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RESUMO

O auxilio terapéutico exercido pelas propolis de abelhas Apis mellifera é conhecido
desde tempos imemoriais e suas propriedades tém sido amplamente estudadas.
Contudo, as propolis produzidas por abelhas sem ferrdo foram ainda pouco
investigadas. Desta forma, este trabalho se propds a avaliar algumas caracteristicas
quimicas e atividades bioldgicas de propolis de abelhas sem ferrdo da espécie
Frieseomelitta varia obtidas em épocas e locais diferentes. Para tanto, obtiveram-se
extratos etandlicos de propolis coletadas na regido de Alfenas-MG (Fvl, Fv2 e FVA),
os quais foram avaliados quanto ao perfil de absorcéo da luz UV visivel, composicéo
por flavonoides (com base em quercetina), compostos fendélicos (com base em acido
galico) e perfil quimico por cromatografia em camada delgada (CCD).
Adicionalmente, Fvl, Fv2 e FVA foram submetidos a testes in vitro que analisaram
suas atividades antimicrobiana, antioxidante e antiproliferativa. O espectro de
absorcdo da luz UV visivel apresentou picos caracteristicos de fendlicos e
flavonoides e os testes quantitativos mostraram baixos valores destes compostos
fitoquimicos. A CCD, por sua vez, revelou a presenca de terpenoides em todas as
amostras. Quanto as propriedades bioldgicas, verificou-se baixa atividade
antioxidante. As atividades antimicrobiana e antiproliferativa, no entanto, foram
bastante relevantes. A amostra Fvl mostrou capacidade para inibir totalmente o
crescimento de células de cancer de ovario multirresistente a drogas em uma
concentracdo de 7,6pg/mL, valor inferior ao necessario do padrdo Doxorrubicina
para inibir esta mesma linhagem celular. Nos testes de atividade antimicrobiana, Fvl
também se destacou por sua acéo bactericida sobre Streptococcus agalactiae em
concentracdo contida entre 15,62-31,25ug/mL, valor também inferior ao obtido com
0 padrdo Cloranfenicol. Os resultados encontrados nesta pesquisa evidenciam o
grande potencial biolégico das prépolis de Frieseomelitta varia, que pode se
modificar conforme local e época de coleta.

Palavras-chave: Frieseomelitta varia, antimicrobiana, antiproliferativa, antioxidante,
flavonoides, compostos fendlicos.



ABSTRACT

The therapeutic aid exercised by propolis of honeybee Apis mellifera is known since
immemorial times and their properties have been widely studied. However, the
stingless bee propolis has been little investigated. In this way, this work proposed to
assess some chemical characteristics and biological activities of propolis produced
by Frieseomelitta varia stingless bees. The samples (Fvl, Fv2 and FvA) were
obtained in different times and places in the city of Alfenas-MG. Extraction were
made with them in ethanol and the resultant extracts were submitted to some
evaluations: UV-visible absorption profile, composition by flavonoids (quercetin),
phenolic compounds (based on Gallic acid) and chemical profile by thin-layer
chromatography (TLC). Additionally, Fvl Fv2 and FvVA were examined by in vitro
biological assays, such as antimicrobial, antioxidant and antiproliferative activities.
The absorption spectrum of UV-visible light showed characteristic peaks of phenolic
compounds and flavonoids, on the other hand, the quantitative tests showed low
values of these phytochemicals. The TLC result revealed the presence of
terpenoides in all the samples. With regard to biological properties, low antioxidant
activity was found. However, the antimicrobial and antiproliferative results, were quite
relevant. The sample Fvl showed ability to inhibit fully the growth of ovarian cancer
cells resistant to drugs at a concentration of 7.6ug/mL, below the required value of
the standard Doxorubicin to inhibit this same cell line. In the antimicrobial assays,
Fvl also stood out for its bactericidal action on Streptococcus agalactiae in
concentration contained between 15.62 -31.25ug/mL, also lower than the value
obtained with the standard Chloramphenicol. The results found in this research show
the great biological properties of Frieseomelitta varia propolis, which can change

according to location and time of collection.

Keywords: Frieseomelitta varia, antimicrobial, antioxidant, antiproliferative,
flavonoids, phenolic compounds.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais vém sendo utilizados no tratamento de diversas doencgas
desde tempos remotos e isto ocorre pelo conhecimento popular de seus beneficios
para o organismo. A Organizacdo Mundial da Saude valoriza o uso tradicional de
produtos provenientes da biodiversidade, reconhecendo que 0 mesmo constitui um
importante instrumento na descoberta de novos medicamentos para o combate de
doencas que assolam as populacdes dos paises em desenvolvimento (BRASIL,
2012).

Considerando que o Brasil se enquadra nesta realidade e possui uma vasta
biodiversidade ainda pouco investigada, fazem-se necessarios estudos de
bioprospecc¢édo mais amplos. Acerca da importancia dos mesmos, dados mostraram
gue para se tratarem as doencas que assolam a humanidade, entre os anos de 1981
e 2010, 59,6% dos medicamentos aprovados eram de origem natural (CRAGG et al,
2012). Assim, os paises detentores de grande biodiversidade podem ter sua riqueza
natural explorada e, desta forma, entrarem em mercados bilionérios.

Estes fatores séo relevantes, ainda que sejam necessarios para isto muitos
anos de pesquisa com 0s produtos naturais até que seja possivel a producao e
comercializacdo de medicamentos com eficacia e seguranca comprovadas. Porém,
esta busca também permite um retorno favoravel a sociedade de uma forma mais
imediata, pois constitui uma maneira potencial de se resgatar o cultivo familiar
destes produtos, ou até mesmo |Ihes agregar valor.

Entre os recursos naturais inseridos neste contexto, considera-se a propolis
uma fonte promissora (SFORCIN; BANKOVA, 2011). Isto se confirma por estudos
etnofarmacologicos, que demonstram a utilizagdo da mesma em tratamentos de
varias enfermidades desde a antiguidade (TRUSHEVA et al, 2006; XUAN, 2011).
Sobre isto, tém-se relatos de seu uso em feridas, queimaduras, dores de garganta,
gastrites, Ulceras estomacais, entre outros. Além destes empregos provenientes do
conhecimento popular, comprovacdes cientificas de atividades biologicas, como anti-

inflamatoria, antioxidante, citostatica, antiproliferativa, citotoxica, hepatoprotecédo e
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antimicrobiana (BANKOVA, 2005; BANKOVA; POPOVA, 2007; SFORCIN;
BANKOVA, 2011), também tem ocorrido.

As referidas atividades exercidas pelas propolis, e muitas outras além destas,
estdo relacionadas com a sua composi¢cdo. Como se sabe, a sua complexidade
quimica estd diretamente ligada a vegetacdo que comp®de o habitat das abelhas.
Conforme as condi¢cdes climaticas, variacdo botanica e localizacdo geografica,
diferencas podem ocorrer na constituicdo quimica das prépolis (GULCIN et al, 2010).

Algumas vezes, esta variacao pode ser somente quantitativa, ndo diferindo as
classes fitoquimicas nelas presentes (MIGUEL et al, 2010). Entretanto, contrapondo
este cenario, ha trabalhos cientificos que relatam a inexisténcia de discrepancias em
algumas atividades biologicas quando as propolis sdo de origens geograficas
diferentes (FERNANDES JUNIOR et al, 2001). Com isto, percebe-se a importancia
de se estudar de forma aprofundada cada realidade, pois este contexto pode variar
muito.

A respeito disso, muitas pesquisas sobre as atividades biologicas e
composicdo quimica das propolis vem sendo realizadas. No entanto, a grande
maioria foi desenvolvida com aquelas produzidas por Apis mellifera, espécie de
abelhas mais conhecidas e cujos produtos sdo amplamente utilizados. Assim,
podem-se inserir neste contexto as prépolis produzidas por abelhas sem ferréo,
fonte natural ainda pouco estudada (BANKOVA; CASTRO; MARCUCCI, 2000;
MICHENER, 2007).

Estas abelhas sdo pertencentes a tribo Meliponini, e por isso também sao
denominadas “meliponineos”. No Brasil, elas sdo responsaveis por cerca de 60 a
90% da polinizagéo, conforme o ambiente onde estédo inseridas (MICHENER, 2007).
Do ponto de vista econdmico, as abelhas sem ferrdo sdo importantes na producao
de mel e outros produtos, e embora essa producdo seja em quantidade inferior & de
Apis mellifera, € considerada de 6tima qualidade. Assim, esses produtos tém um alto
valor agregado, sendo responsaveis por uma consideravel fatia do faturamento do
segmento apicola, ou meliponicola (GONCALVES, 2010).

Tendo em vista a contribuicdo do conhecimento sobre esta fonte diversa de
prépolis, Bankova e Popova (2007) afirmam que frequentes estudos tém sido
realizados comparando-se os produtos de abelhas meliferas e meliponineos, ambos
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coletados de uma mesma localizagdo. Os dados obtidos nestes estudos muitas
vezes mostraram que 0s recursos utilizados por Apis mellifera e as abelhas sem
ferrdo ndo sao os mesmos, levando a diferentes atividades bioldgicas exercidas pelo
mel e propolis produzidas por elas.

Desta forma, pode-se perceber a necessidade de estudos complementares
para elucidar as propriedades das propolis de meliponineos provenientes de
diferentes localidades. Muito ja se tem melhorado neste seguimento, no entanto,
Frieseomelitta varia constitui uma espécie cujos produtos, mel e propolis, ndo foram
ainda amplamente investigados. Desta forma, este trabalho se propds a avaliar as
atividades bioldgicas e alguns aspectos quimicos das propolis produzidas por esta

espécie de abelha.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Propolis

A palavra propolis (do grego pro - “em defesa de” - e polis - “cidade”) reflete a
sua importancia para as abelhas. E usada para manter asséptico o ambiente perto
de seus ninhos (SAWAYA, 2004). E depositada na entrada das colmeias para fechar
as suas frestas e reduzir a entrada de vento frio, bem como de inimigos naturais
como fungos e bactérias. Dentro das colmeias, € usada para embalsamar insetos
invasores que sao mortos e ndo podem ser retirados, pois desta forma se evita a
decomposicdo dos mesmos (CASTALDO; CAPASSO, 2002; CAMILO, 2008;
TEIXEIRA et al, 2008). Também é utilizada como material de constru¢do no interior
da colmeia, soldando favos e envernizando o interior dos alvéolos para a postura da
abelha rainha (SALOMAO et al, 2004).

E constituida de um material resinoso, cuja cor geralmente é creme, amarela,
verde, marrom claro ou escuro. Quando colhida, denominada em tal momento como
propolis bruta, é constituida de cerca de 50% de resinas vegetais, 30% de cera de
abelha, 10% de Oleos essenciais, 5% de poélen e 5% de detritos de madeira e terra
(CAMILO, 2008). A composicado da propolis pode ser extremamente complexa e
variar muito, mas sabe-se que 0s constituintes mais importantes sao a cera, a resina
vegetal e compostos volateis (MENEZES, 2005).

Para a sua producao, as abelhas coletam exsudatos dos tecidos vegetais e
estas fontes podem ser de diversas naturezas, como material lipofilico nas folhas,
mucilagens, gomas, resinas, entre outros. Estes compostos ainda podem ser
misturados com cera, enzimas das abelhas, polen e acucares (SFORCIN;
BANKOVA, 2011), gerando a composicéao final complexa citada anteriormente.

Geralmente, estes materiais sao recolhidos das plantas que se encontram nas
proximidades das colmeias. Uma vez que as caracteristicas do local onde esta fonte
vegetal esta situada influencia na sua composicao fitoquimica, consequentemente, a

localizacdo das colmeias pode afetar diretamente na composi¢ao final da propolis.
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Como consequéncia desta variabilidade na constituicdo quimica, diferencas nas
propriedades biolégicas também podem ocorrer (SALATINO et al, 2005; CAMILO,
2008).

Sobre isto, a literatura mostra que muitas das resinas coletadas pelas abelhas
possuem atividade contra uma grande variedade de patdgenos humanos e animais
(SALOMAO et al, 2004). Entretanto, é importante estudar as propolis e ndo somente
as resinas, ainda que estas componham aquelas. Isto se justifica, pois as abelhas
modificam a composicao original das resinas. Quando produzem as propolis, elas
secretam enzimas que hidrolisam compostos inicialmente presentes nas resinas
(SILVA et al, 2011). Exemplo disso sdo as B-glicosidases secretadas pelas abelhas,
qgue hidrolisam flavonoides heterosideos em agliconas, que muitas vezes, resultam
em aumento do seu potencial farmacoldgico (BONVEHI; GUTIERREZ, 2011).

Sobre as suas formas de apresentacédo, a propolis pode ser distribuida como
produto puro, apenas retirando-se a cera. H& ainda a possibilidade de ser
comercializada na forma de capsulas (isolada ou combinada), como extrato
(hidroalcodlico ou glicélico), como antisséptico bucal (combinado com melissa),
como pastilhas para garganta, cremes e em forma de p6. Também pode ser usada
em cosméticos e como constituinte de alimentos considerados saudaveis
(CASTALDO; CAPASSO, 2002).

2.2 Abelhas sem ferrdo

As abelhas da subfamilia Meliponinae, denominadas abelhas sem ferrdo ou
meliponineos, apresentam distribuicdo pantropical, mas também podem ser
encontradas em regides subtropicais. S&o descritas mais de 400 espécies contidas
em 50 géneros, sendo que mais de 300 espécies pertencentes a 30 géneros sao
encontradas nas Américas (MICHENER, 2007).

Constituem polinizadores nativos de angiospermas nos tropicos, consideradas
também excelentes agentes polinizadores de emprego nas plantagbes em estufas
(MENEZES, 2005; CAMILO, 2008). S&o insetos eussociais e se caracterizam
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principalmente por terem seu ferrdo de tamanho reduzido (SERRA, 2009). Incluem
abelhas pequenas e médias (2 mm a 1,5 cm) com um nivel de organizacao
semelhante ao das abelhas Apis mellifera (CAMILO, 2008).

Os meliponineos fazem seus ninhos nos mais diversos locais, como ocos de
arvores e de cipds, fendas de paredes e de rochas, em ninhos de térmitas ou
formigas, em ninhos abandonados de aves ou ninhos livres e em cavidades
subterraneas. Eles sdo muito peculiares e, por meio da estrutura construida nas
suas entradas, pode-se fazer a identificacdo da espécie ali presente (CAMILO, 2008;
SERRA, 2009).

Especificamente sobre as abelhas do género Frieseomelitta, pertencentes a
tribo Trigonini, sabe-se que 0s ninhos sdo construidos em buracos apodrecidos de
troncos de arvores ou em algum pequeno espaco que lhes forneca protecédo
suficiente. O orificio do ninho por onde passam geralmente € de 0,3 a 0,5 cm de
diametro, permitindo a entrada ou saida de somente uma abelha por vez (Figura 1).
Seus enxames ndo possuem abelhas guardas para proteger a entrada de seus
ninhos e, por esta razdo, elas espalham uma resina adesiva em volta da abertura, a
fim de prevenir que algum inseto adentre a colmeia (PATRICIO, 2002).

As abelhas do género Frieseomelitta possuem tibias grandes e achatadas no
seu terceiro par de pernas, com rastelo e corbicula pouco desenvolvidos (Figura 2)
(MICHENER, 2007). As abelhas operérias carregam resinas de plantas e, de forma
especifica nas espécies de Frieseomelitta, essas resinas ajudam a manter os graos
de pdlen junto da corbicula que, por serem pouco desenvolvidas, possuem apenas
poucos pelos para captar e ligar o polen (PATRICIO, 2002).

A compreensdo do padrdao de sua distribuicdo e abundancia é considerada
importante para que se desenvolvam estratégias de conservacgao, a fim de reduzir os
efeitos da fragmentacdo de habitats sobre a estrutura genética e ecoldgica de
populac6es de meliponineos (SERRA, 2009). Os conhecimentos a respeito disto sdo
bem estudados em formigas e Apis mellifera. Entretanto, em abelhas sem ferréo,
ainda sé&o escassos.

Neste sentido, 0 que se sabe sobre o0 género Frieseomelitta (lhering, 1912) é
qgue sua distribuicdo no Brasil se inicia nos estados do Sudeste e se estende para

outros estados. O género € composto, ao todo, por 16 espécies. Destas, 10 estédo
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presentes no Brasil, a se citar, F. dispar, F. doederleini, F. flavicornis, F. francoi, F.
languida, F. longipes, F. portoi, F. silvestrii, F. trichocerata e F. varia (GONCALVES,
2010).

