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RESUMO

AVALIA(;AO FITOQUIMICA E DAS ATIVIDADES FARMACOLOGICAS DA
PROPOLIS DA ABELHA Frieseomelitta doederleini PRODUZIDA NO SEMI-ARIDO
NORDESTINO

NUNES, Francisco Vitor Aires Nunes. Avaliacdo fitoquimica e das atividades farmacoldgicas
da propolis da abelha Frieseomelitta doederleini produzida no semi-arido nordestino. 2018.
84 f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia Animal,
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6 — RN, Brasil, 2018.

Propolis € um material resinoso de coloracao e consisténcia variadas, obtido por abelhas através da
coleta de resinas da flora da regido, e alteradas pela acdo de enzimas contidas em sua saliva. A
prépolis produzida pelas abelhas com ferrdo ja foram amplamente estudadas a fim de comprovar
as suas atividades farmacoldgicas e sdo assim, utilizados para diversas aplicagbes medicinais.
Entretanto, em relacdo a propolis da abelha Frieseomelitta doederleini, estudos sistematizados
sobre suas atividades farmacoldgicas sdo escassos. Este estudo objetivou avaliar a composicao
fitoquimica e as atividades farmacoldgicas da prépolis da abelha F. doederleini; para tanto,
amostras de prépolis da abelha foram obtidas no municipio de Serra do Mel, Regido Oeste do Rio
Grande do Norte, as quais tiveram suas atividades farmacoldgicas avaliadas: antioxidante (atraves
do método DPPH - 2,2-difenil-1-picril-hidrazila) e ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-
acido sulfénico); antibacteriana através do método de difusdo em &gar e microdiluicdo para
determinar a Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) e a Concentracdo Bacteriana Minima (CBM);
cicatrizante, através da inducdo de feridas cirargicas experimentais em ratos Wistar, além do
crescimento de fibroblastos em tempo real; citotoxica pelo método do MTT (brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) e por fim, a mutagenicidade pelo método de micronucleos.
A andlise fitoquimica revelou a presenca de saponinas, compostos fendlicos, flavonoides
agliconas e o método de Co-CCD identificou os compostos quercetina e canferol. A prépolis
apresentou concentracéo de 35,55mg EAG.g™" de fendis totais. Apresentou expressiva atividade
antioxidante pelo método DPPH, com um IC50 de 46,39 ppm, ja pelo método ABTS a atividade
antioxidante foi mais discreta, com uma I1Csq 440.44 ppm. O extrato foi considerado eficaz no que
se refere a atividade antibacteriana, pois promoveu a formacdo de halos de inibicdo com tamanho
> 9 mm para todas as cepas quando testadas em &gar Mueller Hinton . A Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM), no teste de microdiluicdo, variou de 3,125 a 25mg.mL™ para os 11 microrganismo
testados, mostrando a melhor CIM contra Pseudomonas aeruginosa, bactéria Gram-negativa
relacionada a resisténcia aos antimicrobianos. A Concentragdo Bacteriana Minima (CBM) variou
de 6,25 a 50 mg.mL™. A anélise do processo de cicatrizacdo sob os pontos de vista clinico,
macroscopico e histoldgico permitiu concluir, que o uso do creme a base de propolis apresentou
influéncia positiva na cicatrizacdo de feridas cutdneas experimentais, por promover reacao
inflamatoria menos intensa e fechamento mais rapido das feridas em relagcdo ao grupo controle,
assim como estimulou o maior crescimento de fibroblastos. No teste de citotoxicidade por MTT é
possivel observar atividade citotoxica maior para células de carcinoma de coldn nas concentracoes
de 3,12 pg.mL™, 6,25 pg.mL™ e 12,5 pg.mL™?, esta ultima concentracdo consegui inibir a
viabilidade celular das células cancerigenas em mais de 50%. Quanto a avaliacdo do potencial
mutagénico a propolis induziu aumento na frequéncia de células micronucleadas apenas na maior
concentragdo avaliada (250 pg.mL™). Assim foi possivel concluir que o estrato hidroalcodlico da
prépolis da abelha Frieseomelitta doederleini apresentou uma composicdo quimica variada e
promissoras atividades farmacoldgicas, destacando-se a antioxidante, antimicrobiana, cicatrizante
e anti-neoplasica.



Palavras Chaves: Composi¢do fitoquimica, propolis; Frieseomelitta doederleini;, atividade
farmacoldgica



ABSTRACT

PHYTOCHEMICAL EVALUATION AND PHARMACOLOGICAL ACTIVITIES OF
BEE PROPOLIS Frieseomelitta doederleini PRODUCED IN SEMI-ARID NORTHEAST

NUNES, Francisco Vitor Aires Nunes. Phytochemical evaluation and of the pharmacological
activities of the propolis of Friescomelitta bee doederleini produced in the half-barren
northeastern. 2018. 84 f. Thesis (PhD in Animal Science) - Post-Graduate Program in Animal
Science, Federal Rural Semi-Arid University (UFERSA), Mossoré - RN, Brasil, 2018.

Propolis is a resinous material of coloration and consistency varied, gotten for bees through the
resin collection of the flora of the region, and modified for the enzyme action contained in its
saliva. The propolis produced by the bees with sting already widely had been studied in order to
prove its pharmacological activities and are thus, used for diverse medicinal applications.
However, related to the propolis of the bee Frieseomelitta doederleini, studies systemize on its
pharmacological activities are scarce. This study objectified to evaluate the phytochemistry
composition and the pharmacological activities of the propolis of bee F. doederleini; therefore,
samples of bee propolis had been extracted in the city of Serra do Mel, West Region of the Rio
Grande do Norte, which were evaluated pharmacological activities: antioxidant (through method
DPPH-2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and ABTS (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazolin) 6-
sulfonic acid); antibacterial through the method of diffusion in agar and microdilution to
determine Minimum the Inhibitory Concentration (CIM) and Minimum Bacterial Concentration
(CBM); healing, through the induction of experimental surgical wounds in Wistar rats, beyond the
growth of fibroblasts in real time; cytotoxic for the method of the MTT (bromide of [3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) - 2,5- diphenyltetrazolium) and finally, the mutagenicity for the method of
micronuclei. The phytochemistry analysis disclosed the presence of saponins, phenolic
composites, flavonoids aglycones and the method of Co-CCD identified to the composites
quercetin and kaferol. The propolis presented concentration of 3555mg EAG.g™ of total
phenols. It presented expressive antioxidant activity for method DPPH, with a 46,39 ppm of 1Cso,
already for method ABTS the antioxidant activity was discreet, with a 1Csg 440.44 ppm. The
extract was considered efficient with respect to antibacterial activity, therefore > 9 mm for all
promoted the halos formation of inhibition with size strains when tested in agar Mueller Hinton.
Minimum the Inhibitory Concentration (CIM), in the microdilution test, varied of 3,125 25mg.mL"
! for the 11 microorganism tested, showing best the CIM against aeruginosa Pseudomonas, Gram-
negative bacterium related the resistance to antimicrobials. The Minimum Bacterial Concentration
(CBM) varied of 6,25 the 50 mg.mL™. The analysis of the process of healing under the clinical,
macroscopic and histological points of view allowed to conclude, that the use of the cream to the
base of propolis presented positive influence in the healing of experimental cutaneous wounds, for
promoting less intense reaction inflammatory and faster closing of the wounds in relation to the
group has controlled, as well as stimulated the biggest growth of fibroblasts. In the test of
cytotoxicity by MTT it is possible to observe higher cytotoxic activity for colon carcinoma cells at
concentrations of 3,12 pg.mL™, 6,25 pg.mL™ e 12,5 ug.mL™ this finishes concentration obtained
to more than inhibit the cellular viability of the carcinogenic cells in 50%. How much the
evaluation of the mutagenic potential the propolis induced increase in the frequency of
micronucleate cells only in the biggest evaluated concentration (250 pg.mL™). Thus it was
possible to conclude that the hydroalcoholic stratum of the propolis of the bee Frieseomelitta
doederleini presented a chemical composition varied and promising pharmacological activities,
being distinguished antirust, antioxidant, healing and anti-neoplasm.



