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RESUMO
As espécies de abelhas do género Melipona sdo abelhas sem ferrdo encontradas nas regides
tropicais e subtropicais do mundo. As abelhas produzem um material resinoso, conhecido
como geoprépolis. De modo geral, a geoprépolis tem uso medicinal como agente antiséptico,
antiinflamatorio, também  apresenta  propriedade  antimicrobiana,  antioxidante,
imunomoduladora, entre outras. Para a geopropolis das espécies Melipona interrupta
Latreille, 1811, e Melipona seminigra Friese, 1903 (Apidae, Meliponini), nativas da regido
amazonica, ndo existe estudo da composi¢do quimica e nem de atividade biolégica. O nome
Melipona interrupta € o nome sinonimio da Melipona compressipes. Neste trabalho realizou-
se 0 estudo da composicdo quimica da geopropolis de M. interrupta de dois espécimes
amostrados em diferentes localidades da cidade de Manaus. Do extrato metandlico da espécie
M. interrupta coletada em Manaus (GPA-INPA) isolaram-se os flavondides: naringenina
glicosilada, aromadendrina e naringenina. Do extrato metandlico da mesma espécie coletada
em Manaus - Ramal do Brasileirinho, foram isoladas as substancias miricetina glicosilada e
novamente a naringenina glicosilada. As analises por CG-MS de quatro fracdes hexanicas do
geopropolis de duas espécies de abelhas apresentaram oito substancias triterpénicas. As
analises de atividade antimicrobiana de extratos e fragdes de vérios especimes de M.
interrupta e M. seminigra tiveram resultados satisfatorios. Os ensaios enzimaticos
lipoxigenase e ciclooxigenase mostraram o grande potencial de inibi¢do que os extratos do
geopropdlis de duas espécies de abelha apresentam. A atividade larvicida de extratos e fracdes
desses espécimes contra Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus também tiveram resultados
satisfatorios. Esse trabalho quimico e bioldgico contribuiu para o estudo dessas duas espécies
de abelhas sem ferrdo, visto que, ndo existem trabalhos na literatura para espécies coletadas

na Regido Amazonica.
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ABSTRACT
The bee species of Melipona genre are stingless bees found in the tropical and subtropical
regions of the world. The bees produce a resinous material, known as geopropolis. Altogether,
the geopropolis has medical use as antiseptic, anti inflammatory agent, it also shows
antimicrobian, antioxidant, immunomodulatory property, among others. To the geopropolis of
the Melipona interrupta Latreille, 1811, and Melipona seminigra Friese, 1903 (Apidae,
Meliponini) species, natives from Amazonia region, there is no studies about the chemical
composition and neither of biological activity. The name Melipona interrupta is the
synonymous of Melipona compressipes. In this assignment was executed the study of M.
interrupta geopropolis chemical composition of two sampled specimens in different places of
Manaus. From the methanolic extract of M. interrupta specie collected in Manaus (GPA-
INPA) were isolated the following flavonoids: glycosylated naringenin, aromadendrin and
naringenin. From methanolic extract of the same collected specie on Ramal do Brasileirinho
(road) in Manaus, were isolated the glycosylated myricetin and again glycosylated naringenin
substances. The analyses by CG-MS of four hexane fractions of two bee species presented
eight triterpenic substances. The antimicrobian activity analysis of fractions and extracts of
several M. Interrupta and M. seminigra species had satisfactory results against the following
bacteria: Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa. The lipoxygenase and
cyclooxygenase enzymatic essay showed the great inhibitory potential that the extracts of the
two bee species presented. The larvicida activity of the fractions and extracts of theses
specimens against Aedes aegypti and Culex quinquefasciatus also had satisfactory results.
This chemical and biological assignment contributed to the study of these two stingless bee

species, whereas, there are no studies in literature about species collected in Amazonia region.
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ESI-MS - Espectrometria de Massas com lonizagéo de Electrospray
FCFRP — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
Hex. - Hexano

HIV — human immuno deficiency virus

HMBC — heteronuclear multiple bond coherence

HMQC — heteronuclear multiple quantum coherence

HSQC - heteronuclear single quantum coherence

HOACc — acido acético

INPA — Instituto de Nacional de Pesquisas da Amaz6nia

i-PrOH - isopropanol

IUPAC — International Union of Pure and Applied Chemistry

J — Constante de acoplamento em Hertz
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Kcal — kilo calorias

LAPAAM - Laboratério de Principios Ativos da Amazbnia
m — multipleto

Mult. — multiplicidade

Me — metila

MeOH - metanol

NOESY - nuclear overhauser enhancement spectroscopy

Ac — acetila

PM — peso molecular

Rf— fator de retencdo

RMN — Ressonancia Magnética Nuclear

RMN de *H — Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
RMN de **C — Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13
RP-18 — Reverse Phase (fase reversa)

UFAM — Universidade Federal do Amazonas

UV — ultra violeta

TMS - tetrametilsilano
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INTRODUCAO

A proépolis é conhecida por apresentar atividades antimicrobianas, antiinflamatoria,
antioxidante, imunomoduladora, entre outras (MURAD et al., 2002). As espécies do género
Melipona de diferentes origens geogréficas apresentam propolis com diferentes atividades:
antibacteriana, antifingica e antiviral. O perfil da composicdo quimica da propolis dessas
espécies tambéem é diferente (KUJUMGIEV et al., 1999). Para a prépolis que foi coletada das
espécies Melipona interrupta Latreille, 1811 (jupard), e Melipona seminigra Friese, 1903
(jandaira) da regido Amazonica ndo existe nenhum estudo da composi¢do quimica registrado
na literatura. Também o estudo da atividade bioldgica da propolis proveniente dessas duas
espécies de Melipona ndo foi encontrado. Por isso, 0 estudo da composi¢cdo quimica da
propolis coletada dessas duas espécies de abelhas nativas da regido amazbnica torna-se
necessario.

A busca pelo isolamento de substancias com potencial bioldgico foi direcionado pela
boa correlacdo de teores de fendlicos totais com os resultados de atividade antioxidante dos
extratos metanolicos. Esses estudos foram efetuados anteriormente com 0s extratos
metandlicos da propolis das duas Meliponas, por Muniz (2009). A analise da composicéo
quimica de fracfes hexanicas de propolis também foram avaliados.

A anélise da atividade antimicrobiana, enzimatica e larvicida dos extratos e fracGes de
espécimes dessas abelhas coletadas em diferentes localidades do Amazonas também foram
realizadas. Esse estudo foi importante para se ter uma analise de alguns constituintes
presentes na propolis oriunda dessas abelhas. Uma vez que, a populacdo da regido vem

comercializando o extrato etandlico da propolis dessas duas espécies de abelhas sem ferrdo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Abelhas sem ferrdo: Classificacéo

Os Meliponinae ocupam grande parte das regides de clima tropical e subtropical
(pantropical). Formam o grande grupo das abelhas sociais sem ferrdo, sendo parte da ordem
Hymenoptera, superfamilia Apoidea, a qual pertencem também as vespas e as formigas. A
maior diversidade dos Meliponinae esta concentrada na regido neotropical, onde mais de 300
espécies ja foram descritas. Essas abelhas sdo caracterizadas pela atrofia ou auséncia do
aparelho de ferrdo, o que as impossibilita de ferroar, dai a denominagéo de abelhas indigenas
“sem ferrdo”. A falta do ferrdo ndo as impede de usar outras formas de defesa da coldnia,
como ataques “‘em massa”’, mordidas aplicadas com a mandibula sobre os pélos do agressor,
ou por métodos puramente comportamentais que incluem o carater criptico (uma camuflagem
de valor evolutivo, defendendo o individuo ou espécie contra inimigos e facilitando o ataque
as vitimas) dos ninhos da maioria das espécies (MICHENER, 1974; ROUBIK, 1989;
FRAZAO & SILVEIRA, 2003).

Segundo a classificacdo do Moure, no Brasil ocorrem seis familias de abelhas:
Colletidae, Andrenidae, Halictidae, Megachilidae, Anthoporidae e Apidae. A familia Apidae
que é a que tem os habitos sociais mais avancados é dividida em quatro subfamilias: Apineae,
Meliponinae, Bombinaee e Euglossinae. Entre os Apineos a Unica espécie que atualmente
habita no Brasil é Apis mellifera introduzida em 1839 em coldnias vindas do Portugal. Nas
fémeas dessas quatro subfamilias que constituem os Apideos somente as dos Meliponineos
ndo tem ferrdo. (NOGUEIRA-NETO, 1997). Os Meliponineos sdo achados em diferentes
habitats através de toda América Central e América do Sul. O Brasil possui 0 maior nimero

de espécies com diversos habitats. (ROUBIK, 1989).
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Os meliponineos alimentam-se de néctar e polen das plantas, exercendo papel
importantissimo na polinizagdo, aumentando os percentuais de produtividade. Com o material
coletado nas plantas (resinas), produzem substancias essenciais para suas colonias como o
cerume, que € uma mistura de cera e resina. A cera é secretada por glandulas no dorso do
abdomen das abelhas jovens (NOGUEIRA-NETO, 1997). No Brasil, essas abelhas
constituem os principais visitadores e polinizadores da flora nativa. Entretanto, algumas

espécies apresentam habitos de coletas e alimentagdo diferentes.

A importancia dessas abelhas para os ecossistemas tropicais e para as comunidades
humanas dessas regides € incalculavel, ndo so pelos produtos (mel, cera, propolis), mas pelas
suas atividades de polinizacdo nas plantas; 38% das espécies de plantas da Amazdnia sao
polinizadas por abelhas (KERR et al., 2001). Por outro lado, muitas das espécies tém tido seu
nimero bastante reduzido por a¢bes humanas, como desmatamentos, queimadas e pela acao
indiscriminada dos meleiros (coletores do mel de meliponineos). A destrui¢do de habitats tem
ocasionado o isolamento geografico em populacdes de espécies amplamente distribuidas,

como € o caso da Melipona rufiventris, existente de norte a sul do Brasil.

Para fins comerciais, a criacdo dessas abelhas (Meliponicultura) apresenta aspectos de

sustentabilidade bastante atrativos, ja que tem custos bastante baixos com manejo.

InformacBes quimicas sdo concentradas para o mel de abelha de Apis mellifera e
pouca informacéo é conhecida sobre a quimica de abelhas sem ferrdo (FREITAS et al., 2008).
A prépolis produzida por abelhas € conhecida por apresentar atividades antimicrobiana,

antiinflamatoria, antioxidante, imunomoduladora, entre outras (MURAD et al., 2002).
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Foi verificado que existe influéncia da sazonalidade na atividade antibacteriana de
propolis da espécie Apis mellifera proveniente da regido nordeste e regido sudeste,
provavelmente devido a alteracdo na concentracdo de compostos bioativos oriundos das
fontes vegetais destas prépolis (CASTRO et al., 2007). Também, na determinacdo de
elementos quimicos em amostras de mel de Apis mellifera, foi observada a presenca de niveis
de Cromo (Cr) e Niquel (Ni) acima do estabelecido pela lei brasileira, desqualificando essas
amostras (SODRE et al., 2007).

Na Tabela 01 apresentam-se as espécies de abelhas sem ferrdo (Figura 01) que sdo

criadas na Amazonia brasileira (CORTOPASSI-LAURINO, 2006).

Tabela 01. Estados onde sdo criadas abelhas Melipona.

Espécies Estados
M. interrupta manaosensis, M. seminigra merrillae, M.
rufiventris paraensis. Amazonas

Frieseomelita sp.,, M. compressipes fasciculata, M.
compressipes manaosensis, M. rufiventris flavolineata, M.
melanoventer, M. seminigra pernigra, M. seminigra
(Tapajos sub. Sp), Scaptotrigona nigrohirta, Tetagrona
clavipes, Tetragonisca angustula.

Para, Maranhao

M. crinita, M. ebdrnea fuscopilosa, M. flavolineata, M.
grandis, Tetragonisca weyrauchi. Acre

M. compressipes fasciculata, M. fulva Amapa

Figura 01. Melipona seminigra— GPA/INPA.
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O género Melipona compreende cerca de 40 espécies. Dessas, 36 sdo encontradas no

Brasil. Taxonomicamente, 0 género ¢ muito uniforme, sendo que muitas espécies diferem

apenas em seu padréo de coloracdo (VELTHUIS, 2003).

Melipona é um género de abelhas sem ferrdo (ou com ferrdo atrofiado), que ocorre na

América, desde o México até a Argentina.

Pertencem a esse género as espécies citadas abaixo com seus respectivos nomes

populares, Tabela 02:

Tabela 02. Espécies do genéro Melipona.

Espécies

Nomes populares

Melipona marginata

Melipona quadrifasciata
Melipona anthidioides
Melipona mandacaia

Melipona subnitida
Melipona cripta

Melipona bicolor

Melipona compressipes
Melipona interrupta

Melipona quinquefasciata

Melipona compressipes
Melipona interrupta

Melipona fuliginosa

Melipona scutellaris

Melipona flavolineata
Melipona rufiventris
Melipona mondury

Melipona seminigra

Manduri

Mandacaia

Jandaira
Guarupu
Tiuba

Mandagcaia-da-terra (mandagaia-do-chdo ou urugu-
do-chéo)

Jupara

Manduri-preto

Urugu-nordestina

Urucu-amarela

Urugu-boca de renda / Jandaira



http://pt.wikipedia.org/wiki/Abelha
http://pt.wikipedia.org/wiki/Manduri
http://pt.wikipedia.org/wiki/Manda%C3%A7aia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Janda%C3%ADra
http://pt.wikipedia.org/wiki/Guarupu
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ti%C3%BAba
http://pt.wikipedia.org/wiki/Manda%C3%A7aia-da-terra
http://pt.wikipedia.org/wiki/Jupar%C3%A1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Manduri-preto
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Uru%C3%A7u-nordestina&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Uru%C3%A7u-amarela
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Uru%C3%A7u-boca_de_renda&action=edit&redlink=1
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2.1.2. Mel, pélen e propolis de abelhas do Género Melipona

No Amazonas, o interesse pela criacdo de abelhas sem ferrdo justifica-se pelo alto
valor terapéutico do mel, pdlen e propriedades medicinais da propolis. Também pela
promocdo do aumento da renda familiar (comércio de mel, prépolis), pela polinizacdo e

perpetuacdo de milhares de plantas (KERR et al., 1996).

Além de servir como fonte de lazer para meleiros, hd muito que se estudar em relacao
aos constituintes nutricionais e farmacoldgicos dos produtos produzidos (mel, pélen e
propolis) por essas abelhas nativas. O mel, pélen, propolis e cera de abelha sem ferrdo tém
sido utilizados pelos indios e sitiantes no combate as doencas pulmonares, inapeténcia,
infeccdo dos olhos, fortificantes e agentes antibacterianos. Além de ser adocante natural e
fonte de energia, o mel apresenta efeitos imunoldgicos, antibacteriano, antiinflamatério,
analgésico, sedativo, expectorante e hiposensibilizador. E produzido a partir do néctar e outras
exsudacdes naturais das plantas que sdo coletadas, processadas e armazenadas pelas abelhas

(CRANE, 1985; CAMARA et al., 2004).

Foram encontrados acidos diterpénicos e o flavondide pinobanksina nas amostras do
Brasil e as benzofenonas preniladas sdo caracteristicas da propolis da Venezuela, embora as
amostras sejam de areas tropicais. Essas diferencas indicam que a composicdo quimica da
prépolis de abelhas sem ferrdo varia com a localizacdo das espécies de abelhas, e também
com a disponibilidade da flora como fator mais importante para sua composicdo (FREITAS et

al., 2008).
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A investigacdo de Oleos essenciais em amostras de prépolis de Melipona
compressipes, coletadas no Estado do Piaui apresentaram pouca atividade contra a bactéria
Staphylococcus aureus. Também foi analisada a composi¢do quimica da propolis de M.
compressipes por CG-MS e foram observados a presenca de alcoois, fenois, aldeidos, ésteres
e alguns &cidos graxos saturados (BANKOVA et al., 1999). Comparada a préopolis da mesma
espécie oriunda da Venezuela, observou-se que a composicdo quimica é completamente
diferente. A propolis das abelhas encontradas na Venezuela apresenta um perfil fendlico
caracterizado pela ocorréncia de benzofenonas polipreniladas (FREITAS et al., 2008).

A avaliacdo dos constituintes nutricionais de amostras do mel e polen das espécies
Melipona seminigra merrillae (jandaira), Melipona compressipes manaosensis (jupara),
Melipona rufiventris paraensis (urugu boca de ralo), mostrou o potencial do mel como fonte
de energia, particularmente a M. rufiventris com 305,3+2,4 kcal em 100g. O pdlen da espécie
M. compressipes apresentou a maior concentracao de proteina 15,7+0,0% e energia 309,8+0,8
kcal. Tais constatagcGes sugerem a implementagdo de novos estudos visando a incorporacao
destes produtos na dieta dos amazonenses, possibilitando uma nova fonte alternativa de

alimento potencialmente nutritivo e saudavel (SOUZA, et al., 2004).
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2.2. Propolis
- Historico:

O termo prépolis é derivado do grego, onde pro significa “em defesa” e polis “a
cidade”, ou seja, em defesa da colméia. De fato, a prépolis, produto resinoso do metabolismo
das abelhas, é produzida pelas abelhas a partir de resinas vegetais, 6leos essenciais, polen,
cera e aglcares e processada atraveés da mastigagdo com adicdo de enzimas salivares. O
material parcialmente digerido é misturado com cera de abelha e usado na colméia para vedar,
impermeabilizar e envernizar as paredes (MARCUCCI, 1995; GHISALBERTI, 1979;
CARVALHO-ZILSE & NUNES-SILVA, 2012).

Os gregos Aristoteles e Dioscorides e os medicos romanos Plinio e Galeno
reconheceram a propolis por suas propriedades medicinais. Os médicos arabes, durante a
Idade Média, empregaram largamente a prépolis como anti-séptico e cicatrizante no
tratamento de feridas e como anti-séptico bucal. Os Incas empregaram a prépolis como um
agente anti-pirético e a farmacopéia de Londres do século XVII listou a propolis como uma
droga oficial. Entre os séculos XVII e XX, a prépolis tornou-se muito popular na Europa por
causa de sua atividade antibacteriana (CASCALDO e CAPASSO, 2002).

As abelhas utilizam a propolis para a construgdo e manutencdo das colméias
(BURDOCK, 1998). Utilizam-na para vedar, reduzindo assim a entrada do vento, do frio e,
principalmente, dos inimigos naturais, alem de utiliza-la para embalsamar pequenos animais
mortos pelas abelhas, que ndo puderam ser retirados da colméia, evitando com isso a
putrefacdo (DEBUYSER, 1983).

A prépolis também € utilizada como material de construcdo no interior da colméia,
soldando favos e envernizando o interior dos alvéolos para que a rainha faca a postura dos

ovos em um ambiente ndo contaminado (GOJMERAC, 1980).
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- Obtencao:

A prépolis € obtida através de raspagem das diferentes partes da colméia (processo
extrativista) ou através de coletores introduzidos na tampa e nas laterais da colméia. A
propolis é um medicamento natural, utilizado popularmente desde longa data. No antigo Egito
era empregado para embalsamar os mortos (CASCALDO e CAPASSO, 2002).

Tem cor variada de verde, vermelho para marrom escuro. A prépolis tem um aroma
caracteristico e mostra propriedades adesivas porque interage fortemente com Oleos e
proteinas da pele (SFORCIN, 2007). Ela tem sido usada na medicina popular desde muito
tempo, devido as suas propriedades biologicas (MURAD et al., 2002).

- Informacdes de uso:

A propolis é usada popularmente como antioxidante (GUO et al., 2011; PAPOTTI et
al., 2012 e MIGUEL et al., 2011), antifungica (YANG et al., 2011), antibacteriana, anti-
inflamatéria (MURAD et al., 2002; ISHIDA et al.,, 2011), hepato-protetora, antiviral,
antiinflamatorio, capacidade de aumentar a resisténcia natural do corpo as infecgdes e tratar
Glcera gastroduodenal (CASCALDO e CAPASSO, 2002).

Em uso topico, a prdpolis é indicada para aliviar varios tipos de dermatites causadas
por bactéria e fungos. Atualmente, a propolis pode ser encontrada na forma de capsula (pura
ou combinada), tintura (hidroalcodlica ou glicélica), como antisséptico bucal, em pastilhas
para garganta, cremes, em cosméticos e como constituinte de alimentos naturais

(CASCALDO e CAPASSO, 2002).
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Figura 02. Propolis de abelhas sem ferrdo — Meliponario GPA/INPA
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2.2.1. Composicdo Quimica

De modo geral, a propolis in natura é composta de 30% de cera, 50% de resina e
balsamo vegetal (secrecdo vegetal complexa, com odor aromatico caracteristico, rica em
diversos principios ativos e produzidos por varias especies vegetais), 10% de 6leos essenciais
e aromaticos, 5% de pdlen, e outras substdncias como flavondides e &cidos fendlicos
mostrados nas figuras 02, 03, (SFORCIN, 2007; ALENCAR et al., 2007 e OLDONI, 2007).

A propolis apresenta substancias de origem vegetal e substancias de origem animal, ou
seja, da propria abelha, como por exemplo, os acidos graxos. Estima-se que a prépolis possui
mais de trezentos componentes distintos, e, devido a esta grande complexidade, é
extremamente dificil de identificar qual a substancia responsavel por sua atividade
terapéutica. Alguns autores afirmam que sua eficicia estaria justamente na composicdo
quimica heterogénea (MATSUNO,1996).

Estudos especificos sobre a composicdo quimica da prépolis eram raros até 19609,
provavelmente devido a falta de técnicas apropriadas de separacdo e analise (GHISALBERTI,
1979). Hoje em dia mais de 300 compostos ja foram identificados. O maior grupo de
compostos isolados da prépolis sdo os flavondides, os quais juntos com os acidos carboxilicos
modificados sdo denominados de componentes estratégicos, pois sdo responsaveis pela
bioatividade contra varios microorganismos patogénicos (BURDOCK, 1998).

Dos grupos mais importantes que apresentam atividade bioldgica elevada presentes na
prépolis, sdo os compostos fendlicos (MARCUCCI et al, 1998); os compostos fendlicos
correspondem a mais de 50% do peso total da prépolis (MARCUCCI, 1995). Dentre esses
compostos destacamos os flavondides que sdo quimicamente classificados de acordo com a
presenca ou ndo de um anel central, de uma dupla ligacdo no anel e de um grupo hidroxila a

ele ligado (MARCUCCI et al, 1998).
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Os flavondides sdo compostos polifendlicos encontrados em varias plantas, podendo
inibir a sintese e a liberagdo de varias enzimas, mas principalmente atuam como um poderoso
antioxidante (CYRINO et al., 2002). Eles possuem mais de um grupo potencialmente reativo
e a sua capacidade antioxidante esta baseada, fundamentalmente, na alta capacidade em doar
hidrogénio. Portanto uma das suas principais fun¢bes é o seqlestro do radical livre. Contudo
alguns estudos demonstram que quando estdo na presenca de alguns metais, como o cobre,
essa acdo se potencializa (ALIAGA et al., 2004).

Alguns autores comentam que os flavondides inibem algumas enzimas chaves
envolvidas na inflamacdo e na sinalizacdo celular da cicloxigenase e lipoxigenase, com 0
envolvimento também na producdo de mensageiros secundarios. Muitas de suas propriedades
farmacoldgicas estdo ligadas a sua capacidade de modificar a atividade enzimatica envolvida
na ativacdo celular, por meio de sua composicdo estrutural, assim tendo grande énfase no
sequestro de radicais livres que estdo relacionados a processos degenerativos desencadeados

pelas Espécies de Oxigénio Reativas (EROS), (SELLOUM et al., 2003).
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Quanto aos tipos de propolis que existem, Park et al (2004) classificaram a prépolis
brasileira de trés regides em doze grupos distintos, obedecendo a critérios de similaridade
fisico-quimica das amostras. Foram encontrados cinco tipos diferentes na regido sul do Brasil,
um na regido sudeste e seis na regido nordeste. Nessas amostras, foram realizados estudos
para avaliar a composicao qualitativa e quantitativa de flavondides e compostos fenolicos das
amostras de propolis provenientes das diversas regides do Brasil. Nesse trabalho foi
demonstrado que houve variagdo muito grande tanto qualitativa como quantitativa dos
compostos fenolicos das amostras de prépolis analisadas (na forma de extrato etandlico). Em
geral, as amostras da regido Sul e Sudeste apresentaram 0s maiores teores de compostos
fendlicos. Além disso, houve nitida diferenca qualitativa dos diferentes extratos entre
amostras de S&o Paulo, Minas Gerais e Rio Grande do Sul.

