K UEM==
30°EAIC
10°EAICE

30° Encontro Anual de Iniciagao Cientifica
10° Encontro Anual de Iniciagao Cientifica Junior

T e 12 de novembro de
2021

ESTUDO METABOLOMICO DE DIFERENTES PROPOLIS AMAZONIC OS POR
UHPLC-MS/MS E MOLECULAR NETWORKING

Beatriz Paes Silva (PIBIC/CNPqg/FA/UEM), Eduardo J. Pilau (Orientador), e-mail:
ral07367@uem.br

Universidade Estadual de Maringd/ Departamento de Quimica/ Maringa, PR.
Centro de Ciéncias Exatas e da Terra/Maringa, PR

Quimica / Quimica Analitica
Palavras-chave: Propolis, Amazonia, UHPLC-QTOF-MS/MS.
Resumo

A propolis, do grego “defesa da cidade”, € um material resinoso obtido de exsudatos
de cascas e diversos tecidos vegetais. Muitos compostos ja foram identificados de
amostras distintas da prépolis. Entretanto, sdo poucos os estudos sobre a propolis
amazonense. O objetivo deste trabalho foi analisar as composi¢fes quimicas de
diferentes extratos de propolis obtidos de colénias de abelhas com e sem ferréo,
utilizando cromatografia liquida de ultra alta performance acoplada a espectrometria
de massas de alta resolucdo (UHPLC- MS/MS) e a ferramenta de Molecular
Networking. Apds fazer os calculos para verificacdo da exatiddo de massa (erro) e o
afrontamento manual dos espectros de massa das amostras com dados disponiveis
na literatura foram identificados 69 compostos, nas quatro amostras estudadas, com
erro menor a 10 ppm. Dos compostos identificados, 55 estdo presentes no extrato
de prépolis formulado com etanol 70%, (EPP,), 34 foram extraidos com alcool de
cereais (EPAC), 14 compostos foi encontrado na solucdo aquosa 1 (EPAQ 1) e 22
na solugcéo aquosa 2 (EPAQ 2).

Introducgao

A prépolis, do grego “defesa da cidade”, € um material resinoso obtido de exsudatos
de cascas e diversos tecidos vegetais. Mais de 300 compostos diferentes ja foram
identificados em amostras distintas da propolis (WAGH, 2013). Contudo, séo poucos
0os estudos da composi¢cdo quimica da propolis provinda da regido amazonica,
menores ainda sdo os estudos que compara e diferencia a propolis produzidas por
abelhas tipicas da regido, sendo a maioria dos trabalhos mundiais voltados apenas a
uma espécie de abelha, Apis mellifera (SILVA, 2013).

Devido a sua diversidade quimica, quantidade de compostos presentes e a
concentracdo de cada um, a caracterizacdo fidedigna e completa do extrato de
propolis € uma tarefa dificil para os métodos analiticos convencionais, sendo
necessaria a utilizacdo de equipamentos mais sofisticados, como o espectrémetro
de massas. As informagdes obtidas com os MS podem ser tratadas a fim de se fazer
uma anélise por metabolémica (ALONSO, MARSAL e JULIA, 2015).
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O objetivo deste trabalho foi analisar as composi¢cdes quimicas de diferentes
extratos, por meio da cromatografia liquida de ultra alta performance acoplada a

espectrometria de massas de alta resolucdo (UHPLC- MS/MS) e a ferramenta de
Molecular Networking.

Materiais e métodos

As amostras da propolis amazoénica foram fornecidas pela Profa Dra Adriana Flach,
do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Roraima. Foram quatro
extratos da propolis com composicdes distintas. A primeira era formulada com alcool
de cereais (EPAC), a segunda formulada com etanol 70% (EEP) e a terceira e a
guarta sdo formula¢des aquosas (EPAQ 1 e 2), sendo que na primeira foi utilizado
agua em temperatura ambiente e na segunda agua aquecida a 40°C.

