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RESUMO

Neste trabalho, foram analisados extratos de aasosie propolis e de folhas de espécies
vegetais do génerBaccharis da regido de Ponta Grossa — PR, visando clags#ipadpolis
regional em comparacdo com a propolis verde (P@Eerharis dracunculifolia, a fonte da
propolis verde, pode apresentar variagbes metasaledacionadas a fatores ambientais. Para
comparar dados publicados sobre esta planta cowsdaatidos do vegetal coletado nesta
regido, foram analisados por CG-EM os 6leos esasnobtidos por hidrodestilacdo das
folhas de espécimes feminino (0,81%) e masculif8bf@) deB. dracunculifolia colhidos na
estacdo seca. As duas amostras apresentaram la&a monoterpenos/sesquiterpenos
(0,85/96,88%7; 2,35/95,25%7). Foram identificados os monoterperfpineno, limoneno

e terpinen-4-ol. Os sesquiterpenos hidrocarbor@iosipais foramf3-cariofileno ¢ 7,88%;

J 8,88%),a-humuleno § 4,61%;3 2,18%), germacreno DP(5,53%;3 4,04%),trans-3-
guaieno @ 7,98%; & 6,06%) e d-cadineno ¢ 7,34%; 35,48%). Os sesquiterpenos
oxigenados K)-nerolidol @ 24,69%;J3 17,16%) e espatulenol(14,62%;3 21,39%) se
encontraram como constituintes majoritarios. O atendimento, a baixa relacéo
monoterpenos/sesquiterpenos e as altas proporgdesestjuiterpenos oxigenados sao as
principais caracteristicas do 6leo essenciaBddracunculifolia desta regido. As folhas de
trés espécies dgaccharis (B. dracunculifolia, B. semiserrata e B. uncinella) foram extraidas
em aparelho Soxhlet com a sequéncia de solventesf@mio, acetato de etila e metanol,
analisando-se os extratos por CCD, UV e CLAE. Fordemtificados os &cidos fendlicos
livres: acido caféico (B& e Bdd), acidop-cumarico (Bd?), acido ferdlico (Bd?, Bd &,

Bu e Bs) e o flavonéide rutina (Bd, Bd &, Bu). Assim, demostrou-se, pela primeira vez, a
co-ocorréncia de substéncias fenodlicas polaresasdsés espécies vegetais. Os extratos
etanodlicos obtidos de 13 amostras de propolis foaaalisados por CCD-AR e UV-VIS,
permitindo classificar as propolis regionais ens tggupos. Foi escolhida a amostra mais
caracteristica de cada grupo (ADI, WS-3, RS-2) paise por CLAE em comparacdo com
a propolis verde PG12. Brotos frescos dos espécimasculino e feminino deB.
dracunculifolia foram extraidos por enxaglie com metanol e tamiodmetidos a andlise por
CLAE. Todos os extratos, de propolis e Bedracunculifolia, apresentaram artepilina C
garantindo que esta é a fonte vegetal da préopetjomal. Os acidos caféico, ferulicope
cumarico foram identificados nas quatro amostraprd@olis. Apigenina estaria presente
somente nas propolis regionais, entre 2,4% e 3@®3quanto a crisina foi identificada
somente na PG12, mas como componente principaly@8Um flavonoide Xmax 365 nm,
42,96 min) é a substancia principal das trés am®sie propolis regionais e também do
extrato obtido por enxadgue dos brotos da planta, mia foi identificado. Todos os extratos
etanolicos de propolis regionais apresentaram entad niveis de atividade antioxidante
guando testados frente ao radical DPR&tios deles chegando a ser mais efetivos que o da
PG12. Uma analise comparativa do poder antioxidamlz composi¢cdo quimica das amostras
permitem concluir que o flavondide néo identificaxlo responsavel pela fortissima atividade
antioxidante de ADI e WS-2 em comparacdo com RRG 2.

Palavras-chaveBaccharis dracunculifolia; 6leo essencial; prépolis regionais; atividade
antioxidante; CLAE.



ABSTRACT

This study aimed to chemically analyze extractspadpolis samples and leaves of plant
species of théaccharis genus in the region of Ponta Grossa - PR, to ifjagee regional
propolis compared to the green propolis (PGBccharis dracunculifolia, the source of
green propolis, may present metabolic changeserkkat environmental factors. To compare
with published data, the essential oils obtainedhygrodistillation from the leaves of female
(0.81%) and male (0.85%) specimensBoftiracunculifolia harvested in the dry season were
analyzed by GC-MS. The two samples showed a low oteopenes/sesquiterpenes ratio
(0.85/96.88%2; 2.35/ 95.25%3). The monoterpenel-pinene, limonene and terpinen-4-ol
were identified. The main sesquiterpenes hydrocerhbareB-caryophyllene ¢ 7.88%; &
8.88%), B-humulene ¢ 4.61%; & 2.18%), germacrene DP(5.53%; 3 4.04%) trans-3-
guaiene @ 7.98%; & 6.06%) and cadineneQ( 7.34%; & 5.48%). The oxygenated
sesquiterpenef-nerolidol (@ 24.69%;3 17.16%) and spathulendP (14.62%;J3 21.39%)
were found as the major constituents. The highdyigde low monoterpenes / sesquiterpenes
ratio and the high proportions of oxygenated sdastuenes are the main characteristics of the
essential oil oB. dracunculifolia from this region. The leaves of three specieBaufcharis

(B. dracunculifolia, B. semiserrata andB. uncinella) were extracted using a Soxhlet apparatus
with the sequence of solvents chloroform, ethyta@eeand methanol, and the extracts were
analyzed by TLC, UV and HPLC. Free phenolic acigsendentified: caffeic acid (B& and

Bd &), p-coumaric acid (B&), ferulic acid (Bd®, & Bd, Bu and Bs) and the flavonoid rutin
(Bd @, Bd &, Bu). Thus, it is demonstrated for the first tintlee co-occurrence of polar
phenolic substances in these three plant species. ethanol extracts obtained from 13
samples of propolis were analyzed by TLC-HR and WU$; allowing the classification of
the regional propolis in three groups. The mostattaristic sample of each type (ADI, WS-
3, RS-2) was chosen for analysis by HPLC in congpariwith green propolis PG12. Fresh
sprouts of male and female specimen®Botiracunculifolia were extracted by rinsing with
methanol and the extracts were analyzed by HPLQ. eXtracts of propolis and.
dracunculifolia showed artepillin C ensuring that this plant is #ource of regional propolis.
The caffeic acid, ferulic acid and p-coumaric aaidre identified in the four samples of
propolis. Apigenin is present only in the regiopabpolis samples, between 2.4% and 3.9%,
while crisin was identified only in the PG12, but a main component (18.1%). An
unidentified flavonoid Xma x 365 nm, 42,96 min) is the main substance presetita three
samples of regional propolis and also the extrbtained by the rinsing of the plant sprouts.
All the ethanol extracts of regional propolis shdwexcellent levels of antioxidant activity
when tested against the radical DPPH, severaleshtpetting to be more effective than the
PG12. A comparative analysis of antioxidant powet ehemical composition of the samples
indicates that the unidentified flavonoid is resgibte for the strong antioxidant activity of
ADI and WS-2 compared to RS-2 and PG12.

Keywords: Baccharis dracunculifolia; essential oil; regional propolis; antioxidant iaity;
GC-MS; HPLC.
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COSTA, A. G. L.C- Estudo quimico dBaccharis dracunculifolidDC. e sua correlacdo com a prépolis de uma
microrregido dos Campos Gerais do Parana.

1 INTRODUCAO

1.1 A familia Asteraceae e o0 génef®accharis

A familia Asteraceae, uma das maiores familiastrdedas Angiospermas,
compreende cerca de 1.100 géneros e 25.000 espgg@eeplantas de aspecto extremamente
variado, incluindo principalmente pequenas ervasntuistos e raramente arvores. Plantas
dessa familia sdo extensivamente estudadas quasta eomposicdo quimica e atividade
biolégica, sendo que algumas tém proporcionadoserd®lvimento de novos farmacos e
inseticidas (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005).

O génerdaccharisé um importante género desta familia, pertencb@ Asterae
e esta representado por mais de 500 espéciesbudlidas principalmente no Brasil,
Argentina, Colémbia, Chile e México, ocupando agdes mais elevadas (BUDEL et al.,
2004). A alta concentracdo de espécies no BramkeAndes indica que uma destas areas e
o provavel centro de origem desse género (VERDI@HENTE; PIZZOLATTI, 2005).

No Brasil, estdo descritas 120 espécieBalecharis distribuidas em maior concentragdo na
Regido Sul do pais (AGOSTINI et al., 2005).

As espécies deste género possuem alto valor s6oimdmico, com ampla
dispersdo nos estados de Santa Catarina, Param&ds# e Rio Grande do Sul, entre
outras regides do pais, onde grande numero delddizado na medicina popular para
controle ou tratamento de véarias doencas (CORRE®4)1 S&o consumidas principalmente
na forma de chas com indicacdes para males do agtjrfigado, anemias, inflamacoes,
diabetes, doencas na prostata, sendo também dsscdio remédio para processo de
desintoxicacdo do organismo (VERDI; BRIGHENTE; P@ZATTI, 2005). Este género
produz varias classes de metabdlitos secundarias apenas cerca de 15% das espécies de
Baccharisforam estudadas do ponto de vista fitoquimico peémos uma vez e poucas
delas tém estudos mais completos (AGOSTINI e2@DpH).

Segundo a divisdo de Barroso (1976), o gr&micata compreende arbustos
ramificados com 50 cm a 3 m de altura, apresentdotlas sésseis. Sete espécies
representam este grupo, dentre dbascharis dracunculifolid@C., B. spicata(Lam.) Baill.,

B. erioclada DC., B. caprariaefolia DC., B. nhummulariaHees, B. uncinella DC., B.
megapotamicae sua variedade. A espédie dracunculifoliaesta classificada na seccéo
Discolores DC., e j4 apresentou as seguintes smasiB. bracteataHook. et Arn.,B.
leptospermoide®C. eB. tandilensisSpreng (BUDEL et al., 2004). Atualmente, o baneo d
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dados IPNI (The International Plant Names Indexipdo e mantido pelas trés maiores
instituicbes da area da botanica, The Royal Bot&scdens, The Harvard University
Herbaria e o Australian National Herbarium, ndcondece a existéncia de sinbnimos para
B. dracunculifolia mas trés variedades desta espécie vegetal camtinegistradas como
validas:integerrimaKuntze,subdentata&untze esubviscos&untze (IPNI, 2009).

1.2Baccharisdracunculifolia DC. e seu 6leo essencial

A espécieBaccharis dracunculifoliaDC., conhecida vulgarmente como “alecrim
do campo, alecrim vassoura, carqueja, chilca, ,cécaa-de-sdo-jodo-maria, suncho, thola,
vassoureira ou vassourinha” , utilizada para coerbdisturbios gastricos, cansaco fisico,
inapeténcia, afeccdes febris e debilidade org§®BEHDEL et al., 2004) € um arbusto com
ocorréncia espontanea no Brasil, Uruguai, Argentferaguai e encontrada também nos
altos vales da Bolivia, chegando até 3.280 m dtuddt (CASSEL et al., 2000), onde é
considerada importante pela populacéo local ena dstseus usos na medicina tradicional
(LOAYZA et al., 1995).

Esta espécie € arbustiva, possui folhas lancenladambranéceas, uninérvias,
com 1 a 2 cm de comprimento e 3 a 4 mm de largienasamente pontuadas de glandulas,
com margens inteiras, 1 a 3 denteadas, raramerdgsempando entre 5 e 7 dentes. Possui
flor feminina com corola de 2 a 3 mm de comprimenftor masculina com corola de 2,5 a
3 mm de comprimento. E uma espécie normalmenten&iacta em campos secos e locais
alterados, florescendo desde o inicio de janeikonadio nos Campos Gerais do Parana,
conforme observacdes feitas no decorrer do preseaiialhno de pesquisa. A planta ja foi
muito utilizada na confeccdo de vassouras rustidasonde vem um de seus nomes
populares, e por ser uma planta que cresce esgamtante em campos de criacdo de gado,
seus efeitos toxicos ja foram observados em aniffAKEDA; FARAGO, 2001).

O oleo essencial dB. dracunculifoliaé produzido no Brasil em pequena escala
para uso em perfumaria, pelo seu aroma exoticeerigmdo de sua origem geografica e
processo de extragdo. A sua importancia comeresidle nos teores d&)¢nerolidol () e
espatulenol 4), normalmente encontrados como componentes paiscgm Oleos obtidos
com a utilizacdo de processos de hidrodestilac&SEEL et al., 2000; FABIANE et al.
2008; FERRACINI et al., 1995; FRIZZO et al., 200&)leos essenciais com baixas
concentracdes dé&)-nerolidol (1) e espatulenol2) sdo considerados de baixa qualidade e
nao sao aceitos por algumas farmacopéias (WAGNERDB, 1995).
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OH

E)-nerolidol (1) espatuleno(2)

Figura 1 —Dois sesquiterpenos importantes do 6leo esseaheRl dracunculifolia

Para Ferracini e colaboradores (1995), na andbsebleos essenciais obtidos de
espécimes feminino e masculino, as concentracOdg)dwerolidol (1) foram de 20,80%
(?) e 12,02% ) e de espatulenoR) foram de 2,58%Y) e 3,79% {). Compostos como
germacreno-D J), B-pineno @) e d-cadineno %) também ja foram identificados em
proporcdes de 4%, 18% e 13%, respectivamente (LOM&tZl., 1995). Outros terpendides
como-cariofileno @), B-selineno 7), globulol @), viridiflorol (9) e a-cadinol (0) ja foram
também relatados como componentes majoritarioslens @ssenciais d& dracunculifolia
(FERRACINI et al., 1995; AGOSTINI et al., 2005)

germacreno-03) B-pineno(4) o-cadinend5)

B-selineno(7) globulol (8) viridiflorol (9) a-cadinol(10)

Figura 2 —Estruturas de outros compostos encontrados nceSkancial d8. dracunculifolia
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Os dleos essenciais de espécies do géRaccharisestdo sujeitos a variacdes
muito grandes em suas composi¢cOes, as quais parestm fortemente relacionadas a
fatores climaticos e outros fatores ambientais. é@ddimento de O6leo essencial e a
concentracdo de cada um dos constituintes do &eanth determinada espécie podem
variar durante o ciclo vegetativo do vegetal. Feg@mbientais e praticas de cultivo também
causam impactos, influenciando a composicdo quindas Oleos essenciais e 0 seu
rendimento. A temperatura, a umidade relativa, mgio total da exposicdo ao sol e o
regime de ventos também exercem influéncia direta composicdo e rendimento,
especialmente em espécies que possuem estrutuerfigais de producdo e
armazenamento de o6leos essenciais (BRUNETON, 189%6ida, diferentes 6rgaos de uma
mesma planta podem apresentar Oleos essenciaiscopmposicd0 quimica, caracteres
fisico-quimicos e odores bem distintos (SIMOES:TZER, 2003).