Singularmente, a espécie Frieseomelitta varia apresenta vasta distribuicao
geografica, cobrindo os estados brasileiros da Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo,
Goias, Tocantins, Mato Grosso e alcancando a regido central da Bolivia, como se
pode observar na Figura 3 (GONCALVES, 2010).

As diversas espécies de Frieseomelitta tém sido registradas em estudos
realizados em florestas tropicais Umidas, savanas tropicais (cerrado) e florestas
secas (caatinga). Entretanto, elas ndo foram encontradas em areas mais ao sul do
pais, provavelmente devido a sua intolerancia a climas frios (TEIXEIRA; OLIVEIRA,;
VIANA, 2007).

Figura 1 - Entrada de ninhos da abelha Frieseomelitta varia.
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Figura 2 - Fotos de abelha operéaria da espécie Frieseomelitta varia.

Fonte: FRIESEOMELITTA VARIA (2011), com modificagdes.
Nota: vista frontal (A), vista lateral (B), asas (C) e perna posterior (D). Na tibia (em suas
patas traseiras) esta localizada a corbicula, conforme indicado por seta (D).

Com relacéo as fontes vegetais utilizadas pelas abelhas, a resina contida na
propolis é coletada das plantas proximas ao local que habitam. Sobre as abelhas
Apis mellifera, sabe-se que o espectro de voo abrange um raio de cerca de 4-5 km
em torno da colmeia, locais estes em que as abelhas coletam pélen e néctar para
sua alimentacdo e obtém resina para a constituicdo da prépolis. Ndo séo conhecidos
os fatores que direcionam a preferéncia das abelhas por uma determinada fonte
vegetal, porém relatos demonstram que elas séo seletivas nesta coleta (MENEZES,
2005).

Acerca das abelhas Frieseomelitta sp, um estudo permitiu afirmar que o uso
de recursos florais observado entre suas espécies poderiam ser relatados como
semelhancas e discrepancias encontradas entre biomas, principalmente caatinga e
cerrado e as interagBes ecoldgicas entre as populacdes presentes em cada bioma.
(TEIXEIRA; OLIVEIRIA; VIANA, 2007).
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Figura 3 - Distribuicdo geografica das abelhas Frieseomelitta varia.

HUSACHYD
o A all

Fonte: GONCALVES, 2010.
Nota: area de cor cinza escuro destacada no mapa, que se estende das regifes sudeste e
nordeste do Brasil até a Bolivia.

2.3 Composicao quimica de propolis

Conforme exposto anteriormente, as propolis sdo misturas de substancias
que as abelhas coletam dos recursos florais que se encontram nas proximidades
das colmeias, portanto, sua constituicdo costuma ser bastante complexa. Desta
forma, mais de 300 compostos ja foram relatados como seus constituintes, entre
eles os polifendis (flavonoides, acidos fendlicos e seus ésteres), terpenoides,
esteroides e aminoacidos (MIGUEL et al, 2010).

Nas regides temperadas, Populus nigra costuma ser a fonte vegetal mais
comumente utilizada pelas abelhas (TEIXEIRA et al, 2008). Dudonné et al (2011),
trabalhando com extrato desta planta, encontraram acidos fendlicos (acidos cafeico,
p-cumarico, felarico, isofelurico, di-o-metilcafeico e cinamico) e flavonoides
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(pinobankisina, pinobankisina 5-metil-éter e pinocembrina), dispostos nas Figuras 4

e 5, respectivamente.

Figura 4 - Acidos fenélicos identificados em extrato de Populus nigra, fonte vegetal
comumente utilizada por abelhas Apis mellifera europeia na producao de propolis.

Acidos fenélicos

Denominagao Substituinte
Acido cafeico 3,4 -OH

Acido para-cumarico |4 -OH

Acido feltrico 3 -OCH;, 4 -OH
Acido isofelurico 3 -OH, 4 -OCH,
Acido di-o-metilcafeico | 5,4 -OCH,
Acido cindmico -

Fonte: DUDONNE et al (2011), adaptado.

Barbaric et al (2011) pesquisaram a composi¢cdo quimica de propolis da
Macedobnia, Bosnia e Herzegovina e também encontraram acidos fendlicos (acido
felarico e p-cumérico) e flavonoides (galangina, pinocembrina, pinocembrina-7-
metilester, crisina, apigenina e kaempferol).

Na Grécia, foram encontrados diversos compostos quimicos (vanilina, acido
cindmico, acido p-hidroxibenzoico, acido p-hidroxifenilacético, acido vanilico, acido
homovanilico, acido o-cumarico, acido 3,4-dihidroxifenilacético, acido siringico, acido
p-cumarico, acido galico, acido fellrico, acido cafeico, acido sinapico, resveratrol,
crisina, epicatequina, naringenina, catequina, genisteina, kaempferol, &cido
clorogénico, quercetina, miricetina, acido abiético, acido isopimarico, pinocembrina,

pinobankisina, pinobankisina-o-acetato, apigenina, entre outros)
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(KALOGEROPOULOS et al, 2009). Algumas das estruturas quimicas destes

compostos estdo dispostas nas Figuras 6 e 7.

Figura 5 - Flavonoides identificados em extrato de Populus nigra, fonte vegetal
comumente utilizada por abelhas Apis mellifera europeia na producéo de propolis.

Flavonoides

Denominacgao Substituinte
Pinobankisina 3,57 -OH
Pinobankisina 5-metil-éter |37 -OH, s -OCH,
Pinocembrina 5,7 -OH

Fonte: DUDONNE et al (2011).
Nota: As letras “A”, “B” e “C” indicam as denominacbes dos anéis do nucleo basico de
flavonoides.

Como se pode notar, as propolis europeias geralmente sdo constituidas de
muitos compostos fendlicos, sobretudo, flavonoides. Nas prépolis tropicais, estes
também séo detectados, mas outras classes quimicas, como terpenoides tém sido
identificados com frequéncia.

As propolis brasileiras produzidas por Apis mellifera foram classificadas em 13
tipos segundo seu perfil quimico (Silva et al, 2008). Entre estas, Park, Alencar e
Aguiar (2002) analisaram a composicéo quimica das propolis dos grupos 3,6 e 12 e
encontraram alguns destes compostos fendlicos detectados em propolis europeias
(acido cumarico, acido felarico, kaempferol, apigenina, acido cafeico, pinocembrina,
galangina, pinobankisina 3-acetato, crisina). No entanto, detectaram também uma

série de compostos arométicos, terpenoides e ésteres de acidos graxos. Na propolis



23

vermelha, proveniente da regido nordeste do Brasil, foram encontrados
principalmente flavonoides (rutina, liquiritigenina, daidzeina, pinobankisina,
quercetina, luteolina, dalbergina, isoliquiritigenina, formononetina, pinocembrina,
pinobankisina-3-acetato, biochanina) (DAUGSCH et al, 2008).

Figura 6 - Estruturas quimicas de alguns flavonoides comumente encontrados em
propolis.

Apigenina Crisina Canferol

"'Ox@[‘) HO l o ‘

oH O OH 0O

Pinocembrina Naringenina

Fonte: CABRAL (2008).
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Figura 7 - Estruturas quimicas de alguns compostos fendlicos comumente
encontrados em propolis.

O

0 OH 0 OH
i /LOH
I
HO oH H,CO HO
OH OH

OCH,

Acido Galico Acido Vanilico Acido Ferulico
. COOH o f’ ]
HO Ho” R
aH
Acido p-cumérico Acido cafeico fenetil éster - CAPE

0. _OH
HO ~. LCOOH
HO JH

Acido Caféico Acido Siringico

Fonte: CABRAL (2008).

Analisando 6leos essenciais obtidos a partir de propolis brasileira, Oliveira et
al (2010) encontraram B-pineno, limoneno, acetofenona, linalool, nonanal, metil
hidroxicinamato, etil-hidroxicinamato, a-ylangeno, a-copaeno, [-cariofileno, vy-
elemeno, a-cariofileno, y-muroleno, y-cadineno, &-cadineno.

Em relacéo as propolis de abelhas sem ferrdo, Leonhardt, Schmitt e Blithgen
(2011) avaliaram a composi¢cdo quimica das resinas usadas por varias espécies

destas abelhas e, como resultado, obtiveram varios terpenoides (mono, sesqui, di e
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triterpenos). Esta classe quimica € constituida por estruturas quimicas que possuem
como molécula fundamental o isopreno (Figura 8). A condensacdo de isoprenos
(Figura 9), entdo, forma as diferentes classes (monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos, triterpenos), conforme o numero de unidades que se ligam (2, 3, 4, 6)
(SIMOES; SPITZER, 2007).

Figura 8 - Estrutura quimica do isopreno e de alguns monoterpenos.

|
) ) éé |
R N
SN

Limoneno a-pineno B-pineno {sopreno

= = i
s
/
o-terpinens B-mirceno trans-o-0cimeno
-
= [ P2
I |
Z-B-ocimens E-B-ocimens

Fonte: NUNES; PEREIRA; ANDRADE (2000), adaptado.
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Figura 9 - Formacdo cabeca-cauda dos esqueletos carbonados dos compostos
mono e sesquiterpenos.

f
1 o7 ™~

|
OM PP

l | l |

OH

monoterpenos sesquiterpenos diterpenos triterpenos
esteroides
O cabega &) caude

Fonte: SIMOES; SPITZER (2007), adaptado.

2.4 Atividades biologicas

Atualmente, os extratos de propolis e suas fracdes sdo reconhecidos pelas
suas relevantes propriedades bioldgicas, tais como: antimicrobiana (BANKOVA;
CASTRO; MARCUCCI, 2000; MENEZES, 2005; ALENCAR, 2007), anticariogénica
(DUARTE et al, 2003; HAYACIBARA et al, 2005; GONCALVES, 2010), citotoxica
(SALATINO et al, 2005; BANKOVA; CASTRO; MARCUCCI, 2000; ALENCAR et al,
2007; AWALE et al, 2008), anti-inflamatéria (REIS et al, 2000), imunomodulatoria
(BANKOVA; CASTRO; MARCUCCI, 2000; SFORCIN; ORSI; BANKOVA, 2005),
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antioxidante (MENEZES, 2005; NAGAI et al, 2003; ALENCAR et al, 2007),
antitumoral (ASO et al, 2004), anti-HIV (ITO et al, 2001), adstringente, anestésica,
espasmolitica e hepatoprotetora (TEIXEIRA et al, 2008).

Conhece-se ainda, por uso popular, o potencial da prépolis no aumento da
resisténcia natural a infec¢es, tratamento de Ulceras gastrointestinais e uso tépico,
aliviando varios tipos de dermatites causadas por bactérias ou fungos (CASTALDO;
CAPASSO, 2002).

Dentre as muitas atividades bioldgicas geralmente encontradas em prépolis, a
antimicrobiana, a antiproliferativa e a antioxidante foram alvo de estudos neste

trabalho.

2.4.1 Atividade antimicrobiana

As propolis de diversas origens tém atraido cada vez mais o interesse de
pesquisadores, cujos estudos avaliam suas propriedades para diferentes aplicacdes.
Entre as atividades bioldgicas comumente investigadas, a antimicrobiana tem sido
muito relatada e, na literatura, vém se apresentando eficientes contra varios micro-
organismos patogénicos.

Kouidhi, Zmantar e Bakhrouf (2010) realizaram estudos quanto a atividade
antimicrobiana de extrato etanélico de prépolis. Em tal trabalho, quatro amostras de
prépolis coletadas de diferentes regides geogréaficas na Anatolia exibiram valores de
CIM (Concentracao Inibitéria Minima, que se refere a menor concentracao que inibe
0 crescimento microbiano) de 2—64 ug/mL na atividade anticariogénica (pesquisa
contra bactérias que causam céarie), a qual se apresentou semelhante a de
clorexidina, considerada como referéncia.

Trabalhando com extratos hidro alcodlicos e oleosos de propolis, Buriol et al
(2009) observaram atividade relevante de ambos contra as bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes. Contra estas cepas, 0 extrato
oleoso gerou resultados semelhantes aos tradicionais extratos hidro alcodlicos, com

halos de inibicdo de tamanho bastante proximos.
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Vardar-Unli, Silici e Unlu (2008) identificaram bactérias Gram-positivas
sensiveis a baixas concentracdes de extratos de prépolis, entretanto, bactérias
Gram-negativas expostas as mesmas condicbes se mostraram resistentes até
mesmo a dose mais alta dos extratos. Os micro-organismos mais susceptiveis foram
Mycobacterium smegmatis, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes F1483, Candida albicans ATCC 90028, Candida krusei (CIM em
concentracbes entre 0,12 e 0,25 pg/mL), Streptococcus pyogenes, Enterococcus
faecalis, Listeria monocytogenes F1462, Listeria innocua, Listeria welshimeri, Listeria
seeligeri e Candida albicans ATCC 10231 (CIM de 0,5 pg/mL).

As atividades antimicrobianas de propolis de Scaptotrigona sp e Melipona
quadrifasciata, abelhas sem ferrdo, foram avaliadas por Farnesi et al (2009) e os
resultados mostraram que ambas as amostras provocaram inibicdo do crescimento
de Staphylococcus aureus. Contra as cepas de Pseudomonas aeruginosa, as duas
prépolis foram ativas, mas aquela produzida por Melipona quadrifasciata apresentou
melhor atividade.

Cabral (2008) realizou pesquisa com extrato etandlico de propolis vermelha,
bem como de suas fragOes e subfracdes, 0s quais apresentaram efeito significativo
contra Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus mutans Ingbritt 1600 e
Actinomyces naeslundii ATCC 12104.

Como se pode observar, o potencial antimicrobiano das propolis geralmente
varia conforme as suas origens, o tipo de extracdo ou de acordo com solventes
utilizados neste processo. Mas independente destas variaveis, elas frequentemente
apresentam atividade antimicrobiana relevante. Isto se justifica, pois sédo utilizadas
pelas abelhas na protecdo das colmeias, provavelmente apresentando também um
efeito bactericida e fungicida.

Sobre a forma como as atividades antimicrobianas ocorrem, Fernandes Junior
(2005) sugeriu alguns mecanismos que poderiam ser exercidos pela propolis, como
inibicdo da divisdo celular; colapso do citoplasma bacteriano, bem como da sua
parede ou membrana celular; bacteridlise e inibicdo da sintese de proteinas. Afirma
ainda que os &cidos galagino e cafeico encontrados em extratos etandlicos de

propolis seriam agentes inibidores de enzimas nas bactérias.
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Acredita-se, por fim, que a atividade antimicrobiana da prépolis se deve a
efeitos sinergisticos complexos entre flavonoides, acidos aromaticos fendlicos e
seus derivados (BURIOL, 2009). A inibicdo da RNA-polimerase pelos compostos
obtidos de propolis foi verificada em estudo e pode explicar parcialmente os
sinergismos dos extratos de propolis com outras drogas que agem inibindo a sintese
de proteinas (FERNANDES JUNIOR, 2005).

Tendo em vista a existéncia de bactérias cada vez mais resistentes aos
diversos antimicrobianos, o sinergismo relatado em algumas pesquisas demonstra
grande importancia e reafirma que as prépolis podem constituir fontes de
tratamentos auxiliares contra micro-organismos resistentes aos antibacterianos ja

existentes.

2.4.2 Cancer e atividade antiproliferativa

O cancer é considerado “um conjunto de mais de cem doengas que tém em
comum o crescimento desordenado de células que invadem tecidos e 6rgdos. Ao se
dividirem rapidamente, essas células provocam a formacdo de tumores malignos e
podem se espalhar para outras partes do corpo, no processo conhecido como
metastase” (INCA, 2012).

Esta doenca tem causado grande preocupac¢ado no Brasil pela relevancia do
seu perfil epidemioldgico, o que faz com que este tema conquiste cada vez mais
espaco, pois o conhecimento sobre a sua incidéncia no pais fornece respaldo para
que sejam tomadas providéncias a seu respeito (SECRETARIA DA SAUDE, 2012).

O Instituto Nacional do Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA), estimou
cerca de 520 mil novos casos de cancer no Brasil no ano de 2012, e estes dados
seriam validos também para 2013 (SECRETARIA DA SAUDE, 2012). Em escala
mundial, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) projetou um numero de 27
milhdes de novos casos de cancer para o ano de 2030 e 17 milhdes de mortes
devido a tal doenga. Os paises em desenvolvimento foram citados como os mais
suscetiveis, entre eles o Brasil (SECRETARIA DA SAUDE, 2012).