Para cada amostra, foram retirados dois microtubos estéreis contendo 100 mg do
material vegetal homogeneizado cada, que foram incorporados a uma solucdo
extratora composta por Cloroférmio, Metanol e Agua, 3:1:1 (v/v/v). A mistura foi
submetida a agitagcdo em vortex por 10 s e ultrassom com banho de gelo por 20
minutos. Apos filtragem com filtro de seringa com membrana de PTFE hidrofébico
0,22 um o solvente foi evaporado com fluxo de nitrogénio. As amostras foram
ressuspensas em Acetonitrila e Agua 1:1 (v/v) para analise em UHPLC-MS/MS.
Foram injetados 0,2 puL dos extratos em UHPLC com coluna C18 acoplado a um
espectrometro de massas do tipo Q-TOF com fonte de electrospray operando no
modo positivo. Para a separacdo cromatografica foi utilizada como fase mével uma
mistura de solventes em gradiente, em que o solvente A utilizado foi Agua
acidificada com Acido Férmico a 0,1% (v/v) e o solvente B por Acetonitrila acidificada
com Acido Férmico a 0,1% (v/v). A mistura de gradiente dos solventes A e B foi
como segue: 5% B 0-1 min, 70% B 1-10 min, 98% B 12-15 min e mantida a 5% de B
16-20 min a 40°C, sendo os quatro minutos finais destinados a reconstituicdo da
coluna para a proxima analise.

Os espectros de massas obtidos foram pré-processados e organizados em formato
matricial utilizando o software ProfileAnalysis. A Analise de Componentes Principais
foi feita através do software MATLAB R2007b e pacote de ferramentas
computacionais do PLS-Toolbox.

A identificacdo putativa dos ions de interesse foi realizada a partir do calculo do erro
de massa em conjunto com a comparacgao entre o padrao de fragmentacao obtido e
o descrito na literatura.

Resultados e Discussao

O mapa quimico gerado foi visualizado com o auxilio do software Cytoscape 2.8
(Figura 1). As amostras foram divididas em grupos para facilitar a montagem. Sendo
eles: grupo 1 (G1, vermelho) para os dados pertencentes as amostras de EtOH
70%, grupo 2 (G2, azul claro) referente as amostras do EPAC, grupo 3 (G3, azul
escuro) para as amostras de formulagdo aquosa 1 (EPAQ 1) e o grupo 4 (G4, verde)
para amostras EPAQ 2. Os bancos de dados espectrais disponiveis no GNPS
promoveram a selecdo de 156 compostos, com provavel identificagdo, pertencentes
as quatro amostras.
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Figura 1. Mapa quimico gerado com as quatro amostras da propolis. A cor vermelha corresponde ao
grupo 1 (EEP), azul claro ao grupo 2 (EPAC), azul escuro ao grupo 3 (EPAQ 1) e verde ao grupo 4
(EPAQ 2).

Ap6s fazer os calculos para verificacdo da exatiddo de massa (erro) e o
afrontamento manual dos espectros de massa das amostras com dados disponiveis
na literatura foram identificados 69 compostos, nas quatro amostras estudadas, com
erro menor a 10 ppm. Dos compostos identificados, 55 estdo presentes no extrato
de prépolis formulado com etanol 70%, (EPP), 34 foram extraidos com alcool de
cereais (EPAC), 14 compostos foi encontrado na solugdo aquosa 1 (EPAQ 1) e 22
na solucdo aquosa 2 (EPAQ 2). Como a formulacdo com etanol 70% conseguiu
extrair mais compostos que as demais formulacdes, podemos considera-la a mais
eficiente. Dentre os compostos identificados, podemos ressaltar: alcaloides, ésteres,
terpenos, aminoacidos, acidos fendlicos, dentre outros grupos. Estes resultados
corroboram com os achados de Rivera-Yafiez e colaboradores (2020).

Conclusodes

Considerando a gama de composto bioativos identificado na propolis amaz6nica,
podemos concluir que ela pode agir como: anti obesogénico, anti-glicémico, contra a
depressao, antibacteriano, anti-inflamatério, antioxidante, dentre outras. Contudo, os
dados obtidos sdo apenas de carater exploratério sendo necessario mais pesquisa
para estimar a concentracdo de cada composto na propolis, a sua biodisponibilidade
e a sua eficacia de fato no organismo perante uma patologia.
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