1.3Baccharisdracunculifolia e os insetos

Os insetos visitam flores para se alimentar déanécpdlen e nesse processo, eles
geralmente polinizam as flores, de modo que amigodeneficiam dessa associacao
mutualista (Figura 3). Nesta relacdo ha trés fatbrequimicos que interagem: o cheiro, a
cor das flores e o valor nutricional do néctar éepdOs insetos vivem no mundo da
comunicacao quimica - utilizam feroménios e sédazap de detectar os terpenos e outros
volateis de flores a grandes distancias. Quandpalmizador se aproxima de uma planta,
ele também recebe um sinal visual, que € o des@agdores coloridas contra o verde da
folhagem (FERRACINI, 1995).

Entretanto, é dificil determinar qual ou quaisimehdores sdo ativos numa
espécie vegetal sendo que alguns animais podetar\ilsires por outras razées que nao
sejam a polinizacdo, também podem ser capazestknédr-se de néctar, sem que ocorra a
polinizacdo necessaria a planta. Formigas, por pkersdo bem conhecidas como visitantes
ilegitimos, isto € ladrdes de néctar, e séo fremieente tdo pequenas que patrulham as
flores por dentro e por fora sem tocar os orgapsodaitores. Contudo, elas agem como
polinizadoras em alguns casos (FERRACINI, 1995)irmdstos herbivoros que utilizam de
B. dracunculifoliapara produzir suas galhas também podem exerceefemo negativo
sobre o desenvolvimento da planta (FAGUNDES; NEVESRNANDES, 2005). Galhas
sdo crescimentos especializados em tecidos vegetdigzidos por alguns virus, bactérias,
fungos, nematdides, acaros ou insetos. Em gallsgiohas por insetos, quando o indutor
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comeca a se alimentar, € muito frequente a formagidecido nutritivo, revestindo a
camara larval. Emprega-se este termo para as galides estdo presentes fungos que
servem de alimento para a larva do indutor. No iBrigsfoi descrita a ocorréncia de 17
tipos de galhas ei®. dracunculifolia(ARDUIN; KRAUS, 2001).

No grupo das Angiospermas, a maioria das plangggier insetos para a
polinizacdo. Isto € observado principalmente emtpldidicas, como é o caso da espécie

em estudoB. dracunculifolia

Figura 3 - Insetos na espéci dracunculifolia(Fotos de D. S. Nunes, 2006).
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1.4Baccharisdracunculifolia e a propolis verde

Prépolis € um termo de origem grega que signifera tefesa da cidade”, aplicado
a este material que as abelhas produzem paraecfootle suas colméias. E formada por
material resinoso e balsdmico de composi¢cdo quindogplexa, sendo este coletado pelas
abelhas dos brotos, exsudatos de arvores e des atres do tecido vegetal (BANKOVA,
2005; SANTOS et al., 2003). Este material € usadaspabelhas como selante, para fechar
as brechas e proteger a colméia contra ataque ce-organismos e até para mumificar
insetos invasores (Figura 4). Estima-se que o agordpolis na medicina popular antecede
300 a.C. e o consumo mundial esta em torno de Bl @oneladas por ano (SILVA et al.,
2006).

Fatores de
Desencadeamento:
Assepsia Térmico
Defesa QOutros

Deszenho esquematico da coleta
e utilizacao da propolis pelas
abelhas, segundo S.Popravko
(1976) e P.Marchenay (1978)

Estimulo

L
de busca
L
Saida
e busca

v
Localizacao
da fonte
e selecao

v

Descarga ou
transferé&ncia
para outras
operarias

Espera para
descarga

Construgdo

- reparos
Possivel mistura envernizar
; de diversos
tipos de o
v -~ propolis
Coleta Utilizacao Esterilizacao
de favos
e celas
— ‘n Possivel ¥ o
modificacio s “
- quimica /
Volta a colméia : /
com a carga i ; Cobrir e
H s embalsamar
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v

-—»| Armazenamento

Figura 4 - Desenho esquematico da coleta e utilizacdo dalsdpelas abelhas.

Fandgicultura (2007).
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As propolis brasileiras foram classificadas emip@s, segundo o perfil quimico,
além das atividades antimicrobiana e antioxidaR#RK; IKEGAKI; ALENCAR, 2000).
Para a regido sudeste do Brasil, o grupo 12, rept@scom fidelidade a sua origem
botanica:B. dracunculifolia(KUMAZAWA et al., 2003; PARK; ALENCAR; AGUIAR,
2002).

B. dracunculifoliatem sido apontada como provavel fonte de origerprdpolis
verde, produzida pelas abelhas (Figura 5) que aolehaterial dos brotos ou exudatos,
substancias volateis e ceras de plantas (TEIXEIRAle 2005). Em estudos onde se
observou o comportamento de abelhas da esp@cenelliferafoi relatado que estas obtém
0 material para a manipulacdo da prépolis, preteéadmente em espécies dB.
dracunculifolia(ALENCAR et al., 2005; KUMAZAWA et al., 2003; PARKHKt al., 2004).

Figura 5 - Apis melliferavisitando flores d&. dracunculifolia
(Foto de D. S. Nunes, 2006)

Muitos dos constituintes quimicos encontrados mapglis sdo também
encontrados em sua fonte botanica, entdo, compasssne composicdo quimica de extratos
da planta e da prépolis tem-se um bom indicadoa pamliar a possivel fonte botanica.
Alencar et al. (2005) investigaram a composicaonigd da propolis produzida em Sao
Paulo e Minas Gerais pelas abelhas africanizatlsis mellifera e a maior relagao
encontrada entre a propolis e os extratos metarsdfici a alta propor¢cdo do composto
fendlico conhecido como artepilina C (acido 3,5¢€lifl-4-hidroxicinamico) 11) e outros

similares.
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COOH

HO

artepilina C(11)

Figura 6 - Estrutura do acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico.

OH O rutinose OH O OH O

rutina(12) pinobanksing13) guerceting14)

crisina(18) galanging19) tectocrisina20)

Figura 7 - Estruturas de alguns flavondides comumente erexogrem propolis e eBr dracunculifolia.

A artepilina C € um dos principais acidos fendélipossentes no extrato de propolis

PG12. Apresenta grande importancia por possuiaséatividades biol6gicas, como anti-
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inflamatoria (PAULINO et al., 2008), antitumorahdutora de apoptose, imunomoduladora
e antioxidante (PISCO et al., 2006) e supressoendamgénese tumoral (AHN et al., 2007).

Além da artepilina C, outros trés componentesrdaqiis brasileira, identificados
como &cidos 3-prenil-4-hidroxicindmico, 2,2-dimditarboxietenil-2H-1-benzopirano e
2,2-dimetil-6-carboxietenil-8-prenil-2H-1-benzopia foram testados contra bactérias
Escherichia coli, Pseudomonas aerugindStaphylococcus aurewsStreptococcus faecalis
encontrando-se, em todos 0s quatro, atividade aogdtas bactérias e também contra
Tripanosomacruzi, além disso, efeitmiorrelaxante foi relatado (MARCUCCI et al., 2001).

Vérios flavonodides também estdo presentes em easoste propolis eB.
dracunculifolia rutina @2), pinobanksina 13), quercetina X4), canferol 15), apigenina
(16), pinocembrina X7), crisina (8), galangina 19), tectocrisina Z0) e canferide
(MAROSTICA JUNIOR et al., 2008; PARK; ALENCAR; AGUR, 2002).

Também os acidos caféic®l], ferulico 22) e p-cumarico 23) estdo presentes na
propolis brasileira (MARCUCCI, 2006). Os acidos &eab e p-cumarico mostraram
atividade antimutagénica induzida por desoxirrul@adRESENDE et al., 2007).

COOH COOH COOH
HO MeO HO
OH OH
acido caféicoql) acido feralica2Q) acidg-cumarico 23)

Figura 8 - Estruturas de alguns acidos fenélicos presentesammlis verde.

Assim como a propolis possui atividades biolégicastioxidante (MENEZES,
2005; SHENG et al., 2007; SILVA et al., 2006), amtrobiana (CASTRO et al., 2007,
GEBARA; LIMA; MAYER, 2002; KUJUMGIEV et al., 1999;MARCUCCI, 1996;
MENEZES, 2005) citotoxica (MARCUCCI, 1996), antdHamatéria (MENEZES, 2005),
hepatoprotetora (MENEZES, 2005), antitumoral (AHNaé, 2007; FUNARI; FERRO;
MATHOR, 2007), os extratos d&. dracunculifolia também apresentaram as suas
atividades: antimutagénica (RESENDE et al., 200@téacteriana (FERRONATTO et al.,
2007; LEITAO et al., 2004).
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1.5 Derivados do acido quinico

Nos ultimos anos tém se dado atencédo especiaka estnpostos, principalmente
apos a confirmagéo da origem botanica da propddisileira. Tendo a prépolis merecido
destaque por conter tantas atividade biolégicagxtatos ddBaccharis sptambém foram
ocupando espaco na literatura, pois sdo muitzatiis na medicina tradicional em toda a
América Latina.

Quatro derivados do acido cafeoil quiniécidos 3,5-dicafeoil-muco-quinic@4),
3,5-dicafeoil-quinico45), 4,5-dicafeoil quinicod6) e 5-cafeoil-quinico (acido clorogénico)
(27) foram isolados déster scaberestabelecendo-se suas estruturas por RMHdede
13C de alta resolugéio. Estes compostos apresentdigitade contra proteina do HIV-1
(Figura 9).

HOOC OR

OH H
(24) R = cafeoil

(25 R, e R =cafeoil, B=H
0 (26) R, = H, R, e R, = cafeoll
HO AN (27) R, e R, = H e R = cafeail

cafeoil
HO

Figura 9 - Estruturas dos &acidos cafeoil quinicos: acidosd&é&feoil-muco-
quinico @4), 3,5-dicafeoil-quinico 45), 4,5-dicafeoil quinico26) e
5-cafeoil-quinico (acido clorogénicd)q). Fonte: Kwon et al., 2000.

Extratos metandlicos das folhas 8e dracunculifolia apresentam glicosideos
contendo grupos H)j-cafeoil que pela primeira vez foram relatados Iitaratura
(NAGATANI; WARASHINA; NORO, 2001 e 2002). Postermoente derivados do acido
clorogénico 27) foram isolados da parte aéreaRledracunculifolia(ABAD; BERMEJO,
2007).

Estas substancias também foram identificadas ensteasode prépolis brasileira:
acido clorogénico (acido 5-cafeoilquinicd@7)f e os seus derivados 3,5-dicafeoilquinico
(25), 3,4-dicafeoilquinicodb) e tricafeoilquinico (GARDANA et al., 2007) (Tabel).
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Tabela 1 —Derivados do &cido cafeoil quinico identificados @mostras de
propolis brasileira, seug & UV s

Substancia & (min) UV max
acido clorogénico 2,7 325
acido caféico 3,4 324
acido cumarico 4.8 310
acido ferdlico 53 324
acido dicafeoilquinico 53 325
acido dicafeoilquinico 59 325
acido tricafeoilquinico 13,3 325

Fonte: Gardana et al. (2007).

Derivados do acido cafeoilquinico (acido 3,4-dicdtpiinico, 3,5- dicafeoilquinico

e 3,4,5-tricafeoilquinico) foram isolados de prépale B. dracunculifoliae detectados em
comprimento de onda de 325 nm. Os extratos de |isépam concentragbes definidas de
cada componente foram avaliados segundo o poteteisducdo na hipotensédo em ratos,
sugerindo acao anti-hipertensiva para estes couwgp@giSHIMA et al., 2005). Estes acidos
foram encontrados em prépolis originariasBl@racunculifoliaem maiores proporgdes se
comparados com as amostras originariag@eicaria spp(SALOMAO et al., 2007). Para
comprovar a relacdo entBaccharise propolis, Kumazawa et al. (2003) identificarasmo
componentes polares, em CLAE, no extrato etan@eambos, os acidos: clorogénico,

caféico,p-cumarico, 4,5 dicafeoilquinico, 3,4 dicafeoilgeimicomo mostra a Figura 10.

a Al
'_E' 3 . 19 , 14 18
2 le-ll " "2,(2: k .
'F 1
E‘. ] .'II..4-~-ﬁ K g 1 jll _I
3 0 20 _ 40
C Tirme {min}
i p J
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12 :'i 5 7 5 15&&5 hf
- nll B |'| 9 —J'-—
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Figura 10 - Cromatogramas obtidos por cromatografia liquidaalkie eficiéncia
dos extratos etandlicos dB. dracunculifolia (a) e Propolis (b)
identificandoos acidos: clorogénico (1), caféico (Pycumarico (3),
4,5 dicafeoilquinico (4), 3,4 dicafeoilquinico (Fpnte: Kumazawa et
al. (2003).
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Esteres do é&cido caféico (fenetil éster do acidi@iam assim como outros
compostos fendlicos foram apontados como respoissgy@ importantes atividades
antimicrobiana e antitumoral (SFORCIN; ORSI; BANK@®\2005).