30

Tendo em vista a importancia deste contexto, as pesquisas relativas a
descoberta de novas drogas anticancer também tém crescido. A respeito disto, 0s
ensaios com modelo in vitro constituem formas rapidas e eficazes de se estudarem
0s produtos naturais ou moléculas sintéticas, fornecendo uma triagem para futuros
testes in vivo. Estas metodologias estdo relacionadas a toxicidade da amostra em
estudo, verificando seu potencial para matar células neoplasicas em cultura e
correlacionando a sua concentracdo-teste com a resposta seletiva para determinada
célula tumoral (CHABNER; ROBERTS Jr, 2005). Assim, a denominacdo mais
adequada para estes ensaios seria “avaliacdo de atividade antiproliferativa”, uma
vez que investigam o potencial da amostra em impedir que as células tumorais
continuem se proliferando.

Neste sentido, as prépolis tém sido documentadas quanto aos compostos
delas isolados. Dentre eles, derivados de &cido cindAmico e alguns terpenoides foram
relatados como detentores de atividade antiproliferativa (KOUIDHI; ZMANTAR,;
BAKHROUF, 2010). Menezes (2005) também cita a acéo inibitoria de diterpenos e
flavonoides sobre hepatocarcinoma humano.

Em outro trabalho, a crisina (flavonoide isolado da propolis, Figura 6) mostrou-
se efetiva em inibir o crescimento de culturas da linhagem de glioma C6 de rato, nas
quais as células se mantiveram estacionadas na fase G1 do ciclo celular
(MENEZES, 2005). Compostos hidrossoluveis da propolis, bem como seus
componentes fendlicos (acido cafeico, quercetina, crisina, naringenina), também
puderam ser isolados e avaliados, chegando-se a conclusédo de que atuam de forma
sinérgica, potencializando a atividade de drogas conhecidas, inibindo assim o
desenvolvimento de tumores aciticos de Ehrlich (ORSOLIC; KOSALEC; BASIC,
2005).

BANSKOTA et al (2002) realizaram um estudo com extrato metandlico de
prépolis da Holanda e verificaram que o mesmo teve uma atividade antiproliferativa
interessante contra células do célon, provenientes de metastase com origem no
figado (carcinoma L5-26) com um valor de ECso de 3,5 pg/mL.

Estes e outros trabalhos fornecem informagdes que sustentam a hipotese de

gue as propolis tém potencial para inibir o crescimento de células tumorais, gerando,
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assim, um incentivo para que haja estudos com tipos de prépolis ainda néo

exploradas neste ambito.

2.4.3 Radicais livres e atividades antioxidantes

Radicais livres sdo atomos, moléculas organicas e inorganicas, com
existéncia independente, que contém um ou mais elétrons desemparelhados.
Geralmente, sdo muito instaveis e altamente reativos. Ao reagirem com uma
molécula, geram outro radical livre, iniciando uma reacdo em cadeia. Devido a isto,
possuem uma vida muito curta (MARZZOCO; TORRES, 2007). Entre eles, as
espécies reativas de oxigénio (EROs) estdo envolvidas em muitos processos
degenerativos do organismo, pois sao ou originam os radicais livres (HALIWELL et
al, 1995).

Tais radicais podem ser gerados a partir de fontes externas ao organismo
vivo, tais como luz ultravioleta, raios X e raios gama (GULCIN et al, 2010). Além
disso, em processos comuns do préprio organismo, a formacdo das EROs pode
ocorrer em diferentes locais, como citoplasma, mitocondrias e membrana celular. Ela
acontece durante os processos biolégicos oxidativos, formadas fisiologicamente a
partir de compostos enddgenos ou originadas do metabolismo de compostos
exodgenos. Geralmente ela se da por acdo catalitica de enzimas durante as
transferéncias de elétrons no metabolismo celular (MARZZOCO; TORRES, 2007). A
citocromo C oxidase constitui a Ultima enzima das cadeias de transporte de elétrons
mitocondriais e catalisa a passagem de elétrons do citocromo C para o oxigénio,
formando agua. Ao receber elétrons, o oxigénio é reduzido e, neste ponto, pode
ocorrer uma reducao parcial do oxigénio, que gera radicais livres (Equacdo 1)
(HALIWELL, 2000).

A adicdo de um elétron ao oxigénio molecular origina o ion superoxido
(Equacéo 2). Este ion, ao reagir com um elétron e adicionado de duas moléculas de

agua, forma o ion peréxido (Equacao 3), processo que é catalisado pela enzima
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superoxido dismutase. O perdxido de hidrogénio é um oxidante potente e, embora
nao seja um radical livre, pode originar o radical hidroxila, um dos radicais mais
reativos. Isto ocorre por meio da reacao do peroxido de hidrogénio com ions ferro ou

cobre, processo denominado Reacao de Fenton (Equacéao 4)( HALIWELL, 2000).

O, + 4e” + 4H" > 2H,0 + energia livre (1)
O,+e > Oy- 2)
20;:- + € +4H" > 2H,0, )
H,0, + Fe?'/Cu’ > -OH + OH + Fe**/Cu®* 4)

O ion superdxido, o peroxido de hidrogénio e o radical hidroxila sdo as
chamadas espécies reativas de oxigénio. E a fim de controlar a producdo destas
espécies, 0 organismo possui enzimas que atuam na sua eliminacdo. A acéo
conjunta da superoxido dismutase e da catalase convertem o superéxido em agua.
Outra enzima catalisadora é a glutationa peroxidase, que auxilia na reducdo do
peréxido de hidrogénio e dos peréxidos de lipideos (HALIWELL; GUTTERIDGE,
1990).

Em condi¢cdes normais do metabolismo celular, os mecanismos de defesa
contra as EROs permitem homeostase. Entretanto, a concentracdo destas espécies
pode aumentar mediante uma maior geracao intracelular das mesmas ou pela
deficiéncia dos mecanismos de defesa. Com isso, ha um desequilibrio entre
moléculas oxidantes e antioxidantes, causando um estresse oxidativo (MARZZOCO,;
TORRES, 2007). Isto resulta na inducdo de danos celulares, como a reagao das
EROs com proteinas e DNA (alteram as estruturas dos mesmos), bem como com

lipideos (converte-os em peréxidos).
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Aprofundando-se nesta Ultima, a peroxidacdo dos lipideos consiste em uma
série de processos onde ocorre a reacdo em cadeia de radicais livres com acidos
graxos poli-insaturados. Os hidroperodxidos lipidicos resultantes desta reacdo podem
afetar a fluidez da membrana celular, a funcdo de suas proteinas e causar até
mesmo a sua lise, quando as duplas ligacdes das moléculas dos acidos graxos
pertencentes as membranas tém sua organizacdo rompida. Além disso, 0s
peréxidos de lipideos geram outros radicais livres. Mediada por ferro, eles sofrem
reacdo de reducdo e oxigenacdo, perdendo um elétron e formando o radical
peroxila. Ao fim da peroxidagéo lipidica formam-se aldeidos reativos, como 4-
hidroxila nonenal e malondialdeido, que sdo toxicos para as células e podem
danificar DNA e proteinas (GULCIN et al, 2010).

Diante destes danos resultantes da acdo de radicais livres, torna-se
importante o uso de antioxidantes. Estes sé@o definidos como substéncias que, em
baixas concentracfes, sdo capazes de atrasar ou inibir uma oxidacdo de forma
eficaz. Isto ocorre por varios mecanismos, sejam eles: a) impedimento da formacéo
dos radicais livres (por exemplo, formacao de radical hidroxila a partir de peréxido de
hidrogénio); b) reparo de lesbes (causadas pelos radicais livres); c) sequestro dos
radicais livres gerados pelo metabolismo celular (ou por fontes exdgenas) e
consequente impedimento de seus ataques aos lipideos, aminoacidos, proteinas,
duplas ligacbes dos &cidos graxos e bases nitrogenadas do DNA (BIANCHI,
ANTUNES, 1999).

Desta forma, tem havido um crescente interesse em se pesquisar produtos
naturais que contenham fitoquimicos com potencial antioxidante. Assim, varios
métodos vém sendo desenvolvidos para avaliar tal potencial. Ensaios envolvendo
diferentes formas de se medir a capacidade antioxidante sao realizados, tais como
eliminacdo dos radicais livres; doac&do de hidrogénio; extingdo do oxigénio singleto;
quelagdo de metais ou agindo como substrato para os radicais superoxido ou
hidroxila (SARIKAYA et al, 2009). Alguns dos métodos que utilizam estes

mecanismos de avaliagcdo estao descritos a seguir.
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2.4.3.1 DPPH

A capacidade de sequestrar o radical livre DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil) tem
sido vastamente empregada na avaliacdo dos extratos de produtos naturais. DPPH
€ um radical moderadamente estavel em diversos valores de pH, com excec¢do das
solugdes alcalinas. Normalmente, ele é capaz de se deteriorar lentamente e apenas
0s antioxidantes que sao potentes doadores de hidrogénio podem ter relevancia em
captar radicais semelhantes ao DPPH fisiologicamente. Desta forma, este método é
usado como uma forma geral de se triar compostos que tenham potencial
antioxidante (GEORGIEV et al, 2010). Também vem sendo muito usado para
mensurar a atividade antioxidante de produtos apicolas (CABRAL et al, 2009).

Como se pode verificar, o teste com DPPH avalia a capacidade de sequestro
de radical livre, uma das formas mais eficientes de se inibir a peroxidacao lipidica
Além disso, constitui uma técnica simples, rapida, sensivel e reprodutivel (GULCIN,
et al, 2010).

Baseia-se no principio de que o radical DPPH, originalmente de cor violeta,
aceita um elétron (ou um radical hidrogénio) de um componente antioxidante para se
tornar uma molécula reduzida, momento este no qual adquire coloracdo amarela. Na
forma de radical, o DPPH possui uma absorcdo caracteristica a 517nm, que
desaparece a medida que ele vai sendo reduzido por um elétron doado pelo
composto antioxidante (BRAND, CUVELIER, BERSET, 1995). A reacao que ocorre
com o radical DPPH e o antioxidante, ou sequestrante, pode ser conferida na Figura
10.
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Figura 10 - Reacdo entre o radical DPPH e uma molécula antioxidante.
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Fonte: OLDONI (2007).

2.4.3.2 ABTS

Assim como o método DPPH, o ABTS (2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico)) constitui uma avaliacdo da capacidade sequestrante de radicais
livres. Entretanto, ha algumas diferencas entre estes ensaios, tais como: 1) o ABTS
comercial ndo est4 pronto para seu uso no teste, como ocorre com o DPPH. Para
que o radical seja gerado, o ABTS € oxidado por persulfato de potassio, formando
entdo ABTS™ (Figura 11); 2) o DPPH s6 pode ser solubilizado em solventes
organicos (por exemplo, etanol), ao passo que ABTS é soluvel em solventes
organicos ou em agua; 3) o radical ABTS™ reage com qualquer composto que seja
aromatico hidroxilado, e por isso, pode ocorrer reacdo com grupos hidroxila que nédo
sao relevantes para atividade antioxidante (ARNAO, 2000). Diferente deste, o DPPH
nao reage com flavonoides que ndao contenham grupos hidroxila no anel B (vide
nacleo basico de um flavonoide, Figura 5), nem com os acidos aromaticos que tém
apenas uma hidroxila (ROGINSK; LISSI, 2005).
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Figura 11 - Reacdo de molécula ABTS com perssulfato de potassio para formar o

radical ABTSe+.
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Fonte: OLDONI (2007).

Em suma, o método ABTS é baseado na capacidade da amostra de doar um
elétron para o radical ABTS™, estabilizando-o e fazendo com que volte novamente a
sua molécula original. O radical de coloracdo azul esverdeada passa a incolor, e

este decréscimo de absorgdo € medido a 734nm (GULCIN et al, 2010).

2.4.3.3 FRAP

FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) € um ensaio barato, simples de
ser realizado e reprodutivel. Assim como ocorre em outros testes de avaliacao
antioxidante, também se baseia em reacdes de transferéncia de elétrons. Entretanto,
segundo Sarikaya et al (2009), reflete uma capacidade antioxidante total.

O fundamento deste método se caracteriza por verificar a capacidade que

uma determinada amostra teria de reduzir um radical livre (reacdo redox). Desta
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forma, a espécie reativa oxidaria 0 agente antioxidante em vez de atuar em seus
substratos no organismo (lipideos, DNA, proteinas, etc), consequentemente, seria
uma forma de evitar danos e lesdes causados pelos radicais livres. Portanto, a
capacidade antioxidante deste método € referida como poder redutor da amostra em
analise (BENZIE; STRAIN, 1996).

Assim sendo, em meio contendo baixo pH, a reacéo se constitui na reducéo
do TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina)-Fe(lll), de cor amarelada, a TPTZ-Fe(ll), de
cor azul intensa (Figura 12). Nesta Ultima é medida a absorbancia em
espectrofotometro a 593nm, comprimento de onda no qual TPTZ-Fe(ll) tem sua
absorcdo maxima (BENZIE; STRAIN, 1996).

Figura 12 - Reducéo do Fe(lll) a Fe(ll) pela adicdo de um antioxidante.
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Fonte: HUANG; OU; PRIOR, (2005).

2.4.3.4 ORAC

O ensaio ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) tem sido reconhecido
como um relevante instrumento para se avaliar o potencial antioxidante de uma
amostra (TOMER et al, 2007; CAVAR et al, 2012). E capaz de mensurar a acéo de
compostos hidrofilicos sobre o radical peroxila e, desta forma, constitui uma forma
de se verificar a agdo antioxidante sobre uma ERO. Devido a isto, fornece uma
estimativa da capacidade das amostras para interromper uma cadeia de acao dos
radicais livres e seus produtos toxicos (GEORGIEV et al, 2010).
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Método sensivel e confiavel, 0 ORAC se baseia em uma reacdo de oxidacao
gue envolve a mistura de uma molécula fluorescente e compostos geradores de
radicais livres, como 0s azo-iniciadores. Estes compostos carregam 0 Qrupo
funcional R1-N=N-R2, sendo R1 e R2 um grupo arila ou um alquila. Eles produzem o
radical peroxila depois de serem submetidos ao aquecimento e, neste momento,
danificam a molécula fluorescente. Se a amostra em teste for capaz de proteger a
molécula fluorescente da acdo do azo-iniciador, ela serd considerada um bom
antioxidante. Isto se mede pelo tempo em que a fluorescéncia se mantém. Quanto
maior o poder antioxidante da amostra, mais integra ficard a molécula fluorescente
e, consequentemente, por mais tempo continuara fluorescendo.

Além disso, ocorre naturalmente uma diminuicdo da fluorescéncia da
molécula. Por isso, este decaimento deve ser medido com um branco de reagentes
(curva obtida sem o antioxidante padrdo ou amostra). Este resultado é plotado
juntamente com a curva obtida na analise do antioxidante (amostra) e a area entre
essas curvas é calculada (Figura 13). Tal area € denominada “AUC net” (do inglés
“‘Area under the curve”) (CAO; ALESSIO; CUTLER, 1993; TOMER et al, 2007,
GULCIN, et al., 2010).

Figura 13 - Curva utilizada para o calculo do valor de ORAC.
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Fonte: CAO; ALESSIO; CUTLER (1993) - adaptado.
Nota: O valor ORAC é obtido pelo calculo:
ORAC = (Amostra - Branco)/(Trolox - Branco).
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Nos testes ORAC realizados atualmente, emprega-se o AAPH (dicloreto de
2,2’-azobis(2-midinopropano)) como iniciador da reacdo e a fluoresceina como
molécula fluorescente. Inicialmente, utilizava-se a B-ficoeritrina como componente
fluorescente, mas com o tempo ela veio sendo trocada pela fluoresceina, pois esta
tem um pregco menor e ndo reage com outros compostos além dos de interesse.
Como padrao para o ensaio ORAC e utilizado o Trolox (analogo sintético da vitamina
E) e por meio dele também séo expressos os resultados (umol de Trolox por grama
de amostra) (TOMER et al, 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar prépolis produzidas por abelhas sem ferrdo da espécie Frieseomelitta

varia quanto a sua composicao quimica e potencial biolégico.

3.2 Objetivo especifico

Avaliacao das propolis de Frieseomelitta varia, coletadas em locais e épocas
diferentes, quanto as atividades antimicrobiana, antioxidante e antiproliferativa,
verificando se as amostras obtidas nas diversas coletas fornecem resultados

distintos.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Coleta das amostras de propolis de Frieseomelitta varia

Esta etapa foi realizada sob a supervisdo do Sr. Marcelo Ayres de Aradjo,
instrutor de apicultura e meliponicultura do SENAR-MG (Servico Nacional de
Aprendizagem Rural).

