mg EMP) CS,, (ug/mL)
Mi2 419,3+0,91 33+23 >500,0 £2,9
Mi3 628,0 1,7 54+1.2 216,0+£0,9
Mi4 3334,3+0,9 40,0 0,4 17,1 +49
Mi5 4378,0 £0,2 52,0£0,0 10,0 0,5
Mi6 2861,0 £ 0,6 31407 26,3+39
Msl 634,3+5,0 54=+12 169,0 £ 0,8
Ms2 748,0 £2,6 6,5+3,6 141,044
Ms3 14130+ 1,5 4847 288,0+5,0
Ms4 973,0+0,2 11,0+5,0 325,0+0,1
Ms5 503,0 £ 0,6 38+3.8 >500,0 5,0

Os valores sdo expressos em média + CV (coeficiente de variagdo) obtido a
partir de andlises em triplicata (n = 3) * EAG - Equivalente em 4cido gélico.
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Figura 2. Andlises dos extratos metandlicos e etandlicos de propolis de
Melipona interrupta (Mi) e Melipona seminigra (Ms). (A) Fendlicos totais;
atividade antioxidante: (B) FRAP, (C) capacidade de sequestrar 50% dos
radicais livres de DPPH (CS,,)

Nao houve discrepancia nos valores de fendlicos obtidos tanto
em metanol 100% como em etanol 70%. Foi observada maior con-
centragdo de fendlicos nos extratos em metanol Mi4, Mi5 e Mi6
com 3564, 5199, 2193 mg EAG/g de extrato seco, e nos extratos
em etanol Mi4, Mi5 e Mi6 com 3334, 4378, 2861 mg EAG/g de
extrato seco, respectivamente. Os extratos da espécie M. semini-
gra apresentaram baixos teores de compostos fendlicos, sendo
um indicativo de pouca atividade antioxidante. Como nio houve
discrepancia significativa nos valores encontrados nos extratos
em metanol e em etanol de M. interrupta, pode-se afirmar que
tanto metanol como etanol podem extrair substancias fendlicas. Os
valores encontrados estdo, para ambas as espécies, em uma faixa
superior aos valores encontrados (200-400 mg/g) para extratos de
prépolis da China (aquoso),’ Itdlia com 293-356 mg/g (em CHCI,,
em EtOH e em acetona) e India com 159-269 mg/g (aquosos e em
EtOH).3* Os extratos das espécies de abelhas amazdnicas confir-
mam a influéncia da variabilidade da composi¢do quimica e origem
do material no resultado.

Quim. Nova

Capacidade redutora de ferro (FRAP - ferric reducing
antioxidant power)

Neste ensaio, quanto maior a capacidade do extrato de reduzir
o Fe** para Fe**, mais intensa ¢ a mudanga da cor verde-amarelada
para tons de azul, devido a presenga de redutores (antioxidantes) que
promovem a conversio do complexo-Fe** a forma ferrosa (Fe*). Ao
se medir a formacdo da intensidade da cor azul no comprimento de
onda de 593 nm, € possivel medir a concentra¢do de complexo-Fe*
formado. Nesse sentido, quanto maior for a absorbancia das amostras
a 593 nm, maior o poder de reducdo. As propriedades de redugdo
sdo geralmente associadas com a presenga de redutores, que tém
mostrado exercer a¢do antioxidante pela quebra da reagdo em cadeia
dos radicais livres por doac¢do de um dtomo de hidrogénio.*” O poder
de redugdo dos extratos foi analisado na concentracdo de 1,0 mg/
mL. As melhores capacidades redutoras foram obtidas nos mesmos
extratos que apresentaram maiores valores de compostos fendlicos,
com resultados que variaram de 34,6 a 106,6 mmol Fe II/mg de
extrato seco nos extratos em metanol e 31,4 a 52,0 6 mmol Fe II/mg
de extrato seco nos extratos em etanol (Tabelas 1 e 2, Figura 2). As
amostras Mi4, Mi5 e Mi6 dos dois extratos mostraram maior capa-
cidade de reduzir Fe** a Fe?*, podendo reagir com os radicais livres
estabilizando e bloqueando as rea¢des em cadeias radicalares. Esses
testes associados ao ensaio de DPPH corroboram como indicativo
de extratos com atividade antioxidante. Os valores encontrados para
ambos os extratos das duas espécies apresentaram altas concentracdes
de fendlicos, com valores acima da faixa (0,20-3,47 umol) dos valores
encontrados para extratos aquosos de prépolis da China.” A maioria
dos extratos de ambas as espécies também apresentou valores acima
da faixa (0,41-0,77 mmol) dos valores dos extratos em CHCI;, em
EtOH e em acetona de prépolis da Itdlia.* Em comparag@o aos valores
encontrados para extratos em etanol e em etileno glicol de prépolis
da Espanha, as duas espécies apresentaram valores superiores.’