Outro trabalho relevante identificou no extrato anéltico de folhas jovens d&.
dracunculifolia os seguintes acidos: clorogénico, caféipaumarico, ferulico e trans-
cindmico. Estes compostos em propolis foram avasiattvando os autores a afirmar que
ha um efeito toxico dose-dependente em fibroblastesratos (FUNARI; FERRO;
MATHOR, 2007).

Estes &cidos j4 sd@o conhecidos por possuirem pgémte e seletiva como
inibidora de virus Tipo 1 HIV, ndo sendo toxicoss ma@ncentracdes utilizadas. O acido
clorogénico € um inibidor competitivo da glucoséséfatase; é ela quem regula a
concentracdo de glicose no sangue. Quando ingendalimentos, o &cido clorogénico é
absorvido no intestino e passa para a circulagégusaea. O acido clorogénico, juntamente
com acido caféico, sdo antioxidantes “in vitro”pgegendo o LDL (lipoproteina de baixa
densidade) da oxidacdo e consequentemente prevetomtra doencas do envelhecimento
(PEREIRA et al., 2003).

Num contexto onde os produtos naturais vém reanplerespaco e importancia na
industria farmacéutica, seja por si ou como fongpiradora de novos padrbes moleculares
bioativos (VIEGAS; BOLZANI; BARREIROS, 2006), o esto da espécidaccharis
dracunculifoliaDC. e sua correlagdo com a prépolis merece atezgdecial, ja que ambas
apresentam atividades farmacologicas comprovadasstndos cientificos e também por
existirem evidéncias diretas de quéadracunculifoliaé a fonte de origem da propolis
brasileira (PG12).

1.6 Métodos de analise importantes para esta pesqai

1.6.1 A cromatografia gasosa

Neste método (Figura 11) separa-se uma misturaeeascomponentes fazendo-se
mover um gas sobre um adsorvente estacionario. dst@ané analisada em fase gasosa e,
portanto, os analitos devem ser volateis ou vaatikis.

A cromatografia gasosa € uma técnica com poder edelucdo excelente,
possibilitando a analise de varias substanciasrammesma amostra. Dependendo do tipo
de substancia a ser analisada e do detector endpregansegue-se detectar cerca d&d.0
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do composto por mt de solugéio. Essa sensibilidade permite que pegugrentidades de

amostra possam ser analisadas (PERES, 2002).
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Figura 11 — Esquema mostrando as partes de um cromatégrafis@as
reservatorio de gas e controles de vazado / pressédnjetor
(vaporizador) de amostra; 3 coluna cromatograficoreo da
coluna; 4 detector; 5 eletrbnica de tratamento (dicgLdo) de
sinal; 6 registro de sinal (registrador ou compatpd(Fonte:
Cromatografo Gasoso, 2009).

O gas de arrasteA separacao € auxiliada pelo gas de arraste qoeg&aimente o
hélio, nitrogénio, hidrogénio ou argbnio e a esaadllepende da disponibilidade, pureza,
consumo e tipo de detector utilizado. Hélio é desrdo com detectores de condutividade
térmica porque tem condutividade térmica alta elacé® aos vapores da maior parte dos
compostos organicos. Além do reservatorio de gasa#m pressdo, sdo necessarios
reguladores de pressdo e medidores de vazéao pdralane medir o fluxo do gas.

A introducdo da amostra Varios dispositivos de introducdo da amostra foram
desenvolvidos. O mais importante envolve a intr@dude amostras liquidas com uma
microseringa dotada de uma agulha hipodérmica;u¢hagassa através de um septo de
borracha de silicone auto-selante e coloca a amestr um bloco de metal aquecido que
esta na entrada da coluna. A temperatura do blege der suficiente para que a amostra
liquida se vaporize rapidamente sem decomposicaframionamento. Para melhorar a
eficiéncia, a amostra deve ser a menor possiveelduL).

A coluna -A separacdo dos componentes da amostra que ftadaje feita na
coluna onde a natureza do suporte solido, o méedonpacotamento, o tamanho da coluna
e a temperatura sao fatores importantes para lugésodesejada. A coluna € colocada em



28

COSTA, A. G. L.C- Estudo quimico dBaccharis dracunculifolidDC. e sua correlacdo com a prépolis de uma
microrregido dos Campos Gerais do Parana.

um forno controlado termostaticamente, de modo atenaa temperatura constante com
variacdo de 0,5°C, garantindo assim condi¢cOes dafik@is. O uso de colunas empacotadas
tém diminuido muito nos ultimos anos, substituisdopelas colunas capilares, que se
baseiam na interacdo entre a mistura e a fasei@sida na forma de um filme fino e
coerente depositado na superficie interna de umlarigo e fino (capilar).

O detector A funcao do detector, situado na saida da colunegisétrar e medir as
pequenas quantidades dos componentes da mistaradep na coluna e levados pelo fluxo
de gés de arraste. O sinal de saida do detectoerdgh um dispositivo que produz um
grafico denominado cromatograma; o detector dez&mgédio de chama (DIC), utilizado em
nossa analise, baseia-se na queima do ar efluer@uha, misturado com hidrogénio, com
producdo de uma chama de energia suficiente paraaroas moléculas de soluto cujos
potenciais de ionizacdo sdo baixos, e estes imwipidos sdo coletados por eletrodos e a
corrente idnica produzida é entdo medida. O jatmukimador é o eletrodo negativo. O
anodo € usualmente um filamento que atinge a eitesl@ da chama. A combustdo de
misturas de hidrogénio e ar produz poucos ionssinas6 quando o gas de arraste e o
hidrogénio se queimam, obtém-se um sinal praticeen@onstante. Na presenca de
compostos que contém carbono, ocorre ionizacdocendutividade elétrica da chama
aumenta fortemente. A amostra € destruida na chassan se usa um dispositivo para
dividir o fluxo de efluente quando se deseja cardtina analise da amostra. O divisor de
fluxo é colocado entre a coluna e o detector e pergue a maior parte da amostra evite o
detector. O detector DIC tem grande aplicabilidadeuso de deteccdo de compostos
organicos, além disso, o fato de ser altamente\s#res estavel, ter resposta rapida e uma

faixa de resposta linear faz com que este tipoetiectbr seja o mais popular em uso.

O sistema CG/EM

Os sistemas em que sao acoplados um Cromatografis@a um Espectrometro
de Massas permitem a reducdo do tempo necessa@a@pdentificacdo dos componentes
de um cromatograma de ions totais (TIC) atravédetieccdo seletiva de massa, havendo a
busca automéatica em biblioteca de referéncia dectésis de massa (“espectroteca”) —
Figura 12. Os espectros de massas obtidos de ustarancomplexa sofrem a contribuicao
de componentes vizinhos nao resolvidos durantpaagdo, por sangramento da coluna ou
contaminacao dos septos. Caracterizar e remo\es esntribuicées de ions nao claros, que

dificultam a analise visual e comparativa dos esps@dquiridos de espectrotecas é o papel
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essencial da deconvolucdo (Figura 13), onde o #spde massas € obtido a partir de

modelo de forma, seguido um método de minimos quiadr
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Figura 12 -Espectros de Massa dos principais constituidte§leo essencial d& dracunculifolia
obtidos da espectroteca NIST do sistema CG-EM.

TIC & Spectrum Deconvoluted components and spectra
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Figura 13- Gréfico simplificado mostrando como pode serlieapa a deconvolugéo.
Fonte: Deconvolo¢2009)
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1.6.2 A cromatografia liquida de alta eficiéncia

E um processo de separacdo de substancias pogaatsbaseia-se em interacoes
diferenciadas entre os diversos solutos e sitio®satfixos em um adsorvente soélido
finamente dividido (Figura 16).

Fase movel -Uma separacdo cromatografica efetiva depende dgedifas na
interacdo entre os solutos e as fases movel ei@staa. Os solventes utilizados em
cromatografia liqguida de alta eficiéncia sdo geealte muito caros. Para garantir a
repetitividade do desempenho, as impurezas dogrgel, inclusive a agua, no caso de
solventes organicos devem estar ao nivel de trd€sies reagentes para uso em CLAE
podem ser comprados sem que seja necessaria uifigapéo, porém, € sempre necessario
eliminar os gases imediatamente antes do uso. &rfawel é vital em CLAE e por isso,
vale a pena examinar os fatores que determinanest@ha. O poder de eluicdo da fase
movel € determinado por sua polaridade, pela plaide da fase estacionaria e pela natureza
dos componentes da amostra. No caso de separagétase normal, o poder de eluicdo
aumenta com o aumento da polaridade do solvente.sHparacdes com fase reversa, 0
poder de eluicdo diminui com o aumento da polagdaal solvente. A cromatografia com
fase reversa é muito popular, em parte, por caostipd de material no qual se usa a
cromatografia com fase liquida, mas também porgisteen vantagens no uso de fases
moveis polares como agua e metanol. Em comparagdo as fases apolares, as fases
polares sdo mais baratas e a purificacdo € mals Aé&m disso, elas sdo menos afetadas
por pequenas quantidades de impurezas e sdo méxioast Solventes especialmente
purificados para CLAE, livres de impurezas que alea no ultravioleta e de particulas
sélidas estdo disponiveis comercialmente. E impteteemover também o ar dissolvido e
eventuais bolhas de ar na coluna, que sdo umaadasas de problemas na bomba e no
detector durante o uso. Para evitar estes problpodesse desgaseificar a fase movel antes
do uso, colocando a fase mével em vacuo ou aquecaidultra-som. Nao existem regras
fixas para escolher a melhor fase para uma dadaessEo, a ndo ser “0 semelhante separa o
semelhante”.

Método isocratico e de gradiente - A operacgdo pedtodo isocratico é mais simples
do que os métodos em gradiente. No método isoarétjossivel escolher uma mistura de
solventes para ser usada durante todo o experim@niso de gradientes na eluicdo permite
frequentemente a separacdo de solutos que ndo pseleseparados por uma operacao
isocratica, mesmo com solventes mistos. Ela é edpwmte eficiente quando os
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componentes da amostra diferem muito em polaridisilitos cromatografos comerciais
possuem sistema de manuseio de liquidos que podsiuran dois ou mais solventes em
proporcdes crescentes de 0 a 100% de um dos contpsneggerando um perfil de

composicdo em relacdo ao tempo.

Figura 14 - Cromatégrafo Shimadzu ODS-A utilizado para CLAE.
(Foto de A. G. L. Cardozo, 2007)

Introducdo do solvente Ha certa variedade de sistemas usados em CLAE, @nde
mais popular é a bomba de controle alternado, cardpula volumes pequenos, tem fluxo
constante e pode fornecer taxas controladas de flaxordem de 1 a 15 mL/min contra uma
coluna que exerce pressdes de até 7.250 psi (50 MPa

Injecdo da amostraA introducdo da amostra é geralmente feita de cumseiras
por injecdo com seringa ou com valvula de amostnages septos de injecao permitem a
introducdo da amostra com uma seringa de altagwegse atravessa um septo auto-selante
feito com um elastdbmero. Os dispositivos mais aadbs atualmente em instrumentos
comerciais sdo as valvulas de amostragem de pegodinmme que permitem a introdugéo
da amostra, de forma reprodutiva, em colunas prieasias, sem interrupcao significativa
do fluxo da fase mével. A amostra é colocada, eagdto atmosférica, no lado externo da
valvula e introduzida na corrente de fase movea petacdo apropriada da vélvula. O
volume de amostra pode variar entrgl2e mais de 10QiL simplesmente com a mudanca
da valvula ou com valvulas especiais de volumeévati Podem ser usados injetores

automaticos de amostra que permitem a operacassitsda do instrumento (durante a
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noite, por exemplo). A valvula de injecéo é prefanpara o trabalho quantitativo devido sua
maior precisdo com relacéo a injecdo com seringa.

A coluna- Feitas de tubos de aco inoxidavel de diametronoteontrolado, com
dimensdes entre 10 e 30 cm de comprimento e 4 an5dm diametro interno. A fase
estacionaria, ou empacotamento, € retida pordili@aco inoxidavel com poros der# ou
menos, colocados em cada extremidade. Os empacutEmgsados em quase todas as
colunas comercialmente importantes sdo feitos décpkas porosas de silica (diametrd0
pum). Pode-se ligar quimicamente a fase estacioaaum material de suporte. Esta forma
em que fases monoméricas e poliméricas se ligamateriais de suporte é chamada
cromatografia com fase ligada, onde as reacOesamézacdo sdo muito usadas (Figura 15).
Os grupos silanol da superficie da silica reagemm @boro-silanos substituidos. Um
exemplo tipico é a reacdo da silica com cloro-rsé#iho que produz uma fase monomérica

ligada na qual cada molécula do agente de silafmzegage com um grupo silanol.

CH CH
| B | [

—Si—OH + CI—Si—R ——> — §i—O0—Si—R 4+ H(]
le CH,

Figura 15 —Reacéo da silica com o cloro-metil-silano, na gragdo de colunas cromatograficas.

Em colunas analiticas de CLAE o grupo mais impadetando tipo apolar C18 em

que o grupo “R” é octadecila. Esta coluna C18 perna separacdo de misturas

moderadamente polares e € muito usada na analipeodatos farmacéuticos, drogas e

pesticidas.
wiihla
Wi Hi pana injecgdo da amastra
resarviidnios ; ‘_,.l.f:'? ?ltprd.mium
do gl ! , ;
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Figura 16 - Representacao esquematica de um cromatografddigaira CLAE.
Fonte: Cromatografo Liquido para HPLC @00

O detector- O detector de CLAE mais utilizado € o de absorgaaultravioleta

medindo a quantidade de luz UV/visivel absorvideadie a passagem do efluente por uma
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pequena célula de fluxo colocada no caminho oOtcdeixe de radiagdo. Possuem alta
sensibilidade e por medirem propriedades do sabdio yrelativamente insensiveis a variacao
de temperatura e da velocidade de fluxo do efludhtepropriado para experimentos em
gradiente de eluicdo porque muitos dos solventeglass em CLAE n&do absorvem
apreciavelmente nos comprimentos de onda usadasrmanitorar o efluente.