Keywords: phytochemical composition, propolis; Frieseomelitta doederleini; pharmacological
activity
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1. INTRODUCAO

Mesmo com o desenvolvimento dos processos sintéticos para obtencdo de novas
moléculas a partir do final do século XIX, os produtos naturais sempre exerceram papel
importante na pesquisa de novos compostos farmacologicamente ativos. Este fato se deve a
grande complexidade estrutural de alguns de seus principios ativos. Muitos farmacos
clinicamente vidveis e comercialmente disponiveis com atividade antitumoral e
antiinfecciosa, por exemplo, tém sua origem em produtos naturais (SHU, 1998).

No Brasil, a biodiversidade € vasta, sendo considerada uma das maiores do
planeta (BRASIL, 1998). Nesse contexto, destaca-se a Caatinga, que € um bioma exclusivo do
territorio brasileiro, principalmente da regido Nordeste (Figura 1). A busca, na biodiversidade,
inclusive na Caatinga, por recursos que contenham compostos bioativos com potencial
atividade terapéutica tem sido alvo de estudos ha bastante tempo. Apesar dessas investigacoes
focarem especialmente em espécies vegetais, outros produtos naturais, como a prépolis, tém
sido alvo de interesse (BASTOS et al., 2011).

A propolis é utilizada por diferentes civiliza¢Ges desde a antiguidade na medicina
popular e mais recentemente, no comércio, varios produtos contendo prépolis sdo vendidos,
incluindo sabonetes e cremes dentais (SALATINO et al., 2011). Entende-se por propolis o
produto oriundo de substancias resinosas, gomosas e balsamicas, colhidas pelas abelhas, em
brotos, flores e exsudatos de plantas, os quais sdo alterados por secrecOes salivares destes
insetos e acrescentados de cera e polen para elaboracdo do produto final (BRASIL, 2001). A
composi¢cdo quimica € mais diversa nas prépolis obtidas de regides tropicais, que nas de
climas temperados, refletindo a variedade vegetal desses locais (FABRIS et al., 2013).
Concernente a propolis, mdaltiplas atividades farmacologicas foram comprovadas:
antimicrobiana, antiparasitaria, anti-inflamatdria, cicatrizante, antiviral, antitumoral,
imunomoduladora, entre outras (SAWAYA; CUNHA; MARCUCCI, 2011; SFORCIN;
BANKOVA, 2011; CARDINAULT, CAYEUX; SERT, 2012). A natureza dos compostos
encontrados na propolis, tem importancia bioldgica, variando de acordo com as espécies
vegetais visitadas pelas abelhas (SAWAYA, CUNHA; MARCUCCI, 2011).

Em se tratando de abelhas, vale salientar que as abelhas das espécies pertencentes
a tribo Meliponini, conhecidas como abelhas sem ferrdo, abelhas indigenas, abelhas nativas,
ou ainda, “meliponineos” sdo muito populares em diversos paises tropicais e subtropicais,
inclusive no Brasil (SOUZA et al., 2009). Atualmente muitas espécies de abelhas sem ferrdo

tem sido criadas com diversas finalidades. Dentre elas, destaca-se como principal, a criagdo
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para producdo de mel. No sertdo nordestino pode-se encontrar a espécie Frieseomelitta
doederleini, também conhecida como moga branca ou abelha branca.

A propolis é amplamente utilizada para tratamento de diferentes doencgas (SOUZA
et al., 2009), com algumas atividades bioldgicas ja comprovadas (LIBERIO et al., 2011;
FRANCHIN et al., 2012; CUNHA et al., 2013). Entretanto, em relacdo a propolis da
Frieseomelitta doederleini, estudos sistematizados sobre suas atividades farmacoldgicas sdo

€SCassos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a composicdo fitoquimica e as atividades farmacoldgicas da prépolis da
abelha sem ferrdo Frieseomelitta doederleini produzida no semi-arido nordestino.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar a identificacdo fotoquimica do extrato hidroalcoolico da prépolis
através dos métodos preliminares de Matos (2009) e Cromatografia em Camada Delgada
(CCD);

- Determinar a atividade antioxidante do extrato hidroalcodlico da propolis da
abelha Frieseomelitta doederleini a partir do método DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) e
ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfonico);

- Analisar o potencial antimicrobiano do extrato hidroalcodlico da propolis da
abelha Frieseomelitta doederleini contra fungo e contra diferentes bactérias gram-negativas e
gram-positivas através do método de difusdo em &gar Mueller Hinton, e determinar a
Concentracdo Inibitoria Minima e da Concentragdo Bacteriana Minima através do teste de
microdiluicao;

- Investigar a atividade cicatrizante do creme da prépolis da abelha Frieseomelitta
doederleint;

- Avaliar a citotoxicidade do extrato hidroalcodlico da prdpolis da abelha
Frieseomelitta doederleini pelo método do MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio);

- Avaliar o potencial mutagénico do extrato hidroalcodlico da propolis da abelha
Frieseomelitta doederleini a parti do ensaio de micronucleos em linfocitos de sangue
periférico (CBMN).
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 PROPOLIS

A palavra propolis é derivada do grego e significa em defesa da comunidade (pro,
em defesa, e polis-, cidade ou comunidade) (MIGUEL; ANTUNES, 2011). A propolis é
produzida pelas abelhas a partir da coleta de ceras e substancias derivadas de plantas (como
resinas e compostos volateis). As abelhas tém a propolis como a sua "arma quimica™ mais
importante, utilizando-a contra micro-organismos patogénicos, na mumificacdo de invasores,
no reparo de danos a colmeia e no preparo de locais assépticos para postura da abelha rainha
(BANKOVA, 2005).

A origem botanica da propdlis esta diretamente relacionada a sua composicao
quimica, mas fatores como sazonalidade, variabilidade genética da abelha que a produz e
reacOes geradas, através das secrecOes hipofaringianas da abelha (hidrélise de glicosideos
flavonoides em agliconas), podem levar a transformagbes em sua composicdo
(CARDINAULT; CAYEUX; SERT, 2012; NUNES; GUERREIRO, 2012). Tipicamente, a
propolis é formada por cerca de 55% de resinas e balsamos, 30% de cera, 10% de 6leos
essenciais e 5% de polen (ASHRY; AHMAD, 2012). Sua cor varia do marrom escuro a verde,
amarelo e vermelho. Entre seus compostos, se encontram, em sua maior parte, flavonoides e
outros ésteres fenodlicos e seus derivados, compostos aromaticos, minerais (ferro, célcio,
zinco, cobre, manganés) e vitaminas (C , E, e do grupo B) (CARDINAULT, CAYEUX e
SERT, 2012).

