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RESUMO

Isolamento e identificacdo de compostos com atividade antioxidante de uma nova

variedade de propolis brasileira produzida por abelhas da espécie Apis mellifera

A propolis é conhecida por suas atividades bioldgicas, tais como antioxidante,
antimicrobiana, antinflamatéria, antiviral, entre outras. Sua composi¢do varia entre
regides e existe grande diversidade quimica entre os diferentes tipos de prépolis. Os
principais constituintes da propolis sdo os compostos fendlicos, os quais sao
responsaveis por varias atividades biolégicas, como a atividade antioxidante. Um novo
tipo de prépolis, nunca antes relatado na literatura, denominado prépolis vermelha em
decorréncia de sua coloragao intensa caracteristica, foi coletado na regidao de mangue
do Estado de Alagoas. Este trabalho teve como objetivo avaliar a composi¢cao quimica e
fracionar e isolar compostos com atividade antioxidante da propolis vermelha brasileira.
O extrato etandlico da propolis vermelha (EEP) foi primeiramente fracionado pela técnica
de extracado liquido-liquido, originando as fragdes hexanica (fr-Hex) e cloroférmica (fr-
Clo). A fr-Clo apresentou alto rendimento e composicao quimica complexa, sendo,
entdo, recromatografada em coluna aberta de silica-gel, gerando 15 subfragcbes. O EEP,
fracoes e subfragdes foram avaliados quanto a sua composicdo quimica e atividade
antioxidante para selecdo das fragbes destinadas ao isolamento bioguiado. O EEP
também foi analisado pela técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM), tendo sido identificados sete compostos nunca antes relatados em
prépolis brasileira, entre os quais, quatro isoflavondides. Os teores de compostos
fendlicos totais e de flavondides, testados para o EEP, fragcdes e subfragdes, variaram
de 37,4 a 324,2 mg/g e de 0,0 a 158 mg/g, respectivamente. Com relagao ao potencial
antioxidante, a maior atividade de sequestro do radical DPPH foi encontrada para a fr-
Hex, enquanto a subfracdo 5 apresentou alto rendimento e boa atividade pelo método
do sistema [(-caroteno/acido linoléico, tendo sido estas fragdes selecionadas para o
isolamento dos compostos bioativos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) preparativa. Trés compostos, um da fr-Hex e dois da subfracdo 5, foram
isolados e analisados por CG-EM. Os compostos da subfragéo 5 foram identificados
como 2,7-diidroxi-4 metoxiisoflavana (vestitol) e 2,4 -dihidroxi-7 metoxiisoflavana, ambos
isoflavondides. Nao foi possivel identificar o composto da fr-Hex utilizando somente a
técnica de CG-EM, embora tenha sido possivel verificar que este € uma mistura de dois
isdbmeros com peso molecular de 466 g/mol. Os resultados obtidos demonstram que a
propolis vermelha é uma boa fonte de compostos bioativos, dentre os quais encontram-
se isoflavonas, que possuem atividade antioxidante.

Palavras-chave: Propolis; Compostos fendlicos; Flavonoides; Atividade antioxidante



ABSTRACT

Isolation and identification of compounds with antioxidant activity in a novel

variety of Brazilian propolis produced by bees from the species Apis mellifera

Propolis is known for its wide range of biological activities, such as antioxidant,
antibacterial, anti-inflammatory, antiviral, among others. Its composition varies according
to the region where it is collected and there is a great chemical diversity among the
different types of propolis. The main constituents of propolis are the phenolic
compounds, which are responsible for several biological activities, such as the
antioxidant activity. A novel type of propolis, which has never been reported in the
literature before, named red propolis due to its intense characteristic color, was collected
in @ mangrove area in the state of Alagoas. This study aimed to evaluate the chemical
composition, and fractionate and isolate the compounds with antioxidant activity of
Brazilian red propolis. The Ethanolic Extract of Propolis (EEP) was first fractionated using
the liquid-liquid extraction technique, yielding the hexanic (Hex-fr) and the chloroformic
fractions (Chlo-fr). Chlo-fr showed great yield and a complex chemical composition and
therefore was refractioned in silica gel open column, yielding 15 subfractions. The EEP,
fractions and subfractions were evaluated for their chemical composition and antioxidant
activity aiming to select the fractions destined for bioguided isolation. The EEP was also
analyzed by the gas-chromatography-mass spectrometry (GC-MS) technique, and seven
compounds, never reported for Brazilian propolis before, were identified, among which
are four isoflavonoids. The amounts of total polyphenol and flavonoid compounds, tested
for EEP, fractions and subfractions, ranged from 37,4 to 324,2 mg/g and 0,0 to 158 mg/g,
respectively. The major free radical (DPPH) scavenging activity was found for Hex-fr,
while subfraction 5 showed high yield and good antioxidant activity by B-carotene/linoleic
acid system oxidation, and these fractions were selected for isolation of bioactive
compounds by preparative High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Three
compounds, one from Hex-fr and two from subfraction 5, were isolated and analyzed by
GC-MS. The compounds from subfraction 5 were identified as 2,7-diidroxi-
4 metoxiisoflavan (vestitol) and 2 ,4 -dihidroxi-7 metoxiisoflavan, both isoflavonoids. It was
not possible to identify the compound from Hex-fr using GC-MS, although it was possible
to verify that this compound is a mixture of two isomers presenting molecular weight of
466 g/mol. The results obtained in this study demonstrate that red propolis is a good
source of bioactive compounds, among which are isoflavonoids, compounds that
possess antioxidant activity.

Key words: Propolis; Total polyphenols; Flavonoids; Antioxidant activity
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1 INTRODUCAO

O uso de produtos naturais na medicina popular como agente terapéutico é
conhecido por praticamente todas as civilizagdes antigas. Muitas culturas utilizaram
estes produtos por serem a principal, ou mesmo a unica matéria-prima para elaboracao
de medicamentos. Nos ultimos anos, os produtos naturais tém se tornado fontes para o
desenvolvimento de novas drogas, permitindo o avango na descoberta de agentes
terapéuticos contra doencas infecciosas, como cancer, imunodeficiéncias e outras. O
valor dos produtos naturais esta claramente reconhecido e os desafios sado identificar
novos compostos bioativos e elucidar seus mecanismos de agéo.

Entre os produtos naturais, esta a propolis que € uma resina coletada por abelhas
da espécie Apis mellifera de diversas partes das plantas como brotos, botdes florais e
exudados resinosos. Dessa maneira, a composicdo da propolis € um reflexo direto da
flora onde as abelhas estdo localizadas (GHISALBERTI, 1979). A propolis tem
demonstrado varias atividades biologicas, como atividade antioxidante, antimicrobiana,
antiinflamatoéria, cicatrizante, anestésica, antiviral (BANKOVA et al., 1989; ALENCAR,
2002; CHEN et al., 2003). Portanto com aplicagdo nas industrias farmacéutica e
alimenticia (ACKERMANN, 1991).

Devido a grande complexidade quimica, a propolis € considerada uma das
misturas mais heterogéneas ja encontradas em fontes naturais. Os principais
constituintes sdo os compostos fendlicos, representados pelos flavonodides agliconas e

acidos fendlicos e seus ésteres, que possuem papel importante no corpo humano e
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podem agir como antioxidantes, antiinflamatoérios, antimicrobianos entre outras
atividades bioldgicas.

Recentemente, compostos com atividade antioxidante tém recebido atencao
especial por apresentarem capacidade de sequestrar radicais livres. Esses radicais
podem agir no corpo humano e causar diversos danos a célula, como cancer, doengas
neurodegenerativas, anemia, isquemia, além da oxidagdo do LDL, o que pode levar a
problemas cardiovasculares. Os compostos fendlicos, principalmente os flavondides,
possuem atividade de sequestro de espécies reativas de oxigénio, incluindo os radicais
hidroxil, peroxil e radicais superdxido, além de quelar metais de transicdo, impedindo
assim, a formagdo de espécies reativas (HALLIWELL, 2007). Desta forma, sao
apontados como drogas terapéuticas promissoras para prevenir e tratar desordens
clinicas causadas por radicais livres.

Um novo tipo de prépolis nunca antes relatado no Brasil, e denominado de
“prépolis vermelha”, demonstrou atividade biolégica em ensaios preliminares in vitro, o
que surgiu a necessidade de um estudo detalhado. Portanto, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a composicdo quimica e isolar e identificar compostos com atividade
antioxidante dessa nova variedade de prépolis brasileira produzida por abelhas da

especie Apis mellifera.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Reviséao Bibliogréfica
2.1.1 Evolucgéo da apicultura no cenario nacional e internacional

As abelhas sdo descendentes das vespas que deixaram de se alimentar de
aranhas e pequenos insetos, para consumirem o poélen das flores quando este surgiu ha
cerca de 135 milhdes de anos atras. Durante o processo evolutivo surgiram varias
espécies de abelhas e, atualmente sdo conhecidas mais de 20 mil, mas acredita-se que
existam cerca de 40 mil espécies ainda ndo descobertas. Somente 2% das espécies de
abelhas s&o sociais e produzem mel e, dentre estas, as do género Apis sdo as mais
conhecidas (SERVICO BRASILEIRO DE APOIO AS MICRO E PEQUENAS EMPRESAS
- SEBRAE, 2006).

Em 1956 o professor Dr. Warwick Estevam Kerr, renomado cientista brasileiro,
tinha como principal objetivo contribuir cientificamente para a melhoria da apicultura
brasileira, mediante um programa de melhoramento com abelhas trazidas da Africa. Ao
fazer um minucioso levantamento das ragas de abelhas existentes na Africa, o Prof. Kerr
verificou que as abelhas africanas Apis mellifera scutellata apresentavam como
caracteristicas positivas a alta produtividade e capacidade de adaptacdo e como
negativas a alta agressividade e tendéncia enxameatéria. Portanto, o plano seria
eliminar ou reduzir, por selecdo massal, as caracteristicas negativas dessas abelhas e
posteriormente distribuir aos apicultores as rainhas selecionadas. Infelizmente, houve
um imprevisto e o Prof. Kerr foi surpreendido pelas enxameagdes que se seguiram a
retirada das telas excluidoras e, a consequente africanizacdo dos apiarios antes da
realizacdo do programa de selegao pretendido. Hoje temos em todo o territério nacional
uma abelha poli-hibrida africanizada. No entanto, apesar de todos os aspectos
envolvendo as abelhas nesses 50 anos podemos, com absoluta convicgéo, falar que
hoje, gragas a boa produtividade e alta capacidade de adaptacdo das abelhas
africanizadas, bem como da sua alta resisténcia a doengas de crias e resisténcia ao

acaro Varroa destructor, a apicultura brasileira € uma atividade do agronegdcio que
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mais tem sido desenvolvida no Brasil. Hoje o Brasil € conhecido como exportador e
produtor de mel organico e prépolis (GONCALVES, 2006).

Devido a grande diversidade da flora brasileira e a adaptagdo das abelhas A.
mellifera, a apicultura tornou-se uma importante atividade, porém, foi somente a partir da
segunda metade do século vinte que o setor sofreu 0 maior impulso, provavelmente pelo
grande investimento realizado pelos produtores, centros de pesquisa e o&rgaos
governamentais. Também merece destaque a hibridagdo entre a espécie européia
versus africana, que provocou maior resisténcia a doengas e predadores, rusticidade,
maior produtividade e menor agressividade em relagdo aos parentais africanos, entre
outras caracteristicas (CARVALHO, 2006; SANFORD, 2005).

Como toda atividade, o setor apicola também apresenta varios problemas, desde
aqueles relacionados a produgado até a comercializacdo. Com relacdo a producado de
mel, o Brasil vem, a cada dia, ocupando lugar de destaque. Segundo o IBGE (2004), o
pais ocupava o sexto lugar, com producdo estimada de 20 mil toneladas, no ano de
2001, sendo a China o maior produtor mundial. Paula Neto e Almeida Neto (2005)
classificaram o Brasil como 14° produtor, no ano de 2001, segundo levantamento da
FAOSTAT (2005), contradizendo o censo do IBGE (2004). Ja em 2004, o pais perdeu
mais uma posigao para a Coréia, passando para o 15° lugar, porém, com aumento de
12,05%, alcangando 24,5 mil toneladas de mel, correspondendo a 1,88% da producéo
mundial. Neste estudo, China, EUA e Argentina permaneceram nas trés primeiras
posi¢cdes, com 276, 82 e 80 mil toneladas de mel em 2004, respectivamente.

Na década de 1990 a apicultura recebeu varios incentivos, principalmente
econdmicos, devido ao interesse do governo em difundir a atividade e agregar maior
rentabilidade ao setor agropecuario. Mas, foi somente apdés o ano de 2002 que o setor
alcangou o0 auge de sua producédo e comercializagdo, devido ao embargo da Unido
Européia ao mel da China, pela presenga de altos indices de residuos de antibidticos e
pela restricdo de compra do mel da Argentina pelos americanos, alegando concorréncia
desleal (PAULA NETO; ALMEIDA NETO, 2005). Com a restricdo imposta aos principais
produtores e exportadores mundiais, 0 mercado internacional voltou-se para o Brasil,

como sendo um grande produtor de mel e propolis, fazendo com que os pregos do
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mercado interno se elevassem rapidamente, atingindo reajustes de 300%. Outra grande
expansado do setor foi a referente a producdo de prépolis verde, principalmente no
Estado de Minas Gerais, sendo esta quase que totalmente exportada para o Japao.

A baixa produtividade dos apiarios brasileiros é explicada pela pouca utilizagao de
recursos tecnolégicos na producgdo. A Tabela 1 apresenta comparagao da produtividade

brasileira, frente a de outros paises produtores de mel (SEBRAE, 2006).

Tabela 1 - Comparativo de Produtividade de Mel

Produtividade Brasil EUA México Argentina China
Média Anual
Kg / Colméia / 15 32 31 30a35 50 a 100
Ano

Fonte: Embrapa Pantanal e Banco do Nordeste (SEBRAE, 2006).

Com relacdo a proépolis, ndo existem estatisticas confiaveis sobre a producgao
mundial. Entretanto, sabe-se que os maiores produtores mundiais sdo a China, o Brasil,
EUA, Australia e Uruguai, os quais processam cerca de 200 toneladas de propolis por
més para o consumo mundial. O Japdo é um dos maiores consumidores de prépolis
como complemento alimentar, entretanto a Nova Zelandia ja possui consumo anual de
aproximadamente 9,9 milhdes de doses diarias (SEBRAE, 2006).

2.1.2 Prépolis

A descoberta de que certos alimentos podem prevenir doengas iniciou uma
revolugcdo nas areas de nutricdo, farmacia, medicina e ciéncia de alimentos. Além dos
nutrientes, sabe-se hoje que existem outras substancias nos alimentos que tem funcdes
especificas e importantes para a saude. Elas sdo chamadas de “substancias bioativas” e
os alimentos que as contém sdo denominados de “alimentos funcionais” (MANN, 1994).

Os produtos naturais tém sido fontes valiosas para o desenvolvimento de novas

drogas (NEWMAN et al., 2000; 2002), permitindo o avango na descoberta de agentes
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terapéuticos para doencgas infecciosas, como cancer, imunodeficiéncias e outras
(CLARDY; WALSH, 2004). Entre todas as novas drogas aprovadas pelo Food and Drug
Administration (FDA) ou outras entidades equivalentes de outros paises, 28% delas sao
totalmente de origem direta de produtos naturais (vs. 33% sao drogas sintéticas), e 39%
sdo derivadas destes (NEWMAN et al.,, 2002). Assim, 67% de todas as drogas
aprovadas sao de fontes naturais ou derivadas. O valor dos produtos naturais esta
claramente reconhecido e os desafios sdo identificar novos compostos bioativos e
elucidar seus mecanismos de acao.