Park et al (2004), também analisou o perfil quimico por HPLC de extratos obtidos da
planta Baccharis dracunculifolia e comparou com extratos de propolis oriundos do sudeste do
Brasil, ambos extratos mostraram inameras similaridades. Essas evidéncias foram sustentadas
pela comparacao das caracteristicas quimicas e biologicas de extratos de propolis verde com o
extrato de Baccharis dracunculifolia pelo método da espectroscopia de massas (BANKOVA
et al, 1999; KUMAZAWA, 2003, PARK et al, 2002, 2004), bem como pela avaliacdo da

atividade antimicrobiana in vitro (LEITAO et al, 2004).
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2.2.2. Acidos fenélicos isolados de propolis
Soares et al (2002) mostra a estrutura quimica de alguns exemplos de compostos
fendlicos, varios deles comuns em produtos apicolas, como os &cidos galico, vanilico,

feralico, p-cuméarico, éster fenetilico do acido cafeico (CAPE), cafeico e siringico.

0O
O~CH Oa LOH
I OH
HO OH MeO HO
OH OH OMe
Acido galico Acido vanilico Acido ferulico
I /\/@
COOH
/@A\/ \ 0
HO HO
OH
Acido p-cumérico Ester fenetilico do Acido cafeico - CAPE
O OH
HO COOH
D/\\/
HO MeO OMe
OH
Acido cafeico Acido siringico

Figura 03. Acidos fendlicos isolados de propolis.
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2.2.3. Flavondides isolados de propolis

Alguns flavondis encontrados na prépolis (CASCALDO, 2002; AMOROS, 1992;

CUSHINE; LAMB, 2005), figura 04.

OH O

Galangina Kaempferol

OH O OH O

Quercetina Miricetina

Figura 04. Flavonois isolados de prépolis.
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Abaixo sdo listados algumas flavonas encontradas na propolis (CASCALDO, 2002;

AMOROQOS, 1992; CUSHINE; LAMB, 2005).

OH O OH O

Crisina Apigenina

OH O OH O

Luteolina Tectocrisina

Figura 05. Flavonas isoladas de propolis.
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As Flavanonas encontradas na propolis (CASCALDO, 2002; AMOROS, 1992;

CUSHINE; LAMB, 2005).

OH O OH O

OMe

Pinocembrina Isosacuranetina
OH
O ®
OH O

Naringenina

Figura 06. Flavanonas isoladas de propolis.
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2.2.4. Atividades Biologicas de prépolis.

Varios estudos registraram que a atividade bioldgica da propolis depende da
composicdo quimica, a qual também depende da diversidade geografica e da variedade
genética da rainha (LUSTOSA et al., 2008).

A avaliacdo da capacidade antioxidante do extrato etanolico e fases diclorometano,
acetato de etila e hidroalcodlico da geopropélis de Melipona flavolineata foi considerado
significativa em todas as amostras, com destaque para a fase hidroalcodlica que se mostrou
apenas duas vezes menos ativa que os padrdes antioxidantes utilizados (FELIX et al., 2008).

Algumas fragdes da propolis de Frieseomelitta foram submetidas a testes de difusdo
em agar com duas bactérias Gram-negativas (Aeromonas hydrophila e Pseudomonas
aeruginosa) e duas Gram-positivas (Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus), a fracdo
acetato de etila se mostrou ativa. O fracionamento dessa fracdo foi direcionado com testes de
difusdo em Agar, onde se isolou o &cido caurodiendico, que apresenta comprovada atividade
antibacteriana e ja havia sido isolado de outra espécie de abelha (CAMPOS et al., 2008).

Mirzoeva & Calder (1996) atribuiram a propriedade anti-inflamatdria a presenca de
compostos como o0 &cido cafeico, a quercetina, a narigenina e o éster fenetilico do &cido
cafeico (CAPE) presentes na prépolis (Figura 03, 04 e 06). Esta atividade antiinflamatéria
seria resultante da supressao da sintese de prostaglandinas e de leucotrienos pelos macréfagos.
A participacdo do CAPE isolado da propolis, na inibicdo da sintese de prostaglandinas foi
também constatada por Borrelli et al. (2002). Além destes compostos, Krol et al. (1996)
caracterizaram na propolis mais outros 15 compostos que, conhecidamente apresentam esta
atividade antiinflamatoria, entre eles o acido salicilico, a apigenina, o acido ferulico e a

galangina (Figura 03, 04 e 05).
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Em trabalhos com camundongos e coelhos foi constatada a atividade antiinflamatéria
de solugdes hidroalcodlicas da propolis, tanto em aplicagdes tdpicas, bem como através de
injecOes ou mesmo via oral. Detalhes desses estudos podem ser encontrados em Ivanovska et
al. (1995), Park et al. (1996), Ledon et al. (1997), Menezes et al. (1999) e Ozturk et al.
(2000).

A capacidade da propolis em inibir o crescimento de microorganismos é a atividade
farmacoldgica mais popularmente conhecida e comprovada cientificamente. A despeito de
suas distintas composi¢des, amostras de propolis da Europa sdao muito similares em relagédo a
atividade antimicrobiana, quando comparadas com as amostras de propolis provenientes do
Brasil (POPOVA et al., 2004).

Diversos pesquisadores tém demonstrado a atividade antibacteriana em culturas de
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium, S. enteritides, etc, entre
eles Bankova et al. (1995), Serra & Escola (1995), Mazzuco et al. (1996) e Park et al. (1998).
Ensaios de antibiose com a propolis, frente a 10 bactérias Gram-positivas e 20 Gram-
negativas, constataram que a atividade antibacteriana da prépolis é mais efetiva sobre as
Gram-positivas (ANTUNES et al., 1996).

A inibicdo de crescimento de Helicobacter pylori foi observada por Ohsugi et al.
(1997), Hashimoto et al. (1998), Banskota et al. (2001) e Boyanova et al. (2005). Desta
forma, a inibicdo de Ulceras gastricas através da ingestdo de propolis, possivelmente, esta
relacionada com a atividade anti-helicobacter, ja& que esta bactéria é reconhecidamente
associada a estas Ulceras.

Ensaios in vitro avaliando o efeito da propolis sobre a proliferacdo de virus da gripe de
aves (KUJUMGIEYV et al., 1999) resultaram na inibicdo destes virus. Harish et al. (1997)
também descreveram atividade inibitdria da propolis sobre a replicacdo do virus HIV-1 em

culturas celulares de linfécitos CDA.
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Diversos compostos isolados da propolis apresentaram atividade inibitoria no
crescimento de diversos tumores. Matsuno (1995) constatou a atividade inibitéria de um
diterpeno (PMS-1) sobre hepatocarcinoma humano. Mitamura et al. (1996), estudando o
efeito do PMS-1 sobre tumor de pele sugeriu que esta atividade esteja relacionada com a
inibicdo na sintese de DNA destas células. O éster fenetilico do &cido cafeico (CAPE) isolado
de propolis apresentou atividade antiproliferativa sobre a linhagem de hepatocarcinoma
Hep3B, mas mostrou-se indcuo quando adicionado a culturas primarias de hepatdcito de
camundongo (JIN et al., 2005).

Outro composto, a crisina, também isolada de propolis, mostrou-se efetiva em inibir o
crescimento de culturas da linhagem de glioma C6 de rato; as células mantiveram-se
estacionarias na fase G1 do ciclo celular (WENG et al., 2005).

Além dos polifenodis, a prépolis contém uma extensa gama de outros compostos com a
propriedade de remover esses radicais livres em excesso de nosso organismo (MARQUELE
et al., 2005). Diversos grupos de pesquisadores tém relatado essa propriedade da prépolis, e
muitos deles chegaram a isolar diversos compostos que seriam 0S responsaveis por essa
propriedade antioxidativa: Matsushige et al. (1995), Basnet et al. (1997), Claus et al. (2000),
Mirzoeva et al. (1995), Oyaizu et al. (1999), Hayashi et al. (1999), Banskota et al. (2000),
Moreno et al. (2000) e Sun et al. (2000). Estes pesquisadores sé&o unanimes em atribuir aos
flavondides, principalmente o éster fenetilico do acido cafeico (CAPE), esta propriedade
farmacoldgica. Entretanto, Russo et al. (2002) constataram que extratos de propolis onde

houve a remocdo do CAPE, continuaram a apresentar atividade antioxidante.
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2.3. Flavonoides

Os flavondides compdem uma ampla classe de substancias de origem natural, cuja
sintese ndo ocorre na espécie humana. Sao substancias aromaticas com 15 atomos de carbono
no seu esqueleto basico, sendo compostos fendlicos C6-C3-C6, onde os dois anéis C6 sdo
necessariamente aromaticos (anéis A e B) e conectados por uma ponte de trés carbonos que

geralmente contém um &tomo de oxigénio (anel C) (Figura 07) (LOPES et al., 2000).

Figura 07. Esqueleto basico de um flavonéide.

Os flavondides, de acordo com as suas caracteristicas quimicas, sdo separados em
diversas classes tais como: flavonas, flavondis, dihidroflavonoides (flavanonas e flavanonais),
antocianidinas, isoflavondides, auronas, neoflavondides, biflavondides, catequinas e seus
precursores metabdlicos conhecidos como chalconas e podem ocorrer como agliconas,
glicosilados e como derivados metilados (HAVSTEEN, 2002). Anteriormente foram
identificadas mais de quatro mil substdncias pertencentes ao grupo dos flavondides
(PETERSON; DWYER, 1998).

As figuras 04, 05 e 06 mostra estruturas de flavondides comumente encontrados em
propolis: a quercetina, miricetina, kaempferol e a galangina que sdo flavonois; a apigenina, a
crisina, a luteolina e a tectocrisina sdo exemplos de flavonas e a pinocembrina, a
isosacuranetina e a naringenina sdo flavanonas (CASCALDO, 2002; AMORQOS, 1992;

CUSHINE; LAMB, 2005).
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2.3.1. Rota Biossintética de Flavondides.

Os flavondides constituem uma grande familia de metabdlitos secundarios que tém em
comum possuirem dois anéis aromaticos unidos por uma cadeia de 3 atomos que pode, ou
ndo, ter condensado formando um terceiro anel. Do ponto de vista biossintético os
flavondides sdo formados pela unido de duas sub-unidades, uma proveniente do &cido
xiquimico e outra da via do acetato. A substrutura proveniente do acido xiquimico estd em

azul e a proveniente da via do acetato em vermelho (Figura 08).

OR
RO O

OR

Figura 08. Estrutura basica de um flavonéide.

O anel A possui um padrdo de hidroxilagdo como esta indicado e o anel B pode
possuir uma hidroxila na posicéo 4, ou dois, nas posi¢cdes em 3’ e 4’ ou trés nas posi¢cdes em
3’, 4’ e 5’ (Figura 08).

O é&cido p-cumérico condensa como uma cadeia policetbnica resultante da
condensacgédo de 3 unidades de acetilcoenzima A, dando origem a uma chalcona por agéo da
enzima chalcona sintase e reacdo de Claisen, gerando o anel aromatico. Esta pode ciclizar
dando origem as flavanonas ou isoflavanonas a partir das quais se formam os flavondides

restantes (Figura 09), (DEWICK, 2002).
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3. OBJETIVOS

Contribuir para o estudo quimico da geoprépolis do género Melipona (abelhas sem

ferrdo) encontrado na Regido Amazdnica, através do estudo da composicdo quimica e

atividade bioldgica de duas espécies: Melipona interrupta Latreille, 1811, e Melipona

seminigra Friese, 1903.

b)

d)

3.1. Objetivos Especificos

Analisar quimicamente a geopropolis das espécies Melipona interrupta e
Melipona seminigra, atraves de métodos de extracdo, isolamento e purificacdo de
constituintes quimicos;
Identificar a estrutura dos constituintes quimicos dessas espécies de abelhas
através de técnicas de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) (uni e
bidimensionais);
Analisar o perfil metabdlico de extratos hexanicos das duas espécies de Melipona
através de CG-MS;
Integrar estudos biologicos ao estudo quimico das duas espécies de abelhas,
através da disponibilizacdo de seus extratos e/ou substancias isoladas para
realizacdo de testes farmacoldgicos, tais como:

- atividade antimicrobiana;

- atividade enzimatica lipoxigenase;

- atividade enzimatica acetilcolinesterase;

- atividade larvicida;
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1. MATERIAL E METODOS
4.1.1 Coleta da geopropolis

As amostras de geoproépolis das espécies M. interrupta e M. seminigra foram coletadas
diretamente em colméias alojadas em caixas padronizadas em meliponarios de diferentes
localidades do Amazonas nos municipios de Manaus e Boa Vista do Ramos. As coletas foram
feitas pela equipe do Grupo de Pesquisas em Abelhas do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazdnia (GPA/INPA), sob a orientacdo da Dra. Gislene Almeida Carvalho Zilse

(GPAJINPA) (Tabela 03).

Tabela 03. Localidades de origem da geopropolis de Melipona interrupta e M. seminigra.

Municipio Localidade  Meliponario Data coleta Amostras Amostras
M. seminigra M. interrupta
Arlindo  14/04/2008  MSI(BVR AL N3o
Boa Vista do Ms2 (BVR A2)
RAMOS Boa Unido Mil (BVR L1)
Laureci 14/04/2008 Né&o Mi2 (BVR L2)
Mi3 (BVR L3)
Ms3 (MAO GPA1) Mi4 (MAO GPAL1)
INPA GPA* 15/07/2008 Ms4 (MAO GPA2) Mi5 (MAO GPA2)
Manaus Ms5 (MAO GPA3) Né&o
Ramal do x .
Brasileirinho Carlos 22/05/2008 Né&o Mi6 (MAO Brl)

*Grupo de Pesquisa em Abelhas - INPA

As 11 amostras foram recolhidas com espatulas de inox, armazenadas em sacos
plasticos e devidamente identificadas. Apds a coleta, a propolis foi levada ao laboratério onde

foi armazenada em freezer a -15 °C até o inicio da preparagdo dos extratos.

4.1.2. Preparacdo do material
Foi realizada a pulverizacdo/trituracdo da prépolis com ajuda de marreta, 0 material

resultante foi acondicionado em sacos plasticos.
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4.1.3. Solventes

Todos os solventes utilizados neste trabalho foram de grau técnico e previamente
destilados. Alguns solventes sofreram tratamento prévio como o cloroférmio, hexano e
acetato de etila (3x lavagens com agua destilada, depois 1x lavagem com solugdo saturada de
bicarbonato de sddio, 1x lavagem com solucdo saturada de cloreto de sddio, depois se secou
com cloreto de calcio, filtrou-se e destilou-se). Agua destilada foi utilizada para realizagio de

particdo liquido-liquido dos extratos.

4.1.4. Equipame ntos

Balancas analiticas:
= Marca Mettler — Toledo, modelo AB204, limite 210 g.
- Balanca semi-analitica:
= Marca Quimis, modelo BG2000, limite 2,020 g.
- Evaporador Rotativo: Marca Fisatom 802, modelo 550.
- Lampada UV: Marca Spectroline, modelo CX-20, ultraviolet fluorescence analysis
cabinet. Onda longa (365 nm) e onda curta (254 nm) (CPPN/INPA).

- Ultrassom: Marca Ultrasonic, modelo USC 1400.
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4.1.5. Aparelhos de extracéo

A propolis foi submetida & extracdo continua sélido-liquido em aparelho tipo Soxhlet
com hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol (CPPN/INPA). Também foram feitas
extragdes por maceracdo com alcool etilico. Alguns extratos metanolicos foram submetidos a

particdo por ordem crescente de solventes (hexano, cloroférmio e acetato de etila).

4.1.6. Evaporacéo de extratos e solugdes

As solucdes e os extratos gerados foram concentrados por evaporagdo rotatéria sob
pressdo reduzida utilizando um banho de temperatura controlada (40 °C). Em seguida, 0s
extratos concentrados foram transferidos para recipientes de vidro identificados e pesados. Os

extratos foram secos com auxilio de um banho quente de areia da CPPN-INPA.

4.1.7. Calculo do teor de extrativo
Ap0s a secagem dos extratos, foram determinados os respectivos teores de extrativos
conforme a formula abaixo:

Teor extrativo (%) = 100 x massa do extrato (g) / massa da amostra utilizada (g)
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4.1.8. Métodos cromatograficos
4.1.8.1. Analise por cromatografia em camada delgada (CCD e CCD-RP-18)

As analises foram feitas em placas prontas de 20 x 20 cm de silica gel 60 em
aluminio de CCD (silica, MERCK, F,s4) ou cromatoplacas de CCD-RP-18 (fase reversa,
MERCK, Fjs4). Nestas placas, com o auxilio de um capilar, foram aplicados volumes iguais
dos extratos preparados. Em seguida, as substancias foram eluidas em uma cuba previamente

saturada com uma mistura de solventes pré-determinados.

A visualizagdo das manchas foi subseqlientemente feita pela iluminagdo da placa
com UV (254 nm). Em seguida, exposi¢do a vapor de iodo e impregnacdo com solucdo
alcodlica de acido a sulfarico 10 %, ou anisaldeido ou outro revelador (NP-PEG para

flavondides, DPPH para antioxidantes, FeCl; para fendlicos).

4.1.8.2. Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)

CCDRP foi realizada em cromatoplacas de 20 x 20 cm e espessura de fase de 1,5 mm.
Essas cromatoplacas foram preparadas usando cerca de 60 g de silica gel 60 PF,s, da MERCK
e 150 mL de 4gua destilada, que ap6s evaporagdo da agua a temperatura ambiente, foram

ativadas em estufa a 100 °C.



49

4.1.9. Métodos espectroscopicos
4.1.9.1. Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono (RMN de *H e ©*C)

As substancias isoladas foram identificadas por métodos espectroscopicos
unidimensionais de RMN *H e **C, bidimensionais de HSQC, HMBC e COSY, também
DEPT e massas foram utilizados. Os espectros de RMN *H e *C das substancias foram
obtidos no espectrémetro de modelo UNITY INOVA, marca VARIAN (500 MH,) do Centro
de Biotecnologia da Amazbnia (CBA). Foram utilizados tetrametilsilano (TMS) como padréo

interno e metanol deuterado como solvente.

4.1.9.2. Espectrometria de massas por electrospray (ESI-MS)

Para as analises por Espectrometria de Massas com lonizacdo de Electrospray (ESI-
MS), 1 mg da substancia isolada foi diluida em 1 mL de metanol e injetada diretamente no
espectrometro. Os espectros de massas foram obtidos no modo negativo em um espectrémetro
de massas modelo LCQ Fleet, Thermo Scientific (serial: LCF 10151), da Central Analitica da

Universidade Federal do Amazonas (UFAM).
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4.2. Extracdo da Geopropolis de M. seminigra e M. interrupta.
4.2.1. Preparacdo de Extratos Etandlicos

As 11 amostras de geoprépolis de duas espécies de abelhas sem ferrdo (Melipona
interrupta e Melipona seminigra) cedidas pela Dra. Gislene Carvalho do Grupo de Pesquisas
em Abelhas — GPA, foram pulverizadas e pesadas. Depois as amostras foram submetidas a
extragOes distintas: uma a frio com etanol e outra a quente em metanol.

Uma parte das amostras (aproximadamente 3,0 g) de M. interrupta e M. seminigra foi
submetida a extracdo a frio com uma solucdo etanélica 70% durante uma semana (3x 100ml,
cada). A extracdo etanolica seguiu a metodologia usada por Sawaya et al., (2007).

As massas dos extratos etandlicos estdo apresentadas na Tabela 04. Com os extratos
etandlicos gerados foram feitos testes de atividades antioxidantes e de fenolicos totais para
verificar a presenca de substancias antioxidantes e substancias fenolicas. Essas analises foram
feitas durante o trabalho de PIBIC/INPA de Muniz (2009a) que participa do mesmo grupo de
pesquisas da Dra. Rita Nunomura, os dados sdo mostrados na Tabela 04.

Tabela 04. Extragdo por maceracao a frio em etanol absoluto da geopropolis de Melipona interrupta (Mi) e
Melipona seminigra (Ms) e dados de atividade antioxidante.

Amostra Peso da amostra (g) Massa (mg) % DPPH
CSso (pg/mL)
Mil(BVRL1) 3,0044 321 1,06 -
Mi2 (BVR L2) 3,0073 137 0,45 >500,0+29
Mi3 (BVR L3) 3,0051 1938 0,65 216,0£0,9
Mi4 (MAO GPA1) 3,0061 652 2,16 171+49
Mi5 (MAO GPA2) 3,0051 1509 5,02 100+£05
Mi6 (MAO Brl) 3,0063 369,7 12,2 263+39
Ms1 (BVR Al) 3,0026 19,2 0,63 169,0+0,8
Ms2 (BVR A2) 3,0020 264 0,87 1410+4,4
Ms3 (MAO GPA1) 3,0036 3246 1038 288,0+5,0
Ms4 (MAO GPA2) 3,0063 389,3 129 3250+0,1
Ms5 (MAO GPA3) 3,0047 420,1 139 >500,0+£50

* Muniz et al., 2009a.
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4.2.2. Preparacdo de Extratos Metandlicos

Certa quantidade das amostras (entre 15 a 330 g) de M. interrupta e M. seminigra foi
submetida & extracdo continua sélido-liquido a quente com 700 ml de metanol (3x extracGes
de 6h cada). As massas dos extratos metandlicos estdo apresentados na Tabela 05. A extragdo
a quente em metanol da geoprépolis de ambas as espécies resultou em maiores rendimentos
na maioria dos extratos, uma vez que o material organico é mais facilmente extraido em
temperatura elevada.

Com os extratos metandlicos gerados também foram feitos testes de atividades
antioxidantes e de fendlicos totais para verificar a presenca de substancias antioxidantes e
substancias fenolicas. Essas analises também foram feitas no PIBIC/INPA de Muniz (2009b),
os dados estdo apresentados na Tabela 05. Todos os extratos metanolicos apresentaram
atividade antioxidante promissoras, principalmente as amostras Mi5 (MAO GPA2) e Mi6
(MAO Brl) apresentaram atividade antioxidante mais expressiva com a capacidade se
sequestrar 50% dos radicais livres de 2,2-difenil-picril-hidrazila (DPPH) na concentracdo de
10 e 26,3 pg/mL, respectivamente, e com concentracdo de 10 e 20,5 pg/mL nos extratos em

etanol analisados (MUNIZ et al., 2009a e 2009b).

Tabela 05. Extracdo por Soxhlet em metanol da geopropolis de Melipona interrupta (Mi) e Melipona
seminigra (Ms) e dados de atividade antioxidante.

Amostra Peso da amostra (g) Massa (g) % DPPH*
CSso (ng/mL)

Mil (BVR L1) 81,67 1,3863 1,69 -

Mi2 (BVR L2) 124,02 0,6992 0,56 4933+1,9

Mi3 (BVR L3) 267,66 2,2015 0,82 1314+£1,9
Mi4 (MAO GPA1) 51,36 1,3643 2,65 13130
Mi5 (MAO GPA2) 227,34 14,8928 6,55 10005

Mi6 (MAO Brl) 330,80 438715 132 20515

Ms1 (BVR Al) 42,15 0,6002 1,42 1157+£0,4

Ms2 (BVR A2) 7761 0,6975 0,89 1556 +£3,2
Ms3 (MAO GPAL1) 64,16 12,152 189 2343+4,0
Ms4 (MAO GPA2) 68,12 10973 16,1 1292 +3,0

Ms5 (MAO GPA3) 1558 1,8068 115 1610 +3,3
Quercetina* - - - 4,0

* Muniz et al., 2009b.
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4.2.3. Fracionamento do extrato metandlico (Mi5 (MAO GPA2)) de M. interrupta.