Durante as Ultimas décadas, muitas dessas atividades bioldgicas foram reportadas
e confirmadas cientificamente:  antimicrobiana,  anti-inflamatéria,  antioxidante,
hepatoprotetor, antitumoral, cicatrizante no tratamento de queimaduras, feridas e Ulceras,
dentre outros (SAWAYA, CUNHA; MARCUCCI, 2011; SFORCIN; BANKOVA, 2011;
CARDINAULT, CAYEUX; SERT, 2012; FABRIS et al., 2013). Entretanto, sdo escassas
revisdes criticas sobre 0 uso de produtos a base de prdpolis no contexto clinico (SFORCIN;
BANKOVA, 2011).

Além das dificuldades acerca da existéncia de estudos clinicos com propolis e,
embora uma consideravel quantidade de estudos sobre propolis tenham sido publicados, a
maioria deles refere-se a propolis produzida pela abelha africanizada Apis mellifera, originaria
da Africa.
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Em relacdo a propolis das abelhas Meliponini, h& escassez de estudos
sistematizados e, destes poucos, alguns trabalhos j& indicam bons resultados quanto as suas
propriedades imunomoduladora e antimicrobiana (LIBERIO et al., 2011; FRANCHIN et al.,
2012; CUNHA et al., 2013).

A composicdo quimica das propolis utilizadas em estudos de atividades
bioldgicas, pode ajudar na compreensao da correlacdo entre os tipos especificos de propolis e
suas atividades bioldgicas (FUNARI, FERRO; MATHOR, 2007).

Visando compreender a bioatividade da prépolis, se faz necessario caracterizar
quimicamente os extratos a serem testados nos estudos de atividade bioldgica (SFORCIN;
BANKOVA, 2011), pois as propriedades farmacol6gicas da propolis estdo diretamente
relacionados a sua composicdo quimica, que por sua vez depende da flora local e sazonalidade
(SILVA et al., 2006).

A propolis contém compostos fendlicos e terpendides, mas ndo apresenta
compostos nitrogenados, tais como alcaldides, glucosinolatos e compostos cianogénicos.
Usualmente, esses compostos nao sdo encontrados nas superficies das plantas (locais onde as
abelhas coletam as resinas e exsudatos), com excecao dos alcaldides cafeina e teobromina,

que sdo encontrados na cera foliar de llex paraguariensis (SALATINO et al., 2011).

3.2 ABELHA Frieseomelitta doederleini

O Brasil é rico em espeécies de abelhas sociais nativas, conhecidas como “abelhas
indigenas sem ferrdo”, ou ainda, “meliponineos”. As abelhas indigenas da tribo Meliponini,
composta por 619 espécies, sdo caracterizadas, portanto, pela auséncia de ferrdo associado ao
ovipositor. Na Caatinga, cerca de 18 espécies da tribo Meliponini ja tiveram sua ocorréncia
registrada (ZANELLA, 1999), dentre elas as abelhas do género Frieseomelitta (figura 1). Este
é um género de abelhas nativas sem ferrdo (Apinae, Meliponini) do novo mundo com larga
distribuicdo geogréafica ocorrendo do sudoeste do México (Sinaloa) ao sudeste do Brasil (Sdo
Paulo) podendo ser encontrada nas florestas, Cerrado, Caatinga e regides montanhosas,
alcancando altitudes de até 1600 m (lguala, Guerrero, México) (OLIVEIRA, 2003). Uma
caracteristica peculiar desse género e a disposi¢do dos favos de cria, que sdo dispostos em
forma de cacho e célula real visivel, e ndo apresentam o involucro que normalmente e

encontrado abrigando as crias na maioria dos Meliponini (NUNES, 2012).
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E um grupo que tem importancia econdmica e cultural, sendo polinizador de
diversas plantas nativas (servico ambiental), além de produzir mel, cera e propolis que podem
ser comercializados; faz parte da tradicdo de criacdo de animais silvestres de comunidades
indigenas, remanescentes de quilombos, além de outros povos tradicionais e de agricultores
de economia familiar. O mel destas abelhas sem ferrdo é usado na medicina tradicional e na
alimentacdo de alguns povos indigenas, sendo a cera comumente usada para artesanato e
outros fins (SAMPAIO et al., 2009).

Figura 1 — Abelha Frieseomelitta doederleini

Fonte: http://www.ame-rio.org/2010/11/diferenca-entre-moca-branca.html

A criacdo de abelhas nativas é de facil manejo e contribui para a conservacao das
abelhas e de seus habitats, sendo considerada sustentavel, pois inclui a restauracdo ambiental
através da preservacao e plantio de arvores que servem de locais de nidificacdo, além da
atuacdo das abelhas na polinizacéo da flora nativa (ZANELLA; MARTINS, 2003). Além da
sua importancia para a polinizagdo, as abelhas produzem cera, mel, prépolis ou geopropolis,
possuindo alguns desses produtos propriedades terapéuticas (BRUENING, 1990). Desse
modo, o interesse econdmico gira em torno do mel que é apreciado pela populacédo local pela
6tima qualidade (sabor, cheiro, cor, valor nutricional e terapéutico) e dos enxames, que sdo
vendidos no tronco ou em corticos (CAMARA et al., 2004). Por isso, a demanda do mel das
abelhas sem ferrdo vem aumentando no mercado, obtendo precos mais elevados que o das
abelhas do género Apis em diversas regides do Brasil (SOUZA et al., 2004).

Os meliponineos sdo totalmente dependentes dos recursos florais para sua
alimentacdo, sendo os principais polinizadores das espécies de plantas nativas (KERR;
CARVALHO; NASCIMENTO, 1996); representando, dessa forma, 0s organismos de maior
importancia na manutencao da diversidade floristica brasileira (SILVA; PAZ, 2012).
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Com a degradacdo dos ambientes naturais causada pelo homem, muitas
populacBes de abelhas foram afetadas, sendo que das 300 espécies de abelhas sem ferrdo
descritas no Brasil, aproximadamente 100 estdo em perigo de extingdo (KERR, 1997). O
desmatamento, as queimadas, 0 uso de insumos quimicos, a introducao de espécies vegetais
exoticas e as mudancas climaticas sdo os principais fatores responsabilizados pela reducdo de
comunidades de polinizadores, principalmente de abelhas nativas (NOGUEIRA-COUTO;
COUTO, 2006). Atividades antropicas e o corte de madeira que levam a destruicao de arvores
usadas na nidificacdo de abelhas nativas; associado a reducdo da oferta de alimentos sao
apontadas como importantes causas do declinio das populagdes de abelhas sem ferrdo (ASF)
em Vvarios habitats perturbados, inclusive naqueles fragmentados. Em algumas regies do
Nordeste Brasileiro, principalmente na Caatinga, os meleiros tém destruido sistematicamente

varias arvores no processo de coleta de mel para comer ou vender (CASTRO, 2005).

F. doerdeleini
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Figura 2: Mapa da distribuicdo potencial da Frieseomelitta doederleini, para o Brasil.
Fonte: Nunes (2012)

No Brasil, antes da introducdo da Apis mellifera as abelhas criadas eram
exclusivamente as abelhas nativas sem ferrdo. A criagdo em corticos (troncos de madeira),
cabacas, potes de barro e caixas de madeira era uma atividade tradicional em muitas

comunidades indigenas e ndo indigenas. No entanto, o interesse por essa pratica foi
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diminuindo gradativamente, em muitas areas, onde a destruicdo dos habitats é bastante intensa
(CASTRO, 2005).