As amostras de propolis das abelhas Frieseomelitta varia foram obtidas de
dois diferentes meliponarios nos arredores do municipio de Alfenas-MG. Em um
deles, situado em local com coordenadas geogréficas 21° 27' 2.23"S, 46° 0' 7.90"W,
foram feitas duas coletas em periodos diferentes. A primeira ocorreu no més de
setembro do ano de 2011 e a segunda em abril de 2012, retiradas de quatro
colmeias (caixas identificadas como 1, 2, 3 e 4) (Figural4). As propolis obtidas
nestas quatro caixas foram reunidas para constituir uma Unica amostra, denominada
Fv1 na primeira coleta e Fv2 na segunda.

Além destas, houve ainda uma caixa de localizacdo distante das anteriores
situada em local com coordenadas geograficas 21° 26' 11.84"S, 45° 56' 14.22” W, da
qual a propolis foi retirada somente em abril de 2012 (FVvA) por se tratar de colmeia
recente (Figura 15).

As coletas foram realizadas raspando-se as prépolis nas fendas entre a parte
inferior da tampa e a melgueira superior da colmeia, bem como nas paredes das
caixas (Figura 16). Ap6s a raspagem, o material coletado foi acondicionado em saco
plastico devidamente etiquetado e armazenado em freezer (-8°C) até 0 momento da
sua utilizacdo. Antes do processo de extracdo, as amostras foram examinadas

criteriosamente para a retirada de eventuais impurezas.
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Figura 14 - Caixas das abelhas F. varia com resina caracteristica depositada sobre
suas paredes externas.

Fonte: Préprio autor.
Nota: Fotos 1 a 4 mostram as caixas das quais foram obtidas as amostras de prépolis
denominadas Fvl1 e Fv2. Fotos 5 e 6 mostram detalhes do interior das colmeias.
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Figura 15 - Caixa contendo colmeia de onde foi obtida a amostra de prépolis
denominada FVA.

Fonte: Proprio autor.

Figura 16 - Processo de coleta das amostras de propolis por meio de raspagem das
tampas das caixas com espatula.

ool

Fonte: Proprio autor.

4.2 Obtencao do extrato etandlico de prépolis

Cada uma das prépolis brutas (amostras Fvl, Fv2 e FvA) foi submetida a
nitrogénio liquido e, imediatamente apos, trituradas em gral e pistilo. O aspecto de

cada amostra apos esta etapa pode ser visualizado na Figura 17.
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Figura 17 - Aspecto das propolis de F. varia apds processo de pulverizacdo em grau
e pistilo.

Fonte: Préprio autor.
Nota: As fotos identificadas com os nimeros 1, 2 e 3 se referem as amostras Fvl, FvA e
Fv2, respectivamente.

A massa total de prépolis triturada se acrescentou etanol 96% (proporc¢éo de
15mL de etanol 96% para cada 2g de propolis triturada). Esta mistura foi colocada
em banho-maria a 70°C, com agitacdo, por 30 minutos. Neste periodo se fez a
primeira extracdo e o extrato obtido foi centrifugado a 8.000 x g por 10 minutos e o
sobrenadante reservado. Ao sedimento desta centrifugacéo, foi adicionado etanol
96% na proporcdo de 10mL para cada 2g de sedimento. Esta mistura foi submetida
aos mesmos processos de extracdo e centrifugacao descritos anteriormente.

Os sobrenadantes provenientes da primeira e da segunda extragdo foram
reunidos para se obter o extrato etandlico de propolis total. Este foi concentrado em
rotaevaporador até que o solvente fosse totalmente evaporado. Apés esta etapa, foi
ainda submetido a liofilizacdo para a retirada de agua eventualmente presente. Ao
finalizar este processo, obteve-se, entdo, o extrato seco de cada amostra de propolis
(rendimentos de 60,02%, 58,61% e 65,19% para Fvl1, Fv2 e FVA, respectivamente).
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4.3 Analises gquimicas

4.3.1 Espectrofotometria na regido ultravioleta visivel

Foram preparadas solucdes etandlicas (etanol absoluto) com os extratos
secos de propolis (Fvl, Fv2 e FvA) na concentracdo de 200ug/mL. Estas foram
submetidas a avaliacdo da absor¢do da luz ultravioleta visivel nos comprimentos de
onda entre 200 a 500nm (T80+UV/Vis Spectromether PG Instruments Ltd,

Leicestershire, Inglaterra).

4.3.2 Determinacao quantitativa de compostos fendlicos

A analise de compostos fendlicos totais foi desenvolvida de acordo com o
método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau descrito por Woisky & Salatino
(1998), utilizando o &cido galico como padrao.

Solucdes etandlicas nas concentracfes de 2000ug/mL foram preparadas a
partir dos extratos secos de prépolis (Fvl, Fv2 e FvA). Os testes foram realizados
em microplacas incolores de 96 pocos. Nestas foram adicionados 20uL de amostra,
100uL do reagente Folin-Ciocalteau em solugdo aquosa a 10% e 75uL de solugéo
aguosa de Na,COs3 a 4%. O branco foi constituido de 195uL de agua destilada. A
leitura foi feita a 740nm, apos 40 minutos de repouso no escuro e a temperatura
ambiente.

Os mesmos procedimentos foram realizados com acido gélico em solucéo,
nas concentracdoes de 10ug/mL, 20ug/mL, 40ug/mL, 60ug/mL e 80ug/mL, a fim de
se obter uma curva de calibracdo (y = 0,0065x + 0,0018, Rz = 0,9998) a partir da
qgual a quantidade de fendis totais nas propolis seria determinada em termos de
acido galico. Portanto, os resultados foram expressos em equivalentes de acido
galico (mg de acido gélico/g de extrato seco de propolis).
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4.3.3 Determinagé&o quantitativa de flavonoides totais

A determinacdo de flavonoides totais foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Chang et al (2002) com algumas modificacdes.

A partir dos extratos secos de Fvl, Fv2 e FvA foram feitas solugdes a
2000ug/mL em etanol e avaliadas por método espectrofotométrico, tomando como
padrdo a quercetina.

Para a realizacdo dos testes, 0,5mL destas solucbes foram misturadas com
4,3mL de etanol 80%, 0,1mL de solugcédo de Al(NO3)z a 10% e 0,1mL de acetato de
potassio em solucdo a 1M. Foi realizada uma série controle paralelamente, onde se
utilizou 0,1mL de etanol 80% em substituicdo ao Al(NOs3)s. As leituras foram feitas no
comprimento de onda de 415nm. Realizaram-se 0s mesmos procedimentos com
guercetina em solucéo, nas concentracoes de 5ug/mL, 10pg/mL, 20pg/mL, 30ug/mL,
40ug/mL, 50ug/mL e 60pg/mL, a fim de construir curva analitica (y = 0,0021x +
0,0483, R?* = 0,9997) e determinar a quantidade de flavonoides presente nas
amostras por meio da equacao da reta.

Desta forma, os resultados foram expressos em equivalentes de quercetina

(mg de quercetina/g de extrato seco de propolis).

4.3.4 Cromatografia em camada delgada

Solugdes dos extratos secos de Fvl, Fv2 e FvA foram preparadas em etanol
absoluto na concentracdo de 2ug/ml. Aplicaram-se 5ulL destas solugbes em placas
cromatograficas de aluminio pré-revestidas com silica gel 60 Fzs4 (Macherey-Nagel
GmbH & Co, Dueren, Alemanha), usadas como fase estacionaria.

Avaliaram-se diversas fases méveis comumente utilizadas para andlise de
prépolis, conforme descricdo em literatura. Entre elas, estdo incluidas: diclorometano

e metanol (95:5); éter de petréleo e acetato de etila (70:30); n-hexano, acetato de



47

etila e acido acético (60:40:30); acetato de etila, acido férmico, acido acético glacial
e agua (100:11:11:26); etanol e agua (55:45).

Os cromatogramas foram visualizados por luz ultravioleta a 254nm e 365nm,
bem como por meio de diferentes solug¢des reveladoras, tais como NP/PEG (solucao
metandlica com 1% de 2-aminoetil-difenilborato (p/v) + solucdo etandlica com 5% de
polietilenoglicol (p/v)), anisaldeido e vanilina sulfarica. No cromatograma revelado
com esta ultima solugcdo, também se aplicaram 5uL de solugbes a 2ug/ml de
amostras de outras prépolis de meliponineos (Melipona quadrifasciata e Melipona
bicolor), cujos extratos foram feitos da mesma forma realizada com as propolis de F.
varia. Solucfes-padrdo de quercetina, rutina, cumarina, acido galico e acido

ascorbico na concentracdo de a 1pug/ml também foram empregadas nesta placa.

4.4 Determinagao das atividades biolégicas

4.4.1 Atividade antimicrobiana

Para os testes de determinacdo da atividade antimicrobiana foram utilizados
diversos micro-organismos, cepas ATCC (American Type Culture Collection) e
isolados clinicos, que foram gentilmente cedidos pelos Laboratérios de Microbiologia
de Alimentos, Bacteriologia Clinica e LACEN (Laboratério Central de Analises
Clinicas) da Unifal-MG.

4.4.1.1 Concentracdao Inibitoria Minima (CIM)

Na avaliacdo da atividade bacteriostatica, os extratos secos de Fvl, Fv2 e
FvA foram testados nas concentragbes de 1,95pg/mL, 3,9ug/mL, 7,8ug/mL,
15,62pg/mL, 31,25pg/mL, 62,5pug/mL, 125ug/mL, 250upg/mL, 500pg/mL e
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1000upg/mL, preparadas em etanol absoluto. Como controle positivo, utilizou-se o
antibiotico Cloranfenicol, nas mesmas concentracfes. Também foi feito um controle
com o solvente (solucéo preparada da mesma forma que os extratos, porém em seu
lugar colocou-se apenas o solvente), a fim de verificar se 0 mesmo influenciava no
crescimento dos micro-organismos.

Os experimentos foram realizados com cepas de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas provenientes de isolados clinicos (Serratia marcescens,
Enterococcus casseliflavus, Enterococcus gallinarum, Enterobacter cloacae,
Streptococcus agalactiae e 8 diferentes cepas de Staphylococcus aureus resistentes
a Oxacilina), bem como de cepas padrdao ATCC (Escherichia coli ATCC 25922,
Salmonella typhimurium ATCC 14028, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Proteus mirabilis ATCC 25933,
Staphylococcus aureus ATCC 6538 e Bacillus cereus ATCC 11778).

Utilizou-se a técnica de microdiluicdo em caldo de acordo com o protocolo
MO7-A8 desenvolvido pelo Clinical Laboratories Standardization Institute (CLSI,
2009).

Desta forma, em microplacas de 96 pocos, foram colocados 50uL de caldo
Mueller-Hinton em cada compartimento, testando-se cada concentracdo de
amostra/padrdo em triplicata. Adicionaram-se 50uL das solu¢cdes dos
extratos/Cloranfenicol e foram realizadas as diluigbes subsequentes. Por fim,
acrescentaram-se 50uL da suspensdo bacteriana, preparada em solucédo salina a
partir de cultura recente. A turbidez desta suspenséo deveria estar de acordo com a
escala 0,5 de MacFarland e isto foi mensurado em espectrofotbmetro, no
comprimento de onda de 660nm.

As microplacas foram levadas a estufa bacteriologica a 35°C, com o tempo de
incubacéo variando conforme a cepa em teste.

Na avaliacdo da atividade fungistatica, utilizou-se a microdiluicdo em caldo
segundo o protocolo M27-A2 (CLSI, 2008), com modificagdes. A acado dos extratos
Fvl, Fv2 e FvA foi verificada contra a levedura Candida albicans ATCC 10231.
Neste ensaio, utilizou-se a Anfotericina B como controle positivo nas concentracdes
de 0,19ug/mL, 0,39ug/mL, 0,78ug/mL, 1,56pug/mL, 3,12ug/mL, 6,25ug/mL,
12,5ug/mL, 25pg/mL, 50pug/mL e 100pg/mL. As amostras, no entanto, foram
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avaliadas nas mesmas concentracdes utilizadas nos ensaios de determinagéo da
atividade bacteriostatica. O controle do solvente também foi feito.

Os mesmos procedimentos realizados nos testes antibacterianos foram
realizados na avaliacdo da atividade antifingica. Excecdo ocorreu em relacdo ao
meio de cultura, pois empregou o caldo Mueller-Hinton adicionado de 2% de extrato
de levedura. A leitura do teste foi realizada apés 48h de incubacéao.

Considerou-se como CIM a faixa de concentragdo com menor valor, na qual
nao foi detectado o crescimento microbiano. Tal crescimento foi visualizado com o
auxilio do revelador resazurina, conforme indicam alguns autores (SARKER,;
NAHARB; KUMARASAMYC, 2007; MANN; MARKHAM, 1998). A solucao de
resazurina (Sigma Aldrich®) foi preparada dissolvendo 10mg em 400mL de agua
destilada. Para a revelacdo das placas, adicionaram-se 50uL da mesma em cada
poco da microplaca e apés 2 horas de incubagcdo (ha mesma temperatura usada no
ensaio) foi feita a leitura. Os pocos que estavam com a cor rosa indicavam que

houve crescimento microbiano e, com a cor azul, a auséncia dele.

4.4.1.2 Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e Concentragdo Fungicida
Minima (CFM)

Baseando-se nos resultados obtidos no teste de CIM, as suspensdes
provenientes dos po¢os em que ndo houve crescimento microbiano foram utilizadas
para avaliar a atividade microcida. Desta forma, 10uL destas suspensfes foram
inoculadas em placas de agar Mueller Hinton (nos testes com bactérias) e agar
Sabouraud (nos testes com fungo), em triplicata, e incubadas a 35°C por 24h. As
concentragcdes bactericida e fungicida minimas foram consideradas como a menor
concentracdo das fracOes testadas que nao permitiu crescimento celular sobre a

superficie do agar inoculado, ou seja, 99,9% de morte microbiana.
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4.4.2 Atividades antioxidantes

4.4.2.1 Atividade sequestrante do radical DPPH

O teste foi realizado segundo a metodologia descrita por Al-Duais et al.
(2009), com modificagbes. Em microplacas incolores de 96 pogos, a mistura de
reacao se constituiu em 66uL da amostra/padrao e 134puL do radical DPPH a 0,15
mM. Incubou-se esta mistura por 45 minutos, em temperatura ambiente e ao abrigo
da luz. Apés este periodo, a leitura foi realizada a 517nm em leitor de microplacas
(SpectraMax-M3, Molecular Devices).

As amostras constituiram em soluc¢des etandlicas a 3000ug/mL preparadas a
partir dos extratos secos de Fvl, Fv2 e FVA.

Foi realizada curva analitica com o padrdo Trolox (analogo sintético da
vitamina E) nas concentra¢des de 10uM, 20uM, 40uM, 60uM, 80uM e 100uM (y = -
0.0034x + 0.5065, R? = 0,9971).

O controle negativo foi realizado substituindo o volume do extrato por igual
volume do solvente utilizado na extracdo. O branco foi preparado substituindo o
volume da solucdo de DPPH por igual volume de solvente.

A atividade antirradical foi determinada na forma de Atividade Antioxidante
(AA), pela equacéao (5):

44(%) =100 (A= AONI00) ) Equagéo (5)

Ac

Onde:
Aa = absorbancia da amostra
Ab = absorbancia do branco

Ac = absorbancia do controle negativo
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4.4.2.2 Atividade sequestrante do radical ABTS

O ensaio foi realizado segundo a metodologia descrita por Al-Duais et al.
(2009), com algumas modificagbes. Os testes foram realizados em microplacas
incolores de 96 pocos.

O radical ABTS+" foi produzido pela reacédo da solugcdo aquosa de ABTS a
7mM com persulfato de potassio a 140mM. Esta mistura foi armazenada por 12 a
16h antes da sua utilizacdo, no escuro e a temperatura ambiente. No momento da
realizacdo do ensaio, esta solucéo foi diluida até se obter uma absorbancia de 0,7 a
730nm. A solucéo-teste, nas microplacas, foi constituida por 220uL desta solucéo e
20pL da solucdo da amostra (solucdes etandlicas dos extratos secos de Fvl, Fv2 e
FVA na concentracdo de 400ug/mL) ou do padrdo. Apos 6 minutos do preparo desta
mistura, a leitura foi feita a 730nm em leitor de microplacas (SpectraMax-M3,
Molecular Devices). O branco do teste foi a solucdo tampéo fosfato.

Como padréo, utilizou-se o Trolox construindo curva analitica (y = -0,0015x +
0,3674, R? = 0,997) com as concentra¢des de 12,5uM, 25uM, 50uM, 100uM, 150pM
e 200uM. Desta forma, os resultados de atividade antioxidante pelo método ABTS
foram expressos como equivalente Trolox (UM de Trolox/g de extrato seco de

prépolis).