Estudos anteriores com o0s extratos metandlicos de propolis da espécie Melipona
interrupta mostraram boa correlagdo dos teores de fendlicos totais com os resultados de
atividade antioxidante (Muniz, 2009b). Considerando que a atividade antioxidante pode estar
relacionada com a presenca de substancias fendlicas.

O extrato metandlico da préopolis Mi5 (MAO GPA2) apresentou uma Otima
correlacdo dos teores de fendlicos totais e atividade antioxidante. Por isso, esse extrato foi o
primeiro a ser submetido a um fracionamento com o objetivo isolar substancias fenolicas.

O extrato metanolico (10,0 g) da amostra Mi5 (MAO GPAZ2) foi submetido a parti¢éo
por solventes em ordem crescente de polaridade. Gerando as fragcdes: hexanica (609,3 mg),
cloroformica (507,9 mg), acetato de etila (2,0118 g) e hidroalcodlica (6,8000 g), conforme

fluxograma 1.

[ Mi5 (MAO GPA?2) ]
(10,0 g)

Particdo com Hex (3x700 ml)

Fracdo Hexanica Fracdo
(609,3 mg) Hidroalcoolica

Particdo com CHCI; (3x700 ml)

\ 4 A4

[ Fracao Cloroférmica ][ Fracéo ]

(507,9 mg) Hidroalcodlica

Particdo com AcOEt (3x700 ml)

A

[ Fracdo Acetato de Etila ] [ Fracdo Hidroalcodlica ]

(2,0118 g) (6,8000g)

Fluxograma 1. Particdo do extrato metanolico de Mi5 (MAO GPA2).
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O perfil cromatografico das fases hexanica, cloroféormica, acetato de etila e
hidroalcodlica provenientes da amostra Mi5 (MAO GPA2) foi analisado. Utilizou-se
Cromatografia em Camada Delgada de fase normal (CCD) e sistemas de solventes pré-
definidos. A placa foi iluminada com luz no UV (254 nm).

A anélise por CCD no sistema CHCIy/MeOH (7:3) utilizando-se os reveladores DPPH,
FeCl; e NP-PEG foi suficiente para detectar substancias antioxidantes, fendlicas e

flavondides, respectivamente, nas fracGes cloroférmica (507,9 mg) e acetato de etila (2,0118

9)-

4.2.3.1. Fracionamento da Fracéo Acetato de etila

A fracdo acetato de etila (2,0118 g) foi submetida a uma coluna (49,5 x 3,5 cm, h=30
cm) em silica gel de fase reversa RP-18 (40 -63 um). Utilizou-se sistema de solventes 2x
Metanol/agua (5:5) e 1x de metanol (100%), 500 ml cada. Foram coletadas 3 sub-fracdes, as
quais foram posteriormente combinadas, conforme fluxograma 2.

Quando a sub-fracdo 1-2 combinada (1,3097 g) foi solubilizada com metanol, gerou
um sobrenadante e um precipitado, assim ela foi submetida a uma centrifugacédo (18°C,
10.000 rpm, 8 min.). Resultando em um sobrenadante de massa 1,2412 g e um precipitado de

massa 0,0685 g, conforme fluxograma 2.

4.2.3.2. Fracionamento do Sobrenadante

O sobrenadante (1,2412 g) foi submetido a uma coluna cromatogréafica (49,5 x 3,5 cm,
h= 25 cm) em silica gel RP-18 (40 -63 um). Utilizou-se sistema de eluentes: 1x metanol/agua
(4:6), 1x metanol/agua (5:5) e 2x metanol (100%), 250 ml de cada, foram coletados 35
fracdes de 12 ml. Essas 35 fracGes depois de analisadas por CCD fase normal e reversa, foram
combinadas em cinco fracdes: fracdo 1-7 (105,3 mg), fracdo 8-19 (349,6 mg), fracdo 20-23

(178,4 mg), fracédo 34 (180,2 mg) e fracdo 35 (57,5 mg), conforme fluxograma 2.
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4.2.3.3. Fracionamento da Fracéo 34

A fracdo 34 (180,2 mg) apresentou-se como um precipitado branco amorfo. Essa
fracéo foi solubilizada com metanol, gerando um sobrenadante (142,5 mg) e um precipitado
branco (36 mg).

O precipitado sofreu lavagens com metanol, gerando uma substancia isolada (SUBST-
1: 10,2 mg), um so6lido branco amorfo, conforme fluxograma 2. A substancia SUBST-1 foi

submetida a analises uni e bi-dimensionais de RMN.

4.2.3.4. Fracionamento da Fracéo 35

A fracdo 35 (57,5 mg) apresentou um precipitado branco. Essa fracdo foi solubilizada
com metanol e apareceu uma fase sobrenadante. Essa fracdo foi analisada por CCD fase
normal e reversa em diversos eluentes e depois submetida a uma CCDP com
hexano/cloroformio (4:6), 150 ml, foi utilizada 3 placas.

Dessa cromatografia geraram 3 sub-fracdes (Al= 6,8 mg; B2=5,4 mg e C1= 7,5 mg)

que, depois de analisadas por CCD apresentaram-se impuras.
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Fracdo Acetato de Etila
(2,0118 g)

CC Silicagel RP-18 (495 x 3,5 cm)
Eluentes: (2x MeOH/H,0 (5:5); 1x MeOH 100%)
Analise CCD RP-18 das sub-fragtes

Sub-fragéo 1-2 ) Sub-fracédo 3
(1,3097 g) (0,0788 g)

7

Solubilizagdo com MeOH = decantagdo
Centrifugacéo (18 °C, 10.000 rpm, 8 min.)

A\ 4 \ 4

[ Sobrenadante ) [ Precipitado ]

(1,2412 g) (0,0685 g)

S

CC Silicagel RP-18 (49,5 x 3,5 cm)
Eluentes: (1x MeOH/H,0 (4:6); 1x MeOH/H,0 (5:5); 2x MeOH 100%)
Andlise CCD RP-18 das sub-fragdes

l " ,, l l

|

Fracéo 1-7 Fracéo 8-9 Fracéo 20-23 Fracéo 34 Fracgéo 35
(105,3 mg) (349,6 mg) (178,4 mg) (180,2 mg) (57,5 mg)

Solubilizagdo com MeOH
Formacdo de precipitado

A A 4

Sobrenadante Precipitado
(142,5 mg) (36,0 mg)

Solub. MeOH
JFormagéo de ppt

SUBST-1
(10,2 mg)

Fluxograma 2. Fracionamento da fragéo acetato de etila.
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4.2.3.5. Fracionamento da Fracdo Cloroformica

A fracdo cloroférmica (507,9 mg) descrita no fluxograma 1 foi submetida a uma
cromatografia em coluna (60,0 x 2,5 cm, h=35 cm) de silica gel (63 — 200 um). Utilizou-se
sistema de solventes: 1) hexano/acetato (gradiente), 2) cloroférmio/ metanol (gradiente), 170
ml cada. Foram coletadas 90 fragdes de 11 ml cada e depois de analisadas em CCD foram

combinadas em 10 sub-fracdes, conforme fluxograma 3.

4.2.3.6. Fracionamento da Fracgéo Fr. 38-47

A sub-fracdo Fr. 38-47 (23,2 mg) foi submetida a uma CCDP com sistema de
solventes cloroférmio/metanol (9:1), 200 ml. Dessa cromatografia obteve-se um sélido branco
amorfo (SUBST-2) e um cristal verde impuro (SUBST-3), conforme analise CCD,
fluxograma 3.

A SUBST-2 (8,3 mg) foi submetida a analises uni- dimensionais de RMN de *H. As
analises dos espectros de RMN revelaram tratar-se de uma graxa.

A SUBST-3 (7,0 mg) foi filtrada em um cartucho de Seppak fase normal, com
eluentes CHCIy/MeOH (9:1) e (5:5), depois MeOH 100%. Dessa filtracdo obteve-se a
SUBST-3 pura, com 3,1 mg, conforme analise de CCD, fluxograma 3. A SUBST-3 (3,1 mg)
foi submetida a andlises uni e bi-dimensionais de RMN. As analises dos espectros de RMN
revelaram tratar-se de um flavonol.
4.2.3.7. Fracionamento da Fragéo Fr. 33-36

A fragédo de Fr. 33-36 (15,2 mg) foi submetida a uma CCDP em sistema de solventes
cloroférmio/metanol (9,5:0,5), 200 ml. Dessa cromatografia preparativa isolou-se um cristal
incolor, SUBST-4, conforme fluxograma 3. A substancia SUBST-4 (11,5 mg) foi submetida a
analises uni e bi-dimensionais de RMN. As andlises dos espectros de RMN revelaram tratar -

se de uma flavanona.
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(507,9 mg)

[ Fracao Cloroférmica ]

CC sSilicagel (60,0 x2,5 cm)
Eluentes: (Hex/AcOEt (gradiente); MeOH/H,O (gradiente))
Andlise CCD das 90 sub-fracdes

l |

\4

| l

Fr.1-21 Fr. 22-25
(1,7 mg) (4,4 mg)

Fr. 26-32
(30,5 mg)

Fr. 33-36 Fr. 37
(15,2 mg) (3,5mg)

A 4

A 4

Fr. 38-47 Fr. 48-51 Fr. 52-65 Fr. 67-87 Fr. 88-90
(23,2 mg) (3,7 mg) (20,6 mg) (108 mg) (289 mg)

CCDP: CHCIy/MeOH (9:1)

CCDP: CHCI/MeOH (9,5:0,5)

A 4 A A

A A 4

|

|

Alimpura A
(7,0 mg) (2,0mg)

SUBST-2
(8,3 mg)

Seppak normal
'CHCIglMeOH (5:5)

SUBST-3

(3,1 mg)

SUBST-4 B2 B3
(11,5 mg) (2,0 mg) (1,0 mg)

SUBST-1
(102 mg)

Fluxograma 3. Fracionamento da fracéo cloroférmica.
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4.2.4. Fracionamento do extrato metandlico (Mi6 (MAO Brl)) de M. interrupta.

O extrato metandlico da geoprépolis Mi6 (MAO Brl) também apresentou uma boa
correlacdo dos teores de fenolicos totais e atividade antioxidante (MUNIZ, 2009b). A
atividade antioxidante associada ao seu rendimento contribuiu para que esse extrato fosse
fracionado.

Esse extrato foi submetido a um fracionamento com o objetivo isolar substancias
fenolicas da geoprdpolis da espécie M. interrupta, coletada em outra localidade da cidade de
Manaus (Ramal do Brasileirinho).

O extrato metanolico (30,0 g), Mi6 (MAO Brl), foi submetido a particdo por
solventes em ordem crescente de polaridade, gerando as fracGes: hexanica (5,33 (),
cloroformica (2,70 g), acetato de etila (9,30 g) e hidroalcoodlica (10,5 g), conforme fluxograma

4.

Mi6 (MAO Brl)
[ (30,0 g) ]

Particdo com Hex (3x1000 ml)

Fracdo Hexanica Fracdo
(5,33 9) Hidroalcodlica

Particdo com CHCI; (3x1000 ml)

\ 4 A4

Fracao Cloroférmica Fracéo
(2,70 9) Hidroalcodlica

Particdo com AcOEt (3x1000 ml)

A

[ Fracdo Acetato de Etila ] [ Fracdo Hidroalcodlica ]

(9,30 g) (10,5)

Fluxograma 4. Particdo do extrato metanolico de Mi6 (MAO Brl).
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O perfil cromatografico das fracbes hexanica, cloroférmica, acetato de etila e
hidroalcoodlica provenientes da amostra Mi6 (MAO Brl) foram analisados. Utilizou-se CCD
fase normal em sistemas de solventes pré-definidos.

A analise por CCD no sistema CHCIs/MeOH (7:3) utilizando-se os reveladores DPPH,
FeCl; e NP-PEG foi suficiente para detectar substancias antioxidantes, fendlicas e

flavondides, respectivamente, nas frages cloroférmica (2,70 g) e acetato de etila (9,30 g).

4.2.4.1. Fracionamento Fracéo Acetato de etila

A fracdo acetato de etila (3,000 g) foi submetida a uma coluna cromatografica (45x5
cm, h=30 cm) em silica gel 60 de fase normal (63-200 pm) e sistema de solventes
CHCI3/MeOH (gradiente), 150 ml cada. Foram coletadas 42 sub-fracbes de 50 ml cada.

Depois de analisadas em CCD, foram combinadas em 9 sub-fragdes conforme fluxograma 5.

4.2.4.2. Avaliacdo da Fracgao Fr. 20
A fragéo de Fr. 20 (76,4 mg) apresentou um precipitado. Essa fracdo sofreu

lavagens com MeOH, gerando a SUBST-5 isolada, um s6lido branco amorfo (40,0 mg),
conforme fluxograma 5.

A SUBST-5 foi analisada por espectrometria de massas por eletronspray, onde se
confirmou a mesma massa molecular da SUBST-1 que ja havia sido isolada de outro

espéecime de M. interrupta, coletada no GPA/INPA (fluxograma 2).
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4.2.4.3. Fracionamento da Fracéo Fr. 21-31

A fragdo Fr. 21-31 (664,5 mg) apresentou um precipitado branco. Essa fragdo sofreu
lavagens com MeOH, gerando a SUBST-5 isolada (316,2 mg) e um sobrenadante (347,8 mg),
conforme fluxograma 5. Analises feitas por CCD em CHCIy/MeOH (7:3) revelaram tratar-se

da mesma substéancia isolada da fragdo Fr. 20.

O Sobrenadante (347,8 mg) foi submetido a uma cromatografia em coluna de fase
reversa (58,0 x 3,0 cm, h= 30 cm) em silica gel RP-18 (40 -63 pm). Foi utilizado sistema de
eluentes MeOH/H,0 (gradiente), 200 ml de cada, foram coletados 11 sub-fracdes de 50 ml.

Essas 11 fragbes foram combinadas em oito sub-fragdes, conforme fluxograma 5.

4.2.4.4. Fracionamento da Fracéo Fr.6

A sub-fracdo Fr.6 (17,5 mg) apresentou cristais verdes em forma de agulhas. Esses
cristais foram lavados com MeOH, resultando na SUBST-6 (4,3 mg) isolada, segundo o
fluxograma 5.

A substancia SUBST-6 (4,3 mg) foi submetida a analises uni- dimensionais de RMN

de 'H. As analises dos espectros de RMN revelaram tratar-se de um flavonol.
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Fracdo Acetato de etila
(3,000 g)
CC sSilicagel (45,0 x5,0 cm)
Eluentes: (CHCI;/MeOH (gradiente)
Andlise CCD das 42 sub-fragbes

l v \4 v l

Fr. 1-7 Fr.8 Fr.9-10 Fr.11-16 Fr.17-18
(43 mg) (156mg) (276 mg)

(109 mg) (187 mg)
Fr. 20 Fr. 21-31
(76,4 mg) (664,5mg

Formag&o de Precipitado Formagéo de Precipitado
Lavagem com MeOH

Lavagem com MeOH

Fr. 32-42 ]

Fr. 19
(128,4mg) (251 mg)

A A

SUBST-5* ][ Sobrenadante ]

Sobrenadante

(40,0 mg) (36,4 mg)

SUBST-5*
(316,2 mg) (347,8 mg)

I

Amostra submetida a analise

MASSAS

CC Silica gel RP-18 (49,5 x 3,5cm); Eluentes: (MeOH/H,O (gradiente))

\4 \4 \4 \4 l v v v

Fr.1 Fr.2-3 Fr. 4 Fr.5 Fr.6 Fr.7 Fr. 8-9 Fr. 10-11
(173,6mg) (110,9mg) (66,0mg) (36,2mg) (17,5mg) (15,6mg) (28,0mg) (128mg)
Secando: aparecimento de cristais/ Lavagem com Me OH
*SUBST-5idénticaa SUBST-1 v v
SUBST-6 Sobrenadante
(4,3 mg) (13,2 mg)

Fluxograma 5. Fracionamento da fracdo acetato de etila.
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4.3. Anédlise de CG-EM com fracdes hexanicas da geopropolis.
Identificacdo das substéncias triterpénicas presentes nas fragdes hexanicas:

As analises qualitativas das substancias que compdem as fracGes hexanicas da propolis
de M. interrupta e M. seminigra foram feitas utilizando-se cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas CG-EM. Os perfis cromatograficos das fragdes hexanicas foram
obtidos por cromatografia gasosa. Utilizou-se o método de analise descrito por Patricia de
Souza Pinto.

Utilizou-se um aparelho cromatografico gasoso (Trace CG Ultra, Thermo Scientific)
acoplado a um espectrometro de massas (DSQ II, Thermo Scientific) com analisador
quadrupolo simples e um auto-injetor (Al 3000, Thermo Scientific). A coluna utilizada foi
uma coluna capilar Zebron ZB-5MS (Phenomenex) de 20 m de comprimento, 0,18 mm de
diametro interno com um filme de espessura de 0,18 pum. A temperatura da linha de
transferéncia estava a 300° C. O injetor utilizado foi em modo split razdo igual a 17 a 280°C
com fluxo de 10 mL.min™*. A temperatura do forno foi programada para comegar em 120° C
por 2 minutos, com aquecimento de 15 °C.min™ até 250° C e finalmente aumentada a 5
°C.min™ até 300 °C, que foi mantida por 10 minutos. O gés de arraste utilizado foi o Hélio
com fluxo de 0,6 mL.min™*. A temperatura da fonte de fons do espectrdmetro de massas foi
ajustada a 200° C e a ionizacdo realizada por impacto eletrénico a 70 eV. A faixa de varredura
foi de 50 a 650 m/z. Foi utilizado o software Xcalibur 1.4 para aquisi¢do e processamento de
dados.

Os compostos foram identificados em comparacdo de seus indices de retencdo com
dados armazenados nas bibliotecas ADAMS e MAINLIB e também pela comparacao de seus

espectros de massa com espectros de substancias armazenadas na biblioteca.
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4.4. Testes de Atividades Biologicas
4.4.1. Ensaio de Atividade Antimicrobiano
Preparacédo da suspensao bacteriana:

As bactérias usadas para o inéculo foram ajustadas de acordo com a escala de 0,5 Mac
Farland, a qual equivale a aproximadamente 1,5 x 10-10” unidades formadoras de coldnias
(UFC) por mililitro.

Microorganismos:

Foram utilizadas nos experimentos para a avaliacdo da atividade antibacteriana, cepas
padrbes de Staphylococcus aureus (Gram positiva) CBAM 026 e Pseudomonas aeruginosa
(Gram negativa) CBAM 02450, que foram cedidas da colecdo Biologica da Fundacdo
Osvaldo Cruz (FIOCRUZ-Am) para o Laboratério de Genética da UEA em que 0 grupo
LABGEMMA/UFAM mantém parceria para o desenvolvimento dos estudos. Foram também
usadas para avaliacdo de atividade antifungica, cepas de padrdes de Candida albicans CFAM
1132, mais com essa Ultima as amostras ndo apresentaram atividade.

O controle negativo utilizado foi DMSO/H,0 (1:9) enquanto o controle positivo foi o
Fosfato de tetraciclina (Tetrex) para Pseudomonas aeruginosa e Amoxilina para
Staphylococcus aureus, dois antibacterianos de alto poder de acdo. Os controles positivos
foram avaliados nas mesmas concentraces das amostras testadas em cada ensaio.

Os testes foram realizados em parte na UFAM e na UEA, sob a responsabilidade da
Prof®. Dra. Antonia Queiroz. L. de Souza (UEA). Este é o primeiro estudo da atividade
antimicrobiana da propolis procedente de espécies de abelhas sem ferrdo amazonicas.
4.4.1.1. Difusdo em Agar:
de crescimento das bactérias: Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. A triagem

de antibidticos, para estes testes, foi realizada semeando-se 100 pL, com alga de vidro
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previamente esterilizada, da solucdo bacteriana padronizada mediante comparacdo com 0s
padrdes da 2* escala de Mac Farland de turbidez tendo uma concentracéo de 6x10° cel/mL
para as bactérias testadas, em placa de Petri de 20 cm de diametro contendo cerca de 40 mL
do meio BHI. Em seguida, adicionou-se em pogos, 100 pL dos extratos/fragdes a serem
testados dissolvidos em DMSO/H,0 (1:9), numa concentragdo de 2000 ug/mL. As placas
foram incubadas por 24-72 horas a 37 °C.

4.4.1.2. Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM):

O teste utilizado foi o da microdiluicdo em caldo e realizado de acordo com as
recomendacdes do CLSI (2006). Assim, em dois tubos de 16x160mm contendo cada um 10
mL de caldo Mueller-Hinton, as cepas Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa
foram inoculadas e incubadas a 37 °C durante 24 horas. Apos a incubacgdo, as suspensdes
bacterianas foram ajustadas de modo a se obter uma concentracéo final de 6x108 UFC/mL.
O teste foi realizado em microplacas estéreis com fundo em “U” contendo 96 orificios em
um volume final de 100 pL. As amostras foram dissolvidas em DMSO/H,0 (1:9) com
concentracdo de 2000 pg/mL e 100 pL dessa solugdo foi adicionado ao primeiro pogo ja
contendo 100 pL de caldo BHI. A partir deste poco dilui¢cbes sucessivas foram feitas,
rejeitando-se no final 100 pL da mistura. A seguir, 5 uL da cepa bacteriana foi acrescentada
a cada poco e eles foram incubados a 37 °C por 24 h. As concentragdes finais dos extratos
variaram entre 1000 - 7,812 pg/mL. Para leitura, que foi realizada visualmente, foram
adicionados 10 pL de cloreto de tetrazdlio em cada orificio, indicador de multiplicagdo
bacteriana, que apresenta coloracdo avermelhada na presenca de células viaveis. A CIM foi
entdo definida como a menor concentracdo da amostra capaz de inibir o crescimento

bacteriano, detectado a olho nu.
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4.4.2. Ensaio de inibicdo enzimatica 5-lipoxigenase (LOX)
Tampao:

Foi utilizado o tampdo Fosfato de Sodio, pH 8 a 20 mM.
Enzima:

5-Lipoxigenase (Tipo V, liquida, suspenséo sulfato de amonium 500,000 — 1.000.000
U/mg, 36 mg protein/mL (Buret) 70100 U/mg protein) adquirida da Sigma. Enzima liquida
foi diluida em solugdo tampdo fosfato de sodio para obter uma solugdo 100.000 U/mL de
enzima para o ensaio de inibig&o.

Substrato:

Acido linoléico (99 + % - SAFC) foi adquirido da Sigma. Para o ensaio enzimatico, 40
UM (concentracdo final) de acido linoléico em etanol foi usado.

Extratos, substancias isoladas de prépolis e inibidor de referéncia da LOX:

Os extratos metandlicos de propolis das duas espécies de Melipona foram dissolvidos
em metanol a uma concentragdo de 10 mg/mL. No meio reacional obteve-se a concentracao
final de cada extrato a 200 pg/mL. A substancia isolada naringenina glicosilada e o inibidor
de referéncia da LOX, quercetina, foram dissolvidos em DMSO a uma concentragéo de 1
mg/mL. Depois se obteve no meio reacional a concentracao final de 20 pg/mL. Amostras com
alta inibicdo enzimatica a concentracdo de 200 pg/ml, foram avaliadas por diluicdes a 100
png/mL, 50 pg/mL e 20 pg/mL.

Equipamento:

Espectrofotometro UV-visivel da Thermo Scientific — TSQ Quantum Access
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4.4.2.1. Inibicdo in vitro da enzima 5-lipoxigenase.