Entre os produtos naturais esta a propolis que ja era conhecida a mais de trés mil
anos, na idade média, pois era costume esfregar o umbigo dos bebés com esta
substancia. As mumias dos farads ainda estdo em perfeito estado de conservacgao,
gracas a utilizagdo da propolis no processo de embalsamento. Na musica, dizem os
historiadores, que a maravilhosa sonoridade dos violinos de Stradivarius era devida a
protecdo deste instrumento com um verniz a base de propolis. Os pintores primitivos
criaram quadros muito valiosos, onde as abelhas esvoagcavam entre lindas flores
coloridas e, na lugoslavia essas pinturas deram origem a uma escola primitivista, que ¢,
ainda hoje, conservada com muito carinho e beleza. As abelhas eram tdo admiradas
pelo povo iugoslavo que se tornaram simbolos do progresso, da ciéncia e da cultura. Os
iugoslavos eram bons apicultores e consumiam grande quantidade de mel. Em quase
toda mesa, e na maioria das receitas culinarias, o mel estava presente como
ingrediente. Mesmo na mais antiga literatura, encontra-se referéncias as abelhas como,
por exemplo, no Velho Testamento da Biblia Sagrada (GUIMARAES, 1989).

Na Africa do Sul, na guerra ao final do século XIX, a propolis foi amplamente
utilizada como cicatrizante, e na segunda guerra mundial foi empregada em varias
clinicas soviéticas (MARCUCCI, 1996). Na antiga URSS, a propolis mereceu atengao
especial na medicina humana e veterinaria, com aplicagdes inclusive no tratamento da
tuberculose, onde foram observados regressdao dos problemas pulmonares e
recuperacao do apetite (WOISKY; GIESBRECHT; SALATINO, 1994). Os gregos, entre
os quais Hipdcrates, a adotaram como cicratizante interno e externo. Plinio, historiador

romano, refere-se a propolis como medicamento capaz de reduzir inchagos e aliviar
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dores. O termo prépolis ja era descrito no século XVI na Franga e, em 1908 surgiu o
primeiro trabalho cientifico sobre suas propriedades quimicas e composicdo, indexado
no Chemical Abstracts (referéncia n® 192) (PEREIRA et al., 2002).

Propolis € o nome genérico para a substancia resinosa de composi¢gédo complexa,
coletada pelas abelhas a partir das mais variadas espécies de plantas (GHISALBERTI,
1979). A palavra propolis € derivada do grego onde pro significa “em defesa de” e polis
“‘cidade”, isto é, em defesa da cidade ou da colméia (MARCUCCI, 1996; BURDOCK,
1998). As abelhas, de fato, usam esta substancia para protegé-las contra insetos e
microorganismos, empregando-a no reparo de frestas ou danos a colméia (isolamento
térmico e contra inimigos), no preparo de locais assépticos para a postura da abelha
rainha e na mumificacdo de insetos invasores (Figura 1). Costuma-se encontrar na
colméia pequenos animais ou parte deles envoltos em prépolis, e em perfeito estado de
conservagao (MARCUCCI, 1996), ja que a propolis é também atribuida agao
antimicrobiana, o que impede a decomposi¢cao do cadaver (PARK et al., 1998a).

A prépolis € um material quebradico quando frio e se torna ductil e maleavel
quando aquecido. Seu ponto de fusdo € variavel entre 60 — 70 °C, sendo que pode
atingir em alguns casos até 100 °C. Das propriedades adesivas derivou a designagao
em lingua inglesa de bee glue (cola-de-abelha). A coloragcédo da prépolis € dependente
de sua procedéncia e pode variar do marrom escuro passando a uma tonalidade
esverdeada até o marrom avermelhado, dependendo da flora de origem e idade. Possui
também um odor caracteristico que pode variar de uma amostra para outra
(MARCUCCI, 1996; BURDOCK, 1998).
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Figura 1 - Desenho esquematico da coleta e utilizagdo da propolis pelas abelhas
Fonte: Apicultura (2006).

A propolis tem demonstrado varias atividades bioldgicas, como atividade
antimicrobiana, antiinflamataria, cicatrizante, anestésica, antitripanossomal
(GHISALBERTI, 1979; BANKOVA; POPOV; MAREKOV, 1989; KHAYYAL; ELGHAZALY;
ELKHATIB, 1993; KUJUMGIEV et al., 1999; MARCUCCI et al., 2001; ALENCAR, 2002;
MONTPIED et al., 2003, CUNHA et al., 2004), anticariogénica (PARK et al. 1998a;
PARK et al., 1998b; KOO et al., 1999; KOO et al., 2000a; KOO et al., 2000b; KOO et al.,
2000c; ROSALEN et al.,, 2002; MURATA et al, 2003; DUARTE et al., 2003;
HAYACIBARA et al., 2005), antiviral, anticarcinogénica, antioxidante (BURDOCK, 1998;
MARCUCCI, 1996; CHEN et al., 1996; ALENCAR, 2002; CHEN et al., 2003; NAGAI et
al., 2003; ASO et al., 2004; ISHIKAWA et al., 2004; KUMAZAWA; HAMASAKA;
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NAKAYAMA, 2004) e fitotoxica (GHISALBERTI, 1979; JOHNSON; EISCHEN; GIANASSI
et al., 1994), apresentando assim aplicagdo nas industrias farmacéutica e alimenticia na
forma de alimento funcional. Atualmente a prépolis tem sido utilizada em pasta de dente,
solucdo de bochecho, balas, chocolates, capsulas, entre outros produtos.
(ACKERMANN, 1991).

No estudo realizado por Silva et. al (2006), extratos etandlicos de propolis
comerciais foram testados quanto ao potencial de inibicAo do crescimento de
Staphylococcus aureus e a capacidade sequestrante do radical livre DPPH, sendo estas
atividades correlacionadas com os teores de compostos fendlicos totais e flavonodides.
Foi observado que a quantidade de flavondides dos extratos apresentou maior relagcéo
com a atividade antioxidante do que com a atividade antimicrobiana.

Varios trabalhos tém demonstrado atividade antioxidante da propolis. Kumazawa,;
Hamasaka; Nakayama (2004) analisaram prépolis de varias origens geograficas e
encontraram que os extratos etandlicos de propolis (EEP) da Australia, China, Hungria e
Nova Zelandia possuem alta atividade de sequestro do radical livre DPPH, enquanto que
os EEP da China, Argentina, Chile e Hungria demostraram alta atividade antioxidante
pelo método de descoloragéo do (B-caroteno (peroxidacéao lipidica). Apesar do EEP da
propolis brasileira ter demonstrado baixa capacidade de sequestro para o radical DPPH
(em torno de 40%), a atividade sequestrante do composto puro isolado desta prépolis
(artepilina C), ficou em torno de 80%. Da mesma forma, o éster fendlico do acido caféico
(CAPE) isolado de prépolis de clima temperado, tem se mostrado um potente inibidor de
radicais livres (OZGUNER et al., 2005).

2.1.2.1 Patentes x Propolis

Uma verdadeira “febre” de patentes com préopolis vem sendo observada. Desde a
primeira patente romena, em 1965, até 1999 ja foram depositadas cerca de 239
patentes. Até o final da década de 80, as patentes eram dominadas pela antiga URSS e
seus paises satélites, principalmente a Roménia. Hoje 43% de todas as patentes
depositadas sdo japonesas, sendo que a primeira patente japonesa surgiu somente em

1987, sobre o uso da propolis no controle de odores (CHO, 1987). Em relagao ao Brasil,
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a primeira patente com propolis surgiu somente em 1995, para o uso no tratamento
odontoldgico de prevencéo de caries e gengivites. Até 1999, o Brasil possuia somente
cerca de 3 patentes (menos de 2% de todas as patentes depositadas). Quinze patentes,
6,2% das patentes depositadas até o comecgo de 1999, referem-se ao uso da prépolis no
tratamento odontoldgico. Essa é uma das aplicagbes da prépolis mais estudada em todo
mundo, tendo estudos cientificos desde 1952. O reduzido numero de patentes nacionais
em relagao aos trabalhos publicados (3 patentes/27 trabalhos publicados) reflete o fato
das universidades brasileiras ndo terem o habito de proteger atividades de pesquisa por
meio de patentes. O oposto ocorre no Japao, onde foram depositadas 98 patentes, mais
do dobro do numero de trabalhos publicados (43) no mesmo periodo, incluindo patentes
sobre a aplicagcdo de compostos isolados inicialmente de amostras da propolis brasileira
(PEREIRA et al., 2002).

2.1.2.2 Composicao quimica da propolis

A composicao da propolis € muito variavel, mas em geral € composta por 50% de
resina e balsamo vegetal, 30% de cera, 10% de Oleos essenciais e aromaticos, 5% de
pélen e 5% de outras substancias variadas, incluindo residuos organicos. E considerada
uma das misturas mais heterogéneas encontradas em fontes naturais, € hoje mais de
300 constituintes ja foram identificados e/ou caracterizados em diferentes amostras de
prépolis. O maior grupo de compostos isolados da propolis sdo os flavondides,
largamente encontrados no reino vegetal, os quais junto com os acidos fendlicos sao os
componentes responsaveis pela bioatividade contra varios microorganismos
patogénicos (BURDOCK, 1998).

Os locais para as abelhas coletarem matéria prima para elaboracédo da proépolis
estdo presentes em uma grande variedade de plantas e, podem conter substancias
secretadas ativamente e substancias exsudadas de cortes, materiais lipofilicos das
folhas e dos brotos foliares, mucilagens, gomas, resinas e latex (BANKOVA; CASTRO;
MARCUCCI, 2000). Também podem ser encontradas na propolis materiais que séo

adicionados durante a sua elaboragdo como, por exemplo, cera (MARCUCCI, 1995).
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As propriedades biolégicas da propolis estdo, obviamente, ligadas diretamente
com a sua composi¢ao quimica. Esse é possivelmente o maior problema para o uso da
prépolis como fitoterapico, tendo em vista que a sua composicdo quimica varia com a
flora da regiao (brotos, cascas, galhos, exsudatos e menos importante, botoes florais). A
época da colheita, assim como a espécie da abelha, também influenciam a composi¢ao
da propolis. No Brasil ha o fator adicional relacionado ao grau de “africanizagcao” da Apis
melifera (TOMAS-BARBERAN, 1993).

Na Europa, América do Norte e oeste da Asia a fonte dominante de prépolis é o
exsudado do botdo de alamo (Populus sp.) e, portanto, somente um tipo de prépolis €
encontrado nestas regides (MARKHAM et al., 1996; WOLLENWEBER; BUCHMANN,
1997). Entretanto, na América do Sul, a espécie vegetal do género Populus sp. ndo é
nativa, existindo grande diversidade vegetal para a retirada de resina, dificultando
inclusive a correlagao da propolis com a fonte produtora. A dependéncia geografica e
vegetal da propolis € exemplificada nos trabalhos, como por exemplo, de propolis da
América do Sul, Europa, China, Canada e Espanha (GARCIA-VIGUERA, GREENAWAY,
WHATLEY, 1992; TOMAS-BARBERAN et al., 1993; PARK; ALENCAR; AGUIAR, 2002;
PARK et al., 2004).

Andlises de prépolis oriundas do Brasil e da Venezuela confirmaram a presenca
de compostos incomuns, além dos flavondides, como por exemplo, os derivados do
acido cindmico e seus ésteres e os diterpenos (MARCUCCI, 1995; MARCUCCI, 1996;
BANKOVA et al. 1995; BANSKOTA, 1998; TOMAS-BARBERAN et al., 1993, NEGRI;
SALATINO, 2003; PEREIRA et al., 2002). A origem botanica e quimica das propolis
brasileira tem sido ainda uma questdo em aberto devido, principalmente, a grande
diversidade de vegetais para a retirada de resinas vegetais. Além disso, com excec¢ao da
regiao sudeste, poucos trabalhos foram desenvolvidos sobre a composi¢caéo quimica e as
propriedades bioldgicas das préopolis oriundas de outras regides brasileiras (AGA et al.,
1994; TOMAS-BARBERAN et al., 1993, BANKOVA et al., 1995; PARK; ALENCAR;
AGUIAR, 2002, PARK et al., 2004).
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2.1.3 Compostos fendlicos

A expressao “compostos fendlicos” abrange grande numero de substancias
organicas, que sao compostos aromaticos que possuem hidroxilas como substituintes. O
composto mais comum ¢é o fenol simples (Figura 2), que ocorre como resultado da
descarboxilagdo de acidos fendlicos, degradagdo térmica da lignina ou atividade
microbiana. Estdo amplamente distribuidos no reino vegetal e em microrganismos,
fazendo parte também do metabolismo animal. No entanto, os animais sdo incapazes de
sintetizar o anel aromatico e, neste caso, a sintese dos compostos fendlicos em
pequena quantidade € feita utilizando o anel benzénico de substancias ingeridas na
dieta. Por outro lado, os vegetais e a maioria dos microrganismos tém a capacidade de
sintetizar o anel benzénico, e, a partir dele, produzir diferentes tipos de compostos

fenolicos.

C|)H
==~
HC CH
Hf‘J J‘.‘H
N, B

Figura 2 - Estrutura espacial (A) e planar (B) de um fenol simples

A biossintese completa de compostos fendlicos pode ser observada em plantas
vasculares. Todas as gimnospermas e angiospermas possuem lignina na parede celular,
a qual tem os fenilpropandides como precursores. Pode-se ainda encontrar os acidos
hidroxibenzdéico e hidroxicinamico e flavondides, além de outras classes de fendis de
menor distribuicdo. Os isoflavondides estdo presentes principalmente na familia das
leguminosas, enquanto que as antraquinonas podem ser encontradas em

aproximadamente seis familias do reino vegetal (MANN, 1994).
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a) Propriedades Gerais

A maior parte dos compostos fendlicos ndo é encontrada na natureza no estado
livre, mas sob a forma de ésteres ou de heterosideos, sendo, portanto, soluveis em
agua e em solventes organicos polares. Por serem fendlicos, esses compostos sao
muito reativos quimicamente e isso ndo deve ser esquecido quando do seu isolamento
dos vegetais. Assim, possuem em geral caracteristicas acidas e podem ser isolados por
meio da sua solubilidade em solugbes fracamente basicas (por exemplo, solugdo de
carbonato de sodio). Os compostos fendlicos podem formar pontes de hidrogénio, e
estas podem ser tanto intramoleculares quanto intermoleculares. Uma caracteristica
importante € a complexagdo com metais, sendo que muitos desses quelatos metalicos
sdo importantes em diversos sistemas biolégicos. Por serem compostos aromaticos,
também apresentam intensa absor¢ao na regido do ultravioleta. Os compostos fendlicos
sao facilmente oxidaveis, tanto por meio de enzimas vegetais especificas quanto por
influéncia de metais, luz, calor ou em meio alcalino, ocasionando o escurecimento de

solugdes ou compostos isolados (Simdes, 2001).

b) Classificacéao

Os compostos fendlicos podem ser classificados segundo o tipo de esqueleto

principal, conforme apresentado na Tabela 2. O C6 corresponde ao anel benzénico e o

CX a cadeia substituinte com X atomos de carbono.
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Tabela 2 - Classificagdo dos compostos fendlicos de acordo com o esqueleto basico

Esqueleto bésico Classe de compostos fendlicos

C6 Fendis simples, benzoquinonas

C6-C1 Acidos fendlicos

C26-C2 Acetofenonas e acidos fenilacéticos

C6-C3 Fenilpropandides: acidos cinamicos e compostos analogos,

fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas e cromonas

C6-C4 Naftoquinonas

C6-C1-C6 Xantonas, benzofenonas

C6-C2-C6 Estilbenos, antraquinonas

C6-C3-C6 Flavonoides, isoflavondides e chalconas
(C6-C3)2 Lignanas

(C6-C3-C6)2 Diflavondides

(C6)n Melaninas vegetais

(C6-C3)n Ligninas

(C6-C1)n Taninos hidrolisaveis

(C6-C3-C6)n Taninos condensados

Outro tipo de classificacdo esta relacionada com a ocorréncia desses compostos
no reino vegetal e, assim podem ser divididos em:
a) Compostos fendlicos amplamente distribuidos, como os derivados dos acidos
benzdico e cindmico, cumarinas, flavondides e derivados de polimerizacao
(taninos e ligninas);
b) Compostos fendlicos de distribuicdo restrita, abrangendo as classes de
substancias nado citadas no item anterior.
Cada classe de compostos apresenta ampla variacdo estrutural, principalmente
pela presenca de diferentes substituintes (hidroxilas ou metoxilas) em um segundo

esqueleto aromatico comum (SIMOES, 2001).
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Os fendis s&o quimicamente reativos, usualmente acidos e podem
frequentemente ser separados de outros constituintes de plantas por sua solubilidade
em carbonato de sddio aquoso. Uma propriedade importante de muitos fendis, que
possuem um grupamento o-diidroxi (catecol), € a habilidade de quelar metais,
caracteristica esta muito importante em sistemas bioldgicos. Sdo também muito
suscetiveis a oxidacdo, e, em plantas existem enzimas especificas — as fenolases — que
catalizam a oxidacdo de monofendis a difendis, de difendis a quinonas e desses
produtos a compostos poliméricos coloridos (MANN, 1994).