1.7 Avaliacao do potencial antioxidante

Os antioxidantes s&o capazes de interceptar osaradiivres gerados pelo
metabolismo celular ou por fontes exdgenas, implediataque sobre os lipidios, os
aminodacidos das proteinas a dupla ligacdo dos sagdxos poliinsaturados e as bases do
DNA evitando formacao de lesGes e a perca da idedg celular (BIANCHI, ANTUNES;
1999). As pesquisas tém se intensificado a proderprodutos que controlem ou acabem
com a formacdo destes radicais, visando a prevedgidenvelhecimento celular e
consequentemente as doencas relacionadas.

Considerando que a prépolis é importante fonteudsténcias farmacologicamente
ativas, o seu efeito antioxidante, seqiestradoadieais livres também ja esta comprovado.
A atividade de dois extratos de propolis (etandicetéreo) foi determinada pelo método de
sequestro de radicais livres utilizando o DPPHhednato de ferro comparando com 2,6-di-
terc-butil-4-metilfenol (BHT) ea-tocoferol, mostrando que a prépolis contém uma alt
concentracdo de substancias com capacidade amtm@idOs extratos etandlicos tiveram
maior atividade que aqueles obtidos com éter dedlpet na mesma concentracdo, mas,
aumentando-se a concentracdo do extrato etéree;ggodomparar efeitos semelhantes ao
extrato etandélico, mostrando que a atividade dedtrato € dose-dependente (SHENG et al.,
2007).

Outro trabalho importante avaliando 49 amostraprdeolis do Brasil (diferentes
estados) mostra que os resultados de maior atigadioxidante estdo diretamente
relacionados com a maior concentracdo de compdetddicos. Este fato € consequéncia
das diferentes composi¢fes quimicas encontradaxeatos de propolis, que depende das
variaveis biogeogréficas (flora local, clima e tfei sazonais) (SILVA et al., 2006).
Recentemente, a sintese de compostos analogospdirzet C, mereceu especial atencao,

principalmente pela sua atividade antioxidante (@&t al., 2006).
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Figura 17 2,2-difenil-1-picrilidrazil como radical livre eoeno molécula estavel DPPH-H.

O teste utilizando o radical estavel DPPH (Figuva thede a capacidade das
substancias em doar hidrogénio radicalar a esieatadssim, quanto maior o niumero de
hidroxilas presentes na amostra, maior pode seaatvidade antioxidante. Mas além da
hidroxila, a saida de outros tipos de hidrogénideptevar a formacgéo de radicais muito
estaveis, como ocorre nos grupos prenila presardeartepelina C. A estabilidade dos
radicais formados pelo antioxidante € o fator guiliéncia sobre o potencial, sendo maior
nas substancias com maior capacidade de deslacasizelétrons na estrutura (DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006).

A oxidacao é parte fundamental da vida aerobica raso metabolismo, entdo os
radicais livres sdo produzidos naturalmente, pgurah disfuncéo biologica, em processos
inflamatorios ou provenientes de alimentos.

A producéo de radicais livres no organismo estéciehada com fatores enddégenos
como: respiracdo aerobica, inflamacgdes, peroxissperzimas do citocromo P450; e com
fatores exdgenos como: ozonio, radiagcbes gamaawioleta, medicamentos, dieta, cigarro
e outros (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

As moléculas organicas e inorganicas e os atomesootém um ou mais elétrons
nao pareados, com existéncia independente, podeniassificados como radicais livres.
Os radicais livres cujo elétron desemparelhadomneae centrado nos atomos de oxigénio
ou nitrogénio sdo denominados ERO (espécie redévaxigénio) ou ERN (espécie reativa
de nitrogénio) (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

As principais EROs distribuem-se em dois grupostadécalares: hidroxila (HQ
superoéxido (@), peroxila (ROO e alcoxila (RO); e os nédo radicalares: oxigénio, peréxido
de hidrogénio e acido hipocloroso. Dentre as ERiMuem-se o 6xido nitrico (N 6xido
nitroso (NO3), acido nitroso (HN@), nitritos (NQ), nitratos (NQ) e peroxinitritos

(ONOOQ). Enquanto alguns deles podem ser altamente osatie organismo atacando
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lipidios, proteinas e DNA, outros séo reativos apesom os lipidios. Existem ainda alguns
gue sao pouco reativos, mas apesar disso podem ggécies danosas (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006).

Essa configuragéo faz dos radicais livres molécali@snente instaveis, com meia-
vida curta e quimicamente muito reativas. A preaedgs radicais é critica para a
manutencado de muitas funcgdes fisioldgicas nornBEdSNCHI; ANTUNES, 1999).

Os radicais livres podem ser gerados no citoplasmag, mitocondrias ou na
membrana e o0 seu alvo celular (proteinas, lipidem$oidratos e DNA) esta relacionado
com seu sitio de formagcéo.

De acordo com Halliwell (1994) “Antioxidante € ggaér substancia que, quando
presente em baixa concentracdo comparada a doatobstidavel, regenera o substrato ou
previne significativamente a oxidagdo do mesmo”. ddmpostos fendlicos podem ser
considerados assim e englobam desde moléculasesingpé outras com alto grau de
polimerizacdo. Estdo presentes na natureza na ftiumea ou ligados a acucares ou a
proteinas. Dois grandes grupos destes composts lasjamente distribuidos na natureza:
os flavondides, os acidos fendlicos (acidos bewzominamico e seus derivados) e
cumarinas (SOARES, 2002).

Ha duas possibilidades no mecanismo de transferéechidrogénio de compostos
fendlicos para espécies radicalares: no primeirgo cacorre em uma etapa onde ha
transferéncia do atomo de hidrogénio e no seguado ocorre transferéncia do elétron
seguido pela transferéncia do préton. Ha relatogugea transferéncia de hidrogénio da (+)-
catequina (flavondide), um dos mais poderosos x@daotes naturais, para o radical
cumilperoxil procede via transferéncia de elétroa @F)-catequina para o radical
cumilperoxil, a qual é acelerada pela presencanescandio (S¢) (Figura 18).

Antioxidantes fendlicos funcionam como sequestreslioie radicais e algumas vezes
como quelantes de metais, agindo tanto na etapaida¢do como na propagacao do
processo oxidativo, formando produtos intermedsnelativamente estaveis devido a
ressonancia do anel aromatico apresentada por sgiatancias. A atividade antioxidante
dos acidos fendlicos indica que as formas isom&tieanidas do acido dicafeoquinico sao
mais eficazes na inibicdo da peroxidacéo induzeenitrossomas do que os &cidos caféico
e clorogénico separadamente, 0os quais também afaes® elevado potencial antioxidante
(SOARES, 2002).
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Figura 18 Mecanismo de transferéncia de hidrogénio da @gtequina
para o radical cumilperoxil via transferéncia détmns.

Fonte: Nakanishi et al. (2003)

O estudo de espécies do génBaxcharis tem mostrado avango no que diz respeito
ao seu uso na medicina caseira na América Latima.ska fitoquimica se destaca a
ocorréncia de compostos fendlicos como flavondidesacidos fendlicos (VERDI,
BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005). Também ocorrem estegsmos compostos em
propolis de diferentes localizagbes geograficasRGANA et al., 2007).

Foram muitos os artigos que relacionaram diretagnemiropolis da regido sudeste
com a plantaB. dracunculifolia desde que Banskota et al. (1998) publicaram sobre
derivado diacilado do alcool dihidrodiconiferil emtrado em prépolis e um importante
intermediério na formacao de lignina da madeir&, j§uhavia sido previamente encontrado
emBaccharis spp

Park, lkegaki e Alencar (2000) classificaram adpplis de diversas regifes do

Brasil (Tabela 2) e outros trabalhos relacionarapnégolis do Grupo 12 (PG12) com sua
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fonte botanicaB. dracunculifolia(PARK; ALENCAR; AGUIAR, 2002; KUMAZAWA et
al., 2003).

Tabela 2 -Classificacéo das propolis brasileiras.

Extrato Etandlico de Prépolis

Grupos Cor Substéancias Soluveis Origem da

(%) prépolis
Grupo 1 (RS5 Amarelo 63,0 Regiao Sul
Grupo 2 (RS1, Castanho claro 57,5 !
Grupo 3 (PR7 Castanho escuro 65,0 !
Grupo 4 (PR8 Castanho claro 54,5 !
Grupo 5 (PR9 Marrom esverdeado 58,7 !
Grupo 6 (BA11  Marrom avermelhado 45,9 Regido Nordeste
Grupo 7 (BA51 Marrom esverdeado 43,8 !
Grupo 8 (PE5 Castanho escuro 41,3 !
Grupo 9 (PE3 Amarelo 46,7 !
Grupo 10 (CEZ Amarelo escuro 24,1 !
Grupo 11 (PI1 Amarelo 23,1 "
Grupo 12 Verde ou Marrom  x
(8812) esverdeado 61,0 Regido Sudeste

Fonte: Park; Ikegaki e Alencar (2000)

A classificacdo adotada por estes pesquisadaresit utilizada desde entéo e a
propolis do Grupo 12, que esta relacionada a diggrsopriedades biologicas tem alto valor
comercial.

A composicdo da propolis depende de sua fontenlwatd A variabilidade na
composicao dos metabdlitos secundarios depende dartausas internas quanto externas a
planta, mormente em espécies vegetais crescendmnbwnte na natureza. Assim, para o
estudo de propolis novas, € altamente recomendangdlizacado de pesquisas fitoquimicas
concomitantes das plantas relacionadas.

Dentro de um projeto de pesquisas mais amplo salgaimica de espécies do
géneroBaccharis no qual foram estudadas anteriormddteincinellae B. semiserratada-
se atencéo agoraBa dracunculifolia tendo em vista a sua relacdo com a propolis béam

a importancia comercial de seu 6leo essencial.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar quimicamente amostras de prépolis e paéeea deBaccharis
dracunculifolia DC. da regido de Ponta Grossa - PR, comparandoestratos de outras
espécies do géneRBaccharis visando classificar a prépolis regional em corapao com a

propolis verde padrao.

2.2 Objetivos especificos

Determinar a composicdo quimica do O6leo esserfdal folhas de espécimes
masculino e feminino dBaccharis dracunculifolidDC. por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas, como forma de carag@oi quimica do vegetal que cresce
naturaem nossa regiao.

Comparar a composi¢cao quimica de extratos obtidos diferentes solventes a
partir das folhas das trés espécies vege(Bis dracunculifolia B. uncinella e B.
semiserraty utilizando métodos cromatograficos, especialmena CLAE e
espectrofotometria.

Verificar as correlacdes quimicas existentes emagetrés espécies vegetais,
especialment8. dracunculifolia e amostras da propolis produzidas na Regidao dogpGs
Gerais do Parana.

Mensurar o potencial antioxidante de extratosdolstide vegetais e de propolis,
como mais um parametro de comparacédo com a proslie padrdo e como indicativo da

importancia da composicéo de extratos e de subagiimclividuais.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes analiticos

Foram utilizados solventes e reagentes com espagiio PA ou de outros graus de
pureza conforme a necessidade. Para a analisecquiei antioxidacao foi utilizado o
radical 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH, D9132-5GSigma Co). Os seguintes padroes
analiticos de acidos fendlicos e flavonoides forarilizados nas andlises por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiénci@LAE) ou por Cromatografia de Camada
Delgada (CCD): acidgoara-cumarico, acido ferulico, acido cinamico, acidoliqmg
quercetina, canferol, canferide, apigenina, isosaletina, pinocembrina, crisina,

acacetina, galangina e miricetina (Extrasynthesg Co

3.2 Equipamentos

As analises de 6leos essenciais foram feitas emm&@dgrafo Gasoso da marca
Varian® CP-3800 acoplado a um detector de ionizdgachama (DIC) ou de massas (EM)
da marca Saturn® 2000, utilizando o software deemggamento Saturn® GC-MS
Workstation 5.51, numa cooperacédo informal entsgpsadores do nosso laboratorio de
pesquisas e do IPT-FURB, Instituto de Pesquisasdlégicas da Fundacao Universidade
Regional de Blumenau, Blumenau - SC.

As analises de compostos fendlicos solidos forantasfepor CLAE em
cromatografo Shimadzu ODS-A com detector de arrdonjodiodo (SPD-M10AVp,
Shimadzu Co.). As andlises de varredura espedrainf realizadas em equipamento UV
Mini 1240 da Shimadzu em comprimento de onda @600 nm. Ambos 0s tipos de
andlise foram feitas no Departamento de Agroindjs&limentos e Nutricdo da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQWniversidade de S&o Paulo,
Piracicaba - SP.

Um espectrofotdmetro Multispec — 1501 Shimadzwfdizado para as andlises de
DPPH, com 518 nm de comprimento de onda. Acoplad@l&-Windows® para coleta de

dados e detector de fotodiodos com 512 elementpsedesao espectral de 0,1nm.
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3.3 Coleta de propolis e materiais botanicos

O material boténico utilizado neste trabalho, costpgoor folhas e galhos, foi
coletado na periferia da cidade de Ponta Grossean®anum terreno situado nas
coordenadas 25°05’16” SUL e 50°06'22” OEStT&nforme especificado na Tabela 3.

Foram preparadas exsicatas dos espécimes maseuénanino utilizando um ramo
contendo folhas e flores, seguindo indicacbestdeatura (FIDALGO; BONONI, 1989). As
amostras foram identificadas comaccharis dracunculifolidDC. pelo Dr. Gert Atschbach
e depositadas no Herbario do Museu Boténico detiBarisob os numeros 338991

(espécime masculino, B#l); 338982 (espécime feminino, BY.