O teste de inibicdo enziméatica 5-lipoxigenase foi realizado no Laboratério de
Atividade Biologica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UFAM sob a responsabilidade
do Prof°. Dr. Emerson Silva Lima.

A determinacdo da atividade de inibicdo da lipoxigenase foi medida como descrito
anteriormente, com algumas modificacdes (AZIZ et al., 2004). Todos os compostos utilizados
foram de grau analitico.

A mistura de reagdo continha 470 pL de solugdo tampao fosfato de sodio (pH=8,0) a
20mM, 10 uL do composto/extrato a ser testado (concentragdes finais que variaram de 20 a
200 pg/mL), 10 puL da solugdo de acido linoléico em etanol (concentragdo final de 40 uM) e
10 uL da solucdo da enzima 5-lipoxigenase (100.000 U/mL) em tampéo fosfato de sodio
(pH=8,0), foi adicionado para iniciar a reacgao.

Para o controle positivo foi utilizado o flavonoide quercetina e para o controle
negativo DMSO. A solucdo resultante foi bem misturada e incubada a temperatura ambiente.

A reacdo foi iniciada pela adi¢do do &cido linoléico, com a formacdo do dieno
conjugado hidroperoxido (13-HPOD). Os compostos/extratos e controle quercetina foram
dissolvidos em DMSO. Ap6s 5 minutos, a mudanca de absorbancia a 234 nm foi lida para
medir a produgéo de dieno conjugado. O efeito de inibicdo do composto/extrato a enzima foi
calculado como:

Inhibition (%) = [(Ac — As)/Ac] x 100

Onde Ac e As foram as absorbancias de controle (sem amostra teste) e com amostra
(composto/extrato), respectivamente. A atividade inibitdria foi determinada como a média de
medicdes em triplicata e expressa como o valor da concentracdo de inibicdo a 50 % (Cls) do

controle sem inibidor.



67

4.4.3. Ensaio de inibicdo enzimatica acetilcolinesterase (AchE)
Tampao:

Foi utilizado o tampédo Tris-HCI, pH 8 a 50 mM. Tris (Hidroximetil) aminometano
(Biosolve), C4H;1NO3 (M 121,14 g).

Enzima:

Acetilcolinesterase (pé liofilizado, electrophorus electricus — electric eel, 265 U/mg
s6lida) adquirida da Sigma. Enzima liofilizada foi dissolvida em solucdo tampdo Tris-HCI
para obter uma solugdo 3 U/mL de enzima para o ensaio de inibicdo em placa de CCD.
Substrato:

lodeto de acetilcolina (ATCI) foi adquirido da Sigma (sélido). Para o ensaio em placa
de CCD, 1 mM de ATCI em solucao tampao Tris-HCI foi usado.

Reagente Ellman’s:
O acido 5,5’-ditiobis-[2-nitrobenzoico, DTNB] foi adquirido da Aldrich (solido — 99

%). Para o ensaio em placa de CCD, 1 mM de DTNB em solugdo tampéo Tris-HCI foi usado.

Extratos, substancias isoladas de prépolis e inibidor de referéncia da AchE:

Os extratos metanolicos de prépolis das duas espécies de Melipona foram dissolvidos
em metanol a uma concentragdo de 10 mg/mL. As substancias isoladas (naringenina
glicosilada, naringenina, miricetina glicosilada e aromadendrina) e o inibidor de referéncia da

AchE, eserina (Sigma), foram dissolvidos em metanol a uma concentragdo de 1 mg/mL.
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4.4.3.1. Avaliacdo da atividade inibidora de acetilcolinesterase

O ensaio de inibicdo da enzima acetilcolinesterase (Achk) foi avaliada seguindo a
metodologia descrita por Elmann et al. (1961), adaptada por Rhee et al. (2001).

Este bioensaio consiste na aplicagdo de 3 pL dos extratos (10 mg/mL), substancias (1
mg/mL) e padrdo positivo (Img/mL) em placa de CCD (h=10 cm) e eluida em mistura de
solvente CHClz/MeOH (8:2).

Depois do desenvolvimento da placa de CCD, a atividade inibitéria da enzima nos
pontos (manchas de compostos) desenvolvidos foram detectados por pulverizagdo da placa
com o reagente de Ellman (acido 5,5’-ditiobis-[2-nitrobenzoico, DTNB] a uma concentracao
de 1 mM e uma solucdo de iodeto de acetilcolina (ATCI) a uma concentragdo de 1mM,
solubilizados em tampdo tris-HCI, pH 8,0 a 50 mM, reagente DTNB/ATCI (1:1) e deixou
secar por 3a 5 min.

Ap0ls este procedimento, pulveriza-se a placa com a solucdo da enzima AChE
(3U/mL) em tampao tris-HCI, ocorrendo aparecimento de um fundo amarelo.

Decorridos alguns minutos (~10), a inibicdo enzimitica pode ser constatada pela
auséncia da cor amarela e concomitante surgimento de um halo branco visivel nas manchas
correspondentes a compostos que apresentam inibigéo.

Como padréo positivo foi utilizada a fisostigmina (eserina) a 1mg/mL, um alcaloide

inibidor de acetilconinesterase.
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4.4.4. Ensaios larvicida com Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti

As larvas foram coletadas em criadouros naturais localizados na cidade de Manaus -
AM e media¢Ges dos quais foram mantidos em insetario em temperatura e umidade
controladas. Essas atividades foram realizadas pela pesquisadora Dra. Ana Cristina Pinto, no
Laboratorio de Malaria e Dengue da CPCS-INPA sob responsabilidade do Dr. Wanderli
Tadei.

Os ovos das espécies foram colocados para eclodir em agua potavel por 2-3 dias em
recipientes apropriados, em temperatura 26-27 °C e 50-70% de umidade, devidamente
controladas. Apos a eclosdo dos ovos, larvas do 3° estadgio foram utilizadas nos testes, em
triplicata e usando como controle positivo temefos (larvicida comercial) na concentracdo de
25 ng/mL e solvente DMSQO como controle negativo.

As amostras foram solubilizadas em DMSO na concentracdo de 500 pg/mL e
aplicados em copos de café descartaveis (50 mL) contendo grupos de 10 larvas, agua potavel
e alimento (composto de farinha de peixe com p6 de figado) com volume final de 5 mL. A
atividade larvicida foi avaliada pela percentagem de larvas mortas ap6s 24 e 48 h de
incubacao.

A avaliacdo da citotoxicidade dos extratos, fracOes e substancia muito ativa foi

realizada de acordo com Meyer (1982) e Cepleanu (1994).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. Identificacdo da substédncia SUBST-1 / SUBST-5: flavanona Naringenina-4’-O-p-

Glicopiranosideo.

Figura 10. Estrutura da flavanona Naringeni na-4’-O-B-Glicopiranosideo (SUBST-1).

A SUBST-1, a flavanona Naringenina-4’-O-B-Glicopiranosideo (Figura 10), foi
isolada da espécie M. interrupta coletada em Manaus (INPA). Os espectros de RMN de *H
(Espectros 02, 04, 06, 08, 09 e 10), RMN de **C (Espectro 12), DEPT (Espectro 13) e o0s
bidimensionais HSQC (Espectro 14), HMBC (Espectros 03, 07 e 11) e COSY (Espectro 05)
da SUBST-1, foram analisados e comparados com os dados espectroscopicos de RMN de *H
(Tabela 06) descritos por Markham (1996) e Santos (2005) e RMN de *C (Tabela 07)
descrito por Agrawal (1989), o que levou a confirmacdo da estrutura desse flavondide.

Para os espectros de RMN de 'H e de ®C, foram utilizados tetrametilsilano (TMS)
como padrao interno e metanol deuterado como solvente.

A SUBST-5 foi isolada da espécie M. interrupta coletada na comunidade do
Brasileirinho, proximo a Manaus. Essa substancia foi identificada igual a SUBST-1, pelas

analises do espectro de massas (ESI-MS, Espectro 01).
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Né&o existem relatos na literatura para a presenca da substancia naringenina glicosilada
em amostras de prépolis, apenas para naringenina. Amostras de prépolis sdo conhecidas por
apresentarem o flavonoide naringenina, esse flavonoide apresenta atividades anti-inflamatoria
e antioxidante (MIRZOEVA et al., 1996; PAPOTTI et al., 2012). A atividade anti-
inflamatdria € resultante da supressdo da sintese de prostaglandinas e de leucotrienos pelos
macrofagos (MIRZOEVA et al., 1996). A presenca de naringenina também foi confirmada
em analises por CLAE com os extratos aquoso, em etanol, em acetona e em cloroformio de
prépolis oriunda de outros paises como China e Italia (GUO et al., 2011; PAPOTTI et al.,
2012). Ao mesmo tempo informagdes da identificacdo de naringenina em analises por CG-MS

sdo conhecidas em amostras de propolis do Peru (SEVEN et al., 2012).

O espectro de massas obtido (ESI-MS, Espectro 01) de Naringenina-4’-O-f-
Glicopiranosideo apresentou o pico de ion quasi molecular de m/z 433 ([M-H]) no modo
negativo, indicando massa molecular de 434 (CyH,,0i0) para a SUBST-1. Também
apresentou um segundo pico de ion proeminente em m/z 271 [M-162]’, resultante da perda da

cadeia do agucar.

F20-3-0_101005155438 1G/15/2010 6:35:55 PM Fz0-3-0

100 433.17

40— ‘
| 271.23 | 450.48

20 f
14814 23334 31224 3584 | 51485  p4339 69967 75901 79944  927.46

AR7 19

Espectro 01 — Espectro de Massas (Modo negativo) da substancia Naringenina-4°’-O-B-Glicopiranosideo.
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O espectro de RMN de *H dessa flavanona apresentou um par de dupletes com sinais
de deslocamentos quimicos em & 5,91 (2,5 Hz) para H-6 e 6 5,89 (2,0 Hz) para H-8 na regido
de hidrogénios aromaticos com constantes de acoplamento para hidrogénios meta
correlacionados com J entre 2,0 e 2,5 Hz, tipico de flavonoides com anel “A” substituidos na
nas posicoes 5 e 7, ou seja, flavondides 5,7-diidroxi (Espectro 02 e Tabela 06).

O mapa de contorno de HSQC apresenta hidrogénios com sinais de deslocamentos
quimicos em 6 5,91 (2,5 Hz - H-6) ¢ & 5,89 (2,0 Hz - H-8) acoplam com os carbonos com

sinais em ¢ 96,21 (C-6) e 6 97,12 (C-8). (Tabela 08 e Espectro 14).

— 10008

5591 (1H; d; 2,5 Hz) —H-6

viag
(LR

55,89 (1H; d; 2,0 Hz) —H-8

rem {t1)

Espectro 02 — Ampliagdo da regido de 538 a 594 ppm do Espectro de RMN 'H da substancia
Naringenina-4’-O-B-Glicopiranosideo em CD;OD (500 MHz).



A posicdo dos hidrogénios H-6 e H-8 é

pelas atribui¢cbes C-H a longa distancia (Tabela 09)
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confirmada pelo mapa de correlagdo HMBC,

, dos carbonos com sinais em 6 96,21 (C-6)

e & 168,38 (C-9) com o hidrogénio H-8 (5 5,89), carbonos 597,12 (C-8) e 5164,70 (C-5) com

hidrogénio H-6 (Espectro 03).

File: NCFc68_86_1_Ohmbe_Aug_17_201001

Pulse Sequence: gHNEC

Solvent: cddod

Temp. 28.0 C / 301.1 K

Operator: lcacba

File: McFcs8 861 Ghabc_Aug.17.201001
INOVA-S00 “TnovaSoo

§=168,38

Relax, delay 1.000 sec

Nixing 0.080 sec

Acq. time 0.128 uc
vidin o qaare e e
Viath l‘ z
8 repetitions §=164,70
200 Increments

OBSERVE Nl 499.8586684 M2
DATA PROCESSING

Sine bell 0.064 sec

F1 DATA PROCESSING

’

C-7
§=97,12

C-6
§=96,21

1

= / "
=591
6.5
DU ©
| 7.0
|
—_— L
| 2.5
8.0
200 190 180 170 160 150

w»
-
L
o L
L0 - L J
140 130 120 110 100 90 80
F1 (ppm)

Espectro 03 — Espectro de correlacdo C — *H & longa distancia (HMBC) da substancia Naringenina-4’-O-
B-Glicopiranosideo em CD,0D (®C :500 MHze *H :500MHz).
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No anel B aparece o sistema AA’BB’ com 0s hidrogénios H-2’ e H-6’equivalentes em
7,43 ppm e os H-3” e H-5" equivalentes em 7,14 ppm, acoplando em orto (d, J=8,5 e d, 7,0,
respectivamente), (Espectro 04 e Tabela 06).

Os hidrogénios com sinais de deslocamentos quimicos em d 7,43 (8,0 Hz - H-2’¢ H-6")
e o 7,14 (7,0 Hz - H-3" e H-5") acoplam respectivamente com os carbonos com sinais em
128,79 (C-2’ e C-6’) e 6 117,84 (C-3’ e C-5’), segundo dados do espectro de HSQC (Tabela

07 e Espectro 14).

57,43 (2H: d; 8,0 Hz) — H-2' e H-6' 57,14 (2H: d: 7,0 Hz) —=H-3' e H-5' |[

orri
4404
BEVL

— 10000

— s0000
w __—\ |
—0
- -— (=1
i : L ! -
— So00
[ T T T T I T T T T [ T T T T I T T T T '[ T T T
7.40 730 720 710
pom (1)

Espectro 04 — Ampliagdo da regido de 7,04 a 748 ppm do Espectro de RMN 'H da substancia
Naringenina-4’-O-B-Glicopiranosideo em CD;OD (500 MHz).
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A localizacdo dos hidrogénios H-2°/6’ e H-3"/5" também é confirmada pelo mapa de
correlagdo HMBC, pelas atribuigfes C-H a longa distancia (Tabela 09), dos carbonos com
sinais em & 159,29 (C-4’) com os hidrogénios H-2’/6", carbonos 6 159,29 (C-4") e 6 134,19
(C-1°) com hidrogénios H-3°/5 (Espectro 03).

A confirmacdo da posicdo do hidrogénio H-2°/6’ (6=7,43) também foi feita pela

correlacdo 'H - *H (Espectro 05, COSY) comos hidrogénios H-3°/5" (8 7,14) (Tabelal0).

MeFAB3_17
File: Gcosy

Pulse Sequence: gCOSY
DATE: Jun 1 2009

operator: vamrl
INOVA-500 “inova500"

Relax. delay 1.301 sec | l
Acgq. time sec

20 Width 7987.6 Hz i 3 R e e 73
8 repetitions F2

SERVE m:nlfus 8586684 MH; (ppmyr 1
o i X 5 S | ] | | ! 1 1 !

DATA PROCESSING Lt L
Sine bell 0.064 sec |

F1 DATA PROCESSING

Sine bell 0.025 sec

FT size 2048 x 2048 1
Total time 25 min, 7 sec 2.5

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0

F1 (ppm)

Espectro 05 — Espectro de correlacdo "H— 'H (COSY) da substancia Naringenina-4’-O-p-Glicopi ranosideo
em CD;0D (500 MH?2).
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E possivel verificar nos espectros de RMN de 'H o sisttma ABX na regido de
hidrogé€nios alifaticos em & 5,41(dd: 3,5;12,7 Hz) para H-2 (Espectro 02), 6 3,10 (dd:
12,5;17,0 Hz) para H-3, ¢ & 2,74 (dd: 3,0;17,2 Hz) para H-3,,, para o anel C, conforme
observa-se dados no Espectro 06 e na Tabela 06.

Os hidrogénios com sinais de deslocamentos quimicos em 6 5,41 (H-2), 6 3,10 (H-3,)
e 6 2,74 ( H-3¢q) acoplam respectivamente com os carbonos com sinais em & 80,13 (C-2) e &

43,03 (C-3), segundo dados do espectro de HSQC (Tabela 08 e Espectro 14).

LEVE

A0VE

0

Ta0'E

1734
A-H-“--\_

x4
-““'\-_
T

33,10 (1H; dd; 12,5; 17,0 Hz) — H-34, 63,74 (1H; dd; 3,0; 17,2 Hz) — H3g,

310 3.00 291 280 270
pom{1)

Espectro 06 — Ampliagdo da regido de 2,70 a 3,16 ppm do Espectro de RMN 'H da substancia
Naringenina-4’-O-g-Glicopiranosideo em CD;OD (500 MH2).
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Foi confirmado pelo mapa de correlacio HMBC (Espectro 07) a posi¢do dos
hidrogénios H-3,4/3¢, pelas atribuicdes C-H a longa distancia dos carbonos com sinais em
8197,48 (C-4) e & 80,13 (C-2) com os hidrogénios H-3,,/3¢q e carbono 6 134,19 (C-1’) com
hidrogénio H-3,,. Temos também a correlacdo do carbono & 80,13 (C-2) com hidrogénios H-
2°/6’, confirmando a posi¢éo do carbono C-2 e hidrogénio H-2 (Tabela 09).

A confirmacdo da posicdo desse hidrogénio H-2 (& 5,41) também foi feita pela
correlacdo *H - *H (Espectro 05, COSY) com os hidrogénios metilénicos H-3,, (8 3,10) e H-
3eq €M & 2,74. Também foi observado a correlagdo 'H - *H entre os hidrogénios metilénicos -

3ax (6 3,10) e H-3,q em & 2,74 (Tabela 10).

McFc68_86_1

File: MCFcE8_86_1_Ghmbc_Aug_17_201001

Solvent: cd3od

Temp. 28.0 C ; 301.1 K
Operator: lcacba
File: McFc68_86_1_Ghmbc_Aug_17_201001
INOVA-500 “Tnova500"

Relax. delay 1.000 sec
ng 0.080 sec

8 repetitions
200 increments
OBSERVE H1, 499.8586684 NHZ
DATA PROCESSING
Sine bell 0.064 sec
F1 DATA PROCESSING

ne bell 0.007 sec [
FT size 4096 x 2048 |
Total time 32 min, S9 sec

JUL
o>

200 180 160 140 120 100 80 60 40
F1 (ppm)

Espectro 07 — Espectro de correlacéo B¢ - 'H alonga distancia (HMBC) da substancia Naringenina-4’-O-
B-Glicopiranosideo em CD;0D (*C :500 MHze *H :500MHz).



78

O espectro de RMN de *H da flavanona na regido entre 3,65 e 3,95 ppm, apresentou
dois pares de dubletes com sinais de deslocamentos quimicos em & 3,91 (dd, 2,0; 12 Hz) e¢ 6
3,70 (dd, 6,0; 12,2 Hz) para H-6” na regido de hidrogénios metilénicos (Espectro 08 e Tabela
06) para a posi¢ao 6” do agucar.

Os deslocamentos quimicos de hidrogénios com sinais em 6 3,91 (H-6") e & 3,70 (H-
6”) acoplam respectivamente com o carbono com sinal em & 62,52 (C-6), segundo dados do
espectro de HSQC (Tabela 08 e Espectro 14).

A posicdo dos hidrogénios H-6” foram confirmadas pelo mapa de correlacio HMBC
(Tabela 09 e Espectro 02), pelas atribui¢cdes C-H a longa distancia, do carbono comsinal em 6

78,19 (C-5”) com os hidrogénios H-6".

TI8%
Z80'c
§2UE
PIE
IOL'E
08e'e

53,91 (1H: dd: 2,0; 12 Hz) = H-6" 53,70 (1H; dd; 6,0; 12,2, Hz) — H-6"

T T T [ | 1 T T ] | ] T T | | ] T T 1 | | T T T | T T T ] |

oom 1)

Espectro 08 — Ampliagdo da regifo de 3,65 a 395 ppm do Espectro de RMN 'H da substancia
Naringenina-4’-O-g-Glicopiranosideo em CD;OD (500 MH2).
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Através dos dados de RMN de *H também foi possivel definir a configuragdo do H
anomérico, onde, para a essa substancia, SUBST-1, o J= 7,5 Hz do H-1” em & 4,90, um
dubleto (Espectro 05 e Tabela 06), indicou a configuragao 3 para o carbono anomérico C-1” (&
102,21).

O deslocamento quimico do hidrogénio com sinal em & 4,90 (H-1") acopla com o
carbono com sinal em & 102,21 (C-17), segundo dados do espectro de HSQC (Tabela 08 e
Espectro 14).

A confirmacdo da posi¢do do hidrogénio anomérico H-1 (6 4,90, J= 7,5 Hz) foi feita
pela correlacdo 'H - *H (Espectro 05, COSY; Tabela 10) com os hidrogénios do acucar H-2”
(6 3,47) e um acoplamento a longa distincia do tipo “w”” com cada um dos hidrogénios H-3”

(5 3,46) e H-5” (5 3,45).

bea'y

54,90 (1H; d; 7,5 Hz) = H-1"

I I T T I 1 1 1 I | T T I T I 1 1 T T | I I I I I

pem (i)

Espectro 09 — Ampliagdo da regido de 4,75 a 5,00 ppm do Espectro de RMN 'H da substancia
Naringenina-4’-O-B-Glicopiranosideo em CD;OD (500 MHz).
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Foi possivel observar no espectro de RMN de *H na regido entre 3,35 e 3,50 ppm, 0s
deslocamentos dos hidrogénios referentes ao agicar. Em & 3,45 (m, 2,5; 5,75 Hz) para H-5", 8
3,46 (d, 3,5 Hz) para H-3”, 6 3,47 (d, 3,0 Hz) para H-2”, 6 3,48 (m) para H-4”, como se
verifica no Espectro 10 e na Tabela 06.

As Correlagdes C-H foram obtidas pela técnica HSQC, foi possivel confirmar a regido
do agucar entre & 3,40 e & 3,50 através da correlagdo com os respectivos carbonos, conforme
descrito na Tabela 08 e Espectro 14.

Os hidrogénios com sinais de deslocamentos quimicos em o 3,45 (H-57), 6 3,46 (H-
3”), 6 3,47 (H-2”) e & 3,48( H-4”") acoplam respectivamente com os carbonos com sinais em 0

78,19, 6 77,99, 6 71,38 € 6 71,38, segundo dados do espectro de HSQC.

LAl Al
00F'e
tere
rive
wre
We'e
me'e

5 3,48 (1H; m) H-4"

53,47 (1H; d; 3,0 Hz) = H-2"

53,46 (1H; d: 3,5 Hz) — H-3" i
53,45 (1H; m)—H-5"

i
U_IIH
0B

I I T T T T I T T T T | T T T T |
3.500 3.450 3.400 3.3%0
pem (i)

Espectro 10 — Ampliagdo da regifo de 3,35 a 350 ppm do Espectro de RMN 'H da substancia
Naringenina-4’-O-g-Glicopiranosideo em CD;OD (500 MH2).
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A localizacdo dos hidrogénios H-2”, H-3”, H-4”, e H-5” foram confirmados pelo mapa
de correlacdo HMBC, pelas atribuigdes C-H a longa distancia (Tabela 09 e Espectro 11), do
carbono com sinal em & 74,91 (C-2") com o hidrogénio H-4”, carbono & 77,99 (C-3") com 0s
hidrogénios H-2”, H-4” e H-5”, carbono 6 78,19 (C-5) com os hidrogénios H-3”, H-4” ¢ H-

6.

«eFAB3_17
File: MeFAB3_17-20090713_04

Pulse Sequence: gHMBC
DATE: Jul 13 2008
Solvent: cd3od

Temp. 28.0 C / 301.1 K
operator: vnmrl

File: MeFAB3_17-20090713_04
INOVA-500 “Tnova500"

Relax. delay 1.000 sec
Mixing 0.080 sec
Acq. time 0.128 sec
Width  5998.4 Hz
2D Width 30165.9 Hz

ts
OBSERVE H1, 499.8586684 MHz
DATA PROCESSING
ne_be

Sine bell 0.064 sec
F1 DATA PROCESSING
11 0.007 sec

FT size 4096 x 2048
Total time 32 min, 59 sec

E
| 3.6
l 3.8
— 3
v 4.0

50 88 86 84 82 80 78 76 74 72 70 68 66 64
F1 (ppm)
Espectro 11 — Espectro de correlacdo *C — 'H & longa distancia (HMBC) da substancia Naringenina-4’-O-

B-Glicopiranosideo em CD,0D (**C :500 MHze '*H :500MH?2).
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A Tabela 06 mostra os dados correspondentes ao espectro de RMN de 'H para a
Naringenina-4’-O-B-Glicopiranosideo obtida (SUBST-1/SUBST-5). Esses dados estdo
comparados com os dados de Markham (1996) e Santos (2005). Os deslocamentos,
multiplicidades e constantes de acoplamento estdo de acordo com os dados da literatura.