As propriedades bioldgicas dos compostos fendlicos estdo relacionadas com a
atividade antioxidante que cada fenol exerce sobre determinado meio. A atividade dos
antioxidantes, por sua vez, depende de sua estrutura quimica, podendo ser determinada
pela agdo da molécula como agente redutor (velocidade de inativagao do radical livre,
reatividade com outros antioxidantes e potencial de quelagdo de metais). Alguns estudos
in vitro demonstram que a atividade antioxidante dos flavondides é maior que a das
vitaminas E e C (RICE-EVANS, MILLER e PAGANGA, 1997; RICE-EVANS et al., 1995).

c) Biogénese

Os compostos fendlicos podem ser formados por meio de duas rotas
biogenéticas: via do acido chiquimico a partir de carboidratos (Figura 3) ou via do
acetato-polimalato que se inicia com acetil-coenzima A e malonil-coenzima A. A origem
biogenética determina o padrao de substituicdo do composto fendlico resultante. Dessa
maneira, pela via do acido chiquimico obtém-se compostos com grupos hidroxilas em
posicao orto, que se formam a partir do acido cindmico. Por outro lado, a via do acetato-
polimalato origina compostos com grupos hidroxilas dispostos em meta (DEWICK,
1998).
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Figura 3 - Via do acido chiquimico para biossintese de compostos fendlicos

Uma importante enzima na via do acido chiquimico € a fenilalanina aménio liase
(PAL) a qual produz o acido cinamico. Uma importante classe de compostos derivada do
acido cinadmico sé&o as ligninas.

Uma caracteristica importante da biogénese de derivados fendlicos € a

capacidade que os vegetais tém de produzir um mesmo composto (como o acido
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clorogénico) a partir de diferentes intermediarios, ou seja, os vegetais apresentam rotas
biogenéticas alternativas. Outra caracteristica importante € a possibilidade de ocorrerem
acoplamentos oxidativos que originam ligagbes C-C ou C-O intramoleculares com

formagao de anéis, e intermoleculares com formagao de polimeros (DEWICK, 1998).

2.1.3.1 Flavonbides

A palavra flavondide tem origem no latim flavus, que significa amarelo, e incluia
no inicio somente grupos de compostos que apresentavam a cor amarela e um nucleo
flavona. Hoje, este termo € usado em um amplo contexto e inclui compostos menos
coloridos e incolores, bem como as antocianinas que apresentam coloracdo vermelha e
azul. Esses compostos compdem ampla classe de substancias de origem natural, cuja
sintese nao ocorre na espécie humana, mas sao constituintes de frutas, vegetais, nozes
e bebidas originadas de plantas como o cha e o vinho (PETERSON; DWYER, 1998;
RICE-EVANS, 2004).

Os flavondides absorvem radiagc&o eletromagnética na faixa do ultravioleta (UV) e
do visivel e, dessa maneira, apresentam papel de defesa nas plantas frente a radiacao
UV da luz solar. Além disso, os flavondides podem representar barreira quimica de
defesa contra microrganismos (bactérias, fungos e virus), insetos e outros animais
herbivoros. Também possuem a capacidade de regular determinadas reacbes
enzimaticas e prover “flavor” a produtos usados para consumo humano (COOPER-
DRIVER, 2001). Os flavondides também proporcionam relacionamentos harménicos
entre insetos e plantas, por meio da orientagdo destes até o néctar, contribuindo assim
significativamente com o processo de polinizagao (MARCUCCI, 1996).

Estruturalmente, os flavondides s&o substancias aromaticas com 15 atomos de
carbono no seu esqueleto basico, compostos do tipo C6-C3-C6, onde os dois anéis C6
sdo necessariamente aromaticos (anéis A e B), conectados por uma ponte de trés
carbonos, que geralmente contém um atomo de oxigénio (anel C) (Figura 4) (RICE-
EVANS, 2004; LOPES et al., 2000; PETERSON; DWYER, 1998). Com excegédo das
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chalconas, todos os flavondides possuem um anel piranico (heteroatomo de oxigénio).
De acordo com as caracteristicas quimicas e biossintéticas, os flavondides séao
separados em diversas classes: flavonas, flavondis, dihidroflavondides (flavanonas e
flavanonois), antocianidinas, isoflavonodides, auronas, neoflavonodides, biflavondides,
catequinas e seus precursores metabdlicos conhecidos como chalconas e podem

ocorrer como agliconas, glicosilados e como derivados metilados (HAVSTEEN, 2002).

Figura 4 - Nucleo basico de flavondides composto por dois anéis aromaticos (A e B) e um anel
intermediario (C)

Com mais de 8000 compostos conhecidos, os flavondides séo biossintetizados a
partir de um derivado do acido cinamico (trans-4-cumarato), o qual é obtido a partir do
metabolismo dos aminoacidos fenilalanina ou tirosina. O trans-4-cumarato age como
precursor na sintese de um intermediario, ao qual sdo adicionados trés residuos de
malonato e posterior ciclizacdo da estrutura. Por meio de subsequentes hidroxilagées e
redugdes, diferentes flavonodides sao formados (Figura 5) (PIETTA, 2000; RICE-EVANS;
MILLER; PAGANGA, 1997).
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Figura 5 - Interelagbes entre as diferentes classes de flavondides. Setas indicam as principais rotas
biossintéticas
Fonte: RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA (1997).

As varias classes de flavondides sdo fungao da estrutura caracteristica do anel

C, como a presenca ou nao do anel central e dupla ligacdo ou grupo hidroxila a ele
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ligado (PIETTA, 2000). O anel C condensado com o anel A pode ser tanto um anel y-
pirano, no caso das flavonas e dos flavonois, quanto o seu dihidroderivado, no caso das
flavanonas e dos flavonondis. A posicdo do anel benzénico substituinte (B) divide a
classe dos flavondides em flavondides (posigéo 2) e isoflavonodides (posi¢ao 3) (Tabela
3). As chalconas sado os precursores dos flavonodides, e, as antocianidinas possuem o
anel C com carga positiva como a principal diferenga das outras classes de flavondéides
(HAVSTEEN, 2000).

A explicagdo para a existéncia de uma grande diversidade estrutural de
flavondides se da pelas modificagbes que tais compostos podem sofrer, como:
hidroxilagdo, metilagédo, acilagdo, glicosilagao, entre outras (LOPES et al., 2000). Os
flavondides séo frequentemente hidroxilados nas posigbées 3, 5, 7, 3’, 4 e 5. Alguns
desses grupos hidroxilas sdo frequentemente metilados, acetilados ou sulfatados. As
ligacbes glicosidicas ocorrem geralmente nas posigdes 3 ou 7, e 0s monossacarideos
comuns sao geralmente a L-ramnose, D-glucose, galactose e arabinose e o
dissacarideo glucoramnose. As prenilagdes geralmente ocorrem diretamente num atomo
de carbono no anel aromatico, mas O-prenilagdes ja foram encontradas (HAVSTEEN,
2002). Os flavondides sao facilmente oxidados no anel B, o que leva a abertura do

mesmo no nivel do atomo de oxigénio.
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Classe Estrutura geral Flavonoide Substituicéo
Flavanol 4. (+) - catequina 3,5,7,3,4- OH
7 ’ (-) - epicatequina 3,5,7,3,4- OH
§ oH galato epigalocatequina 3,5,7,3',4',5’-OH,3-ga|ato
Flavona 4. crisina 5,7-OH
7 Z ‘ apigenina 5,7,4-OH
5] rutina 5,7,3',4’,-OH,3 rutinose
luteolina 5,7,3,4',-OH
Flavonol canferol 3,5,7,4',-OH
quercetina 3,5,7,3,4',-OH
miricetina 3,5,7,3.4,5,-OH
tamarixetina 3,5,7,3',-OH,4’-OMe
Flavanona naringina 5,4’-OH,7-ramnoglicose
naringenina 5,7,4-OH
taxifolin 3,5,7,3,4-OH
Isoflavona genistina 5,4’-OH, 7-glicose
genisteina 5,7,4-OH
daidzina 4’-OH, 7-glicose
daidzeina 7,4-OH
Antocianidina s apigenidina 5,7,4’-OH
7 S @ cianidina 3,5,7,4-0OH,3,5,0Me
C

Fonte: HEIM (2002)
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2.1.3.2 Acidos fenélicos

Os acidos fendlicos sédo divididos em trés grupos. O primeiro € composto pelos
acidos benzoicos, que possuem sete atomos de carbono (C6-C1) e, sdo os acidos
fendlicos mais simples encontrados na natureza. As formulas gerais, bem como
denominagbes estdo apresentadas na Figura 6. O segundo é formado pelos acidos
cindmicos, que possuem nove atomos de carbono (C6-C3), sendo sete os mais
comumente encontrados no reino vegetal (Figura 7). As cumarinas sao derivadas do
acido cinamico por ciclizagdo da cadeia lateral do acido o-cumarico (Figura 8)
(SOARES, 2002).

Ry Ry

Rs COOH

Ry
Ry = OH (Acido Salicilico); Ry = Ry = OH (Acido Gentisico); Rs = OH (Acido p-
hidroxibenzdico); Rz = Rz = OH (Acido Protocatequinico); R, = OCHs; Rs = OH (Acido
Vanilico); R, = R3 = R4 = OH (Acido Galico); R, = R4 = OCH3; Rz = OH (Acido Siringico)

Figura 6 - Estrutura quimica dos principais acidos benzdicos
Fonte: SOARES (2002).

Ry R1

Rs CH = CH = COOH

Ry

R1 =R2 = R3 = R4 = H (Acido cinamico); R1 = OH (Acido o-cumarico); R2 = OH (Acido
m-cumarico); R3 = OH (Acido p-cumarico); R2 = R3 = OH (Acido Caféico); R2 = OCHS3;
R3 = OH (Acido Ferulico); R2 = R4 = OCHS3; R3 = OH (Acido Sinapico)

Figura 7 - Estrutura quimica dos principas acidos cinamicos
Fonte: SOARES (2002).
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OH

CH=CH=COOCH

Acido o-cumarico

Cumarina

Figura 8 - Estrutura quimica das cumarinas
Fonte: SOARES (2002).

Os acidos p-cumarico, ferulico, caféico e sinaptico sdo os acidos cinamicos mais
comuns na natureza. Estes acidos sao encontrados nas plantas, usualmente na forma
de ésteres, a exemplo do acido clorogénico, éster do acido quinico, cuja molécula &
constituida pelo acido quinico (alcool-acido-ciclico) esterificado ao acido caféico. Alguns
ésteres do acido caféico sao alergénicos e, responsaveis pela ocorréncia de dermatites
em individuos sensiveis. Também s&o encontrados na forma de glicosideos ou ligados a
proteinas e a outros polimeros da parede celular e, raramente, como acidos livres
(BELITZ;, GROSCH, 1987; HARBORNE, 1973). Os fenodis acidos encontram-se
distribuidos na casca e na polpa da uva e, seus teores diminuem com o
amadurecimento e também durante a fermentacdo do vinho (MACHEIX, SAPIS e
FLEURIET, 1991).

No grupo dos acidos benzdicos, compostos que possuem grupo carboxilico ligado
ao anel aromatico, destacam-se os acidos protocatecuico, vanilico, siringico, gentisico,
salicilico, elagico e galico. Esses dois grupos de acidos fendlicos possuem atividade
antioxidante (HARBORNE, 1973). Embora outras caracteristicas também contribuam
para a atividade antioxidante dos acidos fendlicos e seus ésteres, esta é, geralmente,
determinada pelo numero de hidroxilas presentes na molécula e também com a
proximidade do grupo -CO2;H com o grupo fenil. Quanto mais proximo esse grupo estiver

do grupo fenil maior sera a capacidade antioxidante do grupo hidroxila na posicado meta.
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Em geral, a atividade antioxidante dos derivados dos acidos hidroxicinamicos €&
maior do que a dos acidos hidroxibenzdicos. A presenca do grupo —CH=CH-COOH na
estrutura do acido cindmico aumenta sua capacidade de estabilizar radicais livres.
Provavelmente, ha conjugacdo da dupla ligacdo do grupo —CH=CH-COOH com as
duplas do anel. Deve-se destacar que o acido galico apresenta atividade antioxidante
maior do que a catequina (flavondide), que conta com cinco grupos hidroxilas em sua
estrutura (RICE-EVANS et al., 1996).

2.1.4 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo estd associado com um disturbio no balango pro-
oxidante/antioxidante em favor do pré-oxidante. A ocorréncia de espécies reativas de
oxigénio, conhecidas como pré-oxidantes, € um atributo da vida aerébica normal. A
existéncia e desenvolvimento de células em ambiente contendo oxigénio poderia nao
ser possivel sem a presengca de sistemas de defesa que incluem enzimas e
antioxidantes nao enzimaticos. A vida aerdbica é caracterizada por uma formacao
constante de pro-oxidantes sendo seu consumo balanceado por antioxidantes (SIES,
1991).

2.1.4.1 Espécies reativas de oxigénio (ERO)

Espécies reativas de oxigénio (ERO) sado produzidas naturalmente em nosso
organismo por meio de processos metabdlicos oxidativos, e muitas vezes, sdo de
extrema utilidade, como nas situagdes em que ha necessidade de ativacdo do sistema
imunoldgico (como exemplo, os macrofagos utilizam o peroxido de hidrogénio para
destruir bactérias e outros elementos estranhos); na desintoxicagdo de drogas; e na

producéao do fator relaxante derivado do endotélio, o 6xido nitrico, extremamente
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importante nos processos que desencadeiam o relaxamento dos vasos sanguineos
(HALLIWELL, 2000).

Conforme Halliwell (2000), o oxigénio (O2) que respiramos € metabolizado em nosso
organismo da seguinte maneira: aproximadamente 85 a 90% sao utilizados pela
mitocéndria, através da cadeia de transporte de elétrons, e os 10 a 15% restantes sao
utilizados por diversas enzimas oxidases e oxigenases e também por reagdes quimicas
de oxidacao direta. Na parte terminal da cadeia de transporte de elétrons, a enzima
citocromo oxidase (equagao 1) remove um elétron de cada uma das quatro moléculas
reduzidas de citocromo c, oxidando-as, e adiciona os quatro elétrons ao O, para formar
agua (em torno de 95 a 98% dos 85 a 90% citados acima). Os 2 a 5% restantes sao

reduzidos univalentemente em metabdlitos denominados espécies reativas de oxigénio.

O, +4e +4H" —> 2 H,0 + energia (1)

2.1.4.2 Formacdao das espécies reativas de oxigénio

Em razdo da sua configuracdo eletronica, o oxigénio tem uma forte tendéncia a
receber um elétron de cada vez. Desta forma, a conversdo univalente do oxigénio a
agua processa-se da seguinte maneira:

(a) A adicao de um elétron a uma molécula de oxigénio no estado fundamental
gera o radical superoxido (O2+-) (equagao 2) (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

O2+e- —>  Ope- (2)

(b) O superoxido ao receber mais um elétron e dois ions hidrogénio forma o
peroxido de hidrogénio (H,O;), por meio do processo chamado dismutacao
(ABDOLLAHI et al., 2004). Essa reacao € catalisada pela enzima superéxido dismutase
(SOD), que é encontrada em quantidades elevadas nas células dos mamiferos e que
acelera a reagao em até 104 vezes, em pH fisioldgico (equagéao 3).