As abelhas do género Frieseomelitta sdo abelhas eussociais, geralmente pequenas
e delgadas, com o aparelho coletor de polen em forma de corbicula, localizado no terceiro par
de pernas como na maioria dos Meliponini. S&o conhecidas popularmente como abelha
branca, moga branca, asa branca, marmelada, mocinha preta, rendeira, mané de Abreu, etc.
Aparentemente, ndo se adaptam ao ambiente antropico. Sao abelhas moderadamente
agressivas, que nidificam em arvores vivas ou mortas (secas), mourdes de cercas, etc
(OLIVEIRA, 2003; OLIVEIRA et al., 2011b).

A espécie Frieseomelitta doederleini, também conhecida como moga branca ou
abelha branca, € uma abelha de ocorréncia na regido Neotropical e no Brasil, sendo
encontrada em quase toda a regido Nordeste, nos estados de Alagoas, Bahia, Ceara,
Maranhdo, Paraiba, Piaui e Rio Grande do Norte (OLIVEIRA, 2003); no entanto, sdo poucas
as informacdes na literatura sobre a espécie. Dentre as espécies do género F. doederleini
caracteriza-se por ocupar areas nos biomas da Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (NUNES,
2012).

3.3 ATIVIDADES FARMACOLOGICAS

3.3.1 Atividade antioxidante

Na avaliacdo da atividade antioxidante de extratos de propolis, o ensaio de DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazilo) e o método de inibicdo da oxidagdo do sistema f-
caroteno/acido linoléico tém sido amplamente empregados. Ja para formulacdes
farmacéuticas topicas, 0s ensaios de inibicdo da peroxidacdo lipidica e sistema
xantina/xantina oxidase/luminol mostraram-se mais adequados (MARQUELE et al., 2005).

No trabalho de Alves; Kubota (2013) foi encontrada uma alta atividade
antioxidante dos extratos puros (ou diluidos) analisada de seis amostras comerciais obtidas em
farmacias e lojas de produtos naturais. Esta alta atividade pode ser explicada pelo teor dos
flavonoides e fendlicos totais, confirmando a relacdo desses compostos na agdo preventiva
contra radicais livres. As seis amostras comerciais analisadas possuiram de fendlicos 70,60
mg a 539,10 mg (expresso em mg de &cido galico/g de extrato de propolis) e de flavonoides
48,95 mg a 114,50 mg (expresso em mg de quercetina/g de extrato de prépolis). A atividade
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antioxidante maior foi do extrato aquoso, tanto pela inibicdo do radical DPPH quanto pela
atividade quelante.

Ao analisar a preparacdo de extratos de propolis utilizando agua e diferentes
concentracdes de etanol como solventes, Park et al. (1998) Observou que todos os extratos
apresentaram atividade antioxidante, no entanto, os extratos de propolis a 70 e 80% de etanol
apresentaram a maior atividade antioxidante, seguido pelos extratos etandlicos nas
concentracdes de 90, 60, 50 e 40%, respectivamente. Os extratos que apresentaram menor
atividade antioxidante foram o extrato etandlico a 20% e o extrato aquoso.

Wang, Lien; Yu (2004), estudando prépolis verde demonstraram atividade
antioxidante concentracdo-dependente de fracdes de um extrato etandlico da prépolis
brasileira, fracionadas por fluido supercritico, através da capacidade sequestradora dos
radicais DPPH, superoxido (O2 -) e hidroxila (OH). Em outro estudo, Sheng et al. (2007) ao
compararem o potencial antioxidante de um extrato etan6lico com um extrato éter de petréleo,
ambos de prdpolis brasileira, mostrou que o primeiro exibiu maior atividade tanto através do
método DPPH, como através do método tiocianato férrico.

A propolis vermelha também possui efeito antioxidante relevante. Um estudo
comparou o potencial antioxidante de fragBes obtidas de um extrato hidroalcoolico da
propolis vermelha, através dos métodos de sequestro de radical DPPH e inibicdo da oxidacdo
do sistema B-caroteno/acido linoléico. No primeiro método, a fracdo hexanica apresentou
maior atividade antioxidante (74,4%), enquanto que no segundo método, a fracdo
cloroférmica apresentou maior atividade (64,84%). O estudo concluiu que existe uma maior
correlacdo entre o teor de compostos fendlicos e a atividade antioxidante pela oxidacdo do
sistema B-caroteno/acido linoléico (R2=0,86) (CABRAL et al., 2009).

3.3.2 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana da prépolis € uma de suas propriedades farmacologicas
mais bem elucidada. Sabe-se que, de um modo geral, as bactérias gram-positivas sdo mais
sensiveis do que as gram-negativas aos extratos de propolis (GONSALES et al., 2006;
JUNIOR et al., 2006; CARDINAULT; CAYEUX; SERT, 2012). O mecanismo da atividade
antibacteriana é considerado complexo e pode ser atribuido a inibicdo do crescimento

bacteriano por bloqueio da divisdo celular, desorganizacdo do citoplasma por inibicdo da
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sintese de proteina, ou ainda, pela inibicdo do processo adesdo (SCAZZOCCHIO et al.,
2006).

Junior et al. (2006) procuraram avaliar as propriedades antimicrobianas da
prépolis de Apis mellifera obtidas em trés regides do Brasil (Botucatu-SP, Mossor6-RN e
Urubici-SC). Foi investigada sobre linhagens isoladas de infeccBes clinicas humanas
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus sp, Pseudomonas aeruginosa e
Candida albicans). Foram preparados extratos alcodlicos de propolis (EAP) e determinada a
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) seguida do célculo da CIM 90%. A prépolis de
Botucatu foi a mais eficiente sobre S. aureus (0,3%v/v), Enterococcus sp (1,1%v/v) e C.
albicans (2,1% v/v). Para E. coli, a propolis eficiente foi de Urubici (7,0%v/v) e para P.
aeruginosa a de Mossoro (5,3%v/v). Os resultados mostram maior sensibilidade das bactérias
Gram positivas e levedura em relacdo as Gram negativas. Esta diferenca nas atividades
antimicrobianas das amostras de propolis testadas pode ser explicado devido a diferenca na
composi¢do quimica da prépolis em funcdo do seu local de producéo.

Ao analisar a preparacdo de extratos de propolis utilizando agua e diferentes
concentracdes de etanol como solventes, os quais foram analisados quanto ao seu espectro de
absorcéo por espectrofotometria na regido ultravioleta ("U.V. scanning”). O pico de absor¢éo
maxima de todos os extratos foi a 290 nm sendo o extrato etandlico a 80% o que apresentou
maior absorcdo. A maioria dos flavondides foram extraidos nas concentragdes alcdolica entre
60 a 80%. Park et al., (1998) Observou gque o extrato aquoso e 0s extratos etandlicos de
prépolis a 10% e 20% ndo apresentaram atividade antimicrobiana, enquanto os extratos
etandlicos de 30% a 50% apresentaram pequena atividade. J& os extratos etandlicos de
prépolis de 60% a 80%, garantiram grande inibicdo do crescimento microbiano e diminuicdo
na atividade antimicrobiana em porcentagens mais altas de etanol. Dessa forma, pode-se
afirmar que a concentragédo de etanol utilizada no preparo de extratos de propolis, bem como o
modo como estes sdo realizados, tende a influenciar na concentracdo de flavonoides e,
consequentemente, na atividade antimicrobiana apresentada pela propolis.