A Tabela 06 descreve os dados referentes a SUBST-4, a flavanona Naringenina obtida,

os dados estdo comparados com os dados de Markham (1996).

Tabela 06. Deslocamentos quimicos obtidos no espectro de RMN *H das flavanonas.

Naringenina-4’-O-B-Glicopiranosideo Naringenina
(SUBST-1/SUBST-5) (SUBST-4)
Obtida* Markham (1996) / Santos (2005)* Obtida*

N° § M J(Hz) 5 M J(Hz) & M J(Hz)
H-2 541 dd 12,7;3,5 5,43 dd 12,7;2,8 533 dd 13,0;3,0
H-3ax 3,10 dd 17,0;12,5 3,26 dd 17,1;12,8 3,10 dd 17,0;13,0
H-3¢q 2,74 dd 17,2;3,0 2,69 dd 17,1;2,8 2,69 dd 17,0;3,0
H-5-OH 12,10 - - 12,15 - - 12,05 - -
H-6 591 d 2,5 5,90 S - 580 d 2,0
H-8 589 d 2,0 5,90 S - 588 d 2,0
H-2’ 743 d 8,5 7,32 d 8,5 730 d 8,5
H-3’ 714 d 7,0 6,81 d 8,5 6,81 d 8,0
H-5° 714 d 7,0 6,81 d 8,5 6,81 d 8,0
H-6 743 d 8,5 7,32 d 8,5 730 d 8,5
H-17 490 d 7,5 5,37 d 7,5 - - -
H-2” 347 d 3,0 3,57 m - - - -
H-3” 346 d 3,5 3,38 m - - - -
H-4” 348 m - 3,66 m - - - -
H-5” 345 m - 3,34 m - - - -
H-6” 3,70 dd 12,2;6,0 3,31 m - - - -
H-6” 391 dd 12,0;2,0 3,46 m - - - -

*RMN de “H: Naringenina-4’-O-p-Glicopiranosideo (obtida): 500 MHz / CD,OD; Markham (1996) / Santos
(2005): 300 MHz / DMSO-dg. Naringenina (obtida): 500 MHz / CD;0D;
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Na Tabela 07 e nos Espectros 12 e 13, estdo os dados correspondentes ao espectro de
RMN de °C para a Naringenina-4’-O-B-Glicopiranosideo obtida (SUBST-1/SUBST-5), esses
dados estdo comparados com os dados de Markham (1996) e Santos (2005). A tabela também
descreve os dados referentes a SUBST-4, a flavanona Naringenina obtida, dados esses

comparados com os dados de Markham (1996).

Tabela 07. Deslocamentos quimicos obtidos no espectro de RMN **C das flavanonas.

Naringenina-4’-O-p-Glicopiranosideo DEPT (125) Naringenina
(SUBST-1/SUBST-5) (SUBST-4)
N° Obtido* 6 Agrawal* 6 Obtido* 8 Obtido* 8 Agrawal* §

C-2 80,13 77,80 CH 80,47 77,8
C-3ax 44,03 44,60 CH, 44,02 44,6
C-3¢ 44,03 44,60 CH, 44,02 44,6
C-4 197,4 187,7 C 1977 187,7
C-5 164,7 164,2 C 164,8 164,2
C-6 96,21 92,80 CH 96,16 92,8
C-7 165,4 165,3 C 165,4 165,3
C-8 97,12 93,60 CH 97,05 93,6
C-9 168,3 161,7 C 168,3 161,7
C-10 103,3 105,3 C 103,3 105,3
C-1’ 134,1 132,1 C 131,0 132,1
C-2’ 128,79 127,8 CH 129,02 127,8
C-3’ 117,84 116,1 CH 116,33 116,1
C-4 159,2 157,3 C 159,01 157,3
C-5 117,84 116,1 CH 116,33 116,1
C-6’ 128,79 127,8 CH 129,02 127,8
C-1 102,21 100,2 CH - -
C-2” 74,91 73,10 CH - -
C-3” 77,99 76,50 CH - -
C-4” 71,38 69,70 CH - -
C-5” 78,19 77,00 CH - -
C-6” 62,52 60,60 CH, - -
C-6” 62,52 60,60 CH,

*RMN de ~°C: Naringenina-4’-O-B-Glicopiranosideo (obtida): 500 MHz / CD;0D; Agrawal (1989): 300 MHz /
DMSO-dg; Naringenina (obtida): 500 MHz / CD;0D;
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mefan 1 34 (:-B’f (:-5’
5=117.84
c-2
5=80,13
C-17 1
5=102,2 c-5
§=78,19
c-8 K
§=97,12 C-3
§=77.99
e
C-6 §=74,91
§=9621
5= 165,4 = C-4"
it T §=71,38
/ C-3
= S " /' §=44,03
8=1974 5 1683 C-10 6
- .\ §=1033 §=62.52

(oA

40 20 0 ppm

Espectro 12 —Espectro de RMN "*C da substancia Naringenina-4’-O-p-Glicopiranosideo em CD,0OD (500
MH?2).

rutee Susunnces 07 C21C6 C3ICS g o
DATE: Ju i . _&” _2”
Solvents 40 1k 6=128.79 8=11784  §=9712 §=g013 <. .. O
Operator:

> §=78,19 &=7799
INOVA-500 “inovasoo™

Relax. delay 1.000 sec c-6 /
Pulse 90.0 degrees q

Acq. time 15080 sec o1

vidth 30165.9 Hz

§=96,21
512 repetitions AN :
5.6895321 Wz
retore Hi: v eeitere iz 5 c
Power 40 dB

on during acquisition
off_during delay
VALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 1.0 Mz
T size $5536

e 17 min, 19 sec

Total tim

C3
§=44,03

Cc-6"
§=62.52

Espectro 13 —Espectro de DEPT (125 MHz) da substancia Naringenina-4’-O-g-Glicopiranosideo em
CD;0D (500 MH2).
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As correlacdes observadas no espectro de HSQC para as flavanonas Naringenina-4’-O-
B-Glicopiranosideo obtida (SUBST-1/SUBST-5) e Naringenina (SUBST-4) estdo descritas na
Tabela 08 e no mapa de contorno (Espectro 14). Esses dados estdo coerentes com 0s
deslocamentos de sinais para carbonos aromaticos C-6 (& 96,21) e C-8 (6 97,12), carbono
metilénico em C-3 (& 44,03), carbono metilénico do agucar C-6 (62,52), carbonos da glicose

C-2” a C-5” que estdo entre os deslocamentos 6 71,38 a 78,19.

Tabela 08. Atribui¢cdes HSQC obtidos para as flavanonas.

Naringenina-4’-O-f-Glicopiranosideo Naringenina
(SUBST-1/SUBST-5) (SUBST-4)
Atribuicdes Obtido* Obtido*
C-H S (C-H) d (C-H)
C-2-H-2 80,13 - 5,41 80,47 — 5,33
C-3 — H-34 44,03 - 3,10 44,02 - 3,10
C-3 - H-3¢ 44,03 - 2,74 44,02 - 2,69
C-6 —H-6 96,21 - 5,91 96,16 — 5,89
C-8 - H-8 97,12 - 5,89 97,05 -5,88
C-2’- H-2’ 128,79 - 7,43 129,02 - 7,30
C-3’-H-3° 117,84 -7,14 116,33 - 6,81
C-5’- H-5° 117,84 -7,14 116,33 - 6,81
C-6’- H-6’ 128,79 - 7,43 129,02 - 7,30
C-17- H-1” 102,21 - 4,90 -
C-27- H-2” 74,91 - 3,47 -
C-37- H-3” 77,99 - 3,46 -
C-47-H-4” 71,38 - 3,48 -
C-57-H-5” 78,19 - 3,45 -
C-6"-H-6” 62,52 - 3,70 -
C-6"-H-6” 62,52 - 3,91 -

*RMN de “H: Naringenina-4’-O-B-Glicopiranosideo: 500MHz / CD;OD. Naringenina: 500 MHz / CD;0D.
RMN de **C: Naringenina-4’-O-B-Glicopiranosideo: 500 MHz / CD;0D. Naringenina: 500 MHz / CD;0OD.



— meFABI_17
File: MefAB3_17-20090713_0%

Pulse Sequence: gusoc
DATE: Jul 13 200

S0 i cddod r

Temp. 28.0 C / 301.1 K -2 -6
ri

rfl. :-uu u- aeouu; (1] 6=12879

C37 05
6= 117,84

Relax. delay l 30: sec
Mixing 0.080 s

Acq. time 0. Hy pas
vidth s998.4

20 Vidth 21367.5 Hl

BSERVE n cll nsaaau MHZ
DECOUPLE C13, 125.6983589 WHZ
Power 3% d

on during acquisition

ort auring delay

W40_pSeabb modulated

C-10

5=9712 an 6
§=1033 "-I 91  $=6252
C-3
C-6 4" =4403
§=96,21 5— "1 38 ;

86

c1_5>|
-1 C-2 4=78,19
$=1022 4=80,13 oo
C-8 o= T' 99

DATA™PROCESSING
Gauss apodization 0.092 sec — ——
s ”I‘.ggﬁ:iﬁw B ARE ear IFZ I
52,69 (1H; dd; 3,0; 17,0 Hz) - H3,, _J“"”"; i
53,10 (1H; dd; 13,0; 17,0 Hz) =H-3,,__ 3.0-
H-2"/H-3"/H-4"[H-5" <+— - 3.5 -- -
53,70 (1H; dd; 6,0; 12,2 Hz)—H-6" = - "
53,91 (1H; dd; 2,0; 12,0 Hz) - H-6 | 4.0
| a5
4 ]
54,90 (1H; d; 7,5Hz) =H-1" «— —". 5.0 -
95,33 (1H; dd; 3,0, 13,0Hz)-H-2  — 55 -
55,88 (1H; d; 2,0 Hz) —H-8 :
55,89 (1H; d; 2,0 Hz) —H-6 -3
| 6.5 ]
56,81(2H; d; 8,0Hz)—H-3' e H-5' | ;"
AL I
—J 4
57,30 (2H; d; 8,5 Hz) —=H-2' e H-6' | 7-%3
8.0-
130 120 110 100 so s 70 s0  se
F1 (ppm)

Espectro 14 — Espectro de correlacéo 13C

'H (HSQC) da substancia Naringenina-4’-O-f-

Glicopiranosideo em CD,0OD (**C :500 MHze *H :500MH2).
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As correlacBes observadas no espectro de HMBC para as flavanonas Naringenina-4’-

O-B-Glicopiranosideo (SUBST-1/SUBST-5) e Naringenina (SUBST-4) estdo descritas na

Tabela 08 e no mapa de contorno (Espectro 14).

Tabela 09. Atribuicdes HMBC obtidos para as flavanonas.

Naringenina-4’-O-f-Glicopiranosideo Naringenina
(SUBST-1/SUBST-5) (SUBST-4)
Atribuicdes Obtido* Obtido*
C-H d (C-H) 6 (C-H)
C-2 - H-34 80,13 - 3,10 80,47 - 3,10
C-2 - H-2’/H-6’ 80,13 - 7,43 80,47 - 7,30
C-4 — H-35 197,48 - 3,10 187,7-3,10
C-4 — H-3¢, 197,4 8- 2,74 187,7-2,69
C-5-H-6 164,70 - 5,91 164,2 - 5,89
C-6 — H-8 96,21 - 5,89 96,16 — 5,88
C-7—-H-8 165,4 — 5,89 165,4 — 5,88
C-8 —H-6 97,12 -591 96,16 — 5,89
C-9-H-8 168,38 — 5,89 168,3 - 5,88
C-10 - H-6 103,39 - 5,91 103,3-5,89
C-1" — H-34 134,19 - 3,10 131,0-3,10
C-1’ - H-3’/H-5’ 134,19 - 7,14 131,0-6,81
C-2>-H-2 - 129,0 - 5,33
C-2° —H-2’/H-6’ 128,79 - 7,43 129,0-7,30
C-2’ —H-3’/H-5’ - 129,0-6,81
C-2’- H-34 - 129,0 - 3,10
C-3’ —H-3’H-5’ 117,84 - 7,14 116,3-6,81
C-3° —H-2’/H-6’ - 116,3-7,30
C-4’ - H-2’/H-6 159,29 - 7,43 159,0 - 7,30
C-4’ —H-3’/H-5’ 159,29 - 7,14 159,0 - 6,81
C-4 -H-1’ 159,29 - 4,90 -
C-2”—H-4” 74,91 — 3,48 -
C-3” - H-5” 77,99 — 3,45 -
C-37 - H-4” 77,99 — 3,48 -
C-37-H-2” 77,99 - 3,47 -
C-57—-H-3” 78,19 — 3,46 -
C-5” - H-6” 78,19 - 3,70 -
C-5" - H-4” 78,19 — 3,48 -

*RMN de "H: Naringenina-4’-O-B-Glicopiranosideo (obtida): 500MHz / CD,OD. Naringenina (obtida): 500

MHz / CD;0D.

RMN de **C: Naringenina-4’-O-B-Glicopiranosideo (obtida): 500 MHz / CD;0OD. Naringenina (obtida): 500

MHz / CD;0D.
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As correlagBes 'H - 'H, COSY, observadas para as flavanonas Naringenina-4’-O-p-
Glicopiranosideo obtida (SUBST-1/SUBST-5) e Naringenina (SUBST-4) estdo descritas na
Tabela 10 e no mapa de correlacdo (Espectro 5). As correlagdes *H-'H estdo coerentes com a

estrutura das substancias.

Tabela 10. Correlagdes *H-'H COSY e atribuicées para os flavandides

Naringenina-4’-O-B-Glicopiranosideo Naringenina
(SUBST-1/SUBST-5) (SUBST-4)
Atribuicoes H-H Obtido* Obtido*
6 (H-H) 6 (H-H)
H-2 — H-3ax 5,41 -3,10 5,33-3,10
H-2 — H-3eq 541-2,74 5,33-2,69
H-2 - H-2’ - 5,33-7,30
H-3ax— H-3¢q 3,10-2,74 3,10 - 2,69
H-2> — H-3° 743-17,14 7,30-6,81
H-17- H-2” 4,90 — 3,47 -
H-1"-H-3” 4,90 — 3,46 -
H-1” - H-5” 4,90 — 3,45 -

*RMN de “H: Naringenina-4’-O-B-Glicopiranosideo: 500MHz / CD;0D. Naringenina: 500 MHz / CD,0D;
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5.2. Identificacdo da substancia SUBST-4: flavanona Naringenina.

OH O

Figura 11. Estrutura da flavanona Naringenina (SUBST-4).

A SUBST-4, a flavanona Naringenina (Figura 11), foi a quarta substancia isolada da
espécie M. interrupta coletada em Manaus (INPA). Os espectros de RMN de 'H (Espectros
16), RMN de *C (Espectro 17), DEPT (Espectro 18) e os bidimensionais HSQC (Espectro
19), HMBC (Espectros 20) e COSY (Espectro 21) da SUBST-4, foram analisados e
comparados com os dados espectroscopicos de RMN de 'H (Tabela 06) e RMN de “C
(Tabela 07) descritos por Markham (1996) e Agrawal (1989), o que levou a confirmacdo da
estrutura dessa flavanona.

Para os espectros de RMN de 'H e de **C, foram utilizados tetrametilsilano (TMS)
como padrao interno e metanol deuterado como solvente.

Todos os dados anteriormente discutidos e analisados para a Naringenina-4’-O-p-
Glicopiranosideo (SUBST-1/SUBST-5) sdo muito semelhantes com o da Naringenina
(SUBST-4). A Naringenina diferencia apenas na parte da glicose para a Naringenina-4’-O-f-
Glicopiranosideo. E possivel observar essas semelhancas nas tabelas de RMN de 'H (Tabela

06), RMN de *C (Tabela 07), HSQC (Tabela 08), HMBC (Tabela 09) e COSY (Tabela 10).
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O espectro de massas obtido (ESI-MS, Espectro 15) de Naringenina (SUBST-4)
apresentou um pico de ion quasi molecular de m/z 271 ([M-H]"), no modo negativo. Indicando

a massa molecular 272 (CysH1,05), que esta de acordo com a estrutura proposta.

Mefch8_Mefch8 #6-22 RT: 0.06-0.27 AV:13 NL: 6.86E1
F: ITMS - p ESI Full ms [100.00-1000.00]

271.08
100

95—?
90—5
85
so—f
75—?
70]
es—f
eo—f

55

so—f
45—?
40—5
35—?
30—?

25

] 12108 25525

20
15

109 52533

421.25

479.25

805.67 82642 874.67 921.75 941.67 982.67

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
m/z

Espectro 15. Espectro de massas da substancia Naringenina em Fullscan modo negativo.
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Todos os dados de RMN de 'H (Tabela 06) analisados para a Naringenina-4’-O--
Glicopiranosideo (SUBST-1/SUBST-5) sdao muito semelhantes com o da Naringenina
(SUBST-4). Foi possivel verificar essa semelhanca de deslocamentos pelo Espectro 16 de
RMN 'H. Na regido entre 3,40 e 3,50 ppm observou-se a auséncia de deslocamentos

referentes a hidrogénios da glicose.

] 55,89 (1H; d; 2,0 Hz) - H-6 55,88 (1H; d; 2,0 Hz) —H-8

File: WePesB_s6_1_Proton_Aug_17_201081

- b
. Filat RCTcan 881 Proton_ug 17 101801
4 k A INOVA=500 =Tnovales"
=l W
\) Relax, delay 1.000 sec |
3 Pulte 45.0 degrass |
Acq. t;==’z‘on| sec | =
width .8 Nz | . . . - i,
18 repetitions | o 5,33 (lH, dd, 3,0, 13;0 Hz:l H-2
OBSERVE W1, 4908584701 WHz |
DATA PROCESSING
Line broadening 8.1 Wz
FT size 85538
Total time & min, %5 sec

56,81 (2H; d; 8,0 Hz) —H-3’ e H-5’

63,10 (1H; dd; 13,0; 17,0 Hz) — H-3,,

57,30 (2H; d; 8,5 Hz) — H-2" e H-6’

62,69 (1H; dd; 3,0; 17,0 Hz) - H3,,

Espectro 16. Espectro de RMN de 'H da substancia Naringenina: 500MHz/ CD;OD.
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Todos os dados de RMN **C (Tabela 07) analisados para a SUBST-1 sdo muito
semelhantes com o da SUBST-4. E possivel observar a auséncia de carbonos referentes ao
acucar, entre 71 e 79 ppm no Espectro 17. Verifica-se a presenga de apenas um carbono
metilénico em 44,02 ppm (C-3) no Espectro 18. Auséncia de um carbono anomérico de

glicose em aproximadamente 100 a 102 ppm no Espectro 17.

’ Nercss_ss_t

L

“Tee a0 20 o ppm

200 180 160 140 120

220

68_86_1_Dept_Aug_17_201001
Pulse Sequences OLPT

cn3 carbons

c3
o= 4402
18
i s 6=9705
C37C-5
< c6
- 11633
agat T 6=96,16
6= 129,02 t
c2
o carv 6=8047

a1} protonated carbons

Espectro 18. Espectro de DEPT (125 MHZz) da substancia Naringenina em CD;0D (500 MH2).
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Os dados anteriormente analisados para a Naringenina-4’-O-B-Glicopiranosideo
(SUBST-1/SUBST-5) sédo muito semelhantes com o da Naringenina (SUBST-4), como se

pode observar na Tabela 08 e Espectro 19 de HSQC.

cs
$=97,05
C-27C6" c3/C-s cs6
§=12 v A Sk 5B
8=12902  §=11633 3=96.16
c3
f C-2 5=4402
$=8047
. ‘ l | |
52,69 (1H;dd; 3,0; 17,0Hz)-H3,,  |¢ T == - ]
~ Total time 4z min, 1> sec ‘_: (ppn)‘: ¢
53,10 (1H; dd; 13,0; 17,0 Hz) - H-3,; ]
— 3] .
- 3
| 8.54
a0
{ a.sv:j
55,33 (1H; dd; 3,0; 13,0 Hz) —H-2 ; e .
05,88 (1H; d; 2,0 Hz) —H-8 5-53
55,89 (1H;d; 2,0Hz)-H-6 | — | 805
56,81 (2H; d; 8,0 Hz) —H-3" e H-5’ | &89
| 7.0d
57,30 (2H; d; 8,5Hz) ~H-2 e H6' | 75
8.0+
1:'"~ o -1ie‘ o vlillv o ~1i°~ o '9‘0. o '8.0. o .7'0- . '5‘04 o VS;
F1 (ppm)

Espectro 19. Espectro de correlagdo *C — *H (HSQC) da substancia Naringenina em CD,OD (**C :500
MHze *H :500MH2).
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Pelo espectro de correlagido *C — 'H & longa distancia (HMBC — Espectro 20) e

Tabela 09 foi possivel confirmar a semelhanga da SUBST-4 com a SUBST-1, no que diz

respeito a parte ndo glicosilada.

MCFces 861

File: Mcrcs_86_1_Ohmbc Aug_17_201001

¥ 9.0 C37C5 8
Pulse Sequence: gHNEC =1654 w2706 =2 .
R s=lzgpy  SHEAR 0m9TS
File: Mcress, :;;: Ohabc_Aug_17._201001 -_‘~ .
s cr
elax, delay 1. sec - Pl
it 218 2 6=1683 3=1310 3=96,16
‘a‘&".‘,'.‘.ul. 30t6s s Hz
°§:E:E:‘ :;:: 99.0586684 KNz C-4 \ \ f =
ing’ $=197,7 5=8047
Sine bel) 064 sec
Sine bell 007 sec
FY size 4096 x 2048
Total time 32 min, 59 sec —
[r2 3
| Cppm}
52,69 (1H; dd; 3,0; 17,0 Hz)-H3,, _| 2-5° _
53,10 (1H; dd; 13,0;17,0Hz) —H-35= 3% = > .
e ]
| 3.54
4.0
4.5
7 s.o
85,33 (1H; dd; 3,0, 13,0Hz)-H-2 — _ - e
55,88 (1H; d; 2,0 Hz) —H-8 | v : s -
55,89 (1H; d; 2,0 Hz) —H-6 | =
| 6.5
56,81 (2H; d; 8,0Hz) —H-3' e H-5" | : ” -y =
| 7.04
‘ B - - - -
37,30 (2H; d; 8,5 Hz) —H-2’ e H-6’ 7254
8.0+
Zﬂl’) HIODH‘ 160 . "‘*i4a‘ v“‘l‘éa‘“””lv;;v””“;ﬂ“"”ﬁ'svo'ﬂ”"”'.

F1 (ppm)

Espectro 20. Espectro de correlagdo *C — 'H & longa distancia (HMBC) da substancia Naringenina em

CD,0D (®C :500 MHze *H :500MH2).
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Pelo espectro de correlacdo *H — *H (COSY — Espectro 21) e Tabela 10 foi possivel
verificar a semelhanca da SUBST-4 com a SUBST-1, no que diz respeito a parte ndo

glicosilada.