4.4.2.3 Potencial de reducédo de Ferro (FRAP)

Este ensaio foi feito em microescala, uma adaptacdo do método descrito por
Griffin e Bhagooli (2004). Nas microplacas incolores de 96 pocos foram adicionados
20uL da amostra/padrao, 30uL de agua destilada e 200uL do reagente FRAP. Esta
mistura foi incubada a 37°C por 8 minutos. Apos este tempo, a absorbancia foi lida a
595nm de comprimento de onda em leitor de microplacas (SpectraMax-M3,
Molecular Devices).

As amostras foram constituidas por solugcbes etandlicas preparadas a partir

dos extratos secos de Fvl, Fv2 e FvA, na concentracdo de 3200ug/mL.
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Utilizou-se como padrdo o sulfato ferroso para construir uma curva analitica
(y = 0,0013x — 0,0285, Rz = 0,9995) com as concentracbes de 200uM, 300uM,
400uM, 500puM e 600uM.

O reagente FRAP foi preparado usando a propor¢do de 1:1:10 partes de
cloreto férrico (solugdo a 20mM, preparada em agua destilada), 2,4,6-tri(2-piridil)-
1,3,5-triazina (solugdo a 10mM, preparada em acido cloridrico a 40mM) e tampao
acetato (mistura de acetato de sodio e &cido acético glacial, pH 3,6),
respectivamente. O branco do teste foi preparado com o 20uL de etanol, 30uL de
agua destilada e 200uL do reagente FRAP.

Os resultados foram expressos em equivalente sulfato ferroso (UM Fe?*/g de

extrato seco de propolis).

4.4.2.4 Capacidade de absorcédo do radical oxigénio (ORAC)

O método ORAC utilizado aqui foi uma adaptacdo daquele descrito por Chisté
et al (2011).

Utilizaram-se microplacas opacas com 96 poc¢os. A solucdo-teste foi
constituida de 30uL de amostra/padréo, 60uL de fluoresceina (na concentracao de
4,066mM, preparada em tampéo-fosfato pH 7,4) e 110uL de AAPH (dicloridrato de
2,2'-azobis(2-amidinopropano) na concentracdo de 76nM, preparada em tamp&o-
fosfato pH 7,4). O branco do teste foi apenas 200uL de tampéo de fosfato. Um
controle foi feito com 30uL de tampé&o fosfato, 60uL de fluoresceina e 110uL de
AAPH. As leituras foram feitas em leitor de microplacas (SpectraMax-M3,
dispositivos moleculares), em condi¢des especificas de temperatura (37°C), tempo
(2 horas de incubacéo) e fluorescéncia (excitacdo 485nm, emissao 528nm).

As amostras foram testadas na concentracdo de 100ug/mL. Estas
constituiram dilui¢cdes feitas em tampéao fosfato pH7,4 a partir de solu¢des etandlicas
preparadas com o0s extratos secos de Fvl, Fv2 e FvA, na concentracdo de
1000pg/mL.
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Trolox foi o padrdo do teste e uma curva analitica (y = 35721x + 896887, R? =
0,9918) foi feita nas concentracdes de 12,5uM, 25uM, 50uM, 100uM, 200uM e
400uM. A protecdo fornecida pelos extratos (ou padrédo) foi calculada usando a
diferenca entre a &rea sob a curva de decaimento de fluorescéncia na presenca da
amostra (AUC amostra) e na sua auséncia (AUC branco). Por meio de equacgdes de
regressao e calculos fornecidos pelo software, os resultados finais foram lancados
na reta obtida pela curva analitica e os resultados de atividade antioxidante foram,
entdo, expressos em equivalente Trolox (umol de Trolox/g de extrato seco de
propolis).

4.4.3 Atividade antiproliferativa

O extrato etandlico de propolis foi avaliado quanto a sua atividade
antiproliferativa em células tumorais humanas utilizando-se o0 ensaio da
Sulforodamina B (SRB) para avaliacao do crescimento celular de acordo com Monks
et al (1991).

Empregaram-se oito linhagens de células tumorais humanas e uma linhagem
de célula humana normal imortalizada (queratinécito) (Tabela 1). Estas linhagens
foram cedidas gentilmente pelo National Cancer Institute e mantidas no laboratério
de cultura de células do Centro Pluridisciplinar de Pesquisa Quimica, Bioldgica e
Agricola — CPQBA/UNICAMP, Paulinia-SP, onde foram realizados os ensaios, em
frascos de 25cm® com 5mL de meio de cultura RPMI 1640, suplementado com 5%
de soro fetal bovino (SFB), e incubadas a 37°C em atmosfera Umida com 5% de
COs. Apos 24h desta incubacao, foram adicionados 100uL da suspenséo de células,
numa densidade de 3x10* e 6,5x10* cel/mL, em cada compartimento das
microplacas de 96 compartimentos. Estas suspensdes foram adicionadas nas placas
contendo meio RPMI/SFB acrescido de 50 pg/mL de penicilina/estreptomicina
previamente. As amostras (extratos secos de propolis, Fvl, Fv2 e FvA) foram
testadas em quatro concentragbes distintas de 0,25ug/mL, 2,5ug/mL, 25ug/mL e
250ug/mL.
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Tabela 1- Linhagens celulares empregadas na avaliacdo de atividade
antiproliferativa.

Linhagem Org&o/Doenca Origem Embrionéria
U251 SNC,; glioma Ectoderme
HaCat* Queratinécito humano Ectoderme
MCF-7 Mama; adecarcinoma Ectoderme
NCI-ADR/RES? Ovario; adenocarinoma Ectoderme
786-0 Rim; adenocarcinoma Mesoderme
NCI-H460 Pulma&o; carcinoma tipo nédo Endoderme

pequenas células

PC-3 Prostata; adenocarcinoma Mesoderme
OVCAR-3 Ovario; adenocarcinoma Mesoderme
HT-29 Célon; adenocarcinoma Endoderme
K-562 Leucemia; Endoderme

Nota: *linhagem cedida pela Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP/UNICAMP).

? linhagem com resisténcia a maltiplos farmacos.

Para a preparacdo das amostras, uma aliquota de 10mg do extrato seco foi
dissolvido em 100puL de dimetilsulféxido (DMSO). Em seguida, 50uL dessa solugéo-
mae foi disperso em 950uL de meio RPMI/ 5% SFB, para preparacao da solucéo de
trabalho. Esta foi diluida sucessivamente, em meio de cultura, para a ontencédo das
concentracdes finais de 0,25ug/mL; 2,5ug/mL; 2 pg/mL e 250ug/mL.

Como controle positivo, foi utilizado o quimioterapico Doxorrubicina, nas
concentracbes de 0,025ug/mL; 0,25ug/mL; 2,5ug/mL e 25ug/mL. Neste momento,
procedeu-se a fixagdo com &cido tricloroacético (TCA) a 50% da placa controle
chamada Ty, que permitiu determinar a quantidade de células no momento da adi¢éo
das amostras.

Ao final de 48h de incubacdo, as células foram fixadas com
50uL/compartimento de TCA a 50% e as placas foram incubadas por 1h a 4°C; a
seguir, as placas foram lavadas quatro vezes consecutivas com agua destilada para

remocdo de residuos de TCA, meio de cultura, SFB e metabolitos secundarios.
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Depois de secas completamente, & temperatura ambiente, as placas foram coradas
com 50uL/compartimento de SRB 0,4% (p/v), dissolvido em &cido acético 1%, e
mantidas por 20 minutos. Em seguida, foram lavadas quatro vezes com acido
acético a 1% e secas a temperatura ambiente. Finalmente, o corante ligado as
proteinas celulares foi solubilizado com Trizma Base 10 pM e pH 10,5. A leitura
espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em 540nm em leitor de
microplacas.
Com os valores médios de absorbancia para cada concentracdo do extrato, a
porcentagem de crescimento (%C) foi calculada de acordo com as seguintes
formulas:
e Se T >T; — estimulo de crescimento celular;
e SeT;>T=2Ty— atividade citostatica: %C =100 x [(T-To)/( T1-To)];
e Se T< Ty — atividade citocida: %C = 100 x [(T-To)/ Tq);

Onde:

T = média da absorbancia da célula tratada — absorbancia amostra sem célula;
T, = absorbancia do branco de células;

To = absorbancia do controle de células na placa T.

Os gréficos da porcentagem de crescimento em funcdo da concentracao do
extrato foram gerados para cada uma das linhagens testadas. TGI (do inglés total
growth inhibition), concentracdo necessaria para que ocorra 0% de crescimento
celular, foi calculada por regressao néo linear, tipo sigmoidal, utilizando-se software

Origin, verséao 7.5.

4.5 Andlise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Os resultados de atividades

antioxidantes, quantificacdo total de compostos fendlicos e flavonoides foram
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expressos como média + desvio padrdo. Estes foram avaliados por Analise de
Variancia (ANAVA) e as médias comparadas pelo teste Scott-Knott em nivel de 95%

de confianca, software Sisvar 5.3 (Sistema de Analise de Variancia).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Investigacao da composicao quimica

5.1.1 Espectrofotometria na regido ultravioleta-visivel

Comparando-se os espectros de absorgéo da luz UV, entre Fvl e Fv2 nao foi
encontrada diferenga significativa. FVA demonstrou um perfil semelhante a estas
amostras, porém seus picos tiveram menor intensidade (0s espectros de absorcéo
podem ser visualizados na Figura 18).

N&o ha ainda uma legislacdo especifica para prépolis de meliponineos que
descreva os aspectos fisico-quimicos fundamentais das mesmas. Desta forma,
atualmente é seguida a Instrucdo Normativa n°3 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001),
que regulamenta produtos de Apis mellifera, entre eles prépolis e seu extrato. Esta
determina que o espectro de absor¢ado da radiacdo UV-visivel do extrato de propolis
deve apresentar picos caracteristicos das principais classes de flavonoides, o que
ocorre entre os comprimentos de onda 200nm e 400nm. Este € considerado um
requisito fisico-quimico para este produto, no caso de abelhas meliferas, mediante o
regulamento de identidade e qualidade de extrato de propolis.

Segundo Mabry, Markham e Thomas (1970), na faixa de comprimento de
onda entre 220 e 350nm ocorre a absorcdo da luz UV pelos compostos fendlicos.
Entre estes também se encontram os flavonoides, porém de uma forma especifica,
descrevem sua ocorréncia na faixa de 281 a 284nm.

Diante do exposto, pode-se inferir que foram detectados picos de absorgao
tipicos para fendlicos totais e flavonoides nas propolis de F. varia. Quanto aos
fendlicos, houve um méximo de absor¢cédo nos comprimentos de onda 238nm, 240nm
e 233nm para Fvl, Fv2 e FVA, respectivamente. No que diz respeito aos

flavonoides, verificaram-se picos em todas as amostras. Seus pontos maximos



58

ocorreram em 281nm para Fvl e Fv2. No extrato FVA, este maximo ocorreu em
280nm.

A absorcdo da luz UV por eles apresentada €, conhecidamente, devido a
presenca das duplas ligacdes entre os carbonos encontrados nos anéis aromaticos
em suas estruturas quimicas (MARKHAM, 1982). Deve-se salientar que apesar de
terem sido obtidos espectros contendo picos de absor¢cdo maxima em comprimentos
de onda previstos para fendlicos e flavonoides, isto ndo reflete somente a presenca
destas classes quimicas. Isto se sustenta, pois outros compostos quimicos podem
conter anéis aromaticos ou insaturacées, no minimo duas, que também promovam a
absorcdo da luz ultravioleta. Desta forma, acrescentando informacdes a respeito da
composicdo quimica das propolis de F. varia, realizaram-se testes
espectrofotométricos quantitativos para fenolicos e flavonoides, descritos nos topicos
5.1.2e5.1.38.

Figura 18 - Espectros de absorcédo da luz ultravioleta visivel obtidos nas analises das
amostras Fvl, Fv2 e FVA.
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Nota: As solu¢cdes das amostras foram preparadas na concentracdo de 200pug/mL.
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5.1.2 Contetdo de compostos fendlicos

Os resultados mostraram que as amostras Fvl, Fv2 e FvA se diferiram
(p=0,0356) quanto ao conteudo de fendlicos com base em acido galico (os valores

médios encontrados estdo dispostos na Tabela 2).

Tabela 2 - Médias das quantificacdes de compostos fendlicos em extratos secos
(Fvl, Fv2 e FvA) de propolis produzidas pelas abelhas Frieseomelitta varia.

Fenolicos (mg acido galico/g de extrato

A 2 = . ~
mostra seco de propolis £ desvio padrao)*
FvA 18,37 + 0,352
Fvl 16,32 + 1,51°
Fv2 15,50 + 0,89°

*Nota: Médias seguidas de mesma letra ndo se diferem estatisticamente pelo teste Scott-
Knott (a=0,05).

Como se pode observar na Tabela 2, as prépolis obtidas em locais diferentes
mostraram quantidades divergentes de fendlicos. O maior conteudo destes foi
verificado em FvA. Originarias de um mesmo local, Fvl e Fv2 nédo se diferenciaram
na quantidade dos polifendis, ainda que ndo tenham sido coletadas em um mesmo
periodo do ano.

Avaliando os resultados de forma geral, verifica-se que foram detectadas
baixas quantidades de compostos fendlicos nestas prépolis. Se forem confrontadas
com os valores obtidos em outros tipos de propolis do Brasil, bem como de outros
paises, nota-se que comumente ultrapassam 100mg de acido galico/amostra
(GULCIN et al, 2010; BONVEHI; GUTIERREZ, 2011; SILVA et al, 2011; MAVRI et
al, 2012).

Kumazawa, Hamasaka e Nakayama (2004), trabalhando com propolis de
origens diversas, verificaram que em extratos etandlicos de propolis brasileiras
houve uma baixa quantidade de fendlicos, diferente do que ocorreu com prépolis

chinesa e europeia, nas quais geralmente se encontra grande quantidade dos
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mesmos. Em tal pesquisa, mostraram ainda que paralelamente a uma baixa
guantidade de polifendis totais, obtinham baixos valores de absortividade para estas
mesmas propolis no espectro de absorcédo da luz UV-visivel. Esta informacdo esta
de acordo com os achados aqui obtidos na avaliacdo das prépolis de F. varia.

Dependendo do processo de extracdo ao qual a amostra € submetida e dos
solventes utilizados, um incremento na quantidade de compostos fendlicos pode ser
alcancado. Isto ocorre, por exemplo, quando se usa uma mistura hidro alcodlica nas
proporcdes de 70:30 ou 80:20 (etanol:dgua, v/v) como solvente (MAVRI et al., 2012).
Mas em casos como o da prépolis de F. varia, acredita-se que seria possivel apenas
um pequeno aumento, visto que a propria vegetacdo dos locais onde as colmeias
estavam podem ter fornecido maiores quantidades de outros compostos fitoquimicos
em detrimento dos fendlicos. Nas proximidades das colmeias de onde se obtiveram
Fvl e Fv2, encontraram-se muitos pinheiros (Pinus sp), cuja composicdo é
majoritariamente composta por 6Oleos essenciais. Com relacdo a FvA, vegetacao
mais diversificada pode ser observada.

Entretanto, independente de outros fatores, a quantificacdo destes compostos
€ comum entre os diversos tipos de propolis e vem sendo correlacionada as
atividades biolégicas, sobretudo a antioxidante. Em muitos casos, chegou-se a
considerar que eles foram os principais responsaveis por tal atividade (CABRAL et
al, 2009). Por outro lado, h&d casos em que isto ndo ocorre, mostrando que nem
sempre se pode considerar esta relagcdo (YANG et al, 2011). O mesmo pode ser
estendido para atividade antimicrobiana, que também ja foi considerada de pouca
relacdo com fendlicos (CABRAL et al, 2009).

5.1.3 Conteudo de flavonoides

Como exposto anteriormente, a averiguacao da presenca e da quantidade de
flavonoides em prépolis € esperada e regulamentada como requisito de identidade e
qualidade de propolis de abelhas africanizadas. Por este motivo, torna-se
interessante avaliar a composi¢ao das prépolis de abelhas sem ferrdo neste ambito.
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Assim, a avaliacdo do conteudo de flavonoides foi realizada nos extratos de
propolis de F. varia e ela revelou baixas quantidades dos mesmos em todas as
amostras. Entretanto, detectaram-se diferencas entre os extratos (p<0,001), sendo
0s maiores valores encontrados em Fvl e Fv2 (dados apresentados na Tabela 3).
Estes apresentaram resultados diferentes de FvA, porém iguais entre si. Tais dados
corroboram com as informagBes encontradas nos outros testes relacionados a
flavonoides, como UV-visivel e fendlicos totais, confirmando sua quantificacdo
reduzida. Entretanto, € relevante notar que os valores aqui encontrados sdo em
relacdo a um unico tipo de flavonoide, a quercetina, ndo excluindo a possibilidade de

haver nestas propolis a presenca de outros componentes de tal classe fitoquimica.