Em relagdo a prépolis vermelha, a atividade antimicrobiana do extrato total e
fracOes foi investigada. No estudo de Daugsch et al. (2008), alguns extratos etanélicos foram
capazes de inibir o crescimento de Staphylococcus aureus, bactéria Gram-positiva. Ainda em
relacdo a propolis vermelha, um extrato metandlico apresentou atividade antimicrobiana em
bactérias gram-positivas (Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis e Streptococcus pyogenes) e

gram-negativas (Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium e
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Escherichia coli) e contra fungos unicelulares Candida albicans. Nas condi¢Ges
experimentais testadas, a maior concentracdo microbicida minima (MMC) encontrada foi para
Klebsiella pneumoniae, demonstrando maior resisténcia de bactérias gram-negativas, como ja
reportado (RIGHI et al., 2011).

3.3.3 Atividade cicatrizante

A propolis € amplamente usada como cicatrizante e agente regenerador de tecidos.
Na dermatologia é empregada no tratamento de queimaduras, feridas e Ulceras. Varios estudos
in vitro, in vivo e alguns estudos clinicos foram realizados com o intuito de demonstrar tal
atividade. Apesar de diferentes modelos experimentais terem sidos relatados nesta revisdo de
literatura, grande parte dos estudos mostra diminuicdo do recrutamento de células
inflamatoria ap6s tratamento com propolis.

Na pesquisa de Santos et al. (2007), a qual se utilizou pomada de prépolis em 22
feridas crénicas, sendo 11 Ulceras venosas, sete Ulceras por pressdo, duas Ulceras diabéticas e
duas feridas pds-trauma, durante o processo de avaliacao do tecido, em 14 (8,2%) registrou-se
a presenca de tecido necrético. Entretanto verificou-se auséncia de tecido necrotico apos a
intervencdo terapéutica. Quanto ao odor avaliado nas evolugdes realizadas, 78,8%
apresentavam sui generis, havendo auséncia do mesmo em 53,3% dos casos apds a
terapéutica. Em relacdo ao tempo de cicatrizacdo, observou-se que o tempo médio foi de 13,1
semanas. Ao considerar-se um seguimento de 20 semanas, 74,1% das Ulceras cicatrizaram
antes desse periodo. E quanto a dor sentida pelos portadores das feridas crbnicas, todos
referiram melhora, embora néo tenha avaliado sua intensidade neste estudo.

Em outro trabalho, realizado por Peruchi et al. (2001) foi feita a analise
histolégica da acdo da solucdo de extrato alcoolico de propolis a 10% e a 30% em feridas
induzidas nas costas de ratos, onde o tecido conjuntivo foi exposto. Os resultados mostraram
que a propolis ndo provoca resposta inflamatoria no tecido conjuntivo, promovendo nova
formagéo vascular e fibroblastica, induzindo a regeneracdo do tecido epitelial, apesar dos
resultados encontrados nas lesdes tratadas com solugdo a 30% foram um pouco mais lentos.
Assim, a prépolis pode ser indicada para o tratamento e reparacdo por segunda intencdo de
feridas na pele do tecido subcuténeo.

Santos et al. (2007) avaliaram a eficacia do tratamento com pomada de prépolis

em pacientes portadores de feridas crénicas (Ulceras vasculares, diabéticas e por pressdo). As
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feridas tiveram tempo médio de cicatrizacdo de 13,10 semanas e apresentaram sinais de
inflamacdo brandos, indicando que o tratamento com a pomada de prépolis agiu estimulando
a cicatrizacdo. Também utilizando uma pomada de propolis, um estudo observou que sob essa
forma farmacéutica, a prépolis influenciou o processo de cicatrizacdo através do estimulo na
proliferacdo de queratindcitos, além de ter sido capaz de reduzir de forma significativa as
areas das feridas. Através da técnica de espectroscopia fotoacustica foi possivel observar que
a taxa de penetracdo da formulacdo variou de acordo com o estagio da cicatrizacdo (SEHN et
al., 2009).

3.3.4 Atividade Citotoxica

Com o controle cada vez mais rigoroso em relacdo ao uso de animais de
laboratério, hé a necessidade de desenvolver e padronizar testes in vitro que possam detectar a
toxicidade de dispositivos para uso em seres humanos e animais, principalmente aqueles de
aplicacdo clinica, como os biomateriais que ndo devem causar reacdes adversas e nem lesar o
organismo. Awale et al. (2008) avaliaram a atividade citotoxica do extrato metandlico de
propolis vermelha e alguns de seus compostos isolados revelando que, tanto o extrato total
quanto um pterocarpano ((6aR,11aR)-3,8-dihidroxi-9-metoxipterocarpano), mostraram alta
citotoxicidade contra células humanas de cancer pancreatico (PANC-1). O mecanismo de
morte estd associado a um processo tempo-dependente por via ndo-apoptotica, que nao
conduz a fragmentacdo do acido desoxirribonucléico (DNA), mas a alteracfes morfoldgicas
do tipo necrdtica. Outro extrato de propolis vermelha (hidroalcdolico), apresentou atividade
citotdxica em células humanas de carcinoma epidermoéide da laringe (Hep-2), adenocarcinoma
cervical (HeLa) e células normais do epitélio de rins embrionario (Hek-293) (FROZZA et al.,
2013).

Em estudos realizados com extratos metanolicos de propolis verde e marrom, foi
demonstrada alta capacidade citotoxica destas propolis contra células de carcinoma de colo
murino (26-L5) e células humanas de fibrosarcoma (HT-1080), quando comparados aos seus
respectivos extratos aquosos (BANSKOTA et al., 2000).

Estudos comparativos também foram realizados. Em um deles, Moraes et al.
(2010) comparou in vitro o potencial antiproliferativo de extratos etanolicos de dois tipos de
propolis, frente as células derivadas de cancer de prostata primério. Os autores observaram
que a propolis vermelha apresentou alto potencial citotoxico, em comparacdo a outro tipo de
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propolis obtido na regido sudeste. Estes resultados estdo de acordo com os achados de Franchi
et al. (2012), que também compararam o comportamento da prépolis verde e vermelha frente
ao crescimento de células tumorais de leucemia, e concluiram que a prépolis vermelha é mais

citotoxica que a propolis verde.

3.3.5 Potencial Mutagénico

Um extrato etanolico de propolis verde apresentou genotoxicidade in vivo, através
do ensaio do cometa e teste do micronucleo (PEREIRA et al., 2008). Utilizando pardmetros
semelhantes, Liberio et al. (2011) avaliaram o potencial genotoxico da artepilina C (3,5-
diprenil-acido-p-cumarico), o composto encontrado em maior quantidade na prépolis verde.
Esse composto ndo se mostrou genotdxico no ensaio do cometa e no teste do micronucleo.
Nos animais tratados concomitantemente com artepilina C e doxorrubicina, o nimero de
reticuldcitos micronucleados foi significantemente menor em comparagdo ao grupo que
recebeu apenas a doxorrubicina — 0 agente genotoxico. Em relacdo ao potencial
antigenotdxico, a artepilina C nas doses testadas, diminuiu a extensao de danos no DNA de

forma relevante, induzido por metanosulfonato de metila em células de figado.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA DA PROPOLIS

No periodo de julho de 2014 a setembro de 2015, foram coletadas 3 amostras de
prépolis (figura 4B e 4C) produzidas por abelhas da espécie Frieseomelitta doederleini, junto
a um unico meliponicultor na zona rural de Serra do Mel, Rio Grande do Norte, Brasil (figura
3). As amostras foram obtidas assepticamente, colocadas em sacos plasticos estéreis, e
conduzidas ao laboratorio, onde foram mantidas em congelador (-20 °C) até a producgéo dos
extratos. As abelhas foram identificados pelo taxonomista Dr. Airton Carvalho como

pertencente a espécie Frieseomelitta doederleini (Friese, 1900) (figura 4A).