Tabela 3 -Coletas de materiais botanicos

AMOSTRAS Parte e quantidade Data da coleta Finalidade
coletada
BdJ ~1 Kg de folhas Agosto de 2006 OE e extracdo skstés
Bd 2 ~1 Kg de folhas Agosto de 2006 OE e extracdo skstés
BdJ 20 g de brotos apicais Julho de 2007 Extracao ipagiie
Bd 2 20 g de brotos apicais Julho de 2007 Extracao ipagiie

O material vegetal coletado em maior quantidadestitoido por galhos, passou por
um processo de limpeza, eliminando-se matériaardsis ou partes atacadas por insetos.
Efetuou-se a secagem em temperatura ambiente pordses, separando-se as folhas
cuidadosamente para armazenamento em recipientegtiems, na temperatura ambiente e
ao abrigo da luz até o momento de sua utilizacen(l4.5). Os brotos apicais foram
utilizados logo apds a coleta (Item 4.6). Treze stnas de propolis foram obtidas de
apicultores locais (Tabela 4) e conservadas afé@m momento das extracdes (Item 4.6). A
amostra de propolis verde (PG12), utilizada condrggade comparacao neste trabalho, foi
gentilmente cedida pelo professor Dr. Severino &atle Alencar, da Escola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ).

Tabela 4 -Produtores da regido e amostras de prépolis

Produtor NUmero de amostras Cédigo das amostras
ADI 1 ADI
EBS 3 EBS-1; EBS-2; EBS-3
RA 2 RA-1; RA-2
WS 4 WS-1; WS-2; WS-3; WS-4
RS 3 RS-1; RS-2; RS-3
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3.4 Obtencgéo de amostras de Oleo essencial

As folhas secas foram moidas em liquidificador,nsefendo-se aproximadamente
100 g de material vegetal dos espécimes masculifieméino a hidrodestilagdo em
aparelho de vidro (Figura 19), conforme Stahl al8¢h981).

Foi utilizado um baldo de 5 L contendo 2 L de adestilada, destilando-se durante
4 horas. O 6leo volatil foi obtido em éter dietilicecando-se a solucdo com3@, anidro.
O solvente foi evaporado na temperatura ambiealeulando-se o rendimento (0,85% e

0,81% para os espécimes masculino e feminino, cégpmente).

Figura 19 - Desenho e medidas do aparelho
de hidrodestilag&o utilizado.
(Stahl; Schild, 1981).

3.5 Obtencéo de extratos
3.5.1 Extratos obtidos com uma sequéncia de solveat
Aproximadamente 20 g de folhas Bedracunculifoliacoletadas em 08/2006, apos

secagem e trituracdo, foram extraidos exaustivanemt aparelho Soxhlet por 20 horas

com cada um dos seguintes solventes: cloroformidClg), acetato de etila (AcOEt) e
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metanol (MeOH). Os extratos foram concentrados emparador rotativo a vacuo
(rendimentos na Tabela 5), obtendo-se os espedgosltravioleta-visivel (UV-VIS) e
analises por CCD e CLAE.

Foram realizadas diversas analises por CCD sobmagplde silica HF254 e GF254,
utilizando-se sistemas eluentes compostos AmdEt/MeOH/HO ou CHC{MeOH/H,O
em diferentes proporcdes, fazendo-se comparacoee em extratos metandlicos dos
espécimes feminino e masculino Be dracunculifoliacom extratos metandlicos d&
semiserratae B. uncinella Apds a eluicdo, os cromatogramas foram visuatigagm luz
UV nos dois comprimentos de onda e revelados: ) solugéo de 60, / metanol (1:1)
seguido de aquecimento sobre placa; 2) com solé€&dode FeG em metanol. Os

resultados das placas foram armazenados em argieviozagens digitalizadas.

Tabela 5 -Resultado das extracGesBledracunculifolia(Bd &' e Bd®), B. uncinella
(Bu) e B. semiserrat#Bs)

Espécime/solvente Folhas (g) Extrato (g) Rendimento (%)
Bd &-CHCl; 9,882 1,1828 11,97
Bd &-AcOEt 9,882 0,9712 9,83
Bd 3-MeOH 9,882 1,1359 11,49
Bd @-CHCl; 10,0181 1,4784 14,76
Bd @-AcOEt 10,0181 1,1293 11,27
Bd 9-MeOH 10,0181 1,5324 15,39

3.5.2 Extratos obtidos por enxague

Foram obtidos extratos dos brotos apicais de emgécimasculinos e femininos
recém coletados (julho de 2007), utilizando-secait@ de extracdo por enxague. Cerca de
20 g de brotos foram obtidos no local de coleta porte com tesoura e levados
imediatamente ao laboratério, onde foi feita umgkza para a retirada de folhas maduras.
Com o auxilio de uma pinga, cada broto foi segusadme um béquer, procedendo-se entao
ao enxague com o auxilio de uma pipeta de Pasiawata broto foi lavado com gotas de
metanol por cerca de 2 minutos, trocando o mateaied novo enxague até completarem-se

10 mL dos extratos de cada um dos espécimes.
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3.5.3 Extratos de propolis

Para a obtencdo dos extratos etandlicos de profmlisitilizada a técnica da
maceracdo. Aproximadamente 2,0 g de prépolis erhQ,8e etanol a 70% (p/v) ficaram em
contato durante 20 dias, ao abrigo da luz, conagét e posterior filtracdo, sendo entdo as
solucdes etandlicas conservadas em geladeiramtérmento das analises. Foram obtidos da
mesma forma os extratos das treze amostras deligrégpgionais e do padrao de prépolis
verde (PG12).

3.6 Andlises por CG/EM

Tanto na andlise por CG-DIC como na CG-EM, foizdaila uma coluna capilar de
silica fundida apolar CP-Sil 8 CB Low Bleed/MS (qgmmento de 30 m, didmetro interno
de 0,25 mm e filme com espessura de @y2%. O fluxo de hélio, o gas de arraste utilizado,
foi de 1,0 mL/min, com a temperatura do injetor titenem 250 °C e a do detector DIC em
200 °C. A temperatura do forno foi programada |p@icéar a 60 °C, permanecendo por ai 3
minutos, subindo entdo 5 °C/min até 200 °C e pezpwndo na temperatura final por 15
minutos.

O programa AMDIS (Automated Mass Spectra Deconiaiuand Identification
System) acompanha o sistema CG-EM e permite fadecenvolugcéo do arquivo de dados
digital obtido para cada amostra injetada no eaqograo. A deconvolucdo leva ao
cromatograma TIC (Total lon Chromatogram), que #doba partir do total de fragmentos
ibnicos de cada substancia da amostra que atirdggeator EM. A identificacdo de cada
componente no cromatograma TIC é realizada inig@ate pelo calculo do seu indice de
retencdo de Kovats (IK) (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963Jeterminado em relagéo a
série homadloga de n-alcanos{C;s) e comparado com dados publicados (ADAMS, 1995).
Em seguida, o espectro de massas da substanciaestdaq € comparado pelo AMDIS com
os espectros fornecidos pela biblioteca do sistdi8d, listando-se em ordem decrescente
de similaridade as substancias que apresentamtespde massas similares, entre as quais
normalmente é encontrada aquela que tem tambérdéntido valor de IK.

A quantificacdo das substancias volateis de causstaa foi feita com base em seu
cromatograma obtido com uso do detetor DIC, transindo-se em porcentagens as areas

sob os picos. Os calculos dos IK foram feitos denfosemelhante ao explicado acima, a
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partir de nova injecdo da amostra de 6leo essemdab padrdes de n-alcanos, comparando-

se com os dados obtidos anteriormente com uso@o Tl

ol — Ty
IKx = 100y + 100(z-y)

= Ty
Onde:

y =’ de carbonos do padréo de n-alcano a esquerdawjmoente X;
z = rf de carbonos do padréo de n-alcano a direita dpcoente Xx;
trx = tempo de retencéo do pico da substancia eméapest

try = tempo de retencéo do padréo de n-alcano a esquer

tz = tempo de retengéo do padrdo de n-alcano aaireit

3.7 Andlises por espectrofotometria UV-VIS

Todos os extratos obtidos no Item 3.5 foram sullmeta andlise do perfil de
varredura espectrofotométrica na faixa de comprimele onda entre 200 nm e 600 nm,
utilizando-se metanol como solvente. Os resultadEstas analises estdo apresentados e

discutidos no item 4.3.

3.8 Andlises por CCD-AR

Estas analises foram realizadas com os extratosletas das propolis regionais e
PG12, extratos obtidos por enxagie dos broto8.ddracunculifoliafeminino (Bd 9-
brotos) eB. dracunculifoliamasculino (Bd?-brotos) (Item 3.5.2 e 3.5.3). Foram utilizadas
placas de silica RP-18 F254, 10x10 da MERCK e daunaisEtOH:HO na proporcéo de
45:55 como eluente. A quantidade de amostra ajpgliead cada ponto foi de|8.. Apés a
eluicdo, as placas foram borrifadas com anisaldsitfarico (0,5 mL de anisaldeido, 10 mL
de acido acético glacial, 85 mL de metanol e 5 mladdo sulfurico) e observadas sob luz
UV nos dois comprimentos de onda usuais (254 enB66

3.9 Andlises por CLAE

Foram injetados 1pL dos extratos das amostras de propolis selecisn@®i@l2,

WS-3, ADI e RS-2), comparando-se com os extratd3dde-brotos e Bd?-brotos (20uL).
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Também foram analisados por CLAE nas mesmas coegligé extratos metandlicos Be
dracunculifolia (espécimes masculino e feminin®, uncinellae B. semiserrataobtidos
com a seqlUéncia de solventes cloroférmio, acetatdith e metanol.

Os extratos foram filtrados com um filtro de 0,2 |((Millipore) e injetados no
sistema CLAE. A coluna RP-18 (4,6 mm x 250 mm;ipalas de 5 um) foi eluida usando-
se um gradiente linear de acido acético:agua (I(xtf)lyente A) e metanol (solvente B),
iniciando com 30% de B e aumentando até 90% dei,wazéo de solvente de 1 mL/min.

Os cromatogramas foram registrados a 260 nm coswittepor Park et al. (1997).

3.10 Analises da atividade antioxidante

A atividade antioxidante das amostras de promotie brotos d8. dracunculifolia
(tens 4.5.2 e 4.5.3) foi medida frente ao radi2é-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH-)
utilizando analise espectrofotométrica em UV/VIEgundo o método utilizado por Castro e
colaboradores (2006). Uma aliquota de cada am(@rpL, 30 uL, 60 uL e 120pL) foi
adicionada a 2.700L de solucdo de DPPH-0,BM preparada em etanol absoluto PA para
medir a possivel atividade redutora em presendaRieH-.

A cinética de descoloracdo do DPPH- frente as masofoi registrada durante 5
minutos em 517 nm. Este experimento foi realizado taplicata e a porcentagem de
atividade seqguestrante foi calculada a partir dadda:

| [(AcA/AJ*100 |

onde A = absorbéancia sem adicdo de extrato
Ae = absorbancia com adicao de extrato.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlise dos 6leos essenciais Baccharis dracunculifolia

A composicido quimica do oOleo essencialBaecharis dracunculifolia (Oleo de
Vassoura) tem sido objeto de estudo ha muitos @tRRACINI et al., 1995; FRIZZO et
al., 2008; LOAYZA et al., 1995; QUEIROGA et al.,A®). O valor dado a este 6leo pela
industria de perfumes se deve ao seu aroma exdaie®,depende da sua composicao,
origem geografica e processo de extracdo. A impoidé&comercial esté relacionada a fracao
oxigenada, especificamente a propor¢cfes mais edsvae E)-nerolidol (L) e espatulenol
(2) (CASSEL et al., 2000).

O presente estudo d& dracunculifolia seguiu uma metodologia desenhada para
minimizar os fatores considerados responsaveisvavacdes na composicdo quimica de
Oleos essenciais. Aléem dos cuidados praticos cersids importantes no trabalho de
obtencéo e analise de qualquer amostra de Olencess@GOSTINI et al., 2005; CASSEL
et al., 2000; FRIZZO et al., 2008; MARCHESAN et &006), foram adotados aqui varios
cuidados especialmente recomendaveis para o edasdcomponentes volateis de espécies
Baccharis, com base nos problemas enfrentados em variogosstéuncontrados na literatura.

Ja que estas plantas séo diodicas, a coleta deiraggémasculinos e femininos no
mesmo local e horério elimina diversas varidveipdrtantes associadas a fatores
ecoldgicos como a quantidade de luz e de aguardiggie. Os materiais vegetais utilizados
neste trabalho foram exclusivamente folhas, elimdoase totalmente os galhos finos ou
inflorescéncias, se presentes, e simplificandongpemacao entre amostras.

Foi escolhida uma populacdo de plantas com mueggeecimes masculinos e
femininos, crescendo em uma propriedade privadaimpedao Campus, ha cerca de 10
quildmetros da Fazenda Escola da UEPG, onde sa aitestacdo meteorolégica que
forneceu os dados sobre precipitacdo pluviomeéutdezados neste trabalho. Uma forte
florada foi observada no inicio de 2006, quandemios espécimes masculinos e femininos
foram marcados com etiquetas de plastico, para ifeerque a coleta de material
identificado pudesse ser feita em agosto, ao finatpoca de estiagem. O material vegetal
foi propositalmente coletado ao final do periodasns&co, e ao final de uma tarde de sol,
para uma melhor avaliacdo da influéncia da displadtalole de agua sobre o rendimento e a

composicao quimica dos 0leos essenciais.
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Figura 20 - Médias de precipitacdo mensal dos Ultimos 10 anpsecipitacbes mensais
medidas durante 2006 proximo ao local onde foratasfeas coletas. Dados
fornecidos pela Estacéo Meteoroldgica da Fazendal&UEPG.