Tabela 3 - Médias das quantificacBes de flavonoides em extratos secos (Fvl, Fv2 e
FvA) de prépolis produzidas pelas abelhas Frieseomelitta varia.
Flavonoides (mg quercetina/g de extrato

Amostra seco de propolis £ desvio padrao)
Fvl 7,38 +0,75°%
Fv2 8,98 + 1,042
FVA 3,24+0,32°

*Nota: Médias seguidas de mesma letra ndo se diferem estatisticamente pelo teste Scott-
Knott (a=0,05).

Sobre os valores frequentemente encontrados em outras prépolis, Righi et al.
(2011) afirmam que as prépolis dos paises da América do Sul contém flavonoides
em quantidades que vao de 3 a 55mg de quercetina/g de prépolis. Na propolis
vermelha brasileira, estes mesmos autores alegam que 32,91mg de quercetina/g de
prépolis foram quantificados e nas prépolis europeias chegaram a 223mg de
guercetina/g de propolis.

Assim como ocorre com 0s compostos fendlicos, comumente, uma correlacao
positiva é verificada entre o contetado de flavonoides e as atividades bioldgicas.
Porém, apesar das baixas quantidades de compostos fendlicos e flavonoides nas
propolis tropicais, outros compostos quimicos as constituem e atividades biolégicas
interessantes podem ser encontradas.
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5.1.4 Cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada (CCD) é um teste que permite obter
informacdes sobre uma amostra em pouco tempo, sendo necessarias pequenas
guantidades das mesmas, além de ter um custo reduzido. Assim, na avaliagdo dos
perfis quimicos dos extratos de propolis de F. varia por CCD, diversas fases moveis
foram usadas. Dentre elas, a mistura de etanol e agua (55:45, v/v) foi a Gnica que
permitiu eluicdo adequada das amostras. Uma vez selecionada esta fase movel,
realizaram-se varias outras corridas cromatograficas e em cada cromatograma foi
utilizado um determinado revelador.

Como na composicao de propolis frequentemente se encontram flavonoides,
usou-se o revelador NP/PEG, indicado para sua detec¢cdo segundo Wagner e Bladt
(1996). Se houvesse manchas amarelas na placa visualizada sob luz UV a 365nm,
conferir-se-ia presenca de flavonoides. Entretanto, ndo foi possivel detecta-las nas
amostras Fvl, Fv2 e FVA. Isto provavelmente ocorreu devido as quantidades muito
reduzidas dos flavonoides nas mesmas.

A vanilina sulfarica, por outro lado, é um revelador amplamente utilizado na
visualizacdo de cromatogramas quando se analisam produtos naturais. Desta forma,
ele também foi empregado e, apés a nebulizacdo com o mesmo, a placa foi
aguecida durante 10 minutos em estufa na temperatura de 100°C e, em seguida,
houve o aparecimento de manchas de cor violeta. A titulo de curiosidade e
complementacdo das informagcBes sobre propolis de abelhas sem ferrdo, as
amostras Fvl, Fv2 e FvA foram analisadas, nesta corrida cromatografica, em
conjunto com propolis de meliponineos de outras espécies (Melipona bicolor e
Melipona quadrifasciata, também provenientes de locais e épocas diferentes) e com
alguns padrbes, entre eles quercetina, rutina, cumarina, acido galico e acido
ascorbico.

Como se pode notar na Figura 19, as prépolis de F. varia e das outras
espécies de meliponineos ndo apresentaram semelhanca aos padrbes, tanto com
relacdo as cores das manchas quanto aos valores de Rf, que foram de 0,63
(quercetina), 0,9(rutina), 0,88(cumarina), 0,888 (acido galico) e 0,88(acido
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ascorbico). Por outro lado, as propolis apresentaram semelhanca nos seus perfis,
com manchas de cor violeta, indicando presenca de terpenoides. Entre as amostras
Fvl, Fv2 e FVA, bem como entre estas e as de outros meliponineos, verificou-se
mesmo valor de Rf em alguns pontos, alterando apenas a sua intensidade. Estas
estdo demarcadas na Figura 19, como A (Rf = 0,38) e B (de forma ascendente, Rf
0,53; 0,56 e 0,61). Uma vez que estas manchas tiveram valores de Rf inferiores ao
da quercetina, pode-se inferir que os terpenoides presentes nestas propolis séo

bastante polares, possivelmente glicosilados.

Figura 19 - Cromatograma contendo diferentes amostras de meliponineos e
padrdes.

Nota: 1(FvA), 2(Fvl), 3(Fv2), 4(Melipona bicolor, amostral), 5(Melipona bicolor, amostra 2),
6(Melipona quadrifasciata, amostral, Alfenas), 7(Melipona quadrifasciata, amostra 2,
Alfenas), 8 (Melipona quadrifasciata, amostral, Fama), 9(Melipona quadrifasciata, amostra
2, Fama), 10(padréo quercetina), 11(padrdo rutina), 12 (padréo cumarina), 13 (padrao acido
galico) e 14 (padrdo acido ascorbico). As areas em destaque (A e B) demarcam as
semelhangas encontradas entre as propolis. FE: Silica gel 60, F,s,. FM: etanol e 4gua (55:
45, vIv). Revelacao: vanilina sulfirica com aquecimento a 110°C, 10min.
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Pode-se observar, que o perfil quimico das propolis produzidas pelas abelhas
F. varia e M. quadrifasciata foram semelhantes, com manchas de mesmo Rf em
varios pontos. A respeito disto, Velikova et al (2000) analisaram prépolis de 12
diferentes espécies de meliponineos e verificaram que a composi¢cdo quimica das
mesmas nao mostrava grande variacdo. Seus constituintes se delimitaram em
classes como diterpenos e triterpenos. Isto ocorreu independente da espécie que as
produziam e da regido em que eram coletadas. A geopropolis de Melipona
fasciculata Smith de origens diversas, analisadas por Dutra et al (2008) também
apresentou CCD com manchas semelhantes as encontradas no presente trabalho.
Em suas amostras havia presenca de compostos fendlicos, triterpenos e saponinas.
A quantidade ou presenca destes dois Ultimos variaram entre as diferentes
amostras, mas o perfil cromatografico foi semelhante entre elas. Estes achados
corroboram com aqueles aqui encontrados.

Segundo Wagner e Bladt (1996), a vanilina € capaz de detectar compostos
terpénicos e fenilpropanoides, que geralmente compdem Oleos essenciais das
plantas. Balestrin (2006) afirma que manchas sutilmente violetas obtidas nas placas
cromatograficas quando reveladas com vanilina sulftrica refletiram presenca de
triterpenos, uma classe de terpenoides entdo analisada. Estas informacfes levam a
suspeita da presenca de compostos desta classe nas amostras de F. varia aqui
analisadas.

Além dos reveladores mencionados anteriormente, em uma das placas
cromatograficas também se usou o anisaldeido sulfarico. Apés a nebulizacdo com
este, tais placas foram submetidas ao aquecimento a 110°C por 10 minutos. Este
revelador também pode fornecer um indicativo da presenca de terpenoides nas
amostras quando séo alcancadas manchas avermelhadas ap6s aquecimento, fato
gue ocorreu neste trabalho como pode ser visto na Figura 20. Além disso, manchas
semelhantes e com o0 mesmo valor de Rf foram detectadas, da mesma forma que
ocorreu no cromatograma visualizado com vanilina sulfarica. Estes resultados
revelaram, portanto, que as amostras de propolis de F. varia coletadas em locais e
tempos diferentes mostraram perfis quimicos semelhantes, com indicativo da

presenca de terpenoides.
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Figura 20 - Placa cromatografica contendo amostras de F. varia.

Nota: Os numeros 1, 2 e 3 se referem as amostras FVA, Fvl e Fv2, respectivamente. FE:
Silica gel 60, F,s4. FM: etanol e agua (55: 45, v/v). A — placa sob luz UV a 254nm. B — placa
reveladas com anisaldeido sulfurico com aquecimento. As manchas avermelhadas foram
visualmente observadas apos a revelacdo. C - placa sob luz UV a 365nm.

Autores também constataram que geopropolis, obtida de abelhas sem ferréo
do estado do Maranh&o, € rica em substancias quimicas das classes dos compostos
fendlicos, mas também dos triterpenos (DUTRA et al, 2008). Bankova et al (1995)
concluiram que as propolis brasileiras tém uma baixa concentracéo de flavonoides e
ésteres de 4&cidos fendlicos, possuindo altas concentracbes de 4&cido
dihidroxicinamico, acetofenonas preniladas e alguns terpendides especificos.

Andlises mais aprofundadas em adicdo as feitas por cromatografia em
camada delgada sdo necessdarias para confirmar a presenca destes compostos.
Neste aspecto, a cromatografia gasosa acoplada a detector de massas (CG-EM) tem
sido amplamente utilizada para determinar a composi¢cdo quimica de propolis. Em
um trabalho realizado por Nunes et al (2009), os resultados de CG-EM

demonstraram que os metabdlitos secundarios majoritarios das propolis avaliadas
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foram os derivados fendlicos (flavonoides, antraquinonas) e terpenos
(monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos e esteroides), além da presenca de
acucares em propolis vermelha.

Sobre meliponineos e pontualmente o género aqui tratado, no estudo
realizado por Patricio et al (2002) com trés espécies de abelhas do género
Frieseomelitta, foram avaliadas as resinas frescas por elas coletadas, que
naturalmente ficavam presas nas tibias das abelhas. Tais amostras foram
analisadas por meio de CG-EM a fim de verificar sua composi¢do quimica. Os
cromatogramas obtidos mostraram presenca de monoterpenos, diterpenos,
triterpenos e sesquiterpenos. Quanto a F. varia, especificamente coletadas no Rio
Grande do Norte, nas abelhas onde havia resina presente nas tibias, todas estavam
compostas por terpenos. Entre eles, os mais abundantes foram 0os monoterpenos a-
pineno e sesquiterpenos a-cubebeno e d-cadineno. Foram ainda detectados os
terpenos [B-pineno, canfeno, 3-careno, terpinen-4-ol, a-copaeno, a-gurjuneno, Y-
elemeno, simulareno, trans-B-farneseno, a-amorfeno, entre outros. Os resultados por
eles encontrados mostraram que as diferentes espécies do género Frieseomelitta
continham diferentes classes de terpenos. No caso da espécie F. silvestrii teve um
composto isolado, manool, cuja fonte foi comprovadamente o pinheiro amarelo.

Em relacdo a este tipo de fonte vegetal, sabe-se que o género Pinus spp
produz em seus canais secretores uma oleorresina chamada trementina. Esta
possui predominantemente hidrocarbonetos monoterpénicos: (+)- y (-)-a-pinenos, (-)-
B-pineno, canfeno, B-felandreno, e sua resina contém principalmente acidos
diterpénicos: acido (+)-pimarico e acido abiético (BRUNETON, 2001).

Estas colocacdes, em conjunto com os dados obtidos em trabalhos
cientificos, vém sustentar a hipotese de que havia compostos terpenoides nas
amostras de Frieseomelitta varia aqui analisadas. Isto se confirma, ndo somente
pelos aspectos obtidos nos cromatogramas, mas também pela caracteristica da
vegetacao existente nos locais onde as prépolis foram coletadas. O meliponario do
qual foram obtidas as amostras Fvl e Fv2, em especial, contém grande quantidade
de pinheiros. Ao se manipularem as amostras de prépolis, pode-se perceber o odor
caracteristico dos volateis emitidos pelos Pinus spp, principalmente durante a etapa

de pulverizacdo das prépolis brutas para obtencao do extrato.



67

5.2 Determinacéao das atividades biologicas

5.2.1 Atividades antioxidantes

5.2.1.1 Atividade sequestrante do radical DPPH

Na Tabela 4 estdo expressos os dados obtidos na avaliacdo das amostras,
solucdes etandlicas dos extratos secos de propolis na concentragcdo 3000ug/mL, e
do padréo Trolox (60ug/mL) pelo método de sequestro do radical DPPH. Segundo
os resultados encontrados, houve variagdo entre Fvl, Fv2 e FvA (p=0,0025).

Tabela 4 - Atividade antioxidante pelo método DPPH do padrdo Trolox e extratos
secos (Fvl, Fv2, FvA) de propolis produzidas pelas abelhas Frieseomelitta varia.

Atividade Antioxidante (%) + desvio

Amostras padréo*
Padr&o Trolox 39,23 +0,30°
Fvl 37,84 + 4,222
Fv2 34,12 + 3,04%
FVA 23,11+ 0,63"

*Nota: Médias seguidas de mesma letra ndo se diferem estatisticamente pelo teste Scott-
Knott (a=0,05).

Diferentes de FVvA, os extratos Fvl e Fv2 tiveram um maior potencial
sequestrante e foram iguais entre si. Além disso, para fins de se comparacao,
também se verificou que Fvl e Fv2 mostraram mesmo percentual de atividade que o
padrao Trolox quando testadas em uma concentragao cinquenta vezes maior que 0

mesmo. Desta forma, se percebe que as solu¢des dos extratos devem estar em uma
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concentracdo muito elevada para que seja alcancada uma melhor atividade
sequestrante do radical.

Independente da diferenca ocorrida entre as préopolis provenientes de locais
distintos, todos os extratos contiveram uma baixa atividade antioxidante se for
considerada a concentragdo em que foram testados. Isto se confirma por dados
observados em outros tipos de propolis, como as produzidas por abelhas Apis
mellifera e obtidas em Minas Gerais, nas quais foi encontrada atividade antioxidante
de 40% em solugbes de extratos a 20pg/mL (KUMAZAWA; HAMASAKA,;
NAKAYAMA, 2004).

Em propolis vermelha brasileira (produzida por Apis mellifera), classificada
recentemente e cujos estudos comecaram ha alguns anos, o potencial para
sequestrar DPPH foi de 39,12% em amostras a 25ug/mL (RIGHI et al, 2011). Em
outros paises, Kumazawa, Hamasaka e Nakayama (2004) reportam que esta
porcentagem atingiu valores mais altos, chegando a 80% em alguns tipos de
prépolis (solucdes na concentracdo de 20ug/mL). Na Argentina, foram encontradas
atividades acima de 90% em amostras obtidas em todos os meses do ano em
concentracdes que variaram de 2,5 a 30ug/mL (ISLA et al, 2009).

Comumente, a relacdo entre atividade antioxidante e a composicdo das
prépolis por fendlicos e flavonoides é realizada. Em uma pesquisa desenvolvida por
Siripatrawan, Vitchayakitti e Sanguandeekul (2012), a atividade sequestrante de
DPPH aumentou conforme incremento de compostos fendlicos nas amostras
(extrato etandlico de propolis em solucdo de etanol a 70%) chegando a 94,21% de
atividade. Yang et al (2011) afirmam que os estudos por eles realizados demonstram
uma contribui¢do significativa dos compostos fendlicos para a atividade antioxidante
de propolis na China. Kalogeropoulos et al (2009) verificaram boa correlacdo entre
os dados obtidos no teste DPPH e conteddo de polifendis. Silva et al (2006) também
observaram uma correlagéo positiva de forma generalizada entre conteudo total de
compostos fenolicos dos extratos de préopolis e a atividade sequestrante de DPPH.
Kumazawa, Hamasaka e Nakayama (2004) citam que analisando propolis
provenientes de diversos paises e as propolis brasileiras puderam concluir que a alta
atividade antioxidante nelas observada foi devido a presenca de grande quantidade
de flavonoides, obtendo alta absorcdo de UV-visivel em comprimentos de onda
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caracteristicos para os mesmos, bem como elevadas concentragfes de fendlicos
totais e conteudo de flavonoides nos testes quantitativos.

Esta relacdo encontrada por diversos pesquisadores (quantidade de
compostos fendlicos/flavonoides e a intensidade da atividade antioxidante) foi
observada nos estudos aqui realizados. Houve absor¢édo baixa no UV-visivel quanto
aos flavonoides e, nos testes quantitativos, estes e fendlicos foram encontrados em
quantidades reduzidas. Acompanhando este perfil, baixa atividade sequestrante do
radical DPPH foi detectada.