Ensaio de sequestro de radicais DPPH.

O método de sequestro de radicais livres € um dos mecanismos
mais conhecidos e um dos mais utilizados como teste padrdo para
avaliar a atividade antioxidante de compostos especificos ou extratos.
O radical DPPH tem a caracteristica especifica de absorver em 518
nm (cor purpura), € que em contato com substancias sequestradoras
(antioxidantes) de radicais livres ocasiona o descoramento, através
do fornecimento de dtomos de hidrogénio ou por doagdo de elétrons,
diminuindo significativamente a absorbéancia. Portanto, quanto menor
aabsorbancia em 518 nm, maior serd a atividade do extrato em seques-
trar os radicais de DPPH.* Os valores da atividade antioxidante sdo
mostrados nas Tabelas 1 e 2 e Figura 2. Esses valores sdo expressos
em valores de CS,,, que avalia a concentragio dos extratos de pré-
polis necessdria para sequestrar 50% dos radicais livres de DPPH.
Os resultados sdo comparados ao controle positivo (quercetina) que
apresentou CSg, = 4,0 pg/mL. Os extratos metandlicos Mi4, Mi5 e
Mi6 novamente apresentaram atividade antioxidante mais expressiva,
com capacidade de sequestrar 50% dos radicais livres de DPPH na
concentracdo de 13, 10 e 20 ug/mL, respectivamente, e com 17, 10
e 26 ug/mL nos extratos em etanol. Assim observou-se uma possivel
correlacdo entre a presenga de compostos fendlicos e a atividade
antioxidante dos extratos (Figura 2).

Os valores da atividade antioxidante dos extratos Mi4, Mi5 e
Mi6 de M. interrupta foram superiores aos valores encontrados para
extratos aquosos de propolis da China,’ da Itdlia (em CHCl,, em EtOH
e em acetona) e da [ndia, frente a amostras de extratos aquosos e em
EtOH.3* Os valores encontrados no resultado dos extratos das duas
espécies de abelhas confirmam o potencial de atividade antioxidante



Vol. 36, No. 5

desses extratos de propolis. A atividade antioxidante € influenciada
pela alta presenca de compostos fendlicos, os quais foram indicados
pelo ensaio de fendlicos totais. Outro fator determinante € a influ-
éncia da variabilidade da composi¢ao quimica e origem do material
coletado por cada espécie.

CONCLUSAO

A presenca de compostos fendlicos € considerada responsdvel
pela atividade antioxidante e estatisticamente os valores da CS,,
estdo relacionados com substancias fendlicas totais presentes nas
amostras.***? Tal correlagdo pode ser observada nos resultados ob-
tidos dos ensaios de fendlicos totais e dos testes antioxidantes dos
extratos em metanol e em etanol da prépolis. Pela andlise de CCD
comparativa percebeu-se que os mesmos componentes extraidos
em metanol também sdo encontrados quando extraidos em etanol,
garantindo que o extrato de prépolis comercial € eficiente. Entre os
extratos de geopropolis das duas espécies, as amostras de M. interrup-
ta apresentaram maior teor de compostos fendlicos e maior atividade
antioxidante em relag¢@o aos extratos de geoprépolis produzida por
M. seminigra. Portanto, as espécies vegetais visitadas por abelhas
M. interrupta apresentam classes de substancias que proporcionam
a atividade antioxidante.

As andlises dos extratos da geopropolis dessas espécies mos-
traram resultados promissores, pois apresentaram atividades (antio-
xidantes) importantes para a manuten¢do e prevencdo de doengas,
além de ser utilizado como alimento (nutracéutico) pela populacdo
local. Do fracionamento dos extratos metandlicos da geoproépolis de
M. interrupta com maior atividade antioxidante foi possivel isolar
quatro flavonoides.
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