O ano de 2006 foi especialmente seco, com prachmt total de 1.257 mm, bem
abaixo dos 1.644 mm, que é a média anual calcpladaos ultimos dez anos. A Figura 20
mostra que as precipitacdes mensais registradasaoaele ano estiveram quase sempre
abaixo das médias mensais dos ultimos dez anosstagéo seca, entre abril e agosto, foi
drasticamente mais seca do que a média. O mategetal utilizado neste estudo dos 6leos
essenciais d8. dracunculifolia foi coletado no dia 8 de agosto de 2006, apdsid® dk
auséncia de chuvas na regiao.

O resultado das analises da composicdo dos Olsesnaais das folhas de
espécimes feminino e masculino Bledracunculifolia, feitas por técnicas de Cromatografia
Gasosa e Cromatografia Gasosa acoplada a Espetteorde Massas, sdo mostrados
resumidamente na Tabela 6, onde sdo apresentadd®nia as porcentagens dos
constituintes e seus indices de Kovats calculados @ coluna apolar utilizada (item 3.6.1).

As composicdes dos 6leos essenciais obtidos @eiasgs feminino e masculino se
mostram semelhantes, com 24 componentes idenbicaepresentando 97,73 e 97,60%
dos totais, respectivamente. Os monoterpenos eenfapenas 0,85% da composi¢do do
6leo da planta feminina e 2,35% do 6leo da plargaculina, conf3-pineno, limoneno e 4-
terpineol como componentes identificados. Os semgeanos hidrocarbonetos totalizaram
(@ 45,06 —& 37,84%) destacando-se as presencaB-ckriofileno ¢ 7,88 -3 8,88%),
aromadendrend?(2,93 -3 3,02%),a-humuleno ¢ 4,61 -3 2,18%),y-muuroleno ¢ 3,48
- J 2,33%), germacreno D?(5,53 —& 4,04%),trans-B-guaieno ¢ 7,98 —3 6,06%),d-

cadineno ¢ 7,34 — & 5,48%). Os sesquiterpenos oxigenados constituenfragdes
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majoritarias dos o6leos essenciais de ambos os iem®c} 48,88 — & 49,51%),
apresentanddj-nerolidol (¢ 24,69 -3 17,16%) e espatulend} (14,62 —3 21,39%) como
principais componentes, identificando-se ainda osutinco em porcentagens menores:
cariofileno 6xido ¢ 1,16 —& 2,07%), viridiflorol @ 1,61 -3 0,88%),a-cadinol ¢ 1,90 —

4 2,83%),B-bisabolol ¢ 0,84 —3' 2,86%) en-bisabolol ¢ 1,86 —3 0,10%).

A Figura 21 permite que se faca uma comparacamalvidos cromatogramas

registrados nas andlises dos dois 6leos utilizamdaletector de ionizacdo de chama, pois
mostram de imediato as baixas propor¢cdes de m@eoies encontradas em ambas as

amostras.

Tabela 6 -Componentes dos 6leos essenciais obtidos pordasiitacdo das folhas de espécimes
feminino (@) e masculinod) deB. dracunculifolia

Bd ¢ Bd & IK
Componentes 0,81% 0,85% coluna apolar
B-pineno 0,10 1,58 980
limoneno 0,45 0,43 1032
terpinen-4-ol 0,40 0,34 1178
o-cubebeno 0,65 0,43 1350
o-copaeno 0,67 0,99 1376
B-elemeno 0,93 0,72 1393
o-gurjuneno 0,46 0,63 1410
B-cariofileno 7,88 8,88 1418
aromadendreno 2,93 3,02 1446
a-humuleno 4,61 2,18 1456
y-muuroleno 3,48 2,33 1478
germacreno D 5,53 4,04 1482
a-muuroleno 0,38 0,58 1493
trans-B-guaieno 7,98 6,06 1500
y-cadineno 2,22 2,50 1507
d-cadineno 7,34 5,48 1512
ndo identificado 1,09 0,75 1541
(E)-nerolidol 24,69 17,16 1565
espatulenol 14,62 21,39 1576
cariofileno oxido 1,16 2,07 1581
viridiflorol 1,61 0,88 1590
nao identificado 0,10 0,84 1596
carotol 1,03 1,57 1599
nao identificado 2,51 3,76 1625
a-cadinol 1,90 2,83 1649
nao identificado 0,10 1,34 1655
B-bisabolol 0,84 2,86 1665
o-bisabolol 1,86 0,10 1677
ndo identificado 0,10 0,42 1765
Total identificado 97,73% 97,60%
Monoterpenos 0.85% 2.35%
Sesquiterpenos 96,88% 95,25%
Sesquiterpenos hidrocarbonetos  45,06% 37,84%

Sesquiterpenos oxigenados 48,88% 49,51%
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Figura 11 - Comparagcdo entre os cromatogramas obtidos porcgéetede
ionizacdo de chama para os 6leos essenciaiB. dizacunculifolia
analisados no presente trabalho.

Nove amostras de 6leos essenciai8.dgracunculifolia coletadas no Sul do Brasil
(4 amostras), Sudeste do Brasil (1 amostra), Uiu@iamostras) e Bolivia (1 amostra),
foram apresentadas em uma publicacdo recente (ERIZZal., 2008). Em geral, as
diferentes amostras apresentaram indices elevadosodoterpenos, que atingiram 57,2%
numa das amostras uruguaias, mas a amostra protedi@ Sudeste (Limeira - SP) tinha
apenas 11,5% em monoterpenos, incluindoineno (1,7%)3-pineno (3,5%) e limoneno
(5,4%). Esta amostra de Limeira apresentou commipais sesquiterpenoB:cariofileno
(6,5%), germacreno D (3,9%), biciclogermacreno%aj,®-cadineno (5,5%),H)-nerolidol
(18,4%) e espatulenol (5,7%), chamando atencadaavelosemelhanca desta composicéo
com as dos 6leos obtidos das folhas coletadas ea Byossa (Tabela 6). E interessante
notar também, que 0s compostos mencionados acim&awi oS principais componentes
encontrados nas demais amostras analisadas pao Fetzal. (2008), com excecao do
espatulenol — presente em todas as amostras, E)de@rplidol — ausente nas amostras
uruguaias.

Ferracini et al. (1995) analisaram sistematicamastpossiveis causas de variacao
do contetdo quimico dos 6Oleos essenciais de spézies do génerBaccharis coletadas
em area de Cerrado, no Estado de Sdo Paulo. Namakeého, pela primeira vez, foram
comparadas as composicOes de volateis extraidespleimes femininos e masculinos de
B. caprariaefolia, B. dracunculifolia, B. erioclada. As diferencas encontradas entre os 6leos
de espécimes masculinos e femininos da mesma espégetal suscitaram a analise
experimental de diversas hipoteses. Ao longo dasomexperimentos de coleta, extracéo e

analise, aqueles autores concluiram que tais difaseestavam relacionadas a presenca de
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inflorescéncias como impureza contida nas folhastiledas & extracdo, levando-nos a
adotar um estrito controle na separacao das fghes as extracdes no presente trabalho.
Pode-se considerar que este fator muito contripara a maior similaridade entre os 6leos
essenciais das folhas dos espécimes masculinosirirfies deB. dracunculifolia coletados
nos Campos Gerais do Parana.

Analisando as possiveis causas das diferencamtestas entre os 6leos dos
espécimes feminino e masculino Bedracunculifolia, Ferracini et al. (1995) submeteram
galhos retirados de uma mesma planta a difereotetigbes de irrigacdo nas 72 horas que
precederam cada hidrodestilagcdo. A primeira amdstrabtida depois de deixar o galho
permanecer por 72 horas ao ar; a segunda e aréeapeostras foram obtidas apds deixar os
galhos com as pontas imersas em agua destilades@staquoso) ou em solugdo aquosa de
cloreto de magnésio TVl (estresse por Mgg)l Apés 72 h nas condices estabelecidas, as
folhas de cada amostra foram hidrodestiladas ésadals por CG. Uma diminuicao da razé&o
monoterpenos/sesquiterpenos e um aumento de a% @©O0rendimento em Oleo foram
observados para os materiais vegetais submetidestrasse por agua e por cloreto de
magnésio. Outro experimento foi realizado pelosmuossautores, monitorando os 06leos
essenciais de uma planta feminina e outra masoddéiBadracunculifolia durante a estagéo
chuvosa e a estacdo seca (Figura 22), observandabsgs rendimentos em 0leo e uma

maior razao monoterpenos/sesquiterpenos na esacao

cml

Figura 22 - Variacdo do rendimento do 6leo essencial de esgécfeminino e
masculino deB. dracunculifolia no decorrer do ano. Fonte:
Ferracini et al. (1995).

Os resultados do conjunto de experimentos feibtosCampinas (FERRACINI et

al., 1995) sao concordantes e complementares €nfd® entanto, observou-se que as duas
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amostras do Parana analisadas no presente traaksentaram também uma baixa razéo
monoterpenos/sesquiterpenos e um elevado rendini@@b e 0,85%), mesmo tendo sido

coletadas em agosto de 2006, ao final da épocansstaregiao (vide Figura 3fagina 48)

e apobs oito dias de auséncia de chuvas. Assim,paide indicar que outros fatores, além
da disponibilidade de agua para as plantas, es&entpenhando papéis importantes na
definicdo do contetddo quimico dos 6leos essenciais.

Os altos rendimentos dos Oleos essenciais obtid®s plantas crescendo
espontaneamente, as baixas razdes monoterpenogkgmEnos e as altas proporgdes dos
sesquiterpenos oxigenados, especialmeB)enérolidol e espatulenol, sdo as principais
caracteristicas do 6leo das folhas Bledracunculifolia dos Campos Gerais do Parana,
quando coletada em condicdo de baixa disponibiiddel agua. A composicdo do Oleo
essencial encontrada aqui retne propriedades desejgob o ponto de vista comercial
(MOTL; TRKA, 1983). Para melhor avaliar os efeitpse a disponibilidade de agua tem
sobre o metabolismo, seria recomendavel o uso tlasotécnicas de medida, como as
obtidas com a Camara de Pressdo de Scholander REERSEANTO et al., 2003;
SCHOLANDER et al., 1965). Os resultados do presestado mostram também que ainda
€ importante estudar os metabdlitos secundarioglupidos por esta espécie vegetal

crescendon natura nos mais diferentes ambientes.

4.2 Analises comparativas de trés espéciBaccharis

Dentre as espécies do génBaecharis que ocorrem na regido dos Campos Gerais
do Parana, trés delas sdo conhecidas como “vasSomirgém estrutura de arbustB:
dracunculifolia, B. uncinella e B. semiserrata. Em épocas de floracdo, todas séo visitadas
por abelhadApis mellifera, sendo possivel que seus componentes fagcam marteelde da
prépolis produzida nesta regido (NUNES; SENS; SWIAA2001). Plantas deste género
chamam atencdo dos pesquisadores principalmeng digkrsidade de metabolitos
secundarios que podem produzir (AGOSTINI et al0530

Os rendimentos dos extratos das folhas destases$picies d@accharis obtidos
com a sequéncia de solventes de polaridade cresocbmtoformio, acetato de etila e
metanol, podem ser comparados na Tabela 7. Odaxttas folhas de espécimes feminino
(?) e masculinod) deB. dracunculifolia foram comparados com extratos similares obtidos
em trabalhos de pesquisa anteriores, realizadosn@seo proprio laboratério corB.
uncinella (ASCARI, 2007) eB. semiserrata (MENDES, 2007), as quais nao haviam sido
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diferenciadas, naquele tempo, por identificacdo egecimes masculinos e femininos.
Observam-se proporcdes diferentes de metabolimsidarios extraidos de cada espécie e

espécime, com rendimentos totais dos extratosndwide 24,28% até 41,42%.

Tabela 7 -Rendimentos das extra¢des de folhas de trés esp#Baccharis obtidas com a
sequéncia de solventes

Espécie CHC} AcOEt MeOH Totais
B. dracunculifoliad 11,97 % 9,83 % 11,49 % 33,29%
B. dracunculifolia @ 14,76 % 11,27 % 15,39 % 41,42%
B. uncinella 15,78% 2,63% 14,02% 32,43%
B. semiserrata 577% 8,13 % 10,38 % 24,28%

As amostras de folhas dos espécimes masculino mifermde B. dracunculifolia
apresentaram proporcdes semelhantes nos trésosxttatm boa propor¢do de metabdlitos
secundarios de polaridade média, que aparecemigaiimente nos extratos obtidos com
acetato de etila. O mesmo néo ocorre quando sede& uncinella, mostrando que podem
ocorrer diferencas significativas entre as espécies

Todos o0s extratos obtidos com metanol, Ultimo sulveda sequéncia, contém
guantidades apreciaveis de substancias fendlicksepp como mostram claramente as
analises por cromatografia de camada delgada. Assimplacas cromatograficas de silica
dos extratos metandlicos das trés espéciddadeharis. B. dracunculifolia, B. uncinella e
B. semiserrata foram corridas com sistemas eluentes polares, dde@Et/MeOH/HO na
proporcao de 7:3:0,5 e reveladas para fendis cdungdm 5% de Fe@lem metanol ou com
H.SO/MeOH (1:1) seguido de aguecimento sobre chapain&iz3).

As analises por cromatografia em camada delgaddrana® pelo menos cinco
componentes polares com os mesmos Rf, que sdotedmsem todos os quatro extratos
metandlicos, sendo estas as primeiras observagdeisgs sobre a ocorréncia de substancias
fendlicas idénticas erB. dracunculifolia, B. semiserrata e B. uncinella. Os extratos das trés
espécies também foram analisados por CCD com vsigtamas eluentes, em comparacao
com padrdes de acigmcumarico, acido ferulico, acido cinamico, aciddiaggae quercetina,
mas nenhuma destas substancias pdde ser detettadsmieum dos extratos.