34



Figura 3 — Vila Sergipe, Serra do Mel/RN
Fonte: Autor

Figura 4 — (A) Abelha Frieseomelitta doederleini (destacadas pelo circulo); (B) e (C)
Propolis.
Fonte: Autor

Para confeccéo do extrato foram retiradas as sujidades aparentes e 350 gramas da
prépolis foi submetida & secagem em estufa de circulagdo de ar a 40 °C por 48 horas, triturada
em multiprocessador Britania por cinco minutos, obtendo-se um po6 fino e homogéneo. Esse
material foi pesado e depositado em recipiente de vidro ambar com adicdo de solucéo
hidroalcéolica a 70% na proporcdo de 1:10 do pd. A mistura foi mantida em maceracdo

durante 7 dias sob agitacdo frequente. Posteriormente realizou-se processo de filtragem do
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sobrenadante em papel filtro, para retencdo de particulas insolGveis; o material retido no papel
filtro foi remacerado para garantir a extracdo total dos principios ativos contidos na préopolis.
Nas etapas seguintes a amostra foi concentrada por meio de um evaporador rotativo (Buchi®)
sob pressdo reduzida, e controle de vacuo a 40 °C, e posteriormente liofilllizado (liofilizador

Terroni LS 3000®) até retirar toda agua da amostra.

4.2 IDENTIFICACAO FITOQUIMICA

4.2.1 Analise Fitoquimica preliminar

A metodologia utilizada para a realizacdo dos testes fitoquimicos preliminares do
extrato etandlico foi descrita no trabalho de Matos (2009) onde se observava a presenca de
flavondides, taninos, saponinas, fendis, esteroides, entre outros, de forma qualitativa através

de variacdes de coloracdo em reacGes especificas.

4.2.2 Analise Por Cromatografia Em Camada Delgada (CCD)

A anédlise por CCD foi realizada usando como adsorvente cromatoplacas de
aluminio com gel de silica 60 Fys4, €, para a Co-CCD, cromatoplacas de vidro com gel de
silica 60 F,s4. Como fase mdvel foi escolhido um sistema especifico de acordo com os
metabolitos secundarios de interesse. Foram realizados diversos testes com composicdes e
proporcdes diferentes de solvente, e o ideal para analise escolhido foi a composicdo ternaria
de Tolueno: Acetato de Etila: Acido Férmico (5:5:0,5, V/V/v).

As placas foram reveladas utilizando quatro tipo de reveladores: Vanilina
Sulfarica, como revelador universal; Cloreto Férrico para a detecgdo de compostos fenolicos;
Reagente Natural A 0,5 % (difenilboriloxietilamina), especifico para flavonodides, e
observacao sob luz ultravioleta em 365 nm; e Reagente de Drangendorf, para pesquisa de
alcaloides.

Apos investigacdo do perfil quimico e de acordo com os resultados obtidos, o
extrato de prépolis foi comparado frente a amostras auténticas dos flavonoides luteolin,
quercetina e canferol (Sigma-Aldrich®). Os padres sugeridos apés essa analise foram
submetidos a co-CCD com o extrato, visando comprovar a presenca de padrdes na amostra,
através de sobreposicdo das bandas cromatograficas.
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4.2.3 Determinacao de Fendis Totais

A determinacdo de fendis totais foi realizada pelo método de Folin-Cicalteau
(BONOLLI et al., 2004). O extrato da propolis foi dissolvido em metanol, transferido para um
baldo volumétrico de 100 mL e o volume final completado com metanol. 7,5 mL desta
solucéo foi transferida para um baldo volumétrico de 50 mL; esta segunda solucéo teve seu
volume acertado novamente com metanol. Uma aliquota de 100 pL desta Gltima solucéo foi
agitada com 500 pL do reagente de Folin-Ciocalteu e 6 mL de agua destilada por 1 min;
passado este tempo 2 mL de Na,COj3 a 15% foram adicionados a mistura e agitada por 30 s. A
solucdo tera seu volume acertado para 10 mL com agua destilada. Apos 2 h, a absorbancia da
amostra foi medida a 750 nm utilizando-se cubetas de vidro, tendo como "branco” o metanol.
O teor de fendis totais (FT) foi determinado por interpolacdo da absorbancia da amostra
contra uma curva de calibragdo construida com padrdes de &cido galico (10 a 350 pg/mL) e
expressos como mg de EAG (equivalentes de acido galico) por g de extrato. Os testes foram

realizados em triplicata.

4.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.3.1 Atividade antioxidante pelo método DPPH

Para avaliacdo da atividade antioxidante foi utilizado o método fotocolorimétrico
in vitro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) descrito por Mensor et al., (2001).
O extrato foi diluido em metanol em diferentes concentragdes (100, 50, 40, 20, 5 e 2 ppm).
1,0 mL de cada concentragdo foi posta em tubos de ensaio juntamente com 1,0 mL de uma
solucdo metandlica de DPPH 60umol.L™. Decorridos 30 minutos foi medida a absorbancia
das amostras em espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 520 nm tendo como branco
somente 0 metanol.

A porcentagem de inibicdo referente a cada extrato foi obtida a partir da relagéo
da absorbancia do mesmo com a absorbancia de uma solucdo contendo 1,0 mL de metanol e
1,0 mL da solucdo de DPPH sem o extrato utilizando a equagdo. Todas as analises foram
realizadas em triplicata. Apds a obtencéo dos valores percentuais de inibi¢do do radical livre,
os mesmo foram analisados em Software Oringin 7.0 com a finalidade de se obter um grafico
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que apresentasse valores pelos quais seria calculada a concentracdo inibitoria de 50 % do
radical DPPH (1Csp)

4.3.2 Atividade antioxidante pelo método ABTS

As solucBes de reserva incluiram solugdo de ABTS [2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin) 6-acido sulfonico] 7mM e solucdo de persulfato de potassio 140mM. O
radical ABTS foi entdo preparado misturando as duas solucdes armazenadas e deixando-as
por 12-16h a temperatura ambiente no escuro. A partir do extrato liofilizado, preparou-se em
tubos de ensaio, cinco diluicdes diferentes (100, 50, 20, 5 e 2ppm), em triplicata. Em
ambiente escuro, transferiu uma aliquota de 30uL de cada diluigdo do extrato para tubos de
ensaio com 3,0mL do radical ABTS. Realizou-se a leitura (734nm) ap6s 6 min da mistura e
utilizou o &lcool etilico como branco para calibrar o espectrofotdmetro. A partir das
absorbancias foi confeccionado a equacéo da reta e o calculo do I1Csp.