2 0p-+2H+ 9B H,0, (3)
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(c) Quando o H;O; recebe mais um elétron e um ion hidrogénio, € formado o
radical hidroxil (OH+), que é o mais reativo dos intermediarios, pois pode reagir e alterar
qualquer estrutura celular que esteja préxima e assim influenciar enzimas, membranas
ou acidos nucléicos (SIES, 1991). O radical hidroxil pode ser formado quando o H,O
reage com ions ferro ou cobre (equagao 4). A reagdo € conhecida como Reacao de
Fenton.

Fe*/Cu* + H,0, ——>  OHs + OH + Fe3+/Cu’+ (4)

Os ions de metais de transicdo também podem catalisar a reacdo entre o
perdxido de hidrogénio (H202) e superdxido (Oz¢), levando a produgao do radical hidroxil
(equagao 5), num processo conhecido como Reagcdao de Haber-Weiss (SCHNEIDER,
2004).

H20z + O 4 OH+ + OH- + O; (5)

Os radicais superoxido e hidroxil tém elétrons desemparelhados em sua o6rbita
mais externa e sao, portanto, chamados de radicais livres (RL). O peroxido de
hidrogénio ndo é um radical livre; no entanto, representa um metabdlito de oxigénio
parcialmente reduzido. Outras espécies reativas de interesse sdo o oxigénio singlete,
que sao formas de oxigénio spin-alteradas. Esses metabdlitos derivados do oxigénio,
considerados em conjunto, sdo denominados espécies reativas de oxigénio (ERO), em
fungdo da sua aumentada reatividade para as biomoléculas, e em geral alteram o
tamanho e a forma dos compostos com os quais eles interagem. Além disso, o radical
superoxido pode reagir diretamente com o 6xido nitrico (NO), um radical livre centrado
no nitrogénio, gerando peroxinitrito. Este pode levar a formagdo de um oxidante com
caracteristicas do radical hidroxil (equagao 6) (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

02+ +NO — ONOO- — ONOO-+H+ —> OH- (6)

Cada ERO tem suas préprias caracteristicas, mostrando diferentes reatividades e
tempos de meia-vida. O oxigénio singlete ('O,) e o perdxido de hidrogénio (H202), ndo

séo radicais e seu tempo de meia-vida € diferente. O radical hidroxil (OH’) é o mais
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reativo e possui 0 menor tempo de vida. O radical peroxil (LOO) possui 0 maior tempo
de vida, e aqueles radicais que podem ser formados de acidos graxos poliinsaturados,
capazes de difundir-se do seu sitio de geracdo, a menos que, desativados por
antioxidantes (LEE, K.; LEE, H, 2006; SIES, 1991; HALLIWELL, 2000).

Estes radicais irdo causar alteragcbes nas células, agindo diretamente sobre
alguns componentes celulares (Figura 9). Os acidos graxos poliinsaturados das
membranas, por exemplo, sdo muito vulneraveis ao ataque de radicais livres. Estas
moléculas desencadeiam reacdes de oxidagdo nos acidos graxos da membrana
lipoprotéica, denominadas de peroxidagéo lipidica, que afetardo a integridade estrutural
e funcional da membrana celular, alterando sua fluidez e permeabilidade. Além disso, os
produtos da oxidacdo dos lipidios da membrana podem causar alteracbes em certas
fungdes celulares (RICE-EVANS; BURDON, 1993). Os radicais livres podem provocar
também modificagdes nas proteinas celulares, resultando em sua fragmentagao, cross
linking, agregacéao e, em certos casos, ativagdo ou inativacdo de certas enzimas devido
a reacgao dos radicais livres com aminoacidos constituintes da cadeia polipeptidica. A
reagao de radicais livres com acidos nucléicos também foi observada, gerando mudanca
em moléculas de DNA e acarretando certas aberracées cromossOmicas. Além destes
efeitos indiretos, ha a acao toxica resultante de altas concentracdes dos ions superéxido
e peréxido de hidrogénio na célula (HALLIWELL et al., 1995).
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Figura 9 - Formacgdo de radicais livres (RL) (espécie reativa de oxigénio) e mecanismos de defesa
antioxidantes em sistemas bioldgicos
Fonte: Sistema Nervoso (2007).

2.1.4.3 Patogenia das espécies reativas de oxigénio (ERO)

Ha muitas evidéncias de influencias das ERO sobre doengas degenerativas,
como a catarata, enfisema, artrite, doenca de Parkinson, diabetes, mutacdo, cancer e
envelhecimento (Figura 10). As formas como ocorrem estas doencas podem ser assim
classificadas: 1) estresse oxidativo mitocondrial, quando ocorre desequilibrio do estado
redox sistémico e uma depuracéo prejudicada de glicose, sugerindo que a mitocéndria
do musculo esquelético seja o principal sitio de geracdo de ERO; 2) condi¢cao oxidativa
inflamatdria, quando ha uma estimulagdo excessiva da atividade da NADPH oxidase por
citoquinas e outros agentes (SIES, 1991).

A vida aerobica consiste em uma constante producado destes radicais livres, a

qual é contrabalanceada por uma produgao equivalente de mecanismos antioxidantes
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visando neutralizar seus efeitos deletérios. Quando esta neutralizagcdo ndo é possivel
devido a uma sobrecarga do mecanismo antioxidante, diz-se que ha uma situacédo de
estresse oxidativo, levando a geragao de diversos danos aos sistemas biologicos. Frente
ao estresse oxidativo ocorrem os seguintes processos: 1) adaptagao, por aumento da
resposta antioxidante; 2) dano tecidual por agressdo a lipideos, carboidratos e

proteinas; 3) morte celular por necrose ou apoptose.
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- Hipertrofia - Parkinson
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- Maléria

Figura 10 - Doengas associadas com espécies reativas de oxigénio (ERO)
Fonte: RENZ (2003).

2.1.5 Antioxidantes

A eliminagdo das espécies reativas de oxigénio € um dos pré-requisitos da vida
aerobia e, muitos sistemas de defesa antioxidante de prevencdo e reparo estao

envolvidos. Estes sistemas consistem em sequestradores ndao enzimatios, conhecidos
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como antioxidantes, bem como sistemas enzimaticos que incluem a superdxido
desmutase e hidroperoxidases, como a peroxidase glutationa, catalase e outras
importantes peroxidases hemoproteicas (SIES, 1991).

O termo antioxidante possui algumas definicbes, mas uma largamente utilizada
cobre todos os substratos oxidaveis como, lipideos, proteinas, DNA e carboidratos e foi
sugerida por Halliwell e Guteridge (1990), da seguinte forma: "Um antioxidante pode ser
definido como uma substancia que diminui ou previne significativamente a oxidagao de
outra substancia, sempre que presente em menor concentragdo comparada a
substancia oxidavel de interesse”. Outra definicdo € o de antioxidantes em alimentos,
como uma substancia que em pequena quantidade €& capaz de prevenir ou retardar
grandemente a oxidagdo de materiais facilmente oxidaveis como as gorduras (BECKER,;
NISSEN; SKIBSTED; 2004).

Estas definigbes gerais nao limitam a atividade antioxidante a um grupo
especifico de compostos quimicos € nem se referem a um mecanismo particular de
acao. Para a situacao in vivo, o conceito de antioxidante é amplo, incluindo enzimas
antioxidantes, ligacbes de ferro e proteinas transportadoras e outros compostos que
afetam o sinal de transdugdo e expressao génica. Para alimentos e bebidas,
antioxidantes podem ser relacionados a protegao da oxidagao de substratos especificos
ou a formacéao de produtos de oxidagao especificos, e valores podem ser definidos para
diferentes produtos. De um ponto de vista termodinamico, a acdo antioxidante depende
de parametros bem definidos, como as ligagbes de energia e potenciais de redugao
padrao, e, desta forma é possivel deduzir se um dado radical pode ser sequestrado por
um antioxidante especifico ou ndo (BECKER; NISSEN; SKIBSTED; 2004).

Os antioxidantes sdo capazes de inibir a oxidacdo de diversos substratos, de
moléculas simples a polimeros e biossistemas complexos, por meio de dois
mecanismos: o primeiro envolve a inibicdo da formacdo de radicais livres que
possibilitam a etapa de iniciagdo; o segundo abrange a eliminagdo de radicais
importantes na etapa de propagagao, como alcoxila e peroxila, através da doagao de
atomos de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo a reagédo em cadeia (NAMIKI,
1990).
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Ha ainda diferencas entre os trés principais mecanismos que podem suprimir a
formacao de radicais livres: antioxidantes, sequestrantes de radicais livres e quelantes.
Antioxidantes e sequestrantes de radicais livres sdo usualmente considerados
sinbnimos, embora nem sempre o sejam. Por exemplo, etanol € um sequestrante de
radicais hidroxil, mas nunca foi considerado um antioxidante. Antioxidante é o termo
mais antigo, que no inicio foi aplicado para a descricdo de inibidores de processos
oxidativos, os quais eram capazes de reagir com radical peroxil. Agora, este termo é
aplicado a todos os inibidores de radicais livres. Em adi¢do aos antioxidantes diretos, ha
dois outros grupos importantes de inibidores de radicais livres: enzimas antioxidantes e
0s compostos que possuem propriedades antioxidantes indiretas (DENISOV; AFANAS,
2005).

Inibidores de radicais livres suprimem a formagao do radical, reagindo com os
mesmos e formando novos radicais inativos (Figura 11) ou quelando cataliticamente

metais de transicao ativos e formando complexos inativos (Figura 12):

OH (0N
OH OH
R* RH
K—/>
Fl—-OH FI-O
(O O
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Figura 11 - Esquema de sequestro de ERO (R) por flavonadides (Fl)
Fonte: PIETTA (2000)
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Figura 12 - Sitios de ligagdo de metais em flavondides
Fonte: PIETTA (2000).

2.1.5.1 Atividade antioxidante de flavondides

Flavondides sao fendlicos, e desta forma, sua atividade antioxidante depende da
reatividade dos substituintes hidroxil em reacdes de abstracdo do atomo de hidrogénio.
As reagbes mais importantes e mais estudadas sao as reagdes com radicais peroxil (7),
hidroxil (8) e superoxido (9) (Denisov; Atanas, 2005). Devido a seus baixos potenciais de
redugao (0,23< E <0,75 V), os flavondides sao termodinamicamente capazes de reduzir
radicais livres com potenciais de reducao entre 2,13 — 1,0 V, como o superoxido, peroxil
e hidroxil, pela doagdo de um atomo de hidrogénio (PIETTA, 2000).

ROO + FIOH —> ROOH + FIO (7)

HO + FIOH ——» H)O + FIO (8)

+ HZOZ

9)

Radicais hidroxil reagem com flavonéides com uma taxa de aproximadamente 10°

mol™'s™, enquanto a taxa contante para os radicais menos reativos peroxil &€ usualmente
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de (0,1-1) x 10" mol™'s™. Ja os radicais superoxidos reagem com flavondides a uma taxa
de (0,1-5) x 10* mol's™. Esta reacdo é de grande importancia porque a capacidade dos
flavondides de sequestrar superoxidos os torna importantes agentes farmacéuticos para
o tratamento de doencas associadas com a super producdo de radicais livres. O
mecanismo mais provavel para esta reacdo € a abstragdo combinada de um préton e
um atomo de hidrogénio de o-hidroxil da molécula de flavondide (Equagdo 9). Esta
habilidade de sequestrar radicais superoxidos € o principal mecanismo da protecédo de
flavondides contra danos celulares mediados por radicais livres (DENISOV; ATANAS,
2005).

Muitos estudos tém sido realizados para estabelecer a relagcédo entre a estrutura
de flavondides e sua atividade de sequestro de radical. Segundo Bors et al. (1999), os
principais determinantes para a capacidade de sequestro de radical sdo 1) a presencga
de um grupo catecol no anel B, o qual possui a as melhores propriedades de doagéo de
elétrons e a oxidagdo do flavondide ocorre no anel B quando o grupo catecol esta
presente e 2) uma dupla ligagdo na posi¢cao 2,3 conjugada com um grupo 4-oxo, o qual
é responsavel pelo deslocamento do elétron do anel B (Figura 13).

A presenga de um grupo 3-hidroxil no anel heterociclico também aumenta a
atividade de sequestro de radical, enquanto grupos adicionais hidroxil ou metoxil nas
posicoes 3,5 e 7 dos anéis A e C parecem ser menos importantes. Estas caracteristicas
estruturais contribuem para aumentar a estabilidade do radical aroxil. Assim os flavonols
e flavonas, contendo o grupo catecol no anel B, sdo mais ativos. Entretanto, a presenga
do grupo 3-hidroxil nos flavonols os torna mais potentes que as correspondentes
flavonas. A glicosilacdo deste grupo, como a rutina, reduz grandemente a capacidade
de sequestro de radical. Flavanol e flavanonas, devido a perda da conjugagao provida

pela dupla ligagao 2,3 com o grupo 4-oxo, séo fracos antioxidantes (PIETTA, 2000).
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Figura 13 - Estrutura do flavonol quercetina mostrando caracteristicas importantes na definicao de
potencial antioxidante classico dos flavondides. A caracteristica mais importante é a
presence do grupo catecol ou dihidroxil no ane B (marcado em amarelo). Outra importante
caracteristica inclui a presenga da insaturagdo no anel C (marcado em vermelho) e a
presenga da fung&o 4-oxo no anel C (marcado em verde). O grupo catecol e outras funcdes
podem também explicar a habilidade dos flavonides em quelar metais de transigdo como
cobre e ferro (marcado em azul)

Fonte: WILLIAMS; SPENCER; RICE-EVANS (2004).

Antocianidinas e seus glicosideos (antocianinas) possuem atividade comparada a
quercetina e galato de catequina, pela presenca do grupo catecol no anel B (como a
cianidina). A remogao do grupo 3-hidroxil do anel B, reduz a capacidade antioxidante no
mesmo nivel do canferol (que difere da quercetina porque tem somente um grupo
hidroxil no anel B). Estes dados confirmam que a estrutura catecol no anel B é o
principal determinante para a capacidade de sequestro de radical dos flavondides.

No caso das isoflavonas, a localizagdo do anel B na posicdo 3 do anel
heterociclico afeta grandemente a capacidade de sequestro. Assim, a genisteina € duas
vezes mais potente do que a relativa flavona apigenina. O grupo 4’-hidroxi € necessario
para a atividade de sequestro, e a metilacdo, como em biochanin A, diminui a poténcia.
A estrutura 5,7-diidroxi no anel A é também importante, como € evidenciado quando se
compara os pares genisteina/daidzeina e biochanin A/formononetin. Como nas outras
classes de flavonoides, a glicosilagdo influencia de forma negativa a capacidade de

sequestro de radical.



48

2.1.5.2 Atividade antioxidante de acidos fenélicos

Marinova e Yanishlieva, (1992) realizaram um estudo com o objetivo de elucidar
as diferengas de potencial antioxidante existentes entre os acidos fendlicos. Neste
trabalho foi realizada comparacao quantitativa do comportamento cinético da inibicdo da
oxidacdo de acidos benzodicos (acidos p-hidroxibenzdico, vanilico, siringico, e 3,4-
dihidroxibenzoico) e cindmicos (acidos p-cumarico, ferulico, sinapico e caféico). Pode-se
concluir que, no caso dos acidos benzdicos, a hidroxila presente na molécula do acido p-
hidroxibenzdico ndo confere a este nenhuma propriedade antioxidante. Ja a metoxila
presente com a hidroxila no acido vanilico confere a ele uma pequena atividade
antioxidante. No caso do acido siringico, o qual possui dois grupamentos de metoxila, a
acao é ainda maior. Com referéncia aos acidos cindmicos, a presenca de uma metoxila
adjacente a hidroxila, como ocorre no acido ferulico, aumenta o periodo de indugao da
oxidacdo duas vezes em relagado ao controle. Este decurso de tempo € ainda maior com
a presenca de duas metoxilas, como ocorre no acido sinapico. Entretanto, o maior
potencial antioxidante foi encontrado quando ha duas hidroxilas nas posicboes 3 e 4,
estrutura apresentada pelos acidos caféico e 3,4-dihidroxibenzdico. Portanto, a atividade
antioxidante dos compostos estudados por estes autores possuem a seguinte ordem:
acido caféico > 3,4-dihidroxibenzéico > sinapico > siringico > ferulico > p-cumarico >
vanilico.