Ainda envolvendo o estudo de composicdo quimica e atividade biologica,
Teixeira et al (2008) detectaram um total de 40 compostos em prépolis, entre eles
encontraram derivados dos acidos benzoico e cinamico, triterpenos, sesquiterpenos
e diterpenos. Essas amostras apresentaram principalmente triterpenoides, tinham
uma quantidade infima de substancias fendlicas e desempenharam praticamente
nenhuma atividade antioxidante. Estes fatores se aproximam das caracteristicas
encontradas nas propolis de F. varia e vem sustentar, mais uma vez, a importancia
dos compostos fenélicos no desempenho antioxidante de um produto natural quanto
ao sequestro do radical DPPH.

5.2.1.2 Atividade sequestrante do radical ABTS

Embora os métodos DPPH e ABTS sejam baseados no mesmo principio,
(transferéncia de elétron da molécula antioxidante para estes radicais) os dados de
uma mesma amostra obtidos nestes testes podem se mostrar diferentes (CAVAR et
al, 2012). Como se pode observar na Figura 21, isto ocorreu no presente trabalho.
No método ABTS, Fvl conteve atividade antioxidante superior a Fv2 e, por outro
lado, no ensaio DPPH ambas as amostras tiveram mesmo potencial antioxidante. A
diferenca entre as propolis coletadas de locais distintos continuou ocorrendo quando
se comparou FvVA com Fvl (p=0,0163), mas o mesmo nao foi valido quando

confrontada com Fv2.
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Figura 21- Atividade antioxidante de propolis de Frieseomelitta varia pelo ensaio
ABTS.
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Nota: Os resultados estéo expressos em equivalente Trolox (UM de Trolox/g de propolis). Os
nameros inscritos nas barras se referem ao valor médio encontrado e aqueles que estédo
seguidos de mesma letra ndo se diferem estatisticamente pelo teste Skott-Knott (a=0.05).

Comparando-se os dados de ABTS aqui encontrados com alguns trabalhos,
percebeu-se que as propolis de outras origens possuiram potencial antioxidante
superior as produzidas por F. varia. Valores de 560 a 1430 umol Trolox/g em extrato
etanolico de propolis foram encontrados na Espanha (BONVEHI; GUTIERREZ,
2011). Isla et al (2009), trabalhando com prépolis Argentina obtidas em épocas
diferentes do ano, detectaram valores de 867,85 a 809,58 umol de Trolox/g de
amostra nos meses de outubro a dezembro e de 570 a 600 umol de Trolox/g de
amostra nos meses de abril a julho. Possivelmente, altos conteidos de compostos
fendlicos e flavonoides podem ter favorecido o potencial antioxidante destas
prépolis, assim como foi citado na discussdo dos resultados obtidos pelo teste
DPPH. Corroborando esta proposi¢cao, Miguel et al (2010) encontraram correlagéo
entre a atividade antioxidante das propolis portuguesas e a quantidade de
fendlicos/flavonoides. Leite-Legatti et al (2012) que detectaram valores bastante
altos na atividade antioxidante por ABTS (9458 pmol de Trolox/g de amostra),
guantificaram alto valor de compostos fendlicos totais na casca do fruto da

jabuticaba.
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Desta forma, seriam esperados valores superiores de atividade antioxidante
por ABTS nas propolis de F. varia se elas contivessem maiores quantidades de

compostos fenolicos e/ou flavonoides.

5.2.1.3 Potencial redutor do Ferro (FRAP)

A atividade antioxidante das prépolis de F. varia mensurada pelo método
FRAP nao demonstrou haver significativas diferencas entre elas (p=0,0592). Os
valores alcancados estéo dispostos na Figura 22.

Figura 22 - Atividade antioxidante de propolis de Frieseomelitta varia pelo ensaio
FRAP.
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Nota: Os resultados estdo expressos em equivalente Fe** (uM de F**/g de prépolis).

Estes resultados parecem denotar uma fraca acdo redutora destas propolis,
uma vez que forte atividade foi atribuida aquelas estudadas na Espanha, as quais
atingiram valores de 2312 a 4669 umol sulfato ferroso/g de amostra (BONVEHI;
GUTIERREZ, 2011). Na propolis verde brasileira foi encontrada atividade de
2078,57 + 14,56 umol sulfato ferroso/g de amostra (MELLO; HUBINGER, 2012). A
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amostra utilizada por estes autores consistiu em extrato etandlico a 80% das
prépolis e a solucéo teste do extrato foi preparada de 1000 a 2000ug/mL.

Torna-se interessante mencionar em que consistiu a amostra e como ela foi
preparada, pois os resultados podem variar conforme o solvente e o método
utilizado na extracdo. Avaliando este aspecto, Cottica et al (2011) obtiveram um
resultado proeminente (1365 + 2 pmol Fe?'/g extrato) quando usaram uma
combinacdo de alta concentracdo de prépolis e baixa quantidade de alcool. Por
outro lado, em uma proépolis da Eslovénia submetida a processo de extracdo em
etanol a 96%, obtiveram valor de 65,1 + 0,9 pmol Fe?*/g (MAVRI et al, 2012). Estes
resultados se aproximam dos aqui obtidos nas prépolis de F. varia, bem como o
solvente usado no processo de extracao.

Da mesma forma que foi relatada na discussao dos resultados nos demais
métodos, a correlagdo entre a intensidade da atividade antioxidante por FRAP e
conteddo de compostos fendlicos existe (COTTICA et al, 2011;
KALOGEROPOQULOS et al, 2009).

5.2.1.4 Capacidade de absorcao do radical oxigénio (ORAC)

Os dados obtidos no ensaio ORAC estdo dispostos na Figura 23. Nesta,
pode-se notar que Fv2 conteve a maior atividade antioxidante, se diferindo de Fvl e
FVA (p=0,0006).

Os resultados aqui encontrados foram significativos, porém nao muito
acentuados se forem considerados outros produtos cuja atividade atingiu valores
bastante elevados. Em muitos alimentos e produtos naturais, a capacidade de
absorver o radical oxigénio atingiu a casa dos milhares.

Em uma prépolis do Uruguai, o valor maximo de atividade antioxidante
encontrado foi de 8000 umol de Trolox/g de prépolis (SILVA et al, 2011). Este
resultado foi atribuido a mistura de polifenéis presente nestas propolis, conferindo a
elas uma atividade superior a outros produtos naturais, como as frutas vermelhas,

gue geralmente estdo classificadas entre os alimentos com maior relevancia em
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potencial antioxidante. Paralelamente a este achado, vale relatar que um méaximo de
absorcdo de luz UV nas concentracfes de 290 a 295nm foi notado nas propolis
uruguaianas e também houve uma boa correlacdo entre esta absorcdo e a

quantificacdo dos flavonoides.

Figura 23 - Atividade antioxidante de propolis de Frieseomelitta varia pelo ensaio
ORAC.
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Nota: Os resultados estdo expressos em equivalente Trolox (umol de Trolox/g de propolis).
Os numeros inscritos nas barras se referem ao valor médio encontrado e aqueles que estédo
seguidos de mesma letra ndo se diferem estatisticamente pelo teste Skott-Knott (a=0,05).

Valores de ORAC ainda superiores ao relatado anteriormente foram
encontrados em outras ocasides. Em um trabalho realizado por Dudonné et al
(2011), a analise do extrato de broto de Populus nigra permitiu a identificacdo de
alguns acidos fendlicos cujos valores de ORAC foram de 41639 + 233 pumol Trolox/g
extrato (acido cafeico), 38429 + 69 umol Trolox/g extrato (acido p-cumarico), 30821
+ 132 pmol Trolox/g extrato (acido isofelurico), 23836 + 327 pumol Trolox/g extrato
(acido felarico) e 20083 + 667 umol Trolox/g extrato na mistura de todos estes
compostos fitoquimicos reunidos. E valido lembrar que Populus sp constitui a

principal fonte de resina usada pelas abelhas Apis mellifera na produc¢éo de propolis
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em locais onde o clima é temperado, em zonas subtropicais (TEIXEIRA et al, 2008;
KALOGEROPOULOS et al; 2009).

Também relacionando a alta atividade antioxidante com compostos fendlicos,
Leite-Legatti et al (2012) pesquisaram casca de jabuticaba e encontraram valor de
25514,24 + 3037,24 pmol Trolox/g. Os flavonoides foram definidos como o0s
principais responsaveis por esta atividade antioxidante, sobretudo as antocianinas.
E, por fim, de acordo com Nagai et al (2003), 24 flavonoides presentes em extratos
etandlicos de propolis sequestraram radicais em estagios iniciais da peroxidacao
lipidica e, posteriormente, reagiram com radicais peroxil de acidos graxos poli-
insaturados, conseguindo impedir a continuacdo da cadeia de reacdes de formacgao
de radicais livres.

Diante destas colocacdes, levanta-se a hipdtese de que a atividade
antioxidante por ORAC nas propolis de F. varia poderia ser mais elevada se nelas
houvesse uma quantidade superior de compostos fendlicos, sobretudo os
flavonoides. A avaliacdo por CCD destas prépolis forneceu um indicativo da
presenca de terpenoides e estes parecem ndo exercer elevada acdo antioxidante.
Corroborando esta informacédo, Cavar et al (2012) pesquisaram a composi¢cao
quimica e as propriedades biolégicas de Oleo essencial de Artemisia annua,
verificando nela uma abundéncia de monoterpenoides e reafirmando o conhecido
potencial antioxidante relativamente baixo da mesma.

Analisando extratos, fracdes e compostos puros de cultura de células de
Harpagophytum procumbens, Georgiev et al (2010) ndo encontraram atividade
antioxidante pelo método DPPH na fracdo contendo terpenoides e na avaliacdo por
ORAC esta mesma fragéo teve o menor valor entre as diversas amostras analisadas
(843 + 65 umol Trolox/g), quando o maior valor encontrado atingiu 20277 + 857 pmol
Trolox/g (detectado no composto isolado leucosceptosideo A).

De gualquer modo, ndo somente uma classe quimica pode ser responsavel
por atividade biolégica, como, por exemplo, os fenodlicos. A atividade medida por
ORAC ja foi afirmada como sendo resultado do sinergismo de uma série de
compostos, como fendlicos, peptideos, acidos organicos e outros componentes
minoritarios (MUNOZ et al, 2007).
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Se for observada a quantificacdo de flavonoides nas prépolis de F. varia,
nota-se que Fvl e Fv2 tinham a mesma quantidade (estatisticamente iguais), mas
esta Ultima apresentou atividade antioxidante mais elevada que aquela. Deste modo,
evidencia-se a necessidade de aprofundar os estudos de composicao quimica e sua
verdadeira relagdo com a atividade proposta.

Sobre o0s resultados obtidos em diversas metodologias de avaliacao
antioxidante, em muitos casos, como o ocorrido no trabalho de Georgiev et al (2010)
citado anteriormente, diferencas sado observadas nos resultados obtidos. No trabalho
realizado por Tomer et al (2007), estudando sorgo, os valores de ORAC chegaram a
ser trés a quatro vezes maior que os resultados de DPPH e ABTS. Segundo a
explicacdo mencionada por Georgiev et al (2010), isto pode estar relacionado as
diferencas na natureza dos radicais e na forma como séo gerados. O radical usado
no teste ORAC possui alta reatividade com compostos aromaticos e substancias que
nao agem como doadoras de elétrons. Por outro lado, nos testes DPPH, ABTS e
FRAP, a atividade antioxidante é medida justamente pela capacidade de doar
elétrons da amostra em analise. Adicionalmente, as discrepancias nos resultados
destes ensaios antioxidantes e ORAC ¢ relatada por Dudonné et al (2011) como
consequéncia da acéo antioxidante cinética empregada neste ultimo método, e ndo

usada nos demais.

5.2.2 Atividade antimicrobiana

Os resultados de atividade antibacteriana (CIM e CBM) estédo na Tabela 5.

Como se pode notar, as propolis de F. varia foram bastante ativas contra as



Tabela 5 - Atividade antibacteriana do padrdo Cloranfenicol e extratos secos (Fvl, Fv2, FvA) de propolis produzidas pelas abelhas
Frieseomelitta varia.

Cepas Fvl Cloranfenicol 1 Fv2 Cloranfenicol 2 FvA

CiM CBM CiMm CBM CIM CBM CiMm CBM CiM CBM
Escherichia coli ATCC 25922 - - <1,95 - - - <1,95 500-1000 - -
8 ATCC 27853 - - 3,9-78 - - - <1,95 125-250 - -
§ Pseudoz_lt_)&a:sgggguginosa - - 39-78 - - - 7,8 — 15,625 125-250 - -
g Proteus mirabilis ATCC 25933 - - 1,95-3,9 - - - 1,95-3,9 - - -
Serratia marcescens - - 39-7,8 15,625 - 31,25 - <1,95 250 - 500 -
Enterobacter cloacae - - <1,95 - - - 31,25-62,5 - - -
Staphylococcus aureus ATCC 6538 250 - 500 - 1,95-3,9 250 - 500 250 - 500 - 1,95-3,9 250 - 500 500-1000 -
Bacillus cereus ATCC 11778 31,25-62,5 - <1,95 125-250 | 15,625 - 31,25 - <1,95 125 - 250 250 - 500 -
Enterococcus casseliflavus 500 - 1000 - 39-7,8 - 31,25-62,5 - <195 - 250 - 500 -
Enterococcus gallinarum - - 15,625 - 31,25 - 250 - 500 - 7,8 — 15,625 - - -
- Streptococcus agalactiae 15,62-31,25 15,62-31,25 <1,95 31,25-62,5 - - 7,8 —15,625 - - -
% Staphylococcus aureus OX res. 82 - - 7,8 — 15,625 - - - 7,8 — 15,625 - - -
g_ Staphylococcus aureus OX res. 83 - - 7,8 -15,625 - - - 15,625 - 31,25 - - -
% Staphylococcus aureus OX res. 107 250 - 500 - 31,25-62,5 - 31,25-62,5 - 15,625 - 31,25 - 250 - 500 -
G Staphylococcus aureus OXres. 127 - - 39-78 - - - 31,25-62,5 - - -
Staphylococcus aureus OX res. 93 - - 39-78 - - - 31,25-62,5 - - -
Staphylococcus aureus OX res. 99 - - 39-7,8 - - - 7,8 — 15,625 - - -
Staphylococcus aureus OXres. 124 | 500 - 1000 500 - 1000 15,625 - 31,25 250 - 500 31,25-62,5 - 7,8 — 15,625 - 250 - 500 -
Staphylococcus aureus OX res. 155 - - 15,625 - 31,25 250 - 500 - - 31,25-62,5 - - -

Nota: “Cloranfenicol 1” foi utilizado como padréo no ensaio com a amostra Fvl e

“Cloranfenicol 2”, no teste com Fv2 e FVA.

9L
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bactérias Gram-positivas, uma vez que exerceram acdo bacteriostatica contra a
maioria das cepas testadas.

Ao se compararem as atividades das amostras coletadas em locais e épocas
distintas, verificou-se que Fvl e Fv2 (coletadas em épocas distintas em um mesmo
local) tiveram valores iguais de CIM para S. aureus ATCC 6538 e foram mais ativas
que FVA. Contra a bactéria Bacillus cereus ATCC 11778, Fv2 teve a maior atividade,
seguida de Fvl e por ultimo FvA. Nos testes com E. casseliflavus, E. gallinarum e
duas das oito cepas de Staphylococcus aureus Oxacilina resistente (cepas nimeros
107 e 124), a amostra Fv2 também possuiu valores de CIM inferiores as demais
amostras, ou seja, aparentemente apresentou melhor atividade. Entretanto, ndo se
pode considerar que Fv2 teve maior poder bacteriostatico, pois as cepas destas
bactérias estavam mais sensiveis no ensaio em que Fv2 e FvA foram testadas. Isto
pode ser identificado mediante a comparacdo dos valores de CIM obtidos nos
controles positivos de cada teste (antibiotico Cloranfenicol).

Atividade bactericida também ocorreu contra Staphylococcus aureus Oxacilina
resistente 124 e S. agalactiae. Sobre esta ultima, a amostra Fvl teve um resultado
proeminente, uma vez que o valor de CBM foi abaixo de 100pg/mL (15,62 — 31,25
ug/mL). E valido, ainda, destacar que este foi inferior ao CBM do Cloranfenicol
(31,25 - 62,5 pug/mL), antibiético padréo utilizado nos testes.

Com relacdo as bactérias Gram-negativas, contra S. marcescens, Fv2 se
destacou com um baixo valor de CIM (15,625 — 31,25 pg/mL). A amostra FVA nao
teve acdo bacteriostatica tdo relevante quanto Fv2. O extrato Fvl, por sua vez, nao
demonstrou atividade. Sobre as demais cepas, as amostras (Fvl, Fv2 e FVA) nao
foram ativas.