4.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As cepas bacterianas utilizadas foram provenientes de colecdes padronizadas
American Type Cell Culture (ATCC), devidamente caracterizadas morfologicamente,
fisiologicamente e bioquimicamente, sendo o0s ensaios realizados com bactérias Gram-
positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus agalactiae ATCC 13813,
Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Streptococcus mutans ATCC 25175 e Enterococcus
faecalis ATCC 29212) e Gram-negativas (Shigella flexneri ATCC 12022, Escherichia
coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATTCC 700603, Salmonella typhimurium ATCC
14028 e Pseudomonas aeruginosa ATTCC 27853) e contra o fungo Candida albicans ATCC
10231. Inicialmente todas as cepas foram reativadas em caldo Brain Heart Infusion —BHI por
24h para obter turvacdo equivalente ao padréo 0,5 da escala Mac Farland o que corresponde a
uma concentracdo de aproximadamente 1,5 x 10® UFC/mL (CLSI, 2015). Posteriormente foi
realizado um screening de antibidticos, em triplicata, através da técnica de difusdo em é&gar,
para verificar qual deles possui maior potencial contra 0s microorganismos testados,
definindo os antibidticos Levofloxacina (10ug) e ceftriaxona (10pg) como controle positivo

da inibi¢do do crescimento bacteriano e, como controle negativo, 40uL de agua destilada.
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4.4.1 Avaliacéo da atividade antibacteriana preliminar

Para analise preliminar do potencial antimicrobiano do extrato liofilizado, foi
utilizada a técnica do po¢o segundo Grove; Randall (1955), com modificacbes. As placas
contendo agar Muller Hilton foram perfuradas de 6 mm de didmetro com auxilio de ponteira
estéril e semeadas com um swab estéril, os indculos bacterianos com turvacdo 0.5 da escala de
MacFarland, sendo distribuido uniformemente sobre a superficie do agar, pelo método de
Kirby-Bauer. Nos pocos perfurados em cada placa, devidamente identificado, foram
adicionados 40pL do extrato da propolis nas seguintes concentragdes: 100 e 50 mg.mL™, além
do controle positivo contendo o antibiotico, Levofloxacina (10pug) e cefitriaxona (10pug). As
placas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24h. Mediu-se em milimetros o halo de
inibicdo do crescimento, utilizando paquimetro com auxilio de lupa. O estudo para todas as
bactérias foi desenvolvido em triplicatas.

A leitura dos resultados foi realizada medindo-se o didametro dos halos, em mm,
formados ao redor dos discos contendo os extratos. Foi considerado como resultado final de
cada extrato a média das trés medidas dos halos e, como positivo, 0 extrato que apresentou

halo maior ou igual a 9 mm, segundo Carvalho et al. (2014).

Figura 5: Halo de inibicdo das concentragdes de 100 e 50 mg/ml pelo método de pogos
em agar Muller Hilton; (A) Salmonella typhimurium; (B) Klebsiella pneumoniae ; (C)
Escherichia coli; (D) Streptococcus mutans.
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4.4.2 Determinagdo da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM)

A avaliacdo da atividade bacteriana deu-se pela determinacdo da CIM que
corresponde a menor concentracdo do extrato da propolis capazes de inibir as bactérias
supracitadas. A CIM foi determinada através de testes de microdilui¢cdo em placa de 96 pocos
de acordo com as normas instituidas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2005). Em cada poco foram adicionados 20 pL do indculo ajustado pela escala de McFarland,
100 pL de Agar Mueller-Hinton e 100 uL do prépolis nas concentracoes de 50, 25, 12,5, 6,25,
3,125 e 1,562 mg/ml. Nos pocgos-controle foram adicionados: meio de cultura, inéculo do
microrganismo e &gua destilada (controle negativo), ou meio de cultura, inéculo do
microrganismo e os antibidticos Levofloxacina e cefitriaxona (controle positivo). Apds o
periodo de incubacdo, de 24h/37°C, foram acrescidos a cada um dos orificios 10 pL de
resazurina (7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-onal0-6xido) a 1%, e as microplacas foram
novamente incubadas a 37°C por mais 2 horas. Decorrido esse tempo, realizou-se a leitura
visual em cada microplaca, sendo observada a mudanca de coloracdo nos pogos. Na leitura foi
observada a mudanca da cor azul (original da resazurina) para rosa, caracterizando reducao
desse corante nos pocos onde houve viabilidade bacteriana, e nos pocos onde a cor
permaneceu azul, ndo houve redugdo do corante, indicando inviabilidade bacteriana e,
consequentemente inibicdo dos microrganismos. Todos os testes foram realizados em

triplicata.
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Figura 6 — Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima pelo método de microdiluicéo
em placas de 96 cavidades. (A) e (B) Representas as placas em pré-incubacédo na estufa; (C) e
(D) demonstram os resultados apds a adi¢do da resazurina.

Fonte: Autor

4.4.3 Determinacdo da Concentragdo Bactericida Minima (CBM)

Nos pocos da CIM em que ndo houve crescimento bacteriano foi feito o teste de
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) para avaliar quais concentracdes do extrato eram
bactericidas. Para isso, foi retirado 10 pL do poco onde ndo houve crescimento bacteriano
visivel, e semeou-se na superficie do agar Mueller-Hinton. Apds 48h de incubacéo a 37°C, foi
definida a concentracdo bactericida minima como a menor concentracdo do latex e de seus
extratos em estudo, capaz de causar a morte dos microrganismos, sendo realizado em
triplicata (SANTURIO et al., 2007).
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4.5. ATIVIDADE CICATRIZANTE

4.5.1 Formulacgéo do creme

Para preparacdo da formulacdo do creme aplicado por via topica nas feridas
experimentais usado na avaliagdo da atividade cicatrizante, foi utilizado o creme base
constituido de lanete WB 10%, isobecila 5%, butil-hidroxitolueno (BHT) 0,01%, &cido etileno
diamino tetracético (EDTA) 0,1%, propileno glicol 5%, aristoflex 1,5%, silicone BC245 2%,
Phenonip® 0,1% e 4gua bidestilada g.s.p. 100 g. Foram Adicionados ao creme 10% do extrato
liofilizado.

4.5.2 Animais Utilizados e grupos experimentais

Foram utilizados principios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentacédo
Animal (COBEA) e a Lei Aucoca n° 11.794 na conducdo do experimento, no qual iniciou
ap6s aprovacdo da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade
Estadual do Rio Grande do Norte — UERN, sobre o protocolo n°® 001/15 (Anexo A).

Na avaliacdo da atividade cicatrizante foram empregados 40 ratos da espécie
Rattus norvegicus Berkenhout, 1769, machos da linhagem Wistar e com peso médio de 250g,
sendo todos provenientes e mantidos no biotério da Universidade do Estado do Rio Grande do
Norte (UERN) campos Mossor6. Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno
(40x50x20 cm) forradas com maravalha contendo trés animais em cada, as quais eram
mantidas em salas adequada com temperatura 21 a 23° C e com ciclo de luz claro/escuro de
12 h. Agua e ragdo comercial (Labina Purina®) foram oferecidas ad libitum durante todo o
procedimento experimental.

Os animais foram divididos em dois grupos: o grupo experimental (GE),
composto por 20 ratos com feridas cirdrgicas cutaneas, tratados com aplica¢do topica do
creme base com 10% de propolis, e o grupo controle (GC), com 0 mesmo numero de animais

que receberam a aplicacéo topica de creme base sem adicéo de propolis.
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4.5.3 Protocolo anestésico, confeccdo das feridas e aplicacdo topica do creme

Para a realizacdo das feridas cutaneas, os animais foram anestesiados através da
técnica dissociativa utilizando cloridrato de xilazina (8,0 mg/kg) e cloridrato de ketamina
(140mk/kg), administrado por via intramuscular.

Foi feita ampla tricotomia da regido dorsal e antissepsia com alcool iodado 2% no
local cirtrgico e sem realizar distensdo da pele efetuou com auxilio de molde metalico
circular de 1 x 1 cm de didmetro e caneta para retroprojetor 1mm a demarcacdo para
confeccéo da ferida. Em cada rato, realizou-se uma ferida cutinea centralizada na regido
dorsal, a incisdo com lamina de bisturi frio n® 15 e tesoura de ponta romba com auxilio de
pinca de disseccdo para remocdo e descarte da pele e tecido celular subcutaneo, expondo a
fascia muscular. O dia da producao da lesdo cutanea foi intitulado como o dia 0.