Em estudos cinéticos mais recentes, utilizando-se trigliceridios e metil ésteres de
oleo de girassol, foi verificado que os acidos fendlicos participam mais efetivamente na
fase de iniciacdo da oxidacéo e os acidos ferulico, caféico e sinapico atuam também nas
reacoes de propagacdo. Isso leva ao melhor esclarecimento da acédo destes
antioxidantes no processo oxidativo (YANISHLIEVA; MARINOVA, 1995).

2.1.5.3 Avaliacao da atividade antioxidante
Os meétodos para a avaliagdo da agao antioxidante devem ser baseados na

identificacdo de diferentes mecanismos antioxidativos sob condicbes variaveis;

refletindo as propriedades multifuncionais dos antioxidantes em ambos processos
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oxidativos fisiolégicos e relacionados a alimentos. Resultados conflitantes podem ser
obtidos quando se mede atividade antioxidante por diferentes métodos, e podem ser
relacionados a alguns fatores: a) a estrutura fisica do sistema teste, b) a natureza do
substrato para oxidacéo, c) a presenca de componentes que possuam interagao, d) o
modo de iniciar a oxidagado, e) o método analitico para medir a oxidacdo (FRANKEL,;
MEYER, 2000).

A influéncia de alguns fatores tem sido elucidada em sistemas modelo simples,
mas o efeito em sistemas heterogéneos complexos como um alimento ou o corpo
humano nao é simples de se estimar e, desta forma, ha a necessidade de se padronizar
protocolos para avaliar os efeitos antioxidantes (FRANKEL; MEYER, 2000). Quatro
passos foram propostos para a aplicagdo de antioxidantes em alimentos e podem ser
posteriormente acrescidos para a avaliagao dos beneficios a saude. O primeiro passo (l)
sugerido € a quantificacdo e identificagcdo de compostos fendlicos no produto. O passo
dois (Il) tem o objetivo de quantificar a atividade de sequestro do radical de diferentes
antioxidantes, usando mais que um método e considerando o efeito do solvente no
mecanismo antioxidante. O proximo passo (lll) € a avaliagdo da habilidade do
antioxidante em inibir ou retardar a oxidagéao lipidica. O ultimo passo (IV) depende do
objetivo do estudo e é subdividido em IV (a) e IV (b). O passo IV (a) é sugerido para
aplicagao em alimentos, onde experimentos de estocagem s&o imperativos, enquanto o
passo IV (b) € necessario para avaliagao dos efeitos antioxidantes da dieta no corpo
humano, onde estudos de intervengao sao necessarios (BECKER; NISSEN; SKIBSTED,
2004).

2.1.6 Métodos de Medida da atividade antioxidante in vitro.

2.1.6.1 Método indireto - sequestro de radical

A atividade antioxidante de um composto depende de qual radical livre ou
oxidante é utilizado no método, e uma diferenca nessa atividade antioxidante é,
portanto, esperada quando analises séo realizadas usando-se diferentes métodos. O

meétodo de sequestro de radical opera pela medida direta da doag&o do atomo de
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hidrogénio ou transferéncia de elétron de um antioxidante em potencial a moléculas do
radical livre em sistemas “livres de lipideos”. Entretanto, esses métodos necessitam de
substratos de oxidacao, e nao refletem a situacao in vivo ou a peroxidacdo em alimentos
(BECKER; NISSEN; SKIBSTED, 2004; ARNAO; CANO; ACOSTA, 2000).

Os métodos mais comumente utilizados por serem faceis, rapidos e sensiveis sdo
aqueles envolvendo compostos cromogénicos de um radical natural que simula as
espécies reativas de oxigénio (ERO). A presengca do antioxidante leva ao
desaparecimento desses radicais cromogénicos. Dois radicais muito utilizados para
medir a atividade antioxidante sdo o ABTS® (2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) e o DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil). Ambos apresentam uma excelente
estabilidade em certas condi¢des, mas também apresentam importantes diferencas em
suas respostas antioxidantes e em sua manipulagdo (ARNAO, 2000; BRAND-
WILLIANS; CUVELIER; BERSET, 1995)

DPPH é um radical livre que é adquirido diretamente sem preparagao (pronto
para dissolver), enquanto ABTS" deve ser gerado por reagdes enzimatica ou quimica.
Outra importante diferenca é que o ABTS" pode ser solubilizado em meio aquoso e
organico, enquanto DPPH pode ser dissolvido somente em meio organico
(especialmente em meio alcodlico) (BLOIS, 1958; MILLER; RICE-EVANS, 1997,
ARNAO; CANO; ACOSTA, 2001). O radical cromogénico ABTS® apresenta trés
comprimentos de onda onde sua absorgao € maxima em meio aquoso (414 nm, 752 nm
e 842 nm) e outros trés em meio etandlico (414 nm, 730 nm e 873 nm). DPPH é um
radical muito estavel que apresenta um pico de absorg¢do a 515 nm (ARNAO, 2000). O
radical ABTS" reage com qualquer composto aromatico hidroxilado, independentemente
do seu real potencial antioxidante, podendo reagir com grupos-OH que nao contribuem
com a atividade antioxidante. Ao contrario, DPPH n&o reage com flavondides que nao
apresentem grupos — OH no anel B, bem como, com acidos aromaticos contendo um
unico grupo —OH (ROGINSKI; LISSI, 2005).

Pode-se verificar pela estrutura do DPPH (Figura 14), que o composto pode
aceitar um elétron ou radical hidrogénio para se tornar uma molécula estavel, que

apenas raramente pode ser oxidada irreversivelmente (BLOIS, 1958). O radical livre
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DPPHe é um cromoéforo extremamente estavel que apresenta um pico de absorcéo
comprimento de onda de 515 nm em meio metandlico e sua solugdo possui uma
coloragao violeta intensa (ARNAO, 2000; BLOIS, 1958). Conforme o DPPH vai sendo
reduzido por um antioxidante, seu elétron se torna emparelhado e a absortividade
desaparece (BRAND-WILLIANS; CUVELIER; BERSET, 1995).

Figura 14 - Reagéo do radical livre DPPH com uma molécula antioxidante

2.1.6.2 Método direto - Habilidade em inibir a oxidagdo de lipideos em sistemas

modelo

Em sistemas lipofilicos as taxas de reagdes de sequestro podem ser influenciadas
pelo coeficiente de particido dos compostos fendlicos entre as fases aquosa e lipidica, e
dessa forma, reduzir a reacdo dos fendlicos polares com o radical ndo-polar LOO
(RICE-EVANS; NICHOLAS; PAGANGA, 1996). A habilidade em quelar metais e de
reagir com o radical a-tocoferol, regenerando-o, sdo mecanismo possiveis que tornam
os flavondides capazes de aumentar a estabilidade dos acidos graxos (RICE-EVANS;
NICHOLAS; PAGANGA, 1996; SHAHIDI; JANITHA; WANASUNDARA, 1992).

A avaliacdo de antioxidantes em sistemas modelo deve ser baseada nas
mudancas de concentracdo dos compostos que estdo sendo oxidados, na deplecdo do
oxigénio ou na formacao de produtos de oxidagdo. Alguns métodos como o TBARS e
Rancimat podem ser citados (BECKER; NISSEN; SKIBSTED, 2004;), apesar de ambos

apresentarem algumas limitagdes.
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A protecéo relativa proporcionada por diferentes antioxidantes depende do tipo de
substrato, por exemplo, fosfolipideos, triacilglicerdis ou acidos graxos livres, o grau de
insaturacao dos acidos graxos bem como a estrutura do substrato oxidavel (FRANKEL,;
MEYER, 2000). Em sistemas multifases, a eficiéncia do antioxidante € grandemente
afetada pelas propriedades de solubilidade, que determinam a distribuicdo dos
compostos nas diferentes fases, incluindo a localizagdo e orientacdo. Esta dependéncia
foi observada primeiramente por Porter (1993), que descobriu que antioxidantes soluveis
em agua tendem a ser mais ativos do que antioxidantes soluveis em lipideos quando
testados em dleo puro. Ao contrario, antioxidantes soluveis em lipideos tendem a
apresentar uma maior prote¢do para uma emulsdo 6leo em agua do que oOs
antioxidantes soluveis em agua. Este fenbmeno pode ser chamado de “paradoxo polar’
e € baseado na suposi¢cao de que o inicio da oxidacdo de lipideos esta localizada na
interface do sistema. Desta forma, a oxidacdo do 6leo puro, ocorre na interface ar/éleo,
onde os antioxidantes hidrofilicos estdo concentrados, enquanto a oxidacdo de
emulsdes esta localizada na interface agua/éleo onde os antioxidantes lipofilicos estao
localizados (Figura 15) (HUANG, 1996). Lipoproteinas de baixa densidade (LDL) ou
lipossomos sdo frequentemente utilizados como substrato para medir a atividade

antioxidante na nutricdo humana.

Oleo Emuls&o 6leo-em-agua

Hidrofiicos ® > Lipofilicos ® Lipofilicos ® > Hidrofilicos @

Interface Gleo-ar muito diluidos na interface dleo-agua  muito diluidos na
devido a insolubilidade fase 0leo devido a atividade ~ fase agua
Mais protetores de superficie

Mais protetores

Figura 15 - Distribuigéo interfacial de antoxidantes lipofilicos e hidrofilicos em 6leo comparado a emulsdes
6leo em agua
Fonte: FRANKEL (2000).
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A particdo de antioxidantes entre as fases 6leo e agua ocorre em diferentes
extensbdes, de acordo com a polaridade e estrutura quimica. O conhecimento da particao
e efetiva atividade antioxidante de compostos fendlicos naturais, em sistemas

heterofasicos, sao limitados e governados pela estrutura quimica destas substéancias.
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2.2 Material e Métodos

2.2.1 Coleta das amostras

As amostras de propolis foram obtidas de coletores colocados nas caixas de
abelhas Apis mellifera, em margo de 2005, em um apiario localizado na cidade de

Marechal Deodoro, Estado de Alagoas.

2.2.2 Tratamento das amostras de propolis bruta

A amostra de propolis bruta foi limpa retirando-se a poeira, pedacos de madeira,
abelhas mortas, tragcas e qualquer outro tipo de material estranho. Em seguida, foi
triturada mediante a adigdo de nitrogénio liquido, homogeneizada, pesada e

armazenada a -18°C.

2.2.3 Preparo do extrato etandlico da propolis (EEP) para o fracionamento

cromatografico

Para o preparo do extrato etandlico de prépolis (EEP) foram pesados 100 gramas
de proépolis triturada, obtidos conforme o item 2.2.2, e transferido para frasco de vidro
contendo 450 mL de etanol P.A (80%). A extracao foi a feita a 70°C, em banho de agua
termostatizado, por 30 minutos, sob agitagdo constante. Em seguida foi realizada uma
filtracdo e o sobrenadante, denominado Extrato Etandlico de Proépolis (EEP), transferido
para um frasco de vidro com tampa de rosca. O EEP obtido foi utilizado no

fracionamento cromatografico da propolis.

2.2.4 Fracionamento cromatografico da propolis

O EEP teve primeiramente os seus componentes fracionados pela técnica de
extracao liquido-liquido. A particdo em série em funil de separagao foi realizada com
cada um dos solventes: hexano e cloroférmio. As fragdes hexanica (fr-Hex) e

cloroférmica (fr-Clo) obtidas foram concentradas em rotaevaporador, a 60°C. Para a
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realizacdo do fracionamento em coluna aberta, 8 gramas da fr-Clo concentrada foram
redissolvidos em 15 mL de cloroférmio e, em seguida misturados com 10 gramas de
silica gel (G60 Merck 70 — 230 mesh; tamanho de particula 0,063 — 0,02 mm). Apds a
completa evaporagao do solvente, a fr-Clo foi cromatografada em uma coluna (60 x 4
cm) empacotada com silica gel e eluida com sistemas de solventes com um aumento
crescente de polaridade: cloroférmio, cloroférmio: acetato de etila (8:2), cloroférmio:
acetato de etila (5:5), cloroférmio: acetato de etila (2:8), acetato de etila, acetato de
etila:etanol 80% (8:2); acetato de etila:etanol 80% (5:5); acetato de etila:etanol (2:8);
etanol 80%, obtendo-se um total de 15 subfragdes. A coleta das fragdes foi monitorada
com uma lampada de ultravioleta a 366 nm. Apds isto, foi feita a remogédo dos
respectivos solventes por meio de rotaevaporador, a 60 °C, para posterior analise da

atividade antioxidante e analise por cromatografia liquida.

2.2.5 Analises fisico-quimicas do EEP, fracdes e subfracdes

2.2.5.1 Espectrofotometria na regido ultravioleta-visivel

A determinagao do espectro de absorgao foi realizada segundo o método descrito
por e Park et al. (2000); Ikegaki (2001) e Alencar et al. (2005). Aliquotas do EEP, fr-Hex,
fr-Clo e subfragbes, na concentracado de 90 ppm, tiveram seus espectros de absorgcéo na
regiao UV-visivel determinados na faixa de comprimento de onda de 200 a 600 nm, em

um espectrofotometro UV Mini 1240 (Shimadzu Co.).

2.2.5.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As analises de cromatografia em camada delgada foram realizadas em
cromatofolhas de silica gel 60 Fys4 (Merck Co.). Uma aliquota de 40 pL do EEP, fr-Hex,
fr-Clo e subfragdes na concentragcao de 2000 ppm foi aplicada na placa. O e o tempo de
desenvolvimento dos cromatogramas foi de aproximadamente 30 minutos, utilizando-se
o sistema acetato de etila: cloroférmio (30:70, v/v), como fase mével. As cromatoplacas
foram visualizadas sob luz ultravioleta, no comprimento de onda de 365 nm, antes e

apos a revelagao com anisaldeiso sulfurico com aquecimento a 100°C, por 5 minutos. A



56

visualizacdo do perfil dos compostos com atividade sequestrante de radical livre foi
realizada através do borrifamento de DPPH na concentragdo 0,5 mM em etanol, sob luz

ambiente.

2.2.5.3 — Cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia em fase reversa
(CCDAE-FR)

A cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia do EEP, fr-Hex, fr-Clo e
subfragbes foi realizada de acordo com o método descrito por Park et al. (2000) e
Alencar et al. (2005). Aliquotas de 10 uL na concentragdo de 1% foram aplicadas em
placas RP18 Fzs4 S (Merck Co). O tempo de desenvolvimento dos cromatogramas foi de
aproximadamente 2 horas, utilizando-se um sistema etanol: agua destilada (55:45, v/v),
como fase movel. As cromatoplacas foram visualizadas sob luz ultravioleta, nos
comprimentos de onda de 254 e 365 nm, antes e apds a revelacdo com anisaldeido

sulfurico com aquecimento a 100°C, por 5 minutos.

2.2.5.4 Teor de Polifénois Totais e Flavonodides

O conteudo total de polifendis do EEP, fracbes e subfragdes foi determinado pelo
método colorimétrico de Folin-Ciocalteau (Singleton et al., 1999). Este método envolve a
oxidagcao de fendis por um reagente amarelo heteropoliacido de fosfomolibdato e
fosfotungsténio (reagente de Folin-Ciocalteau), e a medida colorimétrica de um
complexo azul Mo-W que se forma na reagdo em meio alcalino (Singleton & Rossi,
1965). Para a determinagdo de fendlicos totais, uma solugdo do EEP, fracdes e
subfragdes (0,5 mL) foi misturada com 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau diluido 1:10
e 2,0 mL de Na,CO3; 4%. A absorbancia foi medida a 740 nm depois de duas horas de
incubacdo no escuro a temperatura ambiente. O EEP, fracbes e subfragbes foram
avaliadas a concentragao final de 200 ug/mL. Os resultados do teor dos de polifendis
totais foram expressos como equivalentes de acido galico (mg AG/g).