56,81-H-3' e H-5' 05;\89_”_'6
cFees_Bs_1 - 05,83—H-3 ~
| | 53,10 —H-3,,
| 55,33 —H-2
I- Al u 52,69-H3,,

/

] =
| (ppm), /

File: Mcfc8_sé_1_Gcosy_Aug_17_201001

07,30-H-2" e H-6’

2 4
i ‘ L]
02,69 (1H; dd; 3,0; 17,0 Hz) - H3,, - |- . » oP
03,10(1H;dd; 13,0;17,0Hz)-H-3,, | 3 . . ¢ T XJ
.I L ’
— i3] . +
55,33 (1H; dd; 3,0; 13,0 Hz) —H-2 S % e n

05,89 (1H; d; 2,0Hz) -H-6

05,88(1H; d; 2,0 Hz) -H-8 Z .
] - #

56,81(2H; d; 8,0Hz) -H-3 e H-5 —— | .5..‘: g
1 ?.. - .
57,30 (2H; d; 8,5Hz) ~H-2' e H-6'  —nf 1’;‘.@. e
8 L e — S
7 [ 5 4 3 2 1
F1 (ppm)

Espectro 21. Espectro de correlagdo *H — 'H (COSY) da substancia Naringenina em CD,0D (500 MH2).
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5.3. Identificacdo da substancia SUBST-6: flavonol Miricetina-3-O-g-glicopiranosideo.

Figura 12. Estrutura do flavonol Miricetina-3-O-g-glicopiranosideo (SUBST-6).

O flavonol Miricetina-3-O-B-glicopiranosideo (SUBST-6, Figura 12), foi isolado da
espécie M. interrupta coletada na comunidade do Brasileirinho.

Os espectros de RMN de H (Espectros 22, 24, 25, 27 e 29) e o bidimensional COSY
(Espectro 23 e 26) da SUBST-6, foram analisados e comparados com o0s dados
espectroscopicos de RMN de *H (Tabela 11) descritos por Ceruks (2007) e Santos (2005), o
que levou a confirmacéo da estrutura desse flavonoide.

Para os espectros de RMN de 'H, foi utilizado tetrametilsilano (TMS) como padréo
interno e metanol deuterado como solvente.

Os dados dos espectros de RMN de *H, COSY e massas obtidas foram suficientes para
a identificacdo da Miricetina-3-O-B-glicopiranosideo (SUBST-6). O espectro de massas do
padréo de Miricetina serviu como base para comparacao para a Miricetina glicosilada.

Existem informacGes da identificacdo da aglicona miricetina em anélises por CLAE
em amostras de prépolis da China (GUO et al., 2011). Mas ndo existem relatos da

identificacdo de miricetina glicosilada em amostras de propolis (CERUKS et al., 2007).
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O espectro de massas ESI-MS apresentou um pico de ion quasi molecular ([M-H]) a
m/z 479 (modo negativo — Espectro 22), indicando a massa molecular de 480 para CyH19O13,
Miricetina-3-O-B-glicopiranosideo (SUBST-6).

Um segundo ion proeminente foi obtido a m/z 317 [M-162]’, resultante da perda da

cadeia do agucar.

FRG-97_FRG-97 #2-24 RT:001-0.30 AV:18 NL:7.30E1
F: ITMS - p ESI Full ms [100.00-1000.00]
479.08

100
955
eué
85;
sué
755
70%
65;
sué

55

50%
45%
AUE
35%

317.00

23317

E 255.17 515.00

5 12108 223.08 46308 95808

k| ‘ 151,08 179.08 269.33 32517 42125 s4200 0892

oy o gl ,L b bt al Lo, 35908 ' 1 l b il 100 5 641.33 677.67 71450 76508 81017 85117 89508  946.75 997.00

L LML S B BRI o

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
miz

Espectro 22. Espectro de massas da substancia Miricetina-3-O-B-glicopiranosideo em Fullscan modo
negativo.
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Esse segundo ion obtido a m/z 317 [M-162]" (Espectro 22), aparece equivalente ao
pico do ion quasi molecular ([M-H]) a m/z 317 (modo negativo — Espectro 23) indicado para

a massa molecular 318 do padrao da substancia Miricetina (Cy5H1¢0g).

Miricetina_Miricetina #58-66 RT: 0.73-0.82 AV: 9 NL: 1.55E2
F: ITMS - p ESI Full ms [85.00-700.00]

317.08
100

95—?
90—5
65
so—f
75—f

] 219.25
70
es—f
eo—f

55

so—f
45—?
40—5
35—?
ao—f
25]
zo—f

E 179.08 255.25
15

10 12108 151.08

40108 000
415. 463.08
b Lot ol gl Vo i 5‘06-‘17 ‘549.08‘ 580.92‘ ‘609{08 630.81‘5 6‘49_5‘8 678.17‘

: L T T T 1
100 150 200 250 400 450 500 550 600 650 700

5]
E 137.08 | 16508 |191.08 J\ ‘
I|

= 20708 1 L iha b s bt
e e e

Espectro 23. Espectro de massas do padréo da substancia Miricetinaem Fullscan modo negativo.
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O espectro de RMN de 'H desse flavanol apresentou dois dubletes com sinais de
deslocamentos quimicos em & 6,39 (J= 2,0 Hz, 1H) para H-6 ¢ 8 6,19 (J= 2,0 Hz, 1H) para H-
8 na regido de hidrogénios aromaticos.

H-6 e H-8 apresentaram constantes de acoplamento para hidrogénios meta
correlacionados com J= 2,0 Hz, tipico de flavondides com anel “A” substituidos na nas
posicdes 5 e 7, ou seja, flavonodides 5,7-diidroxi (Espectro 24 e tabela 11). A auséncia de
hidrogénios nas posicdes C-2 e C-3 sugeriram o esqueleto de um flavonol, e 0 singleto em &

7,33 (2H) para H-2°/6°, sugeriu ser o esqueleto de um derivado da miricetina.

File: Fre-97_Proton_Jan_17_201101

Pulse Sequence: s2pul

56,39 (1H; d; 2,0 Hz) — H-6 56,19 (1H; d; 2,0 Hz) — H-8

6.3%
6.198
6.194

6.400

Espectro 24. Ampliagdo da regifo de 6,00 a 6,55 ppm do Espectro de RMN de 'H da substancia
Miricetina-3-O-B-glicopiranosideo (SUBST-6) em CD;0D (500 MH?2).
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A confirmacdo da posi¢do do hidrogénio aromatico H-6 (& 6,39), no anel A, foi feita
pela correlagdo *H - 'H no Espectro 25 de COSY, Tabela 12, com o hidrogénio aromatico H-8

(5 6,19).

A

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35
F1 (ppm)
Espectro 25. Espectro de correlagéo *H — *H (COSY) da substancia Miricetina-3-O-p-glicopiranosideo em
CD;0D (500 MHz).
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O anel B aparece com os H-2’ ¢ H-6" equivalentes em um singleto em & 7,33 ppm,
(Espectro 24 e Tabela 11). Esses sinais observados sdo um indicativo de um sistema 1, 3, 4 e
5-tetrasubstituido no anel B do flavonol.

Os hidrogénios H-2’/H-6 aparecem como um singleto com alta intensidade, ou seja,
existe a auséncia de um dubleto, assim podemos afirmar que nas posi¢cdes H-3’/H-5’, nao
existem hidrogénios.

Também a auséncia de sinais de hidrogénios nas posi¢cdes C-3’/C-5’ proximo ao sinais
dos hidrogénios H-2’/H-6’no espectro de RMN de 'H indica outros substituintes nessas

posicdes (Espectro 26).

Pulse Sequence: s2pul

37,33 (2H; s)—-H-2' e H-6’

Espectro 26. Ampliacdo da regifo de 7,00 a 7,55 ppm do Espectro de RMN de 'H da substancia
Miricetina-3-O-B-glicopiranosideo (SUBST-6) em CD;0OD (500 MH?2).
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Os espectros de RMN de *H do flavonol apresentou dois pares de dupletes com sinais
de deslocamentos quimicos em 6 3,86 (dd, 2,5; 12 Hz) e 6 3,77 (dd, 4,5; 12 Hz) para H-6" na

regido de hidrogénios metilénicos (Espectro 27 e Tabela 11) para a posi¢do do hidrogénio 6”

do acucar.

53,86 (1H; dd; 2,5; 12Hz) — H-6" 53,77 (1H; dd; 4,5; 12 Hz) — H-6"

3.7
3.872
3.853
3.848
3.788
3N
3.764
—~3.75%

4.'00 G 3..55 - - 3.90 3.85 3.80 3.75 3.70 ppm

Espectro 27. Ampliagdo da regifo de 3,70 a 4,00 ppm do Espectro de RMN de 'H da substancia
Miricetina-3-O-p-glicopiranosideo (SUBST-6) em CD,0OD (500 MH?z).
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A posicdo dos hidrogénios H-6”, da cadeia do aclcar, foram confirmados pela
correlacdo no Espectro 28 de COSY (Tabela 12), atribuicdes *H-'H, do hidrogénio com sinal
em 0 3,36 (H-5") e do H-4” com sinal em 6 3,53 com os hidrogénios H-6" (6 3,77) e H-6” (6

3,86).

Sy g - S TS | SIS S | G

n) ®

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

F1 (ppm)
Espectro 28. Espectro de correlagéo 'H — 'H (COSY) da substancia Miricetina-3-O-p-glicopiranosideo em
CD;0D (500 MHz).
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Através dos dados de RMN de *H também foi possivel definir a configuracdo do H
anomérico, onde, para a substancia, SUBST-6, o0 J= 8,0 Hz do H-1” em & 4,70, um dupleto
(Espectro 29 e Tabela 11), indicou a configuragio B para o carbono anomérico C-17. E
possivel observar um acoplamento a longa distincia do tipo “w” do hidrogénio H-1” com cada

um dos hidrogénios H-3 (6 3,43) e H-5” (6 3,36).

"ile: Fré-97_Proton_Jdan_17_201101

1se Sequence: sipul

64,70 (1H; d; 8,0 Hz) — H-1"

4,548

4.713
4.697

4.74 4.72 4.70 4.68 4.66 4.64 4.62 4.60 4.58 4.56 4.54 4.52 4.50 4.48 ppm

Espectro 29. Ampliagdo da regifo de 4,48 a 4,74 ppm do Espectro de RMN de 'H da substancia
Miricetina-3-O-B-glicopiranosideo (SUBST-6) em CD;0D (500 MH?2).
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A confirmacdo da posi¢do do hidrogénio anomérico H-1” (& 4,70) também foi feita
pela correlagdo 'H - *H (Espectro 30, COSY; Tabela 12) com os hidrogénios do acucar H-2”

(5 3,46).

Pulse Sequence: gCOSY

Solvent: cd3od
Temp. 28.0 C / 301.1 K . “ |
|

File: Fr6-97_Gcosy_Jdan_17_201101 ‘ H-1" l
|

Operator: lcacba
File: Fr6-97_Gcosy Jan_17_201101
INOVA-500 *“TnovaSdo®

Relax. delay 1.301 sec ./ v }
Acq. time 0.171 sec —_— i ———— L S ) S
width 5$998.4 Nz

20 Vidth 5998.4 M2 | F
8 repetitions | 2
128 increments

OBSERVE H1, 499.8586684 MHZ |
£SS

DATA PROC 1
Sine bell 0.085 sec
F1 DATA PROCESSING 3.4 -

l !
Bt we H2"H3I" % :
} 3'6'_ ’

F1 (ppm)

Espectro 30. Espectro de correlagdo *H — *H (COSY) da substancia Miricetina-3-O-p-glicopiranosideo em
CD;0D (500 MH2).
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Foi possivel observar no espectro de RMN de *H, os deslocamentos dos hidrogénios
referentes ao agucar, H-2” a H-5”, entre 6 3,36 e 3,53 que aparecem sob a forma de multipleto,
como se verifica no Espectro 31 e na Tabela 11.

A posicdo do aglcar no carbono C-3 se deve ao fato da auséncia de hidrogénios H-3
axial e H-3 equatorial no anel C da estrutura do flavonol, prova disso € a auséncia de dois
pares de dubleto na regi&o de hidrogénios alifaticos no espectro de RMN de *H.

A posicao dos hidrogénios do agtcar H-5 (8 3,36) e H-4” (6 3,53) foram confirmadas
pela correlacdo COSY (Tabela 12 e Espectro 31), atribuicdes *H-'H, do hidrogénio com sinal

emd 3,77 (H-6").

53,46 (1H; m)—H-2"

‘ulse Sequence: s2pul

8.465

53,563 (1H; m) H-4"

3.4

3
3.5
s.an
3.487
3.45

3.5%

3.552

3.522
3.49
3.383

o~
=
-
)

3.3%0

3.60 3.58 3.56 3.54 3.52 3.50 3.48 3.46 3.44 3.42 3.40 3.38 3.36 3.34 ppm

Espectro 31. Ampliagdo da regifo de 4,48 a 4,74 ppm do Espectro de RMN de 'H da substancia
Miricetina-3-O-B-glicopiranosideo (SUBST-6) em CD;0OD (500 MH?2).
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A Tabela 11 abaixo mostra os dados correspondentes ao espectro de RMN de *H para a
Miricetina-3-O-B-glicopiranosideo (SUBST-6) obtida nesse trabalho, esses dados estdo
comparados com os dados de Ceruks (2007) e Santos (2005). Observa-se que os dados estdo

de acordo com os dados fornecidos pela literatura.

Tabela 11. Deslocamentos quimicos obtidos no espectro de RMN *H da Mi ricetina-3-O-p-glicopiranosideo.

Miricetina-3-O-B-Glicopiranosideo

Obtida* Ceruks (2007) Santos (2005)*
1N° 5 Mult. J(Hz) 5 Mult. J(Hz)

H-6 6,39 d 2,0 6,38 d 1,8
H-8 6,19 d 2,0 6,17 d 1,8
H-2’ 7,33 S - 7,21 S -
H-6 7,33 S - 7,21 s -
H-17 4,70 d 8,0 5,37 d 7,5
H-2” 3,46 m - 3,57 m -
H-3” 3,43 m - 3,38 m -
H-4” 3,53 m - 3,66 m -
H-5” 3,36 m - 3,34 m -
H-6” 3,77 dd 12,0;4,5 3,31 m -
H-6” 3,86 dd 12,0; 2,5 3,46 m -

* RMN de *H: Miricetina-3-O-B-Glicopiranosideo (obtida): 500 MHz / CD;0D; Ceruks (2007) / Santos (2005):
300 MHz / DMSO-d.

As correlagbes H - 'H, COSY, obtidos para o flavonol Miricetina-3-O-p-
Glicopiranosideo obtida (SUBST-6) estdo descritas na Tabela 12 e no mapa de correlacao

(Espectro 23, 26 e 28). As correlacdes *H-'H estdo coerentes com a estrutura da substancia.

Tabela 12. Correlacdes "H-"H COSY e atribuicdes para o flavanol.

Miricetina-3-O-g-Glicopiranosideo (SUBST-6)

Atribuigdes H-H Obtido*
é (H-H)
H-6 — H-8 6,39 - 6,19
H-6” — H-4” 3,771/ 3,86 — 3,53
H-6" — H-5 3,77/ 3,86 — 3,36
H-17—-H-2” 4,70 — 3,46
H-1"—H-3” 4,70 - 3,43

* RMN de “H: Miricetina-3-O-B-Glicopiranosideo: 500MHz / CD,0D.
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5.4. ldentificacdo da substancia SUBST-3: Derivado da Aromadendrina.

OH O

Figura 13. Aromadendrina

A SUBST-3 foi identificada como um flavonol derivado da Aromadendrina (Figura
13), a SUBST-3 foi isolada da espécie M. interrupta coletada no Meliponario do GPA/INPA
(Manaus).

Os espectros de RMN de 'H (Espectros 32 e 35) e de 3C (Espectros 34) e os
bidimensionais HSQC (Espectro 33) da SUBST-3, foram analisados e comparados com 0s
dados espectroscopicos de RMN de *H (Tabela 13) descritos por Almeida (2005) e Agrawal
(1989).

Para os espectros de RMN de *H e de *3C, foi utilizado tetrametilsilano (TMS) como
padréo interno e metanol deuterado como solvente.

Na literatura ndo existe informacbes da presenca de aromadendrina em amostras de
propolis, existe apenas informacdes sobre o isolamento do flavonol 7-metil-éter-
aromadendrina em amostras do ninho da espécie de abelha Trigona spinipes (FREITAS et al.,

2008).
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O espectro de RMN de 'H da SUBST-3 apresentou um singleto com sinal de
deslocamento quimico em 6 5,85 (s, 1H) para H-8 na regido de hidrogénios aromaticos, tipico
de flavonoides com anel “A” substituidos nas posic¢des 5, 6 e 7, ou seja, flavondides 5, 6, 7-
triidroxi (Espectro 32 e Tabela 13), sugerindo o esqueleto de um flavonol.

Também é possivel verificar nos espectros de RMN de 'H o sistema AB na regido de
hidrogénios alifaticos em & 4,96 (d: 11,5 Hz) para H-2 e 6 4,52 (d: 11,5 Hz) para H-3, para o

anel C, conforme se observa dados no Espectro 32 e na Tabela 13.

Mcrces_38_ 11

Pulse Sequence: presat

55,85 (1H; s) — H-8

54,52 (1H; d; 11,5 Hz) = H-3

4.535

4.512

54,96 (1H; d; 11,5 Hz) — H-2

4.3
4.9%0

$.923
~
4.828

|
|
If |

| | A A |
-.L/ P SN A ¥ S ! b P SN

-

6.0 5.8 $.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 ppm

Espectro 32. Ampliag&o da regido de 4,2 a 6,0 ppm do Espectro de RMN de 'H da substancia SUBST-3
em CD;0D (500 MH2).
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O hidrogénio com sinal de deslocamento quimico em & 5,85 (s - H-8) acopla com o
carbono com sinal em & 96,72 (C-8), segundo dados do espectro de HSQC (Tabela 15 e

Espectro 33).
O hidrogénio com sinal de deslocamentos quimicos em & 4,52 (H-3) acopla com o

carbono com sinal em & 73,61 (C-3), segundo dados do espectro de HSQC (Tabela 15 e

Espectro 31).

McFcss 38 1.1

File: Wcfc68_38_1.1 Ohsac_Aug_18_201001

Pulse Sequence: gHSQC

Solvent: cédod

Temp. unc,mu

Operator:

rile: e con S8t 51gohsec.Aug 18 201001

A-see e C-2/C6  C3/CS
AT §=13033  §=116,13

Acq. time o.no
vidth 7997
20 vidth zun s Wz

BSERVE nx . asuun "oz
o(cou'u C13, 125.6989589 WNZ
Power 35 di
on during acey uisition

ay

Oauss lpodllll'o 0.092 sec
f1 DATA PROCL

Causs ucaiuuo 0.011 sec
FT size 8192 x 4096

Total time 53 min, $3 sec

1 E
o
5452-H3 — O
54,96-H-2 4 s
S5BS-He ———i ] O
56,83 -H-3' e H-5' A ©)
57,35 —-H-2" e H-6’ 1 ()

&

9

150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 S0 40 30
F1 (ppm)

Espectro 33. Espectro de correlacéo *C — 'H (HSQC) da substancia SUBST-3 em CD;0D (**C :500 MHze
'H :500MH?2).
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A confirmacdo da posi¢do do hidrogénio H-2 (64,96) também foi feita pelo mapa de

contorno *H - *H (Espectro 34, COSY) como hidrogénio H-3 (84,52), ver Tabela 16.

Nercs 38 1.1

File: Mcfc#8_38_1.1 Ocosy Aug_18_201001

Pulse Sequence: gCOSY
Solvent: célod

Temp. 28.0 C / 3011 K
Operator: lcacba
File: McFcss_38_1.1 Ocosy _Aug_18_201001
INOVA-500 *Tnovasod*

Relax. delay 1.301 sec
Acq. time 0.128 sec
vidth 7997.6 Wz
20 Width 7997.6 Wz

128 Increments

OBSERVE M1, 499.8586684 N2
DATA PROCE

Sine bel) 0,064 sec

F1 DATA CLSSING

Sine bel) 0.032 sec

FT size 2048 x 2048
Total time 12 min, 45 sec

54,52-H-3
54,96 -H-2

|

5.3
Q@

§.3 5.2 5.1 S.0 4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 4.2
F1 (ppm)

Espectro 34. Mapa de contorno *H — *H (COSY) do Derivado da Aromadendrina em CD;0D (500 MH?z).
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Foi confirmado pelo mapa de contorno HMBC (Espectro 35) a posi¢do do hidrogénio
H-2 pelas atribui¢gdes C-H a longa distancia do carbono com sinal em & 130,33 (C-2’/C-6°). O

carbono comsinal 6 84,91 (C-2) com os hidrogénios aromaticos H-2’/H-6, confirma a posi¢do

do carbono C-2 e hidrogénio H-2 (Tabela 17).

ncfc8s _38.1.1

File: MCFc68_38_1.1_Ohabc_Aug_18_201001
Pulse Sequence: QHNBC

Solvent: cdSod
Temp. 28.0C / 3011 K

Phres Rer "“r Ohabc_Aug_18_201001 ' C
TNOvA-500° STnovasoBe = 018~ C-27C-6
$=13033
Relax. delay 1.000 sec
Nixing 0.080 sec
Acq. time 0.128 sec
1dth 7997.6 Wz A
S0 vreth fonei 0 v =
$12_increments c-4’ c-r’ =8491
OATA pRocessing ot 5=159,19 5=12941
Sine Del) 0,064 sec
1 DATA PROCESSING
Sine be) 017 sec
FY size 4096 x 4096 "
F2 ]
(ppm)
H-2 =J 5.0+ <::::::::::>
5.54
S e e
6.0~
6.5
H-3‘ e H-S' % @
7.0

160 150 140 130 120 110 100 90
F1 (ppm)

Espectro 35. Espectro de correlacdo **C — 'H & longa distancia (HMBC) da substancia Naringenina-4’-O-
B-Glicopi ranosideo em CD;0D (*C :500 MHze 'H :500MH2).
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Os sinais referentes aos deslocamentos de carbonos do Derivado da Aromadendrina

(SUBST-3) podem ser mostrados no espectro de RMN de **C. (Espectro 36).

File: McFce8_38_1.1 Carbon_Aug_18_201001
Pulse Sequence: §2pul

o’:,.am,-.'éo’ oy C-2'1C-6 C-3/C5

it umi'ﬁfu Carbon_Aug_18_201001 5= 130’33 5= ”6,13

INOVA-500  *Trovased*

Relax. delay 1.000 sec

.28y

C-2

1t =
onseRve <.:§)l 925 4893841 iz & 84,91
DECOUPLE M1, 499.8611678 WMz cs

r 40 o8

<

=

=

28!

2

5
130
116,138

1
SRLTZOTS modutated 5=96,72
DATA PROCESSING C-3
ne broadening 1.0 Nz
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No anel B temos a existéncia do sistema AA’BB’ com 0s hidrogénios H-2’ ¢ H-6’
equivalentes em 7,35 ppm e os H-3’ ¢ H-5" equivalentes em 6,83 ppm, acoplando em orto (d,
J=8,5ed, 8,5, respectivamente), (Espectro 37 e Tabela 13).

Os hidrogénios com sinais de deslocamentos quimicos em d 7,35 (8,5 Hz - H-2’¢ H-6")
e d 6,83 (8,5 Hz - H-3" ¢ H-5) acoplam respectivamente com os carbonos com sinais em

130,33 (C-2” e C-6”) e 6 116,13 (C-3” ¢ C-5”), segundo dados do espectro de HSQC (Tabela
15 e Espectro 33).

Mcrcss_38_ 11

Pulse Sequence: presat

67,35 (2H; d; 8,5 Hz) = H-2" e H-6’ 56,83 (2H; d; 8,5 Hz) —=H-3" e H-5’

7.6 7.5 7.4 ' 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 ppm

Espectro 37. Ampliagéo da regido de 6,6 a 7,6 ppm do Espectro de RMN de 'H da substancia SUBST-3
em CD;0D (500 MH?2).
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A confirmacdo da posicdo do hidrogénio H-2/6> (6 7,35) também foi feita pela
correlacdo 'H - 'H (Espectro 38, COSY) comos hidrogénios H-3"/5" (8 6,83) (Tabela 16).