Quanto aos ensaios com a levedura Candida albicans ATCC 10231, nenhuma
atividade (fungistatica ou fungicida) foi detectada.

Estes achados estdo de acordo com a maioria dos resultados obtidos na
avaliacao de outros tipos de propolis, sejam elas produzidas por outras espécies de
abelhas (Apis mellifera ou abelhas sem ferrdo) ou provenientes de regifes e épocas
diferentes. Independente destas variaveis, grande parte dos testes antimicrobianos
demonstra que as propolis inibem mais facilmente as bactérias Gram-positivas e

geralmente séo inativas, ou pouco ativas, contra as Gram-negativas e leveduras
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(VARDAR-UNLU; SILICI; UNLU, 2008; BURIOL 2009; SIRIPATRAWAN;
VITCHAYAKITTI; SANGUANDEEKUL, 2012).

Este perfil de acdo deve ocorrer, provavelmente, devido as diferencas
estruturais destes micro-organismos. As bactérias Gram-negativas possuem uma
parede celular quimicamente mais complexa do que as Gram-positivas, com um teor
lipidico maior, gerando resisténcia a acdo dos compostos fitoquimicos (VARGAS et
al, 2004)(Figura 24). A estrutura complexa das leveduras também pode constituir

uma barreira para a atuagdo dos mesmos.

Figura 24 - Estruturas das paredes celulares de bactérias.
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Nota: Gram-positivas (a) e Gram-negativas (b).

No que diz respeito a relagdo da composicdo quimica com a atividade

biologica, a literatura frequentemente descreve a contribuicdo de um alto contetudo
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de compostos fendlicos e flavonoides para a atividade antimicrobiana. Em proépolis
de Apis melifera esta correlagcdo tem se mostrado positiva (LUSTOSA et al, 2008).

Estudando mais amplamente este assunto, Silva et al (2006) fizeram testes
antimicrobianos com extratos de prépolis comerciais de diversas localidades do
Brasil e relacionaram os resultados com o conteudo de fendlicos e flavonoides
encontrados nas mesmas unidades experimentais. Verificaram que todos os extratos
foram capazes de inibir o crescimento de S. aureus ATCC 29213 e que houve uma
correlagcdo positiva fraca entre esta atividade antimicrobiana e a quantidade de
fendlicos. Sobre os flavonoides, houve uma correlacao positiva média entre eles e a
atividade antimicrobiana de uma forma geral. Segundo os autores, os flavonoides
teriam um papel importante na acao bacteriostatica dos extratos, verificando alta
correlacao entre eles no Grupo A e também no grupo B, quando este foi comparado
aos dados de fendlicos.

No presente trabalho foi encontrado um baixo teor de compostos fendlicos e
flavonoides. Isto ocorreu simultaneamente a uma boa atividade antimicrobiana
contra bactérias Gram-positivas. Portanto, os dados aqui apresentados corroboram
com aqueles encontrados para os extratos de prépolis do Grupo B de Silva et al
(2006).

Estas informacBes permitem entender que as quantificacbes de fendlicos e
flavonoides sdo importantes, mas ndo preveem se a atividade biol6gica da propolis
serd alta. Implicam também na necessidade de uma analise mais aprofundada sobre
a composicao quimica das prépolis. Seus conteudos sao bastante complexos e a
restricdo na quantificacdo de compostos fendlicos e flavonoides fazem com que eles
nao sejam suficientes para sustentar e relacionar as atividades biolégicas nelas
encontradas. Desta forma, pode-se levantar a hipotese de que mesmo sendo
pequena a quantidade de fendlicos e/ou flavonoides, outras classes em conjunto
com estes podem resultar em atividade antimicrobiana elevada. Isso provavelmente
se deve a um sinergismo que ocorre entre 0S varios constituintes das propolis
(MARCUCCI, 1996).

Acerca desta composi¢do quimica diversa, Patricio et al (2002) afirmam que a
atividade antimicrobiana de prépolis de meliponineos pode ser devido a presenca
de diterpenos. Velikova et al (2000) também verificou que a maioria das amostras
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deste tipo de propolis devem sua acdo antimicrobiana a 4cidos diterpénicos. Estes
dados podem refletir a realidade encontrada neste trabalho, visto que os resultados
obtidos na analise das propolis de F. varia revelam a presenca de compostos
terpénicos, como discutido anteriormente.

No que se refere a forma de agdo, Fernandes Juanior (2005) sugeriu que as
prépolis poderiam agir sobre 0os micro-organismos mediante alguns mecanismos,
como a inibicdo da divisdo celular; acdo em suas paredes ou membranas celulares;
bacteridlise e inibicdo da sintese de proteinas. A inibicdo da RNA-polimerase pelos
compostos obtidos de propolis foram verificados em estudo e puderam explicar
parcialmente os sinergismos dos extratos etandélicos de prépolis com outras drogas
gue agem inibindo a sintese de proteinas. Tendo em vista a existéncia de bactérias
cada vez mais resistentes a diversos antimicrobianos, o sinergismo relatado em tal
trabalho demonstra grande relevancia e reafirma que prépolis pode constituir uma
fonte de tratamento alternativo contra micro-organismos patogénicos (FERNANDES
JUNIOR, 2005).
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5.2.3 Atividade antiproliferativa

As atividades antiproliferativas exercidas pelas prépolis de F. varia, em todas
as amostras, se mostraram concentracdo-dependente. Os resultados da inibicdo do

crescimento celular estdo dispostos nas Figuras 24, 25, 26, 27,28.

Figura 25 - Atividade antiproliferativa de Doxorrubicina 1.
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Nota: “Doxorrubicina 1” foi o padrao utilizado no ensaio com a amostra Fv1. Foram testadas
as linhagens celulares: U251 (glioma, SNC); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (ovario, com
fendtipo de resisténcia a mdultiplos farmacos); 786-0 (rim); NCI-H460 (pulm&o, tipo néo
pequenas células); PC-3 (prostata); OVCAR-3 (ovario); HT29 (colon); HaCat (queratinécito
humano, célula normal imortalizada).
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Figura 26 - Atividade antiproliferativa de propolis de Frieseomelitta varia (Fv1).
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Nota: Linhagens celulares testadas: U251 (glioma, SNC); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES
(ovério, com fenétipo de resisténcia a multiplos farmacos); 786-0 (rim); NCI-H460 (pulmao,
tipo ndo pequenas células); PC-3 (prostata); OVCAR-3 (ovario); HT29 (colon); HaCat
(queratinécito humano, célula normal imortalizada).

Figura 27 - Atividade antiproliferativa de Doxorrubicina 2.
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Nota: “Doxorrubicina 2” foi o padrdo utilizado no ensaio com as amostras Fv2 e FvA).
Testaram-se as linhagens celulares: U251 (glioma, SNC); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES
(ovério, com fendtipo de resisténcia a multiplos farmacos); 786-0 (rim); NCI-H460 (pulméo,
tipo ndo pequenas células); OVCAR-3 (ovario); HT29 (colon); K-562 (leucemia); HaCat
(queratindcito humano, célula normal imortalizada).



Figura 28 - Atividade antiproliferativa de propolis de Frieseomelitta varia (Fv2).
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Nota: Linhagens celulares testadas: U251 (glioma, SNC); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES
(ovério, com fendtipo de resisténcia a multiplos farmacos); 786-0 (rim); NCI-H460 (pulmé&o,
tipo ndo pequenas células); OVCAR-3 (ovario); HT29 (colon); K-562 (leucemia); HaCat

(queratinécito humano, célula normal imortalizada).

Figura 29 - Atividade antiproliferativa de propolis de Frieseomelitta varia (FA2).
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Nota: Linhagens celulares testadas: U251 (glioma, SNC); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES
(ovério, com fendtipo de resisténcia a multiplos farmacos); 786-0 (rim); NCI-H460 (pulmao,
tipo ndo pequenas células); OVCAR-3 (ovério); HT29 (colon); K-562 (leucemia); HaCat

(queratinécito humano, célula normal imortalizada).
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Na Tabela 6 s&o encontrados os valores de TGl (inibi¢ao total de crescimento,
da expressdo em inglés “Total Growth Inhibition”) encontrados no teste com o
padrdo Doxorrubicina e extratos secos de prépolis de F. varia. Para analisa-los, foi
adotado o critério usado por Fouche et al (2008). De acordo com estes autores, 0S
valores de TGI indicam o potencial antiproliferativo das amostras em determinados
intervalos de concentracdo. S&o classificadas, entdo, como: inativas (TGl >
50ug/mL) ou como detentoras de atividade fraca (15ug/mL < TGl < 50ug/mL),
moderada (6,25ug/mL < TGI < 15ug/mL) ou potente (TGI < 6,25ug/mL).

Tabela 6 — Concentracdes (ug/mL) de Doxorrubicina e extratos de propolis de F.
varia capazes de inibir totalmente o crescimento (TGI-Total Growth Inhibition) das
células tumorais e queratinécitos (q).

Amostra/Padrao 2 m a 7 4 p o] h k q

Doxo 1 82 065 >25 >25 0,39 93 1,08 >25 nt 0,13
Fvl 29,7 275 76 310 338 200 248 273 nt 17,8
Doxo 2 1,70 2,58 250 1,11 0,32 nt nt 080 25,0 0,27
Fv2 19,1 259 18,5 19,5 188 nt nt 26,8 >250 41,5
FVA 353 415 413 31,3 33,8 nt nt 29,6 844 581

Nota: 2 = U251 (glioma, SNC); m = MCF-7 (mama); a = NCI-ADR/RES (ovario, com fenétipo
de resisténcia a mdltiplos farmacos); 7 = 786-0 (rim); 4 = NCI-H460 (pulm&o, tipo nédo
pequenas células); p = PC-3 (préstata); o = OVCAR-3 (ovario); h = HT29 (colon); k = K-562
(leucemia); q = HaCat (queratindcito humano, célula normal imortalizada). Doxo 1 = Padrao
de Doxorrubicina utilizado no ensaio com Fvl. Doxo 2 = Padrdo de Doxorrubicina utilizado
no ensaio com Fv2 e FVA.

Segundo esta classificagdo, analisando os valores de TGI das propolis de F.
varia (Tabela 6), destaque pode ser dado a Fvl. Em tal amostra, detectou-se uma
atividade antiproliferativa moderada (TGl de 7,6ug/mL) sobre as células de cancer
de ovario multirresistente a farmacos, mostrando maior seletividade e especificidade
na sua acao sobre esta linhagem celular. Adicionalmente, comparando-se os valores
de TGI de Fvl e Doxorrubicina (padréo utilizado nos testes), percebeu-se que Fvl

tem potencial para inibir totalmente o crescimento destas ceélulas em uma
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concentracdo mais baixa. A Doxorrubicina desempenhou apenas uma atividade
fraca sobre elas, uma vez que esta linhagem também é resistente a tal farmaco.

Este critério de classificacdo é util para se triarem as amostras e selecionar
aguelas que contém maior potencial antiproliferativo, para que estas sejam, entao,
testadas em ensaios in vivo. Entretanto, uma analise apenas comparativa entre os
valores de TGI pode fornecer informacgfes a respeito da influéncia das diferentes
origens das amostras em suas acdes sobre as células.

Desta forma, observou-se que a época e o local em que se coletaram as
propolis interferiram no seu potencial em inibir as células ndo somente contra
aguelas de ovario (multirresistente a farmacos), quando Fvl se destacou entre as
demais amostras. Também contra as linhagens celulares de glioma (U-251), rim
(786-0) e pulméo (NCI-H460) Fv2 se destacou, possuindo menor valor de TGI.
Ressalva também poder ser feita sobre as células de leucemia, onde se verificou
inatividade das propolis de F. varia (Fv2 e FVA).

Além das linhagens tumorais, células normais imortalizadas de queratindcito
humano também foram submetidas a acéo dos extratos das prépolis. Os resultados
(Tabela 6) mostraram que Fv1 e Fv2 exerceram fraca atividade sobre elas. Por outro
lado, FVA foi inativa.

Acerca da composicdo quimica e da sua influéncia nas propriedades
biologicas, os polifendis existentes nos produtos naturais tém sido relacionados a
protecdo contra processos oxidativos (KUMAZAWA; HAMASAKA; NAKAYAMA,
2004). Tais processos podem causar diversos danos ao organismo, incluindo-se a
inducdo na formacéo de cancer. Desta forma, pode ser valida a relacéo feita entre
atividade antiproliferativa e o potencial antioxidante de um produto, pois compostos
naturais antioxidantes ja foram considerados relevantes na atuacdo em processos
de carcinogénese, nas fases de iniciagcdo e promoc¢éo (SARIKAYA et al, 2009).

Entretanto, as atividades antioxidantes determinadas por diversas
metodologias nas prépolis de F. varia ndo se revelaram altas e o conteddo de
compostos fendlicos quantificados nelas também foi reduzido. Por outro lado, o
indicativo da presenca de terpenoides nestas propolis oferece outra ética para este
contexto e faz emergir a suspeita da sua contribuicdo na atividade antiproliferativa

aqui encontrada.
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Respaldando esta suposicdo, Velikova et al (2000) afirmam que amostras
ricas em &cidos diterpénicos possuem uma alta atividade antiproliferativa. Leite-
Legatti et al (2012) também afirmam acdo sinérgica de terpenos e compostos
fendlicos contra células tumorais de diversas linhagens. Kim, Choi e Lee (2012)
isolaram trés novos compostos triterpénicos em Berberis koreana que apresentaram
acao citotoxica significativa contra células tumorais humanas de diferentes
linhagens.

A respeito da forma de acdo antiproliferativa dos terpenos, alguns relatos
foram feitos. O taxol, extraido da planta Taxus brevifolia, e os taxoides séo
diterpenos usados no tratamento de cancer de mama, pulmao, ovario e préstata. O
mecanismo conferido a eles tem sido o impedimento da proliferacdo celular
mediante acdo em microtibulos (MONTERO et al, 2005). Em Eucalyptus benthamii
foram isolados monoterpenos, dentre o0s quais a-pineno e y-terpineno, que
exerceram atividade citotoxica por inducdo de processo apoptético em células
tumorais (DOLL-BOSCARDIN et al, 2012).

Estendendo este achado para as propolis de F. varia, € possivel inferir que
que isto possa ter ocorrido, uma vez que terpenos sdo comumente encontrados em
Pinus sp, considerada uma provavel origem vegetal das resinas usadas pelas
abelhas na producao destas propolis.

Yoshida et al (2008), também pesquisando a respeito de mecanismos de
acao anticancer, verificou que terpenoides presentes em pinheiros poderiam agir
revertendo a proteina associada a resisténcia a mdltiplas drogas (MRP2) e a
glicoproteina-P (P-gp), que sao importantes no transporte de drogas e no
desenvolvimento de resisténcia a elas. Isto também poderia configurar uma possivel
forma de acéo de terpenoides presentes em propolis de F. varia, especificamente no
caso de Fvl, cuja acdo sobre células tumorais de ovério resistentes a drogas se

mostrou prom issora.
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6 CONCLUSAO

Comparando as diferentes amostras de préopolis (Fvl, Fv2 e FvA), foram
evidenciadas diferencas tanto nas atividades bioldgicas desempenhadas por elas
quanto nas quantidades de fitoquimicos. Nao foram detectadas grandes variacdes
nos perfis quimicos quando a época de coleta foi avaliada (entre Fvl e Fv2), mas
uma leve variagdo ocorreu entre estas amostras e FVA, cujo local de obtencao foi
diferente das demais. Portanto, estes resultados sugerem que a variacdo sazonal
ndo influenciou na composi¢do das propolis, mas apenas a localiza¢do da colmeia.
Porém, de forma geral, o conteddo de compostos fendlicos e flavonoides foram
reduzidos nas propolis de F. varia e o perfil cromatogréafico (CCD) indicou suspeita
de terpenoides em todas elas.

Acerca das atividades bioldgicas, apresentaram uma atividade antiproliferativa
significativa e grande potencial em inibir o crescimento de bactérias Gram-positivas.
Destacando-se entre as amostras, Fvl mostrou atividade moderada sobre as células
tumorais de cancer de ovario resistente a multiplas drogas, bem como, apresentou
acao bactericida sobre S. agalactie e S. aureus oxicilina resistente. Por outro lado,
as atividades antioxidantes nao foram elevadas nestas propolis.

Destarte, as propriedades biologicas evidenciadas nas prépolis de F. varia
demonstram seu potencial para o incremento da saude de seus consumidores. De
forma a melhor fundamentar tais propriedades, a identificacdo e o isolamento de
compostos quimicos destas propolis poderdao fornecer informacdes importantes e

auxiliar em investigacdes sobre mecanismos de acao.
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