O conteudo total de flavonodides no EEP, fragdes e subfracdes foi determinado

pelo método de Jurd e Geissman (1965), com algumas modificagbes. Foi adicionado a
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0,5 mL de solugéo das subfragdes, 4,3 mL de etanol 80%, 0,1 mL de AI(NO3); e 0,1 mL
de acetato de potassio. Uma série controle foi realizada paralelamente, nesta foi
adicionado etanol em substituicdo ao Al(NO3);. Depois de 40 minutos a temperatura
ambiente, a absorbancia foi medida a 415 nm. As subfragcdes foram avaliadas a
concentracgao final de 2000 ug/mL. A quantidade total de flavondides foi calculada como

equivalentes de quercetina (mg/qg).

2.2.5.5 Cromatografia gasosa com espectrometria de massas (CG-EM)

As analises por CG-EM do EEP e compostos isolados foram realizadas de acordo
com o método modificado descrito por Markham et al. (1996) e citado por Alencar et al.
(2004). Aliquotas de 400 pL (10 mg/ml) de cada extrato alcodlico foram colocados
dentro de "vials" de vidro e adicionados 1 mL de uma solugao etérea de diazometano
(CH2N2) para a metilagdo. As amostras foram mantidas em banho de gelo por 4 horas
para completa reacdao de metilacdo. As amostras metiladas foram injetadas em um
cromatografo gasoso acoplado a um espectrémetro de massas, equipado com uma
coluna capilar CBP5 30 m x 0,25 mm e um detector operando no modo “scanning” (m/z
40-400). A programacgao de temperatura foi 50°C (0,3 min) a 285°C (15 min), com um
incremento de 6°C/min. As amostras (0,6 ul) foram injetadas por um auto-injetor,
utilizando a técnica de injecao splitless. O gas de arraste utilizado foi o hélio (He) com
uma vazado de 1,0 mL/min. Os picos dos cromatogramas foram indentificados pela
comparagcao com os dados da literatura e perfis de massa das bibliotecas do

equipamento (Wiley 138 and Nist 98).

2.2.5.6 — Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR)

As andlises por CLAE em fase reversa das subfracdes foram feitas de acordo
com o método descrito por Alencar (2002) e Park et al. (2004). Quinze microlitros de
cada extrato na concentragdo 1% foram injetados em um cromatografo liquido acoplado
a um detector de arranjo de fotodiodos a 260 nm e uma coluna de fase reversa C18 (250

x 4,6 mm) com tamanho de particula de 5 um. A fase movel utilizada foi agua/acido
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acético (19:1, v/v) (solvente A) e metanol (solvente B), com vazido constante de 1
mL/min. O gradiente iniciou com 40% do solvente B até 60% de B em 45 minutos, 90%
em 60 minutos até 75 minutos, 40% de B em 85 minutos. A coluna foi mantida a uma
temperatura constante de 30 °C e os cromatogramas foram processados utilizando
“software” especifico. Neste trabalho foram investigados os seguintes padrdes
auténticos de flavondides e acidos fendlicos (Extrasynthese Co.): quercetina, canferol,
apigenina, pinocembrina, crisina, acacetina, galangina, canferide, isosacuranetina,
sacuranetina, ramnetina, isorramnetina, rutina, acido galico, acido p-cumarico, acido

cinamico e acido ferulico.

2.2.5.7 Isolamento dos compostos com atividade antioxidante

As fragbes que apresentaram atividade antioxidante foram recromatografadas em
sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) preparativa, utilizando uma
coluna preparativa Shimadzu PREP-ODS (H) (250 x 20 mm), para o isolamento dos
compostos bioativos. A fase movel utilizada foi 5% do solvente A (agua) e 95% do
solvente B (metanol). O gradiente iniciou com 95% do solvente B, 99% de B em 12
minutos até 25 minutos, 95% de solvente B em 26 minutos, com uma vazdo constante
de 6 mL/min. A deteccgéao foi realizada a 260 nm. Os picos dos compostos eluidos foram
recolhidos em um coletor automatico de fragbes (FRC-10A, Shimadzu Co.) acoplado ao

sistema de cromatografia.

2.2.6 Avaliacao da atividade antioxidante do EEP, fracdes e subfragdes

2.2.6.1 Avaliacao da atividade sequestrante de radical DPPH

A medida da atividade sequestrante do radical DPPH foi realizada de acordo com
a metodologia descrita por Brand-willians, Cuvelier e Berset (1995). DPPH (1,1-difenil-2-
picrilidrazil) € um radical livre estavel que aceita um elétron ou um radical hidrogénio
para tornar-se uma molécula diamagnética estavel e desta forma, é reduzido na

presenga de um antioxidante. Para avaliagdo da atividade antioxidante as subfracbes
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foram reagidas com o radical estavel DPPH em uma solugdo de etanol. Na forma de
radical, o DPPH possui uma absorgao caracteristica a 517 nm, a qual desaparece apos
a reducgao pelo hidrogénio arrancado de um composto antioxidante. A mistura de reagao
foi constituida da adi¢cao de 0,5 mL do EEP, fragbes ou subfracdes, 3 mL de etanol e 0,3
mL da solug¢do do radical DPPH 0,5 mM em etanol. Para cada subfracdo e substancia
de referéncia foi realizado em paralelo, um teste branco com adicdo de etanol em
substituicdo a solucdo de DPPH 0,5 mM, para descontar uma possivel coloragao que
pudesse influenciar na interpretagao dos resutados. O EEP, fr-Hex, fr-Clo, subfragdes e
as substéancias de referéncia (BHT, a-tocoferol e BHA) foram avaliadas na concentragao
final de 90 pg/mL.

A atividade anti-radical foi determinada na forma de atividade antioxidante (AA),
calculada através da taxa de declinio da absorbancia da solugao de DPPH - subfracbes
e padroes apos 40 minutos de reagao (fase estavel) em relagdo a solugao referéncia

(DPPH em etanol) de acordo com a formula:

% At|V|dade antIOXIdante = 100'((Aamostra'Abranco)*100)/Acontr0|e) Onde

A amostra = @bsorbancia da solugado DPPH (amostras)
A branco = absorbancia da solugao das amostras sem adicdo de DPPH

A controle = @bsorbancia da solugéo referéncia de DPPH (etanol)

2.2.6.2 Avaliacdo da atividade antioxidante pelo sistema beta-caroteno/acido
linoléico (BCAL)

A medida da atividade antioxidante foi determinada pela oxidagdo acoplada do
beta-caroteno e do acido linoléico, de acordo com Ahn et al. (2004). Foram pesados 10
mg de beta-caroteno, os quais foram dissolvidos em 100 mL de cloroférmio. Apés isto,
foi retirada uma aliquota de 3 mL da solucéo cloroféormio — beta-caroteno e adicionada a
40 mg de acido linoléico e 400 mg de Tween 40. Em seguida, o cloroférmio foi removido

com a utilizagdo de uma corrente de gas nitrogénio, e o residuo obtido redissolvido em
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100 mL de agua aerada por 30 minutos. Aliquotas de 3 mL da emulsdo beta-
caroteno/acido linoléico foram misturadas com 50 uL do EEP, fragbes ou subfragdes. A
leitura da absorbéancia foi feita em espectrofotdmetro a 470 nm, no tempo inicial e em
intervalos de 20 minutos durante 2 horas com incubagdo a 50 °C, para a reacéo de
oxidagao. A amostra controle continha 50 uL de solvente. A atividade antioxidante foi
expressa pela porcentagem de inibicdo relativa em relagdo ao controle depois de 120

minutos de incubagao, usando a seguinte equacgéo:

AA = (RControIe - RAmostra)/RControle X100

Onde Rcontrole € Ramostra representam as taxas de branqueamento do B-caroteno
sem e com a adicdo de antioxidante respectivamente. As taxas de degradagao (Rp)
foram calculadas de acordo com a primeira ordem da cinética :

Rp= In(a/b)x1/t)

Onde In é o logaritmo natural, a a absorbéancia inicial no tempo 0 e b a
absorbancia depois de 120 min. O EEP, fragdes, subfra¢cdes e compostos puros foram
avaliados na concentragdo final de 200 ug/mL, enquanto as substancias referéncia

estavam em solugdes de 90 ug/mL.
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2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Coleta das amostras de propolis

As amostras de propolis vermelha foram coletadas de oito cidades da regiao
litoral do estado de Alagoas (Tabela 4). A coleta foi realizada diretamente nos apiarios,
onde foi feita a identificagdo de modo que fosse possivel o retorno a cada colméia, caso
necessario. A caracterizagao dos extratos etandlicos da prépolis (EEP) foi realizada por
espectrofotometria de varredura na regido UV-Visivel (200 - 600 nm), onde foi
observada uma grande similaridade das amostras, todas com picos de absorgao
maxima entre 280 e 283 nm. Os EEP também demonstraram o mesmo perfil quimico
quando avaliados pela técnica de cromatografia em camada delgada. Desta forma, para
se obter um material 0 mais homogéneo que possivel foi escolhido um unico apiario
como fornecedor de prépolis vermelha. A Figura 16 ilustra o aspecto do apiario
selecionado como fornecedor de propolis in natura, localizado no municipio de Marechal
Deodoro — AL. Na Figura 17 pode-se observar a prépolis vermelha in natura nos
coletores, enquanto que a Figura 18 ilustra o aspecto da prépolis vermelha triturada,

utilizada no preparo dos extratos utilizados nos ensaios.

Tabela 4 - Localidades de coleta de propolis vermelha no litoral do estado de Alagoas

N2 de amostras

Municipio
coletadas
Maragogi, Matriz de Camaragibe,

. Ipioca (distrito de Maceio) e

Litoral Norte 10
Paripueira
Barra de Sao Miguel, Jequia da
Litoral Sul Praia, Coruripe e Marechal 15

Deodoro
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Figura 16 - Visualizagdo do apiario selecionado como fornecedor de prépolis vermelha, localizado no
municipio de Marechal Deodoro- AL

Figura 17 - Aspecto da prépolis vermelha in natura nos coletores instalados nas colméias de abelhas Apis
mellifera

Figura 18 - Aspecto da propolis vermelha triturada, utilizada nos ensaios
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2.3.2 Perfil quimico da prépolis vermelha obtido por CG-EM

O EEP foi obtido conforme o item 2.2.3, e a analise da composi¢cdo quimica por
CG-EM possibilitou a identificagdo de 20 compostos (Tabela 5). Os seguintes compostos
foram identificados pela primeira vez em amostras de propolis brasileira: metil-o-
orsellinato, metil-abietato, medicarpina, homopterocarpina, mesitol e 4’,7-dimetoxi-2’-
isoflavonol e 7,4"-Diidroxiisoflavona. Pode-se observar a presenca de pelo menos 4
isoflavonas nunca antes relatadas, sendo que as isoflavonas homopterocarpina (13),
medicarpina, (14) e 4’,7-dimetoxi-2’-isoflavonol (16) apresentaram-se como o0s
compostos de maior abundancia pela técnica de CG-EM (Figura 19).

Os isoflavondides sdo uma subclasse dos flavondides e possuem uma
distribuicdo limitada na natureza. Sdo compostos intrinsecos das plantas, cuja
quantidade depende de fatores como crescimento e base genética. Embora varias
plantas sintetizem isoflavondides, a forma bioativa para o consumo humano esta
presente em poucos vegetais, que sao espécies tipicamente da familia das leguminosas
(DEWICK, 1996; PETERSON; DWYER, 1998). Desta forma, estes compostos podem

ser uteis como marcadores quimicos deste novo tipo prépolis brasileira.



64

Tabela 5 - Compostos quimicos medidos por CG-EM do EEP da prépolis vermelha (RT: tempo de

retengdo, min)

Numero TR Compostos
do Pico*
1 9.88 Ester dimetilico do acido butanedioico
2 12.46 Ester dimetilico do acido hidroxi-butanedioico
3 15.31 m-guaiacol
4 16.82 1-metoxi-4-(1-propenil)-benzeno
5 19.67 Metileugenol
6 21.27 metil-o-orselinato
7 23.14 1,2,3-trimethoxi-5-(2-propenil)-benzeno
8 24 .21 Metoxieugenol
9 30.26 Ester metilico do acido hexadecanéico
10 33.38 Ester metilico do acido 10-octadecendico
11 36.40 Metil abietato
12 37.11 Acido benzoéico
13 40.41 Homopterocarpina
14 41.39 Medicarpina
15 41.74 2,4 ,6-trimetilfenol
16 43.79 4’ 7-dimetoxi-2’-isoflavonol
17 44 .41 7,4 -Diidroxiisoflavona
18 44.86 2H-1-benzopirano-7-ol
19 45.66 2,2,6-beta-trimetil-biciclo(4.3.0)non-9(1)-en-7.alfa.-ol
20 46.37 1,1,2-trimetil-3,5-bis(1-metiletenil)-, (2.alfa., 3.alfa.,

5.beta.)-ciclohexano

* Relacionado ao cromatograma apresentado na Figura 19.
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Figura 19 - Perfil quimico do EEP da propolis vermelha obtido por CG-EM

A origem botanica da propolis vermelha brasileira tem sido ha algum tempo
investigada e, agora parece ter sido elucidada. Estudos realizados por Silva et al.
(2007), demonstraram que a propolis vermelha possui composi¢do quimica idéntica a
planta Dalbergia ecasthopyllum, que € uma leguminosa normalmente encontrada na
América tropical e Africa, rica em isoflavonas. Existem varios trabalhos na literatura
demostrando que essas isoflavonas possuem atividade antimicrobiana, antifungica,
anticancer e antioxidante (SOBY; BATES; VANETTEN, 1997; WANG; WENG; CHENG,
2000; MILITAO, 2005; MILITAO, 2006; RUFER; KULING, 2006).

2.3.3 Fracionamento cromatografico da prépolis vermelha

O esquema do fracionamento do EEP da prépolis vermelha, obtido conforme o
item 2.2.4, pode ser visualizado na Figura 20. O processo foi iniciado pela extragao
liquido-liquido, utilizando os solventes hexano e cloroférmio (Figura 21). Este tipo de

cromatografia &€ denominada cromatografia de particdo, e a separagao dos
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componentes ocorre com base nos seus coeficientes de particdo entre os solventes
imisciveis (COLLINS; BRAGA; BONATO; 1997). A partir de 100 gramas da prépolis
bruta foi obtido um rendimento de 58 gramas para o EEP, 11 gramas para a fragao

hexanica (fr-Hex) e 28,5 gramas para a fragao cloroférmio (fr-Clor).

Prépolis
Avaliagdo da atividade i .
antioxidante :4 ————————— Extrato Bruto (EEP) (etanol 80: 20)

R l

Tt T T Fracionamento liquido-liquio |momommmm oo mmm oo m oo
Avaliagéo da atividade Avaliacéo da atividade

i antioxidante i i antioxidante i
1 ! 1 !

__________ TGREREEEEEE R nn GaeEEELEEE
: Y Y |
S Extrato semi-purificado Extrato semi-purificado ~ [---- -
Fracdo Cloroférmio (fr-Clo) Fracdo Hexanica (fr-Hex)

L | Cromatografia em coluna aberta

A 4
<-----1 Obtengéo de
subfraces

l

Subfragdes
selecionadas

l

Cromatografia preparativa

i Avaliagdo da atividade i
i antioxidante !
I 1

A

A4

| - Avaliagio da atividade !
Compostos isolados  ----- > antioxidante !

i - ldentificacdo quimica

Figura 20 - Fluxograma do processo de fracionamento e isolamento bioguiado de compostos com
atividade antioxidante da prépolis vermelha
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Figura 21 - Aspecto visual do fracionamento liquido-liquido do EEP com os solventes com hexano (A) e
cloroférmio (B)

O processo de fracionamento separa compostos com polaridades diferentes e
rende fragdes de diferentes composicbes e propriedades com atividades farmacoldgicas
individualizadas, diferentes daquelas apresentadas pelo sistema sinérgico inicial (YANG;
WANG, 1999). Pelo fato da fragao cloroférmica (fr-Clo) ter apresentando alto rendimento
(Tabela 6), atividade antioxidante (Figuras 32 e 33) e composigdo quimica complexa
(Figura 36 C), esta foi selecionada para o fracionamento em coluna aberta de silica gel
G60, utilizando um gradiente crescente de polaridade de solvente, antes do isolamento
dos compostos bioativos por CLAE preparativa, conforme descrito no item 2.2.5.6. A
fracdo hexanica (fr-Hex) apresentou um perfil quimico com poucos compostos (Figura
36 B) e alta atividade antioxidante (Figuras 32 e 33), e neste caso, o isolamento dos
compostos com atividade antioxidante foi realizado diretamente pela injecao da fr-Hex
no cromatégrafo preparativo.