A localizagdo dos hidrogénios H-2°/6 ¢ H-3’/5’ também ¢é confirmada pelo mapa de
contorno HMBC, pelas atribui¢bes C-H a longa distancia (Tabela 17) dos carbonos com sinais
em & 159,19 (C-4’), 6=84,91 (C-2) ¢ ¢ 130,33 (C-2’/C-6") com os hidrogénios H-2’/6’,

carbono comsinal em 6 129,41 (C-1") com os hidrogénios H-3’/5" (Espectro 35 e Tabela 17).

WCress_38_1.1 R , ) | |
07,35-H-2" e H-6 1
Files NcFc88_38_1.1 _Geosy Aug_18_201001

Pulse Sequence: gCOSY
Solvent: cd3od

Temp. 28.0 C / 301.1 K
Operator: lcacbs
File: Mcrces _38_1.1
INOVA-500  *Tnovasod

56,83-H-3" e H-5

Gcosy,Aug_18_201001

Relax. delay 1.301 sec M N
time 0.128 sec

Acq. —— A Srieiam— scomones xliagecy
width 7997.6 Mz —

20 Vidtn 709706 Kz l F2 4
:z; facreaents | (ppm} Q
OBSERVE M1, 499 8586684 NH2 6.4-
DATA PROCESSING ‘ |
Sine bell 0.064 se :
71 DATA PROCESSING :
11 0,032 ::
AR z'.f' 45 sec 6.6
i 1 .
N ’ ’ § 6.8%
66,83-H-3" eH-5 —== 3 o
l . 3
7.0=

8735-H2 eH6 —= @ '
| 3 R

- B

7.6":: e'f

| 3

8.04

{3 (<] °
8.23

3662‘6!1 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4
F1 (ppm)

Espectro 38. Espectro de correlagdo *H — 'H (COSY) do Derivado da Aromadendrina em CD,OD (500
MH2).
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A Tabela 13 abaixo mostra os dados correspondentes ao espectro de RMN de *H para a
SUBST-3 obtida nesse trabalho, esses dados estdo comparados com os dados de Almeida

(2005).

Tabela 13. Deslocamentos quimicos obtidos no espectro de RMN de *H da SUBST-3.

Flavonol
Derivado da Aromadendrina Aromadendrina
SUBST-3 obtida* Almeida (2005)*

N° 5 Mult. J(Hz) 5 Mult. J(Hz)
H-2 4,96 d 11,5 5,01 d 11,5
H-3 452 d 11,5 457 d 11,5
H-6 - - - 5,93 d 2,1
H-8 5,85 S - 5,89 d 2,1
H-2’ 7,35 d 8,5 7,35 d 8,5
H-6’ 7,35 d 8,5 7,35 d 8,5
H-3° 6,83 d 8,5 6,83 d 8,5
H-5’ 6,83 d 8,5 6,83 d 8,5

* RMN 'H: SUBST-3: 500 MHz / CD;0D; Almeida (2005): 300 MHz / CD,0D.
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Na Tabela 14 e no Espectro 34, temos os dados correspondentes ao espectro de RMN
de °C para a SUBST-3, esses dados estdo comparados com os dados de Almeida (2005).

Também se observa similaridade com os dados fornecidos pela literatura.

Tabela 14. Deslocamentos quimicos obtidos no espectro de RMN de **C do flavonol.

Flavonol
N° Derivado da Aromadendrina Aromadendrina
SUBST-3 Obtido* & Almeida* &
C-2 84,91 85,3
C-3 73,61 74,0
C-4 - 198,8
C-5 - 165,6
C-6 - 97,7
C-7 - 169,1
C-8 96,72 96,7
C-9 - 164,9
C-10 106,17 102,2
C-I° 129,41 129,6
Cc-2 130,33 130,7
C-3 116,13 116,5
c-#4 159,19 159,5
C-5 116,13 116,5
C-6’ 130,33 130,7

* RMN *C: SUBST-3: 500 MHz / CD;0D; Almeida (2005): 300 MHz / CD;0D.

As atribuicbes HSQC obtidos para o flavonol SUBST-3 obtido esta descrito na Tabela
15 e no mapa de correlagédo (Espectro 33).

Tabela 15. Atribui¢fes HSQC obtidos para o flavonol.

(SUBST-3)
Atribuigdes C-H Obtido*
S (C-H)
C-2-H-2 84,91 - 4,96
C-3-H-3 73,61 —4,52
C-8-H-8 96,72 - 5,85
C-2’- H-2’ 130,33-7,35
C-3’-H-3’ 116,13 - 6,83
C-5’- H-5° 116,13 - 6,83
C-6’- H-6 130,33-7,35

* RMN “H: SUBST-3: 500MHz / CD;0D. RMN ~C: SUBST-3: 500 MHz / CD;0D.
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As correlacdes *H - *H, COSY, obtidos para o flavanol Derivado da Aromadendrina

obtida (SUBST-3) esta descrito na Tabela 16 e no mapa de correlacdo (Espectro 34 e 38).

Tabela 16. Correlacdes *H-"H COSY e atribuicdes para o flavonol.

Derivado da Aromadendrina (SUBST-3)

Atribuigdes H-H Obtido*

d (H-H)
H-2 — H-3 4,96 — 4,52
H-2°/ H-6" — H-3°/ H-5’ 7,35/6,83

* RMN “H: Derivado da Aromadendrina: 500MHz / CD,OD.

As atribuicbes HMBC obtidos para o flavonol Derivado da Aromadendrina obtido

(SUBST-3) esta descrito na Tabela 17 e no mapa de contorno (Espectro 35).

Tabela 17. Atribuicbes HMBC obtidos para o flavonol.
Derivado da Aromadendrina

(SUBST-3)
Atribuigdes Obtido*
C-H 5 (C-H)
C-2 - H-2’/H-6’ 84,91-7,35
C-1’—H-3’/H-5’ 129,41 - 6,83
C-2’/C-6" —H-2 130,33 — 4,96
C-2’/C-6’ — H-2’/H-6’ 130,33 - 7,35
C-4’ —H-2°/H-6 159,19 - 7,35

* RMN *H: Derivado da Aromadendrina: 500MHz / CD;0D. RMN **C: Derivado da Aromadendrina: 500 MHz
/ CD;0D.
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5.5. Identificacdo de triterpenos por CG-EM em fracGes hexanicas da propolis.

A composicdo quimica da propolis é influenciada pela flora local e pelas
caracteristicas geograficas e climaticas. Estudos anteriores sobre a propolis brasileira tém
demonstrado que existe uma variagdo muito grande na composicdo, tanto qualitativa como
quantitativa dos compostos fendlicos (PARK, 2004).

A variacdo qualitativa da composicdo pode ser observada em analises feitas por CG-
EM, onde foram identificados diterpenos em amostras de propolis do Mediterraneo
(POPOVA et al., 2011), do Brasil (NUNES & GUERREIRO, 2012) e isoflavonas em
amostras do Brasil (ALENCAR et al. 2007).

Em analises por LC-MS foram identificados acidos fenolicos e flavonoides em
amostras de propolis do Brasil (CARVALHO et al., 2011) e da China (YANG et al., 2011).
Em uma analise por CLAE foram identificados flavonoides em amostras de préopolis do
México (VALENCIA et al., 2012).

Benzofenonas preniladas e flavonoides foram isolados em amostras de prépolis do
Brasil (CASTRO et al., 2009; ISHIDA et al.,2011) e da India (LASKAR et al., 2010),

respectivamente.
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A composicao qualitativa das fracdes hexanicas de propolis das espécies M. seminigra
e M. interrupta estdo apresentadas na Tabela 18, onde as substancias estdo listadas na ordem
de eluigdo na coluna.

As anélises de CG-EM das fragdes hexanicas de propolis permitiram a identificagdo de
oito substancias triterpénicas na faixa dos tempos de retencdo (TR) superiores a 20 minutos,
0s cromatogramas estdo apresentados na Figura 15 e 16.

Os indices de retencdo dos compostos estdo de acordo com os dados armazenados nas
bibliotecas ADAMS e MAINLIB e seus espectros de massa (Figuras 14, 15 e 16) também sdo

compativeis com espectros de substancias armazenadas na biblioteca.

Tabela 18. Anélise de CG-MS com fragbes hexanicas.

Tempo de retencdo (min)
Melipona Melipona
seminigra interrupta
Picos | Ms4 Msb Mi6 Mi5 m/z intensidade Identificacéo
proposta
1 20.52 | 207.07 [-sitosterol
2 21.10 | 21.06 | 21.04 426 (5), 411 (3), 218 | B-amirina
(100), 203 (45), 189 (15)
3 21.26 424 (13), 313 (9), 218 | Lupenona
(100), 205 (45), 189 (30),
109 (43)
4 2154 [426 (8), 411 (5), 218 Lupeol
(100), 207 (64), 189 (32),
107 (34)
5 21.62 393 (30), 218 (100) 9,19-ciclo lanostano-
24-en- 3-p-ol
6 21.69 | 21.64 | 21.63 426 (7), 411 (5), 218 | a-amirina
(100), 189 (22)
7 21.99 95 (100) 24-metileno
cicloartano-3-ona
8 22.28 422 (25), 95 (100) 9,19-ciclo lanostano-
24-metileno- 2-B-ol
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As duas amostras de M. seminigra (Ms4 e Ms5) coletadas no GPA-INPA
identificaram quatro triterpenos: os compostos a ¢ - amirina (2 e 6) presente em ambas as
amostras, o triterpendide derivado do ciclo-artano: 24-metileno ciclo-artano-3-ona (7)
presente apenas na amostra Ms5 e os triterpendides derivados do lanostano: 9,19-ciclo
lanostano-24-en- 3-p-ol (5) e 9,19-ciclo lanostano- 24-metileno- 2-B-ol (8) presentes apenas
na amostra Ms4. As amostras de M. seminigra ndo apresentaram a presenca de lupeol e nem
de seu derivado, também ndo apresentaram [3-sitosterol.
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Triterpenos derivados do tipo ciclo-artano ja haviam sido isolados anteriormente em
amostras de propolis da especie Apis mellifera da cidade de Teresina-Pi, sdo eles: o acido
isomangiferolico, acido mangiferolico, 24-metileno-ciclo-artano-3p,26-diol, acido ambdlico e
acido ambénico (SILVA et al., 2005).

A investigacdo quimica do extrato etanolico do ninho da espécie Trigona spinipes
permitiu o isolamento dos triterpenos ciclo-artanos: acido magniferoélico e acido 3p-hidroxi-
24-metileno-cicloartan-26-6ico (FREITAS et al., 2008).

Relatos na literatura indicam que os triterpendides tetraciclicos tipo cicloartenol e 24-
metileno-cicloartanol apresentaram atividade antiinflamatdria significativa (MAHATO et al.,
1992; AKIHISA et al., 1996), assim é de se esperar que esses tipos de triterpendides ciclo-

artanos contribuam para atividades antiinflamatorias.
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Figura 15: Espectros de massas (ESI-MS): a-amirina (A), B-amirina (B) e 9,19-ciclo lanostano-24-en- 3-§-

ol (C).
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Figura 16: Espectros de massas (ESI-MS): 24-metileno cicloartano-3-ona (A), 9,19-ciclo lanostano- 24-

metileno-

2-p-ol (B).
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As duas amostras de M. interrupta (Mi5 e Mi6) coletadas no GPA-INPA e na
comunidade do Ramal do Brasileirinho-Manaus, respectivamente, identificaram cinco
triterpenos: o esteroide B-sitosterol (1) presente apenas na amostra Mi5, a e - amirina (2 e 6)
presente apenas na amostra Mi6, o Lup-20(29)-en-3-ona (3) presente apenas em Mi6, e 0
lupeol (4) presente apenas na amostra Mi5. As amostras de M. interrupta ndo apresentaram a

presenca de derivados do cicloartano e lanostano.
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Figura 17: Cromatograma das fracdes hexanicas de prépolis Mi6 (A) e Mi5 (B).

5

Os triterpenos a e P-amirina, lupeol e lupenona ja haviam sido identificados por
CG/EM em amostras de extratos etandlicos de prépolis da espécie Apis mellifera coletada na
cidade de Manaus-Am (ISHIDA et al., 2011). As substancias lupeol e lupenona foram
isolados e caracterizados em amostras de extratos etandlicos da propolis da espécie Apis
mellifera coletada no municipio de Alto Santo Ceard, essas duas substancias apresentaram
auséncia da atividade antioxidante (ALBUQUERQUE et al., 2007).

Os compostos a ¢ - amirina e 0 lupeol também foram identificados por CG-EM em
amostras de fragdes cloroférmicas de propolis comercial da cidade de Maceio-AL (RIGHI,
2008), e em amostras de extratos metandlicos de propolis de Cuba (HERNANDEZ et al.,
2010), o lupeol também foi detectado em amostras de propolis verde (FURAKAWA et al.,
2002).

Os triterpendides pentaciclicos tipo lupeol, a e B-amirinas também apresentaram

atividade antiinflamatoria significativa (MAHATO et al., 1992; AKIHISA et al., 1996).
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Figura 18: Espectros de massas (ESI-MS): p-sitosterol (A), Lupenona (B) e Lupeol (C).
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5.6. Ensaios de Atividades Biol6gicas
5.6.1. Atividade Antimicrobiana in vitro

Para determinagdo da atividade antimicrobiana foram testadas as bactérias
Staphylococcus aureus (Gram positiva) que é causadora de infecgdes de carater oportunistas
em seres humanos tanto de origem comunitaria como hospitalar, localizadas na pele
(foliculites, furunculose e abscessos cutaneos) ou em regides mais profundas (pneumonia e
toxinfeccdes alimentares) (RANG, 1997 e SCHAECHTER, 2002) e Pseudomonas aeruginosa
(Gram negativa) que causa infec¢fes tipicamente oportunistas, em processos cirlrgicos,
queimaduras, pOs cateterizacdo urinaria, pneumonias principalmente apo6s procedimentos de
entubacgéo, podendo resultar em bacteremias severas (SIQUEIRA, 2002).
5.6.1.1. Ensaio de Difusdo em Agar.

Amostras de préopolis sdo conhecidas por apresentarem atividade antimicrobiana frente
a inibicdo de crescimento de varias bactérias. Entre as atividades pode-se destacar a atividade
anti-caries/anti-placa de extratos hidroalcoolicos de propolis de Apis mellifera coletada na
cidade de Manaus frente a bactérias cariogénicas: Streptococcus salivarius, Streptococcus
mitis e Streptococcus mutans (ISHIDA et al., 2011).

O potencial antimicrobiano contra Staphylococcus aureus e Staphylococcus mutans
tem sido observado em ensaios com amostras de extratos hidroalcodlicos de prépolis de Apis
mellifera coletada na cidade de Alagoas (ALENCAR et al., 2007).

Estudos anteriores com varias amostras de propolis de Apis mellifera oriundas de
diversas localidades da Espanha também tem apresentado atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e contra os fungos Candida albicans e
Saccharomyces cerevis (BONVEHI & GUTIERREZ, 2012). A atividade contra S. mutans e
C. albicans também foi comprovada por amostras de extratos hidroalcdlicos de geopropolis

produzidos por M. fasciculata do Estado do Maranhdo (LIBERIO et al., 2011).
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A partir de testes antibacterianos realizados com o extrato oleoso de propolis
verificou-se que 0 extrato apresentou atividade contra bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes, seguindo 0 mesmo comportamento
observado por outros pesquisadores para os hidroalcodlicos de prépolis (BURIOL et al.,
2009).

Por meio do teste de difusdo em agar foi possivel verificar, de forma rapida e
bactérias: Staphylococcus aureus (Gram positiva) e Pseudomonas aeruginosa (Gram
negativa).

O controle negativo utilizado foi DMSO/H,0 (1:9) enquanto o controle positivo foi o
Tetrex (fosfato de tetraciclina), um antibacteriano de alto poder de acdo contra P. aeruginosa
e Amoxilina, outro antibacteriano com atividade frente a bactéria S. aureus. Na figura 19
estdo ilustradas as placas de Petri com as zonas de inibicdo em relacdo ao controle positivo,
enquanto que a Tabela 19 encontra-se os valores da média dessas zonas em centimetros.

Das vinte amostras testadas entre extratos, fracGes e a SUBST-1 apenas trés amostras
da espécie M. seminigra apresentaram atividade frente as duas bactérias testadas.

De acordo com os resultados foi possivel verificar que a atividade antimicrobiana
ficou concentrada nas fracBes hidroalcodlicas: Ms4 (MAO GPA2) e Ms5 (MAO GPA2).
Amostras provenientes do extrato etandlico da propolis de M. seminigra apresentaram
atividade frente a Pseudomonas aeruginosa. Observou-se que as zonas de inibi¢do foram bem
maiores do que as apresentadas pelo controle positivo frente a Pseudomonas aeruginosa e
somente Ms5 (MAO GPA?2) apresentou inibicdo superior ao controle frente a Staphylococcus
aureus.

O solvente utilizado para solubilizar as amostras DMSO/H,0O (1:9), ndo inibiu o

crescimento das bactérias testadas Tabela 19 e Figura 19.
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Ms4 (MAO GPA2) MsS (MAO GPA2) Msl (BVR A1)

P. aeruginosa S. aureus
Controle +

Figura 19 — Halo de inibicdo das amostras frente a Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.

As substancias isoladas ndo foram testadas por apresentarem massa insuficiente.

Tabela 19. Valores médios das triplicatas (cm) dos didmetros dos halos de inibicdo provenientes dos
extratos/fracoes avaliados.

Melipona interrupta

Extratos/ fracGes Halo de inibicéo (cm)

S. aureus P. aeruginosa
Mil (BVR L1) Ext. MeOH SA SA
Mi2 (BVR L2) Ext. MeOH SA SA
Mi3 (BVR L3) Ext. MeOH SA SA
Mi4 (MAO GPA1) Ext. MeOH SA SA
Mi5 (MAO GPA2) Ext. MeOH SA SA
Mi6 (MAO Brl) Ext. MeOH SA SA
Mi6 (MAO Brl) Ext. MeOH / Fr. AcOEt SA 1,0
Mi6 (MAO Brl) Ext. EtOH SA 1,0
Tetraciclina - - 3,6
Amoxilina - 3,5 -

Melipona seminigra

Extratos/ fracdes Halo de inibigdo (cm)

S. aureus P. aeruginosa
Ms1 (BVR Al) Ext. MeOH 2,0 1,5
Ms2 (BVR A2) Ext. MeOH SA SA
Ms3 (MAO GPA1l) Ext. MeOH SA SA
Ms4 (MAO GPA2) Ext. MeOH SA SA
Ms4 (MAO GPA2) Ext. EtOH / Fr. Hidro 3,0 4,0
Ms5 (MAO GPA2) Ext. MeOH SA SA
Ms5 (MAO GPA2) Ext. EtOH / Fr. Hidro 4,0 4,5
Tetraciclina - - 3,6
Amoxilina - 3,5 -

SA= Sem atividade
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5.6.1.2. Concentragdo Inibitoria Minima (CIM)

Para determinagdo da concentracdo inibitoria minima foram utilizados as bactérias
Staphylococcus aureus (Gram positiva) e Pseudomonas aeruginosa (Gram negativa). Os
extratos e fracGes da propolis de Melipona seminigra apresentaram maior atividade contra
bactéria gram positiva.

A analise por microdiluicdo de extratos e fracdes foram feitos com os extratos que
apresentaram maior zona de inibicdo no ensaio de difusdo em &gar contra Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa. Os valores de CIM foram obtidos por dilui¢Bes sucessivas
(1000 a 7,81ug/mL) e determinados por leitura visual com reagente cloreto de tetrazélio.

Os dados com a avaliagdo das concentracBes inibitorias minimas dos extratos
metanodlicos e fragbes hidroalcoolicas, preparados a partir da prépolis de Melipona seminigra,
na concentracdo de 2 mg/mL estdo demonstrados na Tabela 20 e Figura 20.

Das duas bactérias testadas, as fragdes hidroalcodlicas inibiram a multiplicacdo de
Staphylococcus aureus, com CIM de 7,81 e 62,5 ng/mL; enquanto o extrato metandlico ndo
apresentou atividade. Contra Pseudomonas aeruginosa, 0 extrato metanolico e fracGes

hidroalcodlicas apresentaram CIM de 250 e 125 pg/mL.

Figura 20. Placas de 92 pogos antes e depois da adigdo do cloreto de tetrazolio.



130

Tabela 20. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do extrato metandlico e fragBes hidroalcodlicas de
Melipona seminigra, frente a Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.

Melipona seminigra

Concentracao inibitéria minima —
CIM (pg/mL)
Amostra Extratos/fracOes Staphylococcus Pseudomonas
aureus aeruginosa
Ms1 (BVR Al) Ext. MeOH ND > 250
Ms2 (BVR A2) Ext. MeOH ND ND
Ms3 (MAO GPA1) Ext. MeOH ND ND
Ms4 (BVR L1) Ext. MeOH ND ND
Ms4 (MAO GPA2) Ext. EtOH/ >7,81 > 125
Fr.Hidro
Ms5 (MAO GPA2) Ext. MeOH ND ND
Ms5 (MAO GPA?2) Ext. EtOH/ >62,5 > 250
Fr.Hidro
Ms6 (MAO Brl) Ext. MeOH ND ND
Amoxilina - >62,5 -
Tetraciclina - - >62,5

ND= N&o determinado.

A amostra Ms5 hidroalcodlica apresentou atividade na mesma concentracdo do
antibidtico amoxilina, mostrando que Ms5 hidroalcodlica tem grande potencial
antimicrobiano. De forma geral, Ms4 hidroalcodlica, e Ms5 hidroalcodlica obtiveram valores
de CIM altamente inibitorios frente a S. aureus, constatando assim que a atividade
antibacteriana da prépolis € mais efetiva sobre as bactérias Gram-positivas.

Essas amostras também devem conter muitas substancias polares por serem extraidas
com solvente de alto grau de polaridade.

Os resultados demonstram maior atividade frente a bactéria S. aureus, isso pode
decorrer ao fato da parede celular bacteriana dos Gram positivos ser menos complexa e
apresentar melhor permeabilidade quando comparada aos Gram negativos (RANG, 1997 e
TRABULSI, 1999).

A atividade antibacteriana estd relacionada a presenca de compostos fendlicos e
flavondides, por serem extraidas com solvente de alto grau de polaridade, as amostras com

atividade devem conter maior concentragéo de compostos bioativos (CASTRO et al., 2007).
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Extratos etanolicos de amostras de propolis sdo conhecidos por apresentarem atividade
antimicrobiana contra diversos tipos de bactérias, incluindo bactéria patogénica de peixe, com
CIM entre 195 e 1562 pg/mL, para varias amostras de extratos de propolis do Iran
(TUKMECHI et al., 2010).

Atividade in vivo contra Streptococcus mutans também foi observada em amostras de
prépolis de Melipona interrupta fasciculata, onde a concentragdo de S. mutans foi reduzida de
49% (DUAILIBE et al., 2007)

Nossos dados em comparagdo a extratos polares da propolis do Estado de Alagoas
apresentaram atividade proximas a CIM encontrada frente a S. aureus (> 50 pg/mL) e um
pouco acima da CIM encontrada contra P. aeruginosa (> 100 ug/mL), (JUNIOR et al., 2012).

A inibicdo frente a bactéria S. aureus também é observada em amostras de extratos
etandlicos de amostras de propolis oriundas de Apis mellifera da Bahia com CIM de 1,43
ug/mL, onde se percebe que extratos de M. seminigra obtiveram um valor com concentragdo
um pouco maior, apresentando um CIM de 7,81 pg/mL em comparagdo aos valores de A.
mellifera (CASTRO et al., 2009).

Em comparagédo a outra analise de S. aureus com extratos etanolicos de amostras de
prépolis de Apis mellifera de Alagoas, observa-se que a propolis de M. seminigra apresentou
CIM na mesma faixa dos dados de A. mellifera, CIM entre 50 ¢ 100 pg/mL. (ALENCAR et
al., 2007).