Os estudos quimicos publicados sobre a composasifothas dd. dracunculifolia
(KUMAZAWA et al., 2003; NAGATANI; WARASHINA; NORO,2001 e 2002), indicam
gue os principais compostos fendlicos polares esgntes sdo quecetingd3-glucosideo,

acido 3,4-dicafeoilquinico, acido 3,5-dicafeoilgatne dracunculifosideo A. Derivados do
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acido mono-, di-, e tricafeoilquinico j& foram taénfbencontrados em prépolis provenientes
do Brasil (GARDANA et al., 2007) e ja foi demonstaaa ocorréncia destes compostos na
propolis verde (KUMAZAWA et al., 2003).

Bd {F)' Bd (M1 Ba

Figura 23 - Analises por CCD dos extratos metandlico8ddracunculifolia (Bd F e
Bd M), B. semiserrata (Bs) eB. uncinella (Bu) utilizando sistema eluente
polar (AcOEt:MeOH:HO 7:3:0,5). Revelacdo: observagéo sob luz UV de
254 e 360 nm; Feg(CCD 1); HSO, e aquecimento (CCD 2).

Os espectros de absorcao ultravioleta dos quatrates metandlicos apresentaram
perfis muito semelhantes: os extratos das folhasedpécimes feminino e masculinoRle
dracunculifolia tém maximos de absor¢cdo em 323 e 327 nm, respewivte B. uncinella e
B. semiserrata em 328 nm (Tabela 8). Estas absor¢cdes sao castics dos mencionados
acidos fendlicos livres e dos ésteres mono-, tticafeoil do acido quinico (vide Tabela 1).

Tabela 8 —Maximos de absorcao dos espectros de UV dos estdas folhas dB. dracunculifolia
(? ed), B. uncinella e B. semiserrata obtidos com acetato de etila e metanol.

Extrato UV (Amax)
Bd ¢ MeOH 294 € 323 nm
Bd & MeOH 327 nm
Bu MeOH 328 nm
Bs MeOH 244 e 328 nm
Bd @ AcOEt 292 nm
Bd & AcOEt 291 nm
Bu AcOEt 311 nm

Bs AcOEt 320 nm
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Nos espectros de ultravioleta dos quatro extratosdas com acetato de etila
utilizando a sequéncia de solventes iniciada carofdrmio, observa-se que ha diferencas
significativas. Os dois extratos ACOEt Bedracunculifolia ttm maximos em torno de 290
nm, que equivalem aos de alguns flavondéides comobpincsina, pinocembrina. Uma
absorcdo méaxima em 294 nm também foi encontradespectro do extrato metandlico do
espécime feminino dB. dracunculifolia. Por outro lado, os extratos Besemiserrata e B.
uncinella obtidos com acetato de etila apresentam maximo8ldne 320 nm, que podem
indicar a predominancia dos ésteres aromaticosido guinico.

Os extratos metandlicos obtidos ao final da sedé&tecsolventes a partir de folhas
das trés espéciddaccharis foram também analisados por CLAE, cromatografjaitia de
alta eficiéncia, utilizando um equipamento Shimad2DS-A com detector de arranjo
fotodiodo (SPD-M10AVp, Shimadzu Co.). As identifté@s sdo asseguradas pelo tempo de
retencdo e pelo espectro de ultravioleta, que gporedem satisfatoriamente aos dados
obtidos na injecdo dos padrdes. Na Figura 24 s&iratms os cromatogramas CLAE dos
quatro extratos vegetais, para uma comparacaol\dsudabela 9 apresenta resumidamente
os resultados destas quatro analises.

Estas andlises levaram a identificacdo do flavanéidina (2) (13,54 min) em
ambos os extratos d& dracunculifolia e, pela primeira vez, num extrato Beuncinella.
Também € inédita a identificacdo do acido feri{z®) (9,18 min) enB. uncinella (2,5%) e
em B. semiserrata (7,5%). Observa-se um total de ~19% em &cidos &ioos livres nos
dois extratos deB. dracunculifolia, aparecendo o acido ferdlico como um dos prinsipai
componentes{ 8,4 —& 14,1%); os acidos caféic@l) (? 4,5 -3 4,8%, 5,57 min) -
cumarico 23 (8,14 min, presente apenas e€m 6,0%) foram detectados em menores
proporcoes.

As analises por CLAE confirmam as previsdes inscibaseadas em CCDs, sobre a
co-ocorréncia de compostos fendlicos majoritarices mhtureza polar nos extratos
metanolicos das trés espécies vegetais. No entamteiibstancias identificadas por CLAE
sao os acidos fenolicos livres, encontrados em nm@neporcao e que ndo foram detectados
nas andlises preliminares por CCD. Vérios picos dommatogramas apresentaram
substancias com espectros de ultravioleta e méxi@@bsorcdo caracteristicos da presenca
de oxigénio nas posicles 3 e 4 dos aneis aromateaafeoilésteres do acido quinico (em
torno de 325 nm), encontrados anteriormenteBeniracunculifolia (KUMAZAWA et al.,
2003; NAGATANI; WARASHINA; NORO, 2001 e 2002), masio foram identificados
completamente pela inexisténcia de padrdoes adeguado
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B. dracunculifolia, masculino

p— B. dracunculifolia, feminino
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B. semiserrata

LT

Figura 24 —Andlises por CLAEos extratos metandlicos das folhadddracunculifolia, B. uncinella e
B. semiserrata.

Tabela 9— Principais dados das analises por CLAE sobreiaaret os acidos fendlicos e
derivados dos extratos metandlicosRledracunculifolia (Bd ¢, Bd &), B.
uncinella (Bu) eB. semiserrata (BS).

tr uv Bd @ Bd & Bu Bs

min Amax % % % %
4,31 325 nm 10,13 19,02 12,71 22,39
5,56 324 nm, acido caféico 4,84 4,49 - -
6,47 323 nm 1,91 1,80 1,28 -
8,15 310 nm, &cidp- 6,08 - - -

cumarico

9,18 324 nm, acido ferdlico 8,48 14,18 2,59 7,56
10,33 325 nm 6,84 9,64 13,44 11,66
13,52 252 nm, rutina 3,94 3,01 2,76 -
14,50 324 nm 10,27 12,60 14,93 15,75
17,97 322 nm 1,30 - - -
18,98 313 nm 0,63 - - -
21,49 327 nm - - 2,18 -

25,99 326 nm 1,99 1,96 - -
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Os dados referentes as trés substancias majaitiogaquatro cromatogramas, com
tempo de retencdo em 4,29, 10,36 e 14,52 minutogersm tratar-se dos acidos
clorogénico, 3,4-dicafeoilquinico e 3,5-dicafeoilyjuao, respectivamente, identificados
anteriormente enB. dracunculifolia e na prépolis verde (KUMAZAWA et al., 2003
NAGATANI; WARASHINA; NORO, 2001 e 2002). Estes dadampliam o conhecimento
cientifico sobre a ocorréncia de derivados do acafeoilquinico no géneaccharis, que
parece ser bem mais generalizada, pois foram tangmados anteriormente de trés outras
espécies, as carquej& trimera, B. usterii e B. crispa, onde desempenham papéis
importantes relacionados a suas atividades biaégi@ comprovadas em extratos
(SIMOES-PIRES et al., 2005).

4.3 Correlagbes quimicas entr8. dracunculifolia e a propolis regional

Muitas plantas séo utilizadas pelas abelhas camte fda propolis. Park, Ikegaki e
Alencar (2000), classificaram as prépolis brasileiem 12 grupos, de acordo com a fonte
botanica principal. Segundo esta classificacdappqbis de maior importancia comercial e
considerada também como fonte de substancias Ugncasias bioatividades, é encontrada
na regido sudeste do Brasil, principalmente nadestde Sdo Paulo e Minas Gerais, sendo

conhecida como propolis verde pela sua cor e filesda no grupo 12, PG12.

Figura 25 —Abelhas coletando de folhas &edracunculifolia o material para a
producéo da prépolis verde. Fonte: Kumazawa e2603.
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O grupo 12 incluiu as propolis que tém como foni¢abica a plantdBaccharis
dracunculifolia (Figura 25), também conhecida como alecrim-do-caropo vassoura
(KUMAZAWA et al., 2003; ALENCAR et al., 2005).

As abelhas retiram da base dos brotos mais teerBsditacunculifolia a resina que
utilizam para preparar a propolis verde (KUMAZAWA a&., 2003; PARK; ALENCAR;
AGUIAR, 2002). Para o estabelecimento de uma @&l entre a composicao quimica dos
brotos apicais dB. dracunculifolia e as amostras de propolis da regido de Ponta &rass
metodologia utilizada foi aquela desenvolvida parkPlkegaki e Alencar (2000).

Assim, foram inicialmente comparados os perfis bgoecdo de luz ultravioleta e
visivel dos extratos etanodlicos de cada amost@mlis regional (Item 3.5.2), agrupando-
as de acordo com a semelhanca entre seus maxinaiisal€ado. A analise comparativa dos
espectros de absorcdo UV-VIS sugeriu a separaggardastras em dois grupos distintos,
como mostrado na Tabela 10, abaixo.

Tabela 10 -Maximos de absorbancia (ax.) dos extratos etandlicos da
prépolis PG12 e das propolis regionais separadaSmupo 1

e Grupo 2.

Grupo 1 A max. Grupo 2 A max.
RA-1 307,0 nm RS-1 271,0 nm
RA-2 299,5 nm RS-2 271,5nm
ADI 306,5 nm RS-3 274,0 nm
EBS-1 300,5 nm WS-1 279,0 nm
EBS-2 311,0 nm WS-2 271,5 nm
EBS-3 311,0 nm
WS-3 313,0 nm
WS-4 296,5 nm
PG12 290,0 nm

2,084 2,604
E\ WS-3 o 53‘ RS-2

{6,568 ; J

lo.528 %M\ Grupol 3 w§ Grupo 2

8,684 | ‘ . ' 9.864 :

248 ,4na ( 188/div)  069,8mm o 968 Bee { i89/div)  638.8mm

Figura 26 —Espectros UV-VIS dos extratos etandlicos das aa®iVS-3 e RS-2,
consideradas tipicas de cada um dos dois gruppsdgelis regionais.

As amostras do Grupo 1 tém espectros de absontélarss ao obtido para o padrao
de propolis verde PG12, e aos obtidos por Parkjalkiee Alencar (2000) para a propolis do
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sudeste do Brasil, com méaximos de absorcdo gersnggrre 290 e 313 nm. O Grupo 2
rene amostras que apresentaram espectros bastaitéees entre si e com maximos entre
271,5e 279 nm.

Para uma comparacao, a Figura 26 apresenta odrespde ultravioleta de amostras
tipicas de cada um dos dois grupos, observandaesesjextratos do Grupo 2 apresentaram
menores intensidades de absorcdo, isto podenda@aind ocorréncia de menores
concentracdes de substancias fendlicas.

Os extratos obtidos por enxaglie dos brotos fresleosespécimes feminino e
masculino déB. dracunculifolia, conforme descrito no item 3.5.2, também foramisa@os
por CCD-AR, demonstrando a predominancia das sutiat fenolicas apolares, como
esperado em comparacdo com a literatura (ALENCARI.et2005;MARCUCCI et al.,
2001). Na obtencao destes extratos foi empreganétodo do enxague rapido dos brotos
apicais frescos, que permite extrair principalmestesubstancias que compdem a resina da
planta, onde estdo os compostos mais importantamtados também na prépolis verde.
Os espectros de ultravioleta destes extratos abpidoenxagie apresentaram dois maximos
de absorgcdo, em torno de 281 nm e de 366 nm, jdamib a provavel presenca de
artepelina C (vide espectro, Figura 27).

Spectrum at time 75.23

Figura 27 - Espectro de ultravioleta do pico da artepilingg&15,23 min), com seu
maximo de absorcéo em torno de 280 nm.

As analises dos extratos de propolis regionaisq@b-AR (item 3.6.3) mostraram
mais alguns detalhes, semelhancas e diferencascoraposicbes, que indicaram a
conveniéncia de subdividir oito das amostras dpgli®regionais em Grupo l1a, Grupo 1b e
Grupo 2, como apresentado na Tabela 11.
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Tabela 11 -Reagrupamento das propolis da regido de Ponta&ros

GRUPO 1 GRUPO 2
la 1b
ADI WS-3 RS-2
RA-2 EBS-2 WS-1
WS-4 PG12 EBS-1

Trés amostras de propolis regionais, uma de caddasntrés grupos acima, foram
escolhidas para comparacdo usando CLAE com o patr§uropolis verde PG12: ADI,
WS-3 e RS-2. Além disto, os extratos metandlicosdob por enxaglie dos brotos de
espécimes feminino e masculino Bledracunculifolia também foram submetidos a analises
nas mesmas condi¢cdes. Os resultados destas anplse<CLAE sao apresentados

resumidamente na Figura 28 e na Tabela 12.

Tabela 12 -Principais dados das andlises por CLAE dos extddqeopolis PG12, das propolis
regionais WS-3, RS-2 e ADI e dos brotosBieracunculifolia (Bd ¢ e Bdd).