A eluicao das subfragcbes da coluna cromatografica foi monitorada pela mudanca
de cor e irradiagdo com luz ultravioleta a 366nm (Figura 22 A e B). Na Figura 22 B pode-
se observar a eluicdo da fragcdo de numero 10, de fluorescéncia vermelha intensa. No

total foram coletadas no total 15 subfragdes (Figuras 23 e 24). A Tabela 6 apresenta os



68

solventes utilizados no fracionamento, bem como o rendimento obtido para cada

subfracao.

Figura 23 - Aparéncia do EEP, fr-Hex, fr-Clo e das 15 subfragdes (1-15) obtidas a partir da fr-Clo da
prépolis vermelha do estado de Alagoas
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Figura 24 - Aparéncia do EEP, fr-Hex, fr-Clo e das 15 subfragbes (1-15) obtidas a partir da fr-Clo,
irradiadas a 366 nm, da propolis vermelha do estado de Alagoas

Tabela 6 - Solventes utilizados no fracionamento e rendimento obtido para as subfragbes a partir de 8g da

fr-Clo
Fracao Solvente Rendimento (g)
Subfragdo 01 Cloroférmio 100% 0,04
Subfragdo 02 Cloroférmio 8:2 acetato de etila 0,45
Subfragdo 03 Cloroférmio 8:2 acetato de etila 0,89
Subfragdo 04 Cloroférmio 8:2 acetato de etila 1,53
Subfragdo 05 Cloroférmio 8 :2 acetato de etila 1,16
Subfracdo 06 Cloroférmio 5:5 acetato de etila 0,85
Subfragdo 07 Cloroférmio 5:5 acetato de etila 0,09
Subfracdo 08 Cloroférmio 5:5 acetato de etila 0,08
Subfragdo 09 Cloroférmio 2:8 acetato de etila 0,25
Subfragdo 10 Cloroférmio 2:8 acetato de etila 0,30
Subfragdo 11 Cloroférmio 2:8 acetato de etila 0,08
Subfragdo 12 Acetato 8:2 etanol 80% 0,70
Subfragdo 13 Acetato 8:2 etanol 80% 0,42
Subfragcdo 14 Acetato 5:5 etanol 80% 0,25
Subfragdo 15 Etanol 80% 0,08
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2.3.4 Analises fisico-quimicas do EEP e fracdes semi-purificadas

2.3.4.1 Cromatografia em Camada Delgada de alta efciéncia em fase reversa
(CCDAE-FR) e Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

O EEP, fr-Hex, fr-Clo e subfracbes foram analisados por CCD e CCDAE-FR,
como descrito no item 2.2.5.1 e 2.2.5.2, respectivamente. Com base nestes dois
métodos foi possivel verificar diferengas entre o EEP, fragdes e subfracdes. As técnicas
de cromatografia em camada delgada permitiram uma visualizagdo qualitativa rapida e
distinta da composicdo quimica das amostras. Na cromatoplaca de CCDAE revelada
sob luz UV a 254 nm (Figura 25), pode-se observar diferentes bandas com tonalidades
que variaram entre azul claro a azul escuro, que sdo caracteristicas de compostos
fendlicos, principalmente da classe dos flavondides (WAGNER; BLADT; ZGAINSKI,
1984).

Quando as cromatoplacas de CCDAE foram reveladas sob luz UV a 366 nm
(Figura 26), observaram-se bandas fluorescentes nas cores azul, verde, amarelo, laranja
e vermelho intenso, que também sao caracteristicas de flavondides e que variam de
acordo com o tipo estrutural da molécula (WAGNER; BLADT; ZGAINSKI, 1984; MABRY;
MARKHAM; THOMAS, 1970). Pela analise das cromatoplacas pode-se observar que o
fracionamento promoveu uma purificagdo do EEP, pois nas diferentes subfracoes

obtidas pode-se verificar a presenca de bandas concentradas ou dstintas da fr-Clo.
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ggp fr-Hex fr-Clo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 25 - Cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE), irradiada 254 nm, do EEP, fr-
Hex, fr-Clo e das 15 subfragdes (1-15) obtidas a partir da fr-Clo, da prépolis vermelha do
Estado de Alagoas

EEP fr-Hex fr-Clo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 26 - Cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE), irradiada 366 nm, do EEP, fr-
Hex, fr-Clo e das 15 subfragdes (1-15) obtidas a partir da fr-Clo da prépolis vermelha do
Estado de Alagoas

Posteriormente a cromatoplaca de CCDAE foi revelada com anisaldeido sulfurico

(Figura 27), e desta forma, manchas incolores que ndo absorvem no ultravioleta
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puderam ser visualizadas. As bandas apresentaram coloracbes que variaram entre
vermelho, amarelo e amarelo-laranja que sao caracteristicas de terpenos, 6leos
essenciais e antocianinas (WAGNER; BLADT; ZGAINSKI, 1984). Pode-se observar

ainda que as bandas mais reativas ao revelador concentraram-se nas subfracdes 2 a 5.

e 4
2 B
- . . »

EEP fr-Hex fr-Clo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 27 - Cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE), revelada com anisaldeido
sulfarico a quente, do EEP, fr-Hex, fr-Clo e das 15 subfragbes (1-15) obtidas a partir da fr-Clo
da prépolis vermelha do Estado de Alagoas

As cromatoplacas de CCD reveladas com anisaldeido sulfurico a quente e
visualizadas sob luz UV a 366 nm estdo apresentadas na Figura 28. Quando a placa foi
irradiada, pode-se observar a presencga bandas fluorescentes de coloragdo azul intensa,
sugerindo mais uma vez a presenga de flavondides. A fr-hex foi a que apresentou a

maior concentragao de compostos fluorescentes.
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EEP fr-Hex fr-Clo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 28 - Cromatografia em camada delgada (CCD), revelada com anisaldeido sulfurico a quente e
irradiada a 366 nm, do EEP, fr-Hex, fr-Clo e das 15 subfragbes (1-15) obtidas a partir da
fragao cloroférmica (fr-Clo), da propolis vermelha do Estado de Alagoas

Quando a cromatoplaca de CCD foi revelada com DPPH 0,5 mM (reagente que
quando reduzido por um antioxidante torna-se amarelo), pode-se verificar uma coloragao
amarela intensa na fr-hex em relagcado ao EEP e a fr-clo, indicando assim a presenca de

compostos com alta atividade sequestrante de radical livre (Figura 29).
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EEP  fr-Hex fr-Clo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 29 - Cromatografia em camada delgada (CCD), revelada com DPPH 0,5 mM, do EEP, fr-Hex, fr-
Clo e das 15 subfragdes (1-15) obtidas a partir da fr-Clo da prépolis vermelha do Estado de
Alagoas

2.3.4.2 Espectrofotometria na regido ultravioleta-visivel

Os espectros de absorgéo na regido do UV-Visivel, do EEP, fragdes e subfragdes
estdo ilustrados na Figura 28. Pode-se observar que a absorbancia maxima variou de
276 a 284 nm, sendo que as subfragbes 13, 14 e 15 nado apresentaram picos de
absorgédo. Os compostos fendlicos, de modo geral, apresentam o pico de absorgao da
luz ultravioleta na faixa de 250 e 350 nm (MARKHAM; THOMAS, 1970). Segundo
Mabry; Markham; Thomas, 1970, as classes de flavondides que normalmente absorvem
nos comprimentos de onda entre 281 a 284 nm, comprimentos de onda observados
para o EEP, fr-Clo e subfragbes, sao os isoflavonoides, flavanonas e diidroflavonas. Os
espectros de absorcao diferentes observados para o EEP, fragdes e subfragdes,
demonstram que a técnica de extragao liquido-liquido, seguida pela cromatografia em
coluna aberta, possibilitaram a purificacdo e a extragdo de diferentes compostos ou

classe de compostos.
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Figura 30 - Espectros de absorcao na regiao UV-visivel, do EEP, fragdes (fr-Hex e fr-Clo) e subfragdes da

fr-Clo
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2.3.4.3 Teor de fendlicos totais e flavonodides

O teor de compostos fendlicos totais & frequentemente usado para explicar a
atividade antioxidante, entretanto o seu significado é diferente de capacidade e/ou
atividade antioxidante. Para se medir a capacidade antioxidante é necessario a extragao
de compostos fendlicos de efetiva atividade. Em geral, solu¢gdes de etanol ou metanol
contendo um pouco de agua sao mais eficientes na extragdo de compostos fendlicos do
que agua, etanol ou metanol puros (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1997).

A Tabela 7 apresenta os resultados dos teores de fendlicos e flavonodides totais
no EEP, fracbes e subfracdes. A quantidade de compostos fendlicos totais apresentada
pelo EEP foi uma das maiores ja encontrados para propolis brasileira (231,4 mg/g)
enquanto que o teor de flavondides foi baixo (43 mg/g), quando comparado com outras
amostras de propolis, principalmente as das regides de clima temperado que sao ricas
em flavondides (WOISKI; GIESBRECHT; SALATINO, 1998; KUMAZAWA; HAMAZAKA;
NAKAYAMA, 2004). Entretanto quando se observa os resultados da fr-Hex, verifica-se
que a quase totalidade dos compostos fendlicos presentes (167 mg/g) sdo compostos
da classe dos flavondides (158 mg/g), possivelmente da classe dos flavondis ou das
flavonas, pois formaram complexos estaveis com o cation aluminio e puderam ser
determinados a 415 nm (WOISKI; GIESBRECHT; SALATINO, 1998). Estes dados
corroboram com os resultados obtidos por CCD da figura 28, em que a fr-Hex apresenta
uma banda azul fluorescente intensa, caracteristica de compostos fendlicos da classe
dos flavonodides.

O fracionamento da fr-Clo possibiltou a obtencdo de subfragcbes que
apresentaram um aumento gradativo no teor de compostos fendlicos totais, tendo a
subfragcdo 04 a maior concentragao (207,2 mg/g) (Tabela 7). Entretanto quando se
analisa os flavondides totais, verifica-se que a subfragdo 10 foi a que apresentou o
maior teor (19 mg/g). A partir da subfragcdo 10 foi observada uma redugéo progressiva

nos teores de fendlicos totais e flavondides, tendo a subfragdo 15 as menores
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concentracbes. Estes resultados demonstram que o fracio namento promoveu uma

distribuicado diferenciada dos compostos fendlicos nas subfragdes.

Tabela 7 - Teor de fendlicos totais e flavonoides do EEP, fr-Hex, fr-Clo e subfragdes

Fendlicos totais Flavonoides
(mg/g)*° (mg/g)*°
EEP 231,4+22,3 43,0+1,0
fr-Hex 167,0£ 2,2 158,0 £ 0,9
fr-Clo 3242 +42 10,0+ 0,6
Subfragéo 02 104,0 £ 2,7 0,3+0,2
Subfragao 03 171,927 1,8+0,8
Subfragédo 04 207,2+4,0 99+1,6
Subfragao 05 1956 £+ 4,4 10,5+1,0
Subfracao 06 147,4 + 3,2 50+0,2
Subfragéo 07 196,9 £ 4,9 8,3+1,1
Subfracao 08 199,6 +7,2 8,8+2,0
Subfragéo 09 193,3+1,2 7,7+15
Subfracao 10 191,31+ 2,2 19,0+1,9
Subfragéo 11 172,2+7,0 10,8+ 1,4
Subfragéo 12 166,9 £ 3,6 9,3+0,6
Subfragéo 13 84,6 £ 0,9 3,9+04
Subfragéo 14 66,7 £ 0,6 0,1+0,9
Subfragéo 15 374175 0,0+£0,0

@ Valor é a média * o desvio padrdo (n = 3)
b equivalentes de acido galico
° equivalentes de quercetina

Apesar do método colorimétrico para a determinacdo de flavondides totais,
através do nitrato de aluminio, ser rapido e pratico, ndo € um método preciso, pois o
efeito batocrdmico da absorgcdo causado pelo complexo com aluminio ndo é uniforme
para todos os flavonodides. Isto porque, a formagdo de quelatos entre o aluminio e os
flavondides ocorre de forma diferente, dependendo do flavondide (Figura 31). O

aumento do grau de hidroxilagao do nucleo leva ao aumento do efeito batocréomico e,
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consequentemente, os espectros deslocam-se no sentido dos maiores comprimentos de
onda (JURD; GEISSMAN, 1956). Desta forma, dependendo da composicdo de

flavonodides os resultados podem ser sub ou super estimados.

OH
OH
o)
\E;[’ | AICI
OH (|)

Figura 31 - Formagao do complexo flavondide-aluminio, em solugao de cloreto de aluminio
Fonte: Marcucci (1998)

2.3.5 Avaliacao da atividade antioxidante do EEP, fracdes e subfracdes.

Os resultados obtidos para o sequiestro do radical livre DPPH para as substancias
referéncias de elevada atividade antioxidante como o a-tocoferol, BHT, BHA, EEP,

fragcbes e subfragdes estdo apresentados na Figura 32.
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Figura 32 - Atividade seqliestrante do radical livre DPPH pelo a-tocoferol, BHT, EEP, fragbes e subfragbes
da propolis vermelha. Médias e desvios padroes estao indicados

Conforme demonstrado na Figura 32, a fragdo hexanica foi a que apresentou
maior atividade de sequestro do radical livre DPPH (74,4%), seguida pelo EEP (50,5%)
e fr-Clo (49,8%). Esses resultados corroboram com os obtidos na figura 29, em que o
cromatograma revelado com DPPH apresentou maior intensidade de amarelo para a fr-
Hex, e como consequéncia maior atividade sequestrante. A explicagdo para uma maior
atividade da fr-Hex se deve a purificagdo do composto bioativo, pois como demonstrado
por Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995), a interacdo de antioxidantes com o DPPHe
depende da estrutura conformacional, e por isso, variando-se a composi¢cao das
amostras, varia-se também a interacdo dos compostos com o radical livre e a
consequente atividade sequestrante.

O resultado obtido da atividade antioxidante para o EEP foi superior aos extratos
de amostras de propolis do sul da Africa, Chile e prépolis verde brasileira, os quais
apresentaram atividades inferiores a 40% (KUMAZAWA; HAMASAKA; NAKAYAMA,
2004).
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As subfracbes 7 e 10 foram as que apresentaram as maiores atividades de
sequestro do radical livre DPPH, 46,7% e 43,8%, respectivamente, sendo inclusive estes
resultados proximos daquele encontrado para a fr-Clo (49,8%). As demais subfracbes
tiveram atividades sequestrantes menores do que 40%.

Na Figura 33 estao apresentados os resultados da atividade antioxidante do EEP,
fr-Hex, fr-Clo e do padrao a-tocoferol avaliados pelo método do sistema p-caroteno-
acido linoléico. Na avaliagcdo do potencial antioxidante por este método, o B-caroteno
sofre ataque dos radicais livres do acido linoléico, e assim perde suas duplas ligagdes e
consequentemente a coloragao laranja caracteristica (MARCO, 1968; MILLER, 1971). A
principal vantagem do método do sistema beta-caroteno/acido linoléico € adicionar
efetiva oxidagéo lipidica ao sistema (BECKER; NISSEN; SKIBSTED, 2004).