Em relacdo a valores de CIM (50 a 100 pg/mL) encontrado para os extratos etanélicos
da propolis de A. mellifera de Minas Gerais frente a Streptococcus mutans, nossos valores

para algumas amostras estdo na mesma faixa de CIM (CASTRO et al., 2007).



132

5.6.2. Atividade Enzimatica
5.6.2.1. Ensaio de Inibicdo enzimatica lipoxigenase (LOX)

Lipoxigenases (LOX) sdo enzimas responsaveis pela sintese de hidroxiacidos e
leucotrienos a partir do &cido araquidénico. Os 5-,12- e 15-LOX sdo 0s mais importantes para
a sintese de espécies de leucotrienos e hidroxiacidos que tem grande importdncia nas
inflamacdes e reacdes alérgicas (KIM et al., 2004; MIYASHIRO, 2010).

Alguns estudos mostram que os flavondides inibem algumas enzimas chaves
envolvidas na inflamacdo e na sinalizacdo celular da cicloxigenase e lipoxigenase
(SELLOUM et al., 2003; MIYASHIRO, 2010).

Um dos importantes mecanismos celulares antiinflamatérios dos flavondides é
apresentado por diversos estudos em modular a atividade de enzimas do acido araquiddnico,
inibindo enzimas como fosfolipase, cicloxigenase, e lipoxigenase. A inibi¢do destas enzimas
reduz a producdo de &cido araquidénico, prostaglandinas, e leucotrienos, que sao mediadores
cruciais no mecanismo da inflamacgéo (KIM et al., 2004; MIYASHIRO, 2010).

No ensaio de inibi¢do enzimatica lipoxigenase a quercetina foi utilizada como controle
positivo. Os dados de percentagens de inibicdo da lipoxigenase dos extratos metanolicos de
prépolis sdo mostrados na Tabela 21, as percentagens sdo apresentadas na menor
concentragdo que apresentou inibicdo acima de 50 %.

Na analise dos resultados foi possivel observar que os extratos metandlicos de propolis
de ambas as espécies de abelhas apresentam potencial inibitério. Podem-se destacar 0s
extratos de M. interrupta que foram um pouco mais ativos do que M. seminigra,
principalmente o extrato Mi5 que foi ativo na mesma concentracdo de quercetina.

Os dados de inibicdo enzimatica dos extratos de prépolis corroboram com os dados de
fendlicos totais e atividade antioxidante que 0os mesmos extratos apresentaram em estudos

feitos dentro de nosso grupo de pesquisa (MUNIZ et al., 2009a, 2009b). A presenca de
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substancias fendlicas nesses extratos evidencia a relacdo com a atividade antioxidante e essa
atividade também esta relacionada com a inibicdo da lipoxigenase. A presenca de flavondides
nos extratos de prépolis também é conhecida.

O uso de compostos com atividade antioxidante, como os flavonoides, apresenta
grande participacdo nas terapias, devido ao sequestro de radicais livres e conseqientemente a
diminuicdo de danos celulares (CERQUEIRA et al., 2007; MIYASHIRO, 2010).

Flavonbides sdo conhecidos por apresentarem efeito de inibicdo da atividade da
enzima lipoxigenase, esse fato pode ter relevancia quanto aos seus efeitos anti-inflamatorios
(BAUMANN et al., 1980; MELO, 1991).

Esse efeito de inibicdo a enzima lipoxigenase citado anteriormente por flavonoides
pode ser comprovado pelo flavonoide naringenina 4’-glicosilado, isolado dos extratos de
propolis Mi5 e Mi6, o extrato Mi5 apresentou inibi¢cdo na mesma concentracao que o controle
positivo, 20 pg/mL. Os outros flavondides isolados ndo foram testados por apresentarem
massa insuficiente.

O flavondide naringenina e seu derivado 7-glicosideo sdo conhecidos por
apresentarem atividade antiinflamatoria in vitro como descrito em estudos anteriores
(GARBOR, 1979; MELO, 1991). Os derivados do flavondide kampferol também
apresentaram atividade antiinflamatoria in vitro, os glicosidios 7-ramnosideo e 3,7-
diramnosideo (GARBOR, 1979; MELO,1991). O Glicosidio kaempferol também demonstrou
atividade anti-inflamatoria (LIPKAN, et al., 1981).

Algumas agliconas como quercetina e kaempferol apresentam inibicdo a 5-
lipoxigenase das células da leucemia basofilica (MASTER et al., 1985; MELO, 1991),
exercem influéncia inibitoria a 12-lipoxigenase das plaquetas humanas (LANOLFI et al.,
1984), apresentaram inibicdo a enzima 15-lipoxigenase da soja (ALCARAZ & HOULT,

1985), e também apresentam atividade anti-inflamatéria (GABOR et al., 1984; MELO, 1991).
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Flavondides glicosidicos da quercetina, 3-ramnoglicosidio e 3-galactosidio,
apresentaram atividade anti-inflamatoria in vivo (GABOR et al., 1984; MELO, 1991).

A Tabela 21 mostra os valores de inibicao dos extratos metandlicos das duas espécies
de abelhas, todas as percentagens de inibigdo s&o superiores a 80 % nas concentragdes de 200,
100 e 20 pg/mL. O destaque ficou por conta da substancia naringenina glicosilada que
apresentou inibicdo na mesma concentracdo do controle positivo.

Esses resultados preliminares obtidos mostram potencial de inibicdo lipoxigenase do
extrato metanolico da prépolis das duas espécies de abelhas. Os extratos metandlicos podem
direcionar para o isolamento de substdncias com essa atividade inibidora. As substancias
isoladas podem vir a ser fortes candidatos a elaboracdo de drogas naturais que possam a vir
auxiliar no tratamento de inflamacdes. Outro dado relevante € o estudo quimico das duas

espécies de Melipona serem pouco estudado na literatura.

Tabela 21: Inibicdo quantitativa in vitro da lipoxigenase por extratos metandlicos e substancia isolada de
M. interrupta e M. seminigra.

Melipona interrupta (Mi)

Extratos/Compostos Concentracao inibitoria Inibicéo (%)®
minima (pug/mL)
Mil (BVR L1) 100 94,8
Mi2 (BVR L2) 200 97,0
Mi3 (BVR L3) 200 98,0
Mi4 (GPA 1) 100 97,7
Mi5 (MAO GPA2) 20 81,0
Mi6 (MAO Br1) 100 95,2
Melipona seminigra (Ms)
Extratos/Compostos Concentracao inibitoria Inibicéo (%)?
minima (ug/mL)
Msl (BVR Al) 200 95,0
Ms2 (BVR A2) 200 24,6
Ms3 (MAO GPA1) 200 89,3
Ms4 (MAO GPA2) 200 84,8
Ms5 (MAO GPA3 200 95,4
Naringenina glicosilada 20 81,4
Quercetina” 20 94,6

®Vvalores sdo a média do experimento em triplicata
®Controle positivo
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5.6.2.2. Ensaio de Inibicdo enzimatica acetilcolinesterase (AChE)

A doenca de Alzheimer é uma desordem neurologica degenerativa que atinge
primeiramente a memoria, e posteriormente, a capacidade de raciocinio e a comunicag&o.
Atinge cerca de 10% da populagdo com idade acima de 65 anos, sendo a principal causa de
deméncia nessa faixa etaria (RACCHI et al., 2004). Os inibidores da atividade da enzima
acetilcolinesterase (IAChE) promovem um aumento na concentracdo e duracdo da acdo da
acetilcolina sindptica minimizando as perturbacfes na fungdo cognitiva. A busca por IAChE
de origem natural representa uma fonte alternativa para o tratamento da doenca de Alzheimer
(ROLLINGER et al., 2004).

As substancias antioxidantes se mostram interessantes por atuarem sobre os radicais
livres, espécies quimicas envolvidas na etiologia (estudo sobre a causa ou origem de
determinada doenca) de diversas doencas incluindo inflamacGes, cancer e as doencas
degenerativas do sistema nervoso central, o Mal de Parkinson e o Mal de Alzheimer
(CUZZOCREA et al., 2001).

O uso de compostos com atividade antioxidante, como os flavondides, apresenta
grande participacdo nas terapias, devido ao sequestro de radicais livres e conseqiientemente a
diminuicdo de danos celulares. Os extratos de propolis sdo conhecidos por apresentarem
flavondides, e muitos desses flavondides apresentam atividades antioxidantes (PAPOTTI et
al., 2012).

A tentativa de verificar alguma possivel relacdo entre os extratos de prépolis das duas
especies de Melipona e a doenca de Alzheimer atraves da atividade acetilcolinesterase tem
como base nos estudos cada vez maiores em torno desse disturbio e a capacidade dos
flavondides em contribuir para a integridade do tecido neuronal por diferentes mecanismos

(FRAGA et al., 2004).
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Machado e colaboradores (2009) mostraram que extratos metandlicos de duas
variedades de propolis obtidas de associagdes e cooperativas produzidas em Alto Santo e
Camocim no Cearé apresentaram atividade anticolinesterasica. Os resultados foram positivos
para as duas variedades de prépolis analisadas, 0 que mostra a capacidade de utilizar esses
extratos para a producdo de novos farmacos. A prépolis de Camocim mostrou melhor
atividade inibidora do que a propolis de Alto Santo, quando comparadas com o padrdo
Carbachol.

Os resultados de atividade acetilcolinesterase dos extratos metandlicos de prépolis de
M. seminigra (Ms) e M. interrupta (Mi) sdo mostrados na Tabela 22 e Figura 21, alguns dos
extratos analisados mostraram alguma atividade inibitoria. Esse foi um ensaio preliminar da
avaliacdo de extratos de propolis para estudos futuros.

A atividade antiacetilcolinesterase (autobiografia) nos extratos metandlicos das duas
espécies de abelhas foram avaliados com base na identificacdo da quantidade de pontos
(manchas) visiveis que apresentaram halo branco na placa cromatografica.

A maior atividade inibitéria se concentrou nos extratos metanolicos da espécie M.
seminigra. As amostras Ms3, Ms4 e Ms5 (GPA-INPA) apresentaram mais de trés pontos
(manchas) por amostras com halos brancos. As amostras Msl e Ms2 (Comunidade Boa
Unido) ndo apresentaram inibicdo. A atividade acetilcolinesterase pode ou ndo estar ligada a
uma substancia com atividade isolada ou ser resultado de um sinergismo.

Os resultados preliminares obtidos evidenciaram o potencial anticolinesterasico do
extrato metanolico da propolis dessa espécie de abelha. Com a selecdo de extratos
promissores que orientam para o trabalho de localizacéo e purificacdo dos principios bioativos
produzidos. Outro dado relevante é o estudo quimico da espécie M. seminigra pouco estudado

na literatura.
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O isolamento de substancias com essa atividade inibidora dos extratos de propolis de
M. seminigra séo fortes candidatos a elaboragéo de drogas naturais que possam vir a auxiliar
no tratamento do mal de Alzheimer.

O potencial anticolinesterasico de propolis também foi evidenciado em amostras de
préopolis marrom de Apis mellifera, que foram coletados em varios locais do Estado do Ceara
(Beberibe, Crato, Alto Santo e Mombaga), 0s quais apresentaram atividade
antiacetilcolinesterase. A atividade inibitéria foi maior para a amostra de Crato e Alto Santo
em relacdo ao padréo e a de Beberibe e Mombaca apresentaram inibigéo iguais ao do padréo
fisostigmina (LIBERATO et al., 2011).

A atividade inibitdria nos extratos metanolicos da especie M. interrupta foi menor em
relacdo a espécie M. seminigra . As amostras Mi4, Mi5 (GPA-INPA) e Mi6 (Brasileirinho-
Amazonas) apresentaram de dois a trés pontos (manchas) por amostras com halos brancos. As
amostras Mil e Mi2 e Mi3 (Comunidade Boa Unido) nao apresentaram inibicao.

Os resultados preliminares obtidos dos extratos metandlicos de M. interrupta
mostraram que também sdo grandes promissores para o isolamento de substancias com
atividade antiacetilcolinesterase.

De forma geral, estudos futuros de atividade acetilcolinesterase, em vérias
concentracdes, com essas duas espécies de abelhas bioativas se fazem necessario para
direcionar o fracionamento, purificacdo e isolamento de substancias ativas. Pois, na literatura
ainda sdo poucos 0s estudos quimicos com essas duas espécies de abelhas amazonicas.

Sabe-se que em estudos anteriores 0s extratos etanolicos de prépolis inibiram a
atividade da ciclooxigenase em pulmio de ratos de forma dose dependente, além de

compostos isolados como o CAPE e o flavonoide galangina (ROSSI et al., 2002).
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Ms3 Ms4 Ms5 Ms3 Ms4 Ms5 Mid Mi5 Mi6 Mi4 Mi5 Mi6

Figura 21. Placas com resultados anticolinesterasico.

Os dados de atividade inibitoria para as substancias isoladas nesse trabalho ndo foram
promissores, apenas o flavonol aromadendrina apresentou um halo branco de inibigéo, apesar
de o flavonol ter sido isolado de um extrato que apresentou inibicdo, o Mi6. Foi observado
nas placas cromatograficas que os pontos (manchas) que apresentaram inibicdo em cada

extrato, se concentravam sempre em substancias mais apolares que os flavondides isolados.

Tabela 22: Atividade inibidora de acetilcolinesterase de M. seminigra e M. interrupta.

Melipona seminigra
Concentragao do extrato MeOH (10 mg/ml)

Ms1 Ms2 Ms3 Ms4 Ms5 eserina

Inibicéo de - - + 4+ + 4+ ++ ++ +
acetilcolinesterase

Melipona interrupta
Concentragao do extrato MeOH (10 mg/ml)

Mil Mi2 Mi3 Mi4d Mi5 Mi6  eserina

Inibicéo de - - - + + + + 4+ +
acetilcolinesterase

Substancias isoladas
Concentracgao das substancias (1 mg/ml)

naringenina naringenina  miricetina aromadendrina eserina
glicosilada glicosilada

Inibigéo de - - - + + + +
acetilcolinesterase
(+) apresentou pouca inibicao
(+ +) apresentou inibicdo moderada

(+ + +) apresentou muita inibigdo
(-) ndo apresentou inibicdo
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5.6.3. Atividade Larvicida
5.6.3.1. Ensaio larvicida com Aedes aegypti.

A principal forma de controle do Aedes aegypti continua sendo o uso de inseticidas
quimicos sintéticos. Estes compostos apresentam melhores vantagens, pois promovem uma
acdo mais eficaz e mais rdpida no combate aos mosquitos, entretanto, apresentam
desvantagens a0 meio ambiente, aos animais e ao ser humano devido a alta toxicidade. Desta
forma, vérios outros métodos de controle, com baixa toxidade, vém sendo avaliados, dentre
esses, encontram-se o0s de origem boténica e natural. (ARRUDA et al, 2003).

Estudos tem mostrado que o extrato da propolis da marca Makrovit 12%, possuindo
uma composicao de propolis verde e alcool de cereais e extrato seco minimo 12%, apresentou
atividade larvicida sobre as larvas de A. aegypti, em intervalo de concentracfes dose-resposta,
sob temperatura controlada de 25°C (BORGES & SIMOM, 2008).

O extrato etandlico de propolis também tem se destacado na atratividade ou repeléncia
na oviposicdo de A. aegypti, extratos capazes de exercer mortalidade sobre imaturos de Aedes
spp (SILVA & PROPHIRO, 2011).

O efeito do extrato de propolis padronizado (P1) sobre a viabilidade das larvas de
mosquitos Aedes albocpictus em laboratorio foi observado, o extrato de prépolis P1 possui
atividade larvicida, podendo ser util no controle das larvas desse mosquito, sobretudo para os
estagios iniciais de desenvolvimento das larvas (PAULINO et al., 2002).

O interesse na busca de novos métodos de controle eficazes sobre o A. aegypti levou-
nos a testar extratos e fragdes das duas espécies: Melipona interrupta e Melipona seminigra.

As substancias isoladas ndo foram testadas por apresentarem massa insuficiente. Os

resultados obtidos para os extratos e fracdes de prépolis estdo mostrados na Tabela 23.
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Tabela 23. Valores de mortalidade frente a Aedes aegypti.

Melipona interrupta

Amostra Extrato / fracdo % Mort. 24h % Mort. 48h
Mil (BVR L1) Extrato MeOH 7 10
Mi2 (BVR L2) Extrato MeOH SA SA
Mi3 (BVR L3) Extrato MeOH 0 80
Mi4 (MAO GPA1) Extrato MeOH SA SA
Mi5 (MAO GPA2) Extrato MeOH 17 83
Mi5 (MAO GPA2) Ext. MeOH / Fracdo Hidro SA SA
Mi5 (MAO GPA2) Ext. MeOH / Fragdo Hex SA SA
Mi6 (MAO Brl) Extrato MeOH 7 73
Mi6 (MAO Brl) Ext. MeOH / Fracdo Hex SA SA
Mi6 (MAO Brl) Ext. MeOH / Fracdo AcOEt 30 80
Mi6 (MAO Brl) Ext. MeOH / Fragdo CHCI; 17 93

Melipona seminigra

Amostra Extrato / fracdo % Mort. 24h % Mort. 48h
Msl (BVR Al) Extrato MeOH SA SA
Ms2 (BVR A2) Extrato MeOH SA SA
Ms3 (MAO GPA1) Extrato MeOH 57 77
Ms4 (MAO GPA2) Extrato MeOH 23 100
Ms5 (MAO GPA3) Extrato MeOH 17 100

Os resultados mostrados na Tabela 23 mostraram que os extratos e fracOes de M.
interrupta e M. seminigra apresentam atividade larvicida promissora apos 48h.

As amostras Mi5 (MAO GPA2) e Mi6 (MAO Brl) trabalhadas durante esse projeto
apresentaram atividade promissora ap6s 48h.

E possivel observar que as amostras Mi6 (MAO Brl) e Mi6 (MAO Brl), fracdes
acetato de etila e cloroférmica, respectivamente, apresentaram percentagem de mortalidade
superior ao extrato metanolico apds 24h e 48h. Para a espécie M. interrupta, a atividade ficou
concentrada nas amostras estudadas nesse trabalho.

Os extratos e fracOes podem direcionar para o isolamento de substancias com essa
atividade larvicida. As substancias isoladas podem vir a ser fortes candidatos a elaboracéo de
inseticidas naturais mais eficazes no combate ao Aedes. Outro dado relevante é o estudo

quimico das duas espécies de Melipona serem pouco estudado na literatura.
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5.6.3.2. Ensaio larvicida com Culex quinquefasciatus
Nesse ensaio as substancias isoladas também ndo foram testadas por apresentarem
massa insuficiente. Foram testados extratos e fragdes das duas espécies: Melipona interrupta e

Melipona seminigra contra C.quinquefasciatus.

Os resultados dos extratos e fragdes com atividade estdo presentes na Tabela 24.

Tabela 24. Valores de mortalidade frente a Culex quinquefasciatus.

Melipona interrupta

Amostra Extrato / fracdo % Mort. 24h % Mort. 48h
Mil (BVR L1) Extrato MeOH 50 100
Mi2 (BVR L2) Extrato MeOH 50 93
Mi3 (BVR L3) Extrato MeOH 40 87
Mi4 (GPA1) Extrato MeOH 93 100
Mi5 (MAO GPAZ2) Ext. MeOH / Frag&o Hidro 93 100
Mi5 (MAO GPA2) Ext. MeOH / Fracdo Hex 80 100
Mi6 (MAO Brl) Extrato MeOH 83 100
Mi6é (MAO Brl) Ext. MeOH / Fragao Hex 50 100
Mi6 (MAO Brl) Ext. MeOH / Fragdo AcOEt 77 100
Mi6 (MAO Brl) Ext. MeOH / Fragdo CHCl, 100 100

Melipona seminigra

Amostra Extrato / fracdo % Mort. 24h % Mort. 48h
Msl (BVR Al) Extrato MeOH 60 100
Ms2 (BVR A2) Extrato MeOH 50 100
Ms3 (MAO GPA1) Extrato MeOH 97 100
Ms4 (MAO GPA2) Extrato MeOH 87 100
Ms5 (MAO GPA3) Extrato MeOH 73 100
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Esses testes foram realizados em uma concentracdo de 500 pg/mL para os extratos, 25
ng/mL para o Temefos (controle positivo) e 100 % para 0 DMSO (controle negativo).

Os dados apresentados na Tabela 24 monstraram que o0s extratos e fragOes de M.
interrupta e M. seminigra apresentam atividade larvicida altamente promissora apds 24h,
principalmente por chegar a mortalidade de 100% ap6s 48h.

A amostra Mi6 (MAO Brl), fracdo acetato de etila trabalhada durante esse projeto, e
de onde se isolaram os flavondides SUBST-5 e SUBST-6, foi muito ativa apds 24h e atingiu
100 % ap0s 48h, Esse fato pode estar ligado a presenca de substancias fenélicas.

De forma geral é possivel observar que todas as amostras ativas das duas espécies de
propolis sdo promissoras.

Os resultados preliminares obtidos nesta andlise mostram potencial de mortalidade de
extratos e fracBGes da propolis das duas espécies de abelhas. Esses extratos e fracdes também
podem direcionar para o isolamento de substancias com essa atividade larvicida. As
substancias isoladas podem vir a ser fortes candidatos a elaboracdo de inseticidas naturais que
possama vir auxiliar no combate ao Culex. Outro dado relevante é o estudo larvicida das duas

espécies de Melipona nunca serem estudados na literatura.
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CONCLUSAO

O estudo da composicdo quimica e da atividade biologica da geopropolis de duas
espécies de abelhas sem ferrdo da Regido Amazonica foi estudado pela primeira vez.

A investigacdo quimica do extrato metandlico da prépolis da espécie M. interrupta
coletada em Manaus/INPA (Mi5 - MAO GPA2) gerou no isolamento das flavanonas
naringenina e seu glicosideo 4’-O-B-glicopiranosideo e do flavonol inédito 3,5,6,7,4’-
pentaidroxi-aromadendrina.

Do estudo quimico do extrato metanolico da propolis da mesma espécie, M.
interrupta, coletada em outra localidade, comunidade do ramal do brasileirinho/Amazonas
(Mi6 - MAO Brl), gerou no isolamento da mesma flavanona naringenina-4’-O-f-
glicopiranosideo e o flavonol miricetina-3-O-pB-glicopiranosideo.

Observa-se que é possivel que a espécie de abelha M. interrupta visite as mesmas
vegetacOes, uma vez que, naringenina-4’-O-B-glicopiranosideo foi isolada de um espécime
coletada em localidades diferentes da cidade de Manaus.

As analises de CG-EM das fracGes hexanicas contribuiram para o conhecimento da
presenca de triterpenos na composicao quimica da propolis de M. interrupta, como o e B-
amirina, lupeol, lupenona e B-sitosterol e da propolis de M. seminigra, como a e B-amirina,
derivado do cicloartano e derivado do lanostano.

A analise de atividade bioldgica antimicrobiana concentrou as atividades na propolis
da espécie M. seminigra com resultados altamente promissores frente a S. aureus e P.
aeruginosa.

A atividade de inibicdo enzimatica lipoxigenase mostrou potencial de inibicdo para a
prépolis das duas espécies de abelhas, os extratos dessas propolis podem direcionar para o

isolamento de substancias com essa atividade inibidora.
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A atividade de inibicdo enzimatica acetilcolinesterase concentrou a inibicdo para a
propolis da espécie M. seminigra, os resultados evidenciaram o potencial anticolinesterasico
com selecdo de extratos promissores para a localizacdo e purificacdo dos principios bioativos
produzidos por essa espécie.

As analises de atividade larvicida frente A. aegypti de extratos e fragdes da propolis de
M. seminigra geraram resultados significativos para o controle de Aedes, principalmente por
ser de origem natural.

As atividades larvicidas contra C. quinquefasciatus ficaram concentradas nas duas

especies de prépolis com resultados potencialmente ativos para 0s extratos.
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