Substancia uv tr PG12 WS-3 RS-2 ADI Bd? Bdd
identificada Améx min % % % % % %

- 324nm 4,17 1,22 1,08 0,65 3,94 - -

acido caféico  322nm 5,54 traco 0,80 0,56 1,86 - -

acidop-cumérico 307 nm 8,08 3,86 3,34 3,26 3,55 - -

acido feralico 322 nm 10,25 3,15 2,77 2,63 1,21 - -

- 325nm 14,44 5,05 4,46 2,70 2,07 - -

- 289 nm 2286 2,31 1,15 0,60 0,70 - -
apigenina 264 nm 34,86 - 3,96 2,46 3,06 4,73 7,34

- 265nm 42,96 - 17,85 11,85 20,73 10,41 20,02

- 312 nm 45,80 1,01 1,80 5,73 1,73 - 2,31
crisina 269 nm 49,08 18,10 - - - - -

- 277 nm 49,69 - 2,06 3,37 2,80 31,71 21,84

- 290 nm 55,05 2,32 1,24 1,94 17,04 10,98

- 313nm 64,01 8,59 8,87 10,22 9,74 8,78 9,58
artepilina C 279 nm 75,48 13,25 6,08 4,68 1,88 8,72 10,25
- 314 nm 77,35 2,91 3,54 1,64 3,16  traco trago

As amostras de propolis apresentaram porcentagerderadas dos acidos
fendlicos livres, totalizando entre 6,4 e 7,0%, eralo &cido caféico tenha sido detectado
apenas como tragco no padrao de PG12. As subst@ocatempo de retencéo 4,17 mip
= 324 nm) e 14,44 minfs= 325 nm) séo vistas nas quatro amostras de psopaevem
corresponder ao acido clorogénico a ao acido ¥&kelilquinico detectados anteriormente
(tem 4.2) nos extratos metandlicos das folhasBderacunculifolia, B. uncinella e B.
semiserrata. Nenhuma destas substancias polares aparece tatogxbtidos por enxaglie
rapido dos brotos tenros d& dracunculifolia, que extrai essencialmente substancias

presentes na resina e normalmente sédo preparatbosqreelacionar amostras de propolis
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desconhecidas a esta planta, pela presenca dérstibstque podem ser consideradas de

polaridades baixas a medianas.

34

WS-3

1000 100

Pk# Pk#
1000: 8 1000 &

ADI w

Figura 28 —Cromatogramas obtidos por cromatografia liquidalte eficiéncia dos extratos metandli-
cos de brotos dB. dracunculifolia masculino (Bd3) e feminino (Bd?), extratos das proé-
polis regionais WS-3, RS-2, ADI e da PG12.

A presenca das substancias apolares com temp@ietedo de 64,01 min, 75,48
min e 77,35 min, em todos os cromatogramas da &ig8; pode ser considerada uma

indicacdo segura de que as quatro propolis anakstamtam preparadas com resinaBle



62
COSTA, A. G. L.C- Estudo quimico dBaccharis dracunculifolia DC. e sua correlacdo com a prépolis de uma
microrregido dos Campos Gerais do Parana.

dracunculifolia (KUMAZAWA et al.,, 2003; PARK; ALENCAR; AGUIAR, 20R). A
artepilina C (75,48 min), segunda principal substpresente no extrato de propolis PG12
(13,25%), é de extrema importancia para a qualidddeprépolis verde brasileira
(ALENCAR et al., 2005; KONISHI et al., 2005; PAULM et al., 2008; PISCO et al.,
2006). As amostras de propolis regionais ADI, W8-RS-2 apresentaram proporcgdes
baixas de artepelina C, assim como dos outros amigoonentes apolares, o que poderia
levar a uma depreciacao em relacao a propolis verde

Mas, na faixa de tempos de retencdo medianos dalsemn por CLAE,
encontramos flavondides como substancias principaisrisina (8) (49,08 min), ja
encontrada antes como um dos principais componeliatgsopolis verde (GARDANA et
al., 2007; MAROSTICA JR et al., 2008), é tambémriagipal substancia do extrato da
PG12 (18,1%) mas esta ausente nos extratos delisrégmgionais. Por sua vez, as amostras
ADI, WS-3 e RS-2 apresentaram propor¢cdes entre 243/0% de apigenind.§) (34,86
min, Amax= 264 nm), ndo detectada no padrdo de PG12. Alétn,di principal substancia
presente em cada um dos trés extratos das prdpglsnais, mas ausente na PG12, com
porcentagens de até 20,7% (ADI), apresentou terepretgncdo de 42,96 minutos e um
maximo de absorcdo em 265 nm. Apesar de apresemamaximo de absor¢do muito
similar ao da apigenina, os tempos de retencacedifgrandemente, e a substancia nao foi
identificada pela inexisténcia de padréo.

Assim, os dados destas analises por CLAE indicagnagupropolis regionais tém
caracteristicas quimicas gerais muito similarepardo da prépolis verde PG12 utilizada,
sendo garantido que a sua origem vegetd. @racunculifolia. A principal diferenca
observada esta relacionada ao conteudo em flavesi6ithquanto que o extrato do padréao
PG12 apresentou 18,1% de crisina, os extratos @ols regionais ADI, WS-3 e RS-2
apresentaram 17,8%, 11,8% e 20,7%, respectivanumian flavonoide diferente que néao
foi identificado. Este suposto flavondide (42,96nmaparece também nos extratos dos
brotos deB. dracunculifolia como componente majoritario, mostrando claramemte
existéncia de uma co-relacdo quimica entre a plguacresce livre na natureza da regido

dos Campos Gerais e as amostras de prépolis dlipdas.

4.4 Atividade antioxidante

Os resultados do teste de atividade antioxidasseachostras de propolis avaliadas

sdo apresentados Tabela 13, expressos como p@eentde inibicdo da oxidacdo. Em
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geral, observou-se que todas as amostras apresanéxicelente atividade antioxidante,
varias delas chegando a ser mais efetivas quepalmdG12 utilizada como referéncia.
Comparativamente, varias amostras também inibiraemosy do que 100% do DPPH
presente, durante o tempo total de 300 segundasnmeom a aliquota de 120 de
extrato.

Trés das amostras de propolis regionais causangminibicdo de 100% ja com a
aliquotas de 2QL (WS-3, RA-1 e RA-2), todas inicialmente reunidas Grupo 1 das
prépolis regionais (Tabela 10). O extrato da pri§patgional ADI também apresentou
comportamento semelhante, inibindo 91% na menocerdracéo. As analises por CLAE
mostraram que as concentracdes de substanciagcésnabs extratos de propolis podem
ser ligeiramente diferentes, além das diferencasamposicdes e nas proporgdes entre 0s
componentes.

Os dois extratos obtidos por enxagle dos brotdB. dieacunculifolia aparecem
separados na Tabela 13, parte inferior, porquerpad comparados somente entre si. As
atividades antioxidantes registradas para esteatestvegetais mostram coeréncia com a
presenca macica de substancias fendlicas, comonbastraram as andlises por CLAE.
Além disto, observa-se grande semelhanca entrefest®se antioxidantes dos extratos

obtidos dos espécimes masculino e feminino, nasajoancentracoes.

Tabela 13 -Sequestro do radical DPPH dos extratos de prépdisotos de
B. dracunculifolia em porcentagem.

EXTRATO 20 L 30 pL 60 pL 120 L
EBS-01 59,63% 60,82% 100% 100%
EBS-02 86,47% 91,25% 100% 100%

EBS-03 66,14% 100% 100% 100%
WS-1 59,58% 100% 100% 100%
WS-2 72,83% 100% 100% 100%
WS-4 73,73% 100% 100% 100%
RS-1 59,43% 52,26% 72,79% 100%
RS-3 22,39% 29,78% 50,67% 72,03%
RA-1 100% 100% 100% 100%
RA-2 100% 100% 100% 100%
ADI 91,03% 100% 100% 100%
WS-3 100% 100% 100% 100%
RS-2 25,95% 39,39% 100% 100%

PG12 16,78% 28,54% 51,48% 100%
Bd @ brotos  64,64% 72,40% 100% 100%
Bd & brotos  54,43% 73,72% 100% 100%
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Os graficos da Figura 29, abaixo, mostram a ciadatie sequestro do radical livre
DPPH dos trés extratos de propolis regionais enpaoagdo com o extrato de PG12. Pode-
se observar que, mesmo na menor concentracao, tizgosexde propolis ADI e WS-3
reduziram o radical livre DPPH em menos de 1/3etiapb de leitura de 300 segundos. Por
outro lado, os extratos das amostras RS-2 e PGi@saparam cinéticas bastante
semelhantes, com perfil alongado, atingindo 100%ithécdo somente com 60 ou 1RQ.
Todos os extratos de propolis foram preparadosmhesf idéntica (item 3.5.3), de forma que
os resultados dos testes como antioxidante deveprggorcionais ao conteudo quimico de

quantidades iguais de cada amostra.
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Figura 29 —Cinética da reacéo entre o radical DPPH e ostestde prépolis regionais ADI, WS-3 e RS-2 e
de prépolis verde PG12 nas aliquotas de 20, 36, BIDpL.

Considerando mais uma vez os resultados das esmatisr CLAE das quatro
amostras de propolis ADI, WS-3, RS-2 e PG12, dado$abela 12, observa-se que as seis
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substancias polares presentes nestas amostraoenampos de retencdo de 4,17 e 22,86
minutos, incluindo os acidos caféicpscumarico e ferulico, aparecem em proporcdes
individuais abaixo de 5,0%, e totalizam entre 16,45,6% nos extratos. Assim, pode-se
esperar que estes componentes ndo sejam os reggensa diferencas importantes entre
as atividades antioxidantes medidas nos extratos.

Por outro lado, entre as trés substancias mendarepp foram observadas
porcentagens similares entre os picos em 64,01tosnde 8,59% a 10,22%) e em 77,35
minutos, mas uma variacdo grande no contetdo @gilata C (de 1,88% a 13,25%).
Considerando a baixa influéncia relativa da cristodre a atividade antioxidante em
comparacdo com a artepilina C (KUMAZAWA; HAMASAKANAKAYAMA, 2004),
pode-se concluir que este acido fendlico diprenilad o principal responsavel pelo
desempenho da prépolis PG12 neste teste. No enwiogervou-se que as amostras de
prépolis regionais apresentaram valores de porgensade artepilina C que ndo tem uma
relacéo direta com os resultados dos testes amiotds: 6,08% em WS-3, 4,68% em RS-2
e apenas 1,88% em ADI.

A apigenina, ausente nesta amostra de PG12 enpgremm até 3,96% nas prépolis
regionais, também tem uma baixa influéncia relasiobre a atividade antioxidante destes
extratos (KUMAZAWA; HAMASAKA; NAKAYAMA, 2004). Assim, parece provavel que
o flavondide nao identificado nas amostras de pi®pegionais Xmax 365 nm, 42,96 min)
seja o principal responsavel pelas fortes atividealgioxidantes dos extratos de propolis
regionais. WS-3 apresenta 6,08% de artepilina @osida metade do que a PG12, mas isto
seria compensado pela presenca de 17,85% do flaoat questdo, elevando a atividade
antioxidante. A amostra ADI apresenta uma cin&emelhante a WS-3, tendo seu baixo
conteudo em artepilina C (1,88%) compensado pelds3% do flavondide néao
identificado. E a amostra RS-2, com 4,68% de dimeplC e apenas 11,85% do suposto
flavonoide, acaba apresentando uma cinética difeidas outras duas amostras de prépolis
regionais, e mais parecida a PG12.

4.5 Conclusdes
— Os altos rendimentos dos 6leos essenciais obfiglpéantas crescendo espontaneamente,

as baixas razdes monoterpenos/sesquiterpenos kaaspeoporcdes dos sesquiterpenos

oxigenados, especialmentg){nerolidol e espatulenol, sdo as principais car&ticas do
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Oleo essencial das folhas @ dracunculifolia dos Campos Gerais do Parana, quando

coletada em condicdo de baixa disponibilidade da.ag

— A composicdo do 6leo essencial encontrada aquier@iopriedades desejaveis sob o

ponto de vista comercial.

— Foram identificados o flavondide rutinB2f em ambos os extratos Bedracunculifolia
e, pela primeira vez, num extrato Bleuncinella. Também é inédita a identificagdo do &cido
ferdlico 22) emB. uncinella (2,5%) e enB. semiserrata (7,5%).

— Acidos aromaticos livres estdo presentes nos drisatos deB. dracunculifolia,
aparecendo o acido fertlico como um dos principaisponentes (B§ 8,4 -3 14,1%); os
acidos caféicoQl) (Bd ¢ 4,5 — Bdd 4,8%) ep-cumarico 23) (presente apenas em Bd-

6,0%) foram detectados em menores proporcgoes.

— Esta confirmada a co-ocorréncia de compostos itmsdmajoritarios de natureza polar
nos extratos metandlicos das trés espécies vege@déndo, sendo muito provavel tratar-se

de ésteres do acido quinico.

— As propolis regionais tém caracteristicas quimgasis muito similares ao padrao de
propolis verde PG12 utilizado, sendo garantido quesua origem vegetal &.

dracunculifolia.

— Os extratos de prépolis regionais ADI, WS-3 e R8gesentaram um flavondide
diferente que néo foi identificado. Este supostedhdide mostra claramente a existéncia de
uma co-relacdo quimica entreBa dracunculifolia da regido dos Campos Gerais e as
amostras de propolis.

— Todas as amostras de prépolis utilizadas apresem&xcelente atividade antioxidante.

4.6 Perspectivas para este trabalho

Os resultados do presente estudo mostram que &indgortante pesquisar 0s

metabolitos secundarios produzidos por esta espégietal crescendm natura nos mais
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diferentes ambientes. O estudo das variagbes ngpasicdo do Oleo essencial d
dracunculifolia ao longo do ano, com avaliagdo continua dos sfgjte a disponibilidade
de agua tem sobre o metabolismo. O uso de técdeasedida da disponibilidade real de
agua, como as obtidas com a Camara de Pressdo hi#ar®ter poderiam trazer
contribuicbes importantes no esclarecimento sobmgapel da agua na acumulacdo de
compostos volateis.

Outra perspectiva importante apontada por esteall@ab € o isolamento e a
identificagdo das substancias polares contidas extsatos metandlicos d8accharis
dracunculifolia, B. uncinella e B. semiserrata, da mesma forma que o isolamento e
identificacdo do suposto flavondidax 365 nm, 42,96 min) presente nos extratos de
prépolis e déB. dracunculifolia regionais.

Os resultados deste trabalho séo colocados, ¢iesalelisposicdo da comunidade de
apicultores da Regido dos Campos Gerais como untomamcial a caminho do

reconhecimento dos valores da propolis regional.
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