A Figura 33 demonstra que a fr-Clo foi a fragdo que apresentou a melhor
atividade antioxidante, enquanto a fr-hex e o EEP apresentaram atividades semelhantes.
A atividade elevada da fr-Clo pode estar relacionada com a quantidade de compostos
fenodlicos totais, pois esta foi a amostra que apresentou maior concentracdo destes
compostos (Tabela 7). Apesar da fr-Hex ter apresentado alta porcentagem de sequestro
para o radical livre DPPH (Figura 32) e a maior concentragao de flavonodides (Tabela 7),

nao foi eficiente em inibir a peroxidacéo lipidica in vitro (Figura 33).
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Figura 33 - Atividade antioxidante do a-tocoferol, EEP e fragbes da prépolis vermelha pelo sistema (-
caroteno-acido linoléico

Em sistemas multifases, a eficiéncia dos antioxidantes € grandemente afetada
pelas propriedades de solubilidade, o que determina em parte a sua distribuigdo na fase,
incluindo localizacédo e orientagcdo. Esta dependéncia foi observada primeiramente por
Porter (1993), que descobriu que antioxidantes hidrossoluveis tendem a ser mais ativos
que antioxidantes lipossoluveis quando testados em o6leo. Ao contrario, antioxidantes
lipofilicos tendem a prover uma melhor protecdo de uma emulsédo 6leo em agua que os
antioxidantes hidrossoluveis. A explicacdo para este fenbmeno, chamado de “paradoxo
polar”, € baseado na suposicdo de que a iniciagcdo da oxidacao lipidica esta localizada
na interface do sistema. Para o 6leo, a oxidacdo ocorre na interface ar/6leo onde os
antioxidantes hidrofilicos estdo concentrados, enquanto a oxidacdo em emulsdes esta
localizada na interface agua/éleo onde os antioxidantes lipofilicos estdo localizados
(RICE-EVANS, 1997).

As subfracées 3-10 demonstraram atividade antioxidante superior a 50% (Figura

34), enquanto que as demais subfragdes apresentaram uma atividade inferior ou igual a
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42%. A subfragédo 3, apesar de ter demonstrado uma das melhores atividades em inibir
a peroxidacao lipidica (59,6%), foi uma das subfragbes que apresentaram a menor
quantidade de flavondides e também ndo foi eficiente em sequestrar o radical livre
DPPH. Os resultados obtidos corroboram os encontrados por WANG; LIEN; YU (2004),
que ao fracionarem propolis pelo método de extragdo supercritica também observaram

diferentes intensidades de inibicdo da peroxidacgao lipidica das fragdes.
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Figura 34 - Atividade antioxidante do BHA, a-tocoferol, BHT e subfragdes no sistema -caroteno-acido
linoléico. Médias e desvios padrdes estéo indicados (n=3)

A atividade antioxidante determinada pelo teste de sequestro do radical DPPH
(Figura 32), parece nao estar relacionada com a atividade determinada pelo método de
clareamento do B-caroteno, apresentado nas Figuras 33 e 34. Estas diferengas podem
estar relacionadas com o fato de que em sistemas lipofilicos, as taxas de reagdes de
sequestro podem ser influenciadas pelo coeficiente de particdo dos compostos entre as
fases aquosa e lipidica, e desta forma, reduzir a disponibilidade dos compostos polares
para reagdo com o radical ndao-polar LOO" (RICE-EVANS; NICHOLAS; PAGANGA,
1996).
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2.3.6 Correlacdo entre compostos fendlicos totais, flavondides e atividade

antioxidante

A andlise da correlagdo entre a atividade antioxidante do EEP, fracdes e
subfragdes e a quantidade de compostos fendlicos, mostrou-se moderada, tanto para o
teste de DPPH quanto para o sistema beta-caroteno/acido linoléico (Tabela 8 e Figura
35). A correlagao entre o conteudo de flavondides totais e a atividade antioxidante pelo
método de DPPH foi positiva e de moderada a forte, entretanto quando o método
avaliado foi o sistema beta-caroteno/acido linoléico, uma correlagdo negativa foi
encontrada para o teor de flavondides. Isto pode ser explicado pelo fato de que
flavonodides solubilizam-se mais facilmente em meios polares, como o etanol utilizado
para solubilizar o radical DPPH, do que em meios que possuem as fases aquosa e
lipidica (emulsdes), como no caso do método da oxidagdo do acido linoléico (RICE-
EVANS; NICHOLAS; PAGANGA, 1996). Essas correlagdes indicam que o grupo dos
compostos fendlicos (fendis simples e acidos fendlicos) possui importante fungéo na
atividade antioxidante. Os flavondides apresentaram-se importantes no teste de DPPH,

e nao tiveram relacdo com o teste do BCAL.
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Tabela 8 - Analise estatistica da correlagdo entre a atividade antioxidante e os teores de compostos

fendlicos totais e flavondides

CORRELACAO re r2P
Atividade antioxidante
DPPH x compostos fendlicos 0,59 0,35
DPPH x flavonoides totais 0,74 0,55
Oxidacao do ac. linoléico x compostos 0,65 0,43
fendlicos
Oxidacao do ac. linoléico x flavondides -0,23 0,052

totais

? r coeficiente de correlagéo
®r 2 coeficiente de determinacgéo
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Figura 35 - Correlagdo entre os teores de fendlicos totais e flavondides e os métodos de avaliagdo da
atividade antioxidante in vitro (DPPH e BCAL)

2.3.7 Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR)

Nos resultados obtidos por CLAE, somente o flavonol quercetina, a isoflavona

daidzeina e o acido ferulcio foram identificados no EEP e fracbes da propolis vermelha

(Figuras 36). Entretanto, nenhum dos compostos apresentados como majoritarios no

comprimento de onda selecionado para fendlicos, puderam ser identificados.
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Como pode ser observado na Figura 36 B e C, o processo de fracionamento

liquido-liquido produziu duas fragdes distintas e com um menor numero de compostos

majoratérios em relagédo ao EEP (Figura 36 A ). A fr-Hex apresentou um cromatograma

com poucos picos e, apenas um pico majorotario foi observado no tempo 70 minutos, o

que facilitou o isolamento deste pico.
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Figura 36 - Cromatogramas do extrato etandlico da prépolis vermelha e suas tracoes. (A) EEP; (B) fr-Hex;
(C) fr-Clo. 1, acido ferulico (EEP= 7,4 mg/g; fr-Clo= 9,1mg/g) 2, Daidzeina (EEP=4,5 mg/g; fr-
Clo=6,2 mg/g); 3, Quercetina (EEP=9,1 mg/g; fr-Clo= 10,1mg/g); 4, UV A 230, 242, 372 nm;
RT=26.2 min; 5, UV A 243, 323 nm; RT=27.8 min; 6, UV A 227, 247, 359 nm; RT=70.2 min
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Apos o fracionamento da fr-Clo, foram escolhidas para analise por CLAE as
subfragcbes que apresentaram o melhor rendimento e as maiores atividades
antioxidantes, as quais foram as subfracbes 3, 4 e 5. Como pode ser visualizado na
Figura 37, o processo de fracionamento em coluna aberta produziu fragdes distintas e
com um menor numero de compostos majoratérios em relagao a fr-Clo.

O perfil quimico encontrado para as subfracdes foi parecido, e assim, a subfragao
5 por ter apresentado a melhor resposta no teste de inibigdo da peroxidagao lipidica e
maior rendimento (Tabela 6) foi escolhida, juntamente com a fragdo hexanica de alta

atividade anti-radical, para o isolamento dos compostos bioativos por CLAE preparativa.

A - B

400
o PRSIV VPR
2 w0 50 60 50 &0 w

Minutes Minutes

2 r 50 60
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Figura 37 - Cromatograma obtido por CLAE das fragdes geradas pelo fracionamento da fr-Clo em coluna
aberta: subfragédo 3 (A), subfragédo 4 (B) e subfragéo 5 (C)

2.3.8 Isolamento dos compostos bioativos

A partir da fragao hexanica e da sub-fragéo 5 foi realizado o isolamento bioguiado

dos compostos com alta atividade antioxidante pela técnica de CLAE
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preparativa. A fracdo hexanica foi escolhida por apresentar a melhor atividade
sequestrante para o radical livre DPPH. Apesar da subfragao 7 ter apresentado a melhor
atividade contra a peroxidacéo lipidica (Figura 34), esta apresentou rendimento inferior a
100 mg, tornando assim inviavel o isolamento em fungdo da quantidade de material
disponivel. Sendo assim, a subfracao 5 foi escolhida por apresentar boa atividade contra
a peroxidagao lipidica e rendimento satisfatorio (1,16 g) (Tabela 6). Trés compostos
foram isolados (picos marcados nos cromatogramas) e denominados de composto n° 1,
oriundo da fragdo hexanica (Figura 38 A), composto n°® 2 e composto n° 3, originados da
subfracao 5 (Figura 38 B).

2 _— L
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Figura 38 - Cromatogramas de coleta dos compostos das fracdes por CLAE preparativa: fracdo hexanica
composto 1 (A), subfragdo 5 — compostos 2 e 3 (B)

Apo6s o isolamento realizado segundo o item 2.2.5.6, os compostos puros foram
cromatografados por CLAE, pode-se observar a existéncia de somente um pico,
indicando assim que estavam realmente puros (Figura 39), com excegédo do composto 2.
Apesar do composto 2 ter apresentado uma pequena contaminagao, nao foi empecilho

para a identificagdo do composto majoritario.
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Composto 1 Composto 2 Composto 3

Figura 39 - Cromatograma obtido por CLAE dos compostos isolados da fracdo hexanica (composto 1) e
da sub-fragao 5 (composto 2 e composto 3)

2.3.8.1 Avaliagéo da atividade antioxidante dos compostos isolados

Depois de isolados os compostos tiveram suas atividades reavaliadas, como
parte do monitoramento bioguiado. Pelo teste de sequestro do radical DPPH, o
composto 1 apresentou atividade antioxidante de 89,9%, maior do que aquelas
observadas para os padrées BHA e BHT e muito préoxima daquela encontrada para o
padrao a-tocoferol (95,2%) (Figura 40). Os compostos 2 e 3, ao contrario, depois de
isolados, tiveram atividade inferior ao da apresentada inicialmente pela subfragdo 5
(Figura 32), o que pode ser devido a um efeito de sinergismo entre esses compostos
para a atividade testada. Entretanto, as atividades dos compostos 2 e 3 ainda foram

superiores aquela apresentada pelo padrdao BHT (Figura 40).
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Figura 40 - Atividade

antioxidante dos compostos puros pelo teste de sequestro do radical DPPH. Médias e
desvios padrdes estao indicados (n = 3)

Amostras

Quando a atividade antioxidante dos compostos isolados foi avaliada pelo sistema
-caroteno-acido linoléico, pode-se observar que o composto 2 foi o que apresentou a
melhor atividade (39,5%) (Figura 41). Apesar da fracdo hexanica apresentar uma
inibicdo para a peroxidagao lipidica de 23,2 % (Figura 33), o composto isolado desta

fragao apresentou uma atividade de 35,6% (Figura 41).

Composto 3 N—{
Composto 2 N }

g Composto 1 N—{
®
£
£ W
a-tocoferol N—{
BHT N—{
T T T T
0 20 40 60 80

% Atividade antioxidante

Figura 41- Atividade
antioxidante dos compostos puros: pelo sistema -caroteno-acido linoléico. Médias e desvios
padrdes estdo indicados (n = 3)
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Apés o isolamento e analise da atividade antioxidante, os compostos foram

encaminhados para a identificagdo quimica por CG-EM (cromatografia gasosa acoplado

ao espectro de massas). Os dados obtidos para CG-MS e A s estdo apresentados na

Tabela 9.

Tabela 9 - Caracterizagcao quimica por CG/EM (ion molecular e pico base) e absorbancia maxima .dos

compostos isolados com atividade antioxidante da propolis vermelha

Comp. Nome Tempo m/z (%) A max
numero de
retengao
1 Isémero 39,60 466 [18, M'], 69 (100), 41 (45,3), 327 280
(32), 109 (25,3)
Isdmero 39,70 466 [18, M'], 69 (100), 41 (43,1), 327 280
(36,2), 109 (30)
2 2, 7-dihidroxi- 37,78 272 [38, M'], 150 (100), 137 (31,6), 123 208,
4 metoxiisoflavan (vestitol) (10,5) 280
3 2, 4 — dihidroxi — 7 38,09 272 [38, M], 137 (100), 150 (16,7), 121 211,
metoxiisoflavan ~ (15) 278

_Compostos isolados a partir da fr-Hex;
Compostos isolados a partir da. subfracdo 5

O composto numero 1, isolado a partir da fracdo hexanica, nao foi possivel de ser

identificado apenas pela técncia de CG/EM, no entanto foi possivel saber que se trata

de uma mistura de dois isdbmeros, com peso molecular de 466 g/mol e absorgdo maxima

no UV de 280 nm (Tabela 9). Os espectros de massas apresentaram fragmentagdes

caracteristicas de benzofenonas preniladas (xantonas), com estrutura semelhante a

apresentada na Figura 42.
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L

C23H2406 CsHg CsHyg
MM = 396 MM = 69 MM = 69
(Sem considerar os substituintes R1 e Ry) 3-metil-2-butenil  3-metil-3-butenil
MM =466 se:Ri1=He R;=CsHg ou Ri=CsHge R, =H
Figura 42 - Possivel estrutura do composto 1 (benzofenonas preniladas), isolado a partir da fragdo
hexanica

Os compostos 2 e 3, isolados a partir da subfragdo 5, foram identificados como
isoflavondides metilados. Suas estruturas quimicas sdo muito semelhantes, variando
apenas na localizagdo dos substituintes hidroxila e metila (Tabela 9 e Figuras 43 e 44).
O composto 2, identificado como vestitol, também ja foi isolado de um tipo de propolis,
cubana (PICCINELLI et al. 2005).

Figura 43 - Estrutura do composto 2 (2’, 7-diidroxi- 4’'metoxiisoflavan — vestitol), isolado a partir da
subfracao 5
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Figura 44 - Estrutura do composto 3 (2’, 4’ — diidroxi — 7 metoxiisoflavan), isolado a partir da subfracdo 5

No trabalho realizado por Jin et al. (2005), o isolamento do acido cafeico fenil
éster de propolis foi feito por CLAE preparativa e a identificacdo realizada por CG/EM.
Maciejewicz (2001) também realizou o isolamento de flavondides agliconas de prépolis
da Polénia por CLAE preparativa e a identificacdo pelas técnicas de CG-EM e CCD. Os
compostos identificados foram a tectocrisina, pinocembrina, crisina, galangina,
apigenina, canferol, piloina, 5-hidroxi-4’,7-dimetoxiflavona e pinostrobina chalcona.

Varios trabalhos ja foram realizados para avaliagdo da atividade antioxidante de
isoflavonas. Wang; Weng e Cheng, (2000) e Yu; Wang e Yang, (2007) encontraram
atividade antioxidante para isoflavonas, como o vestitol, isoladas de Dalbergia odorifera
T. Chen.

Estes resultados demonstram a importancia da familia das leguminosas (que
produzem isoflavondides em resposta a condi¢gdes de estresse sofrido pela planta),
como fonte de resina para a produgao de propolis, além de sugerir um grande potencial
biolégico para a propolis vermelha brasileira. Os isoflavondides tém sido associados
com diversos beneficios para a saude como a prevencao de doengas cardiovasculares,
combate ao colesterol, prevencdo de cancer e osteoporose, alivio dos sintomas da
menopausa, entre outros (LEE, 2006), sendo ainda possivel a utilizagdo como

marcadores bioldgicos.
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3 CONCLUSOES

A propolis vermelha se apresenta como uma importante fonte de compostos que

possuem atividades bioldgicas, sendo uma delas a atividade antioxidante, objeto deste

estudo. Neste trabalho foi possivel estabelecer as seguintes conclusdes, de acordo com

os objetivos definidos:

1.

A propolis vermelha, como a maioria dos outros tipos de prépolis brasileira,
possui elevado teor de compostos fendlicos totais e um baixo teor de flavondides.
O fracionamento liquido-liquido e em coluna aberta de silica-gel possibilitou a
obtencao de fragbes distintas;

A atividade antioxidante encontrada para o EEP, fragbes, subfracdes e
compostos isolados variaram com os diferentes métodos empregados,
demonstrando assim a presenca de diferentes classes de compostos bioativos,
bem como diferengas dos meios reacionais utilizados;

O composto isolado da fracdo hexanica possui elevada atividade sequestrante
para o radical livre DPPH, sendo igual aos controles positivos a-tocoferol e BHA;
O isolamento dos compostos por CLAE-preparativa, partindo de fragdes semi-
purificadas, mostrou-se eficaz. Os compostos isolados apresentarem elevada

pureza, e desta forma, foi possivel a identificagcdo dos mesmos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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