O creme foi aplicado imediatamente ap0s cirurgia e posteriormente a cada 24 h
com auxilio de espatula estéril, em quantidade suficiente para cobertura total das lesdes.

4.5.4 Avaliacdo macroscopica e morfométrica das lesdes

As lesdes cutaneas foram avaliadas diariamente quanto a presenca de hiperemia,
edema, sangramento, secre¢éo, odor e crostas.

As areas das feridas foram medidas diariamente nos didmetros maior e menor
empregando-se paquimetro. Os dados obtidos foram avaliados mediante a equacdo formulada
por Prata et al., (1988): A= .R . r. Onde A = area (cm?); 7= 3,14; “R” o raio maior e “r”’ 0

raio menor.
4.5.5 Biopsia das feridas e avaliacdo histologica

Em todos os animais do grupo controle e experimental, foram realizadas biopsias
nos 3°, 7° 14° e 21° dias ap6s a producdo das lesdes. O mesmo protocolo anestésico utilizado
para a realizacdo das feridas foi adotado para a realizagédo das biopsias. Retirou-se fragmentos
de aproximadamente 1 cm? de tecido epitelial abrangendo toda a area da lesdo os quais foram
fixados em formalina a 10%. Os fragmentos fixados foram desidratados em alcool e

diafanizados em xilol, submetidos a inclusdo em parafina, cortados a 5 um de espessura, €
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posteriormente, corados pelo método de hematoxilina-eosina (HE). Para avaliacdo do
colageno realizou-se coloracdo pelo tricbmico de Masson.

Apbs a confeccdo das laminas e coloracdo do material foram realizadas
fotografias dos cortes histologicos com camera digital Canon acoplada ao microscépio optico
convencional (Olympus modelo BX50) e conectado a um computador com programa
especifico de analise de imagem. A seguir fluxograma descritivo conforme as etapas e
metodologia utilizada no delineamento experimental da avaliacdo da atividade cicatrizante
(Figura 6)

A evolucdo do processo cicatricial foi avaliada pelos seguintes parametros
histoldgicos: células polimorfonucleares, células mononucleares, vasos sanguineos,
fibroblastos e fibras colagenas. Os referidos parametros histolégicos foram agrupados em
ausente, leve, moderado ou intenso, seguindo os critérios descritos por Akkol et al., (2009).
Para a crosta foi atribuida a classificacdo presente ou ausente, para a reepitelizacdo foram
considerados: ausente, parcial e total, seguindo a metodologia descrita por lordanou et al.,
(2009).

Confeccio Cirdrgica das Feridas
(Dia 0)

40 Animais

Grupo Experimental Grupo Experimental
Creme Base (somente) Creme Base + Propolis
24/24 Horas 24/24 Horas
20 Animais 20 Animais

v v

Tratamento, Mensurac¢io e Avaliacdo Macroscépica
Dias

0‘ 1‘ 2" 4’ 5‘ 6“ 8‘9‘10‘11‘12’13"15‘16‘17'18‘19’20‘

v

Biépsia e Producdo das Laminas

3° Dia 7° Dia 14° Dia 21° Dia
5 Animais do GC 5 Animais do GC 5 Animais do GC 5 Animais do GC
+ + + +
S Animais do GE 5 Animais do GE 5 Animais do GE S Animais do GE

Fotografia das Laminas em
Corte Histologico
Anilise das Imagens

Figura 7- Fluxograma do delineamento do teste de cicatrizagdo
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4.6 MONITORAMENTO DINAMICO DA PROLIFERACAO CELULAR EM TEMPO
REAL — XCELLIGENCE SYSTEM

O uso de ensaios in vitro com células é crucial para o entendimento da eficécia,
especificidade, permeabilidade, solubilidade, estabilidade e mecanismo de acédo da interacao
entre uma substancia e seus alvos celulares, porém, a maioria desses ensaios apresentam
varias limitagfes. Outro fator importante é que alguns desses ensaios podem prover uma
informacdo limitada sobre o mecanismo de interacdo da droga com seus alvos celulares
(ROCHA, 2017).

O XCELLigance System RTCA DP (Dual Plate) permite um monitoramento
dindmica e livre da proliferacdo e viabilidade celular em tempo real. Esse equipamento é
capaz de quantificar a proliferacdo e viabilidade de células aderidas em tempo real utilizando
um sistema eletronico de leitura, denominado impedancia. As células sdo plaqueadas em
placas de 16 pocos que contém sensores microeletrénicos. A interacdo das células com esses
biosensores eletronicos geram uma resposta de impedancia que ndo apenas indica o status de
viabilidade celular como também correlaciona com o nimero de células no po¢co (ROCHA,
2017).

Seguindo as sugestdes do fabricante, foi realizada curva de concentracdo de
células para a escolha do nimero de células ideal para o experimento. Para tal, as células
L929 foram plaqueadas nas E-plates de 16 pocos em concentra¢do que variaram de 2.000 a
15.000 ceélulas/poco. A aderéncia, a disposicao e proliferacdo das células foram monitoradas a
cada 30 minutos utilizando o RT-DP system. A proliferacdo celular foi monitorada por 48-72
horas. Apos o final dessa etapa, o0 nimero de células por poco foi escolhido baseado no Index
celular maximo encontrado, chegando a concentragdo 6tima de 10.000 células/poco.

Tratamento com a substancia e ensaio de citotoxicidade. O ndmero de
células/pogo selecionado foi plaqueado em 190 pL de meio na placa. A aderéncia, disposicdo
e proliferacdo das células foi monitorada a cada 30 minutos pelo sistema RT-DP.
Aproximadamente 24 horas depois do plagueamento, quando as células estavam em sua fase
de crescimento logaritimica, as células foram tratadas com 10 pL dos compostos dissolvidos
em meio de cultura. As células do controle foram tratadas com DMSO, o qual serviu de
veiculo para a substancia. A concentracdo final de DMSO ndo excedeu 0,1% em nenhum
tratamento. A doxorrubicina (0,22 uM) foi utilizada como controle positivo. As concentragdes

testadas de Propolis foram 43ug/ml, 86ug/ml, 172ug/ml.
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O resultado de impedéancia celular foi expresso como uma unidade arbitréria
chamada de Indice Celular (do inglés, Cell Index). O indice celular de cada ponto foi definido
como (Rn-Rb)/ 15, onde Rn ¢é a impedancia do po¢o com célula e Rb é a impedéancia do poco

apenas com o meio.

4.7 ATIVIDADE CITOTOXICA

Véarios métodos in vitro, para avaliar a toxicidade de biomateriais foram
padronizados utilizando-se culturas celulares. Estes testes de citotoxicidade consistem em
colocar o material direta ou indiretamente em contato com uma cultura de células de
mamiferos, verificando-se as alteracdes celulares por diferentes mecanismos, entre 0s quais a
incorporacdo de corantes vitais ou a inibicdo da formacao de coldnias celulares (ROGERO et
al, 2000).

A reducdo do MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) é
um meétodo colorimétrico rapido, frequentemente usado para medir proliferacdo celular e
citotoxicidade (Mosman, 1983). Neste ensaio, 0 MTT é acumulado pelas células por
endocitose e a reducdo do anel tetrazolico deste sal resulta na formacdo de cristais de
formazan de cor azul que se acumulam em compartimentos endossomais e/ou lisossomais,
sendo depois transportados para fora das células por exocitose. O ensaio do MTT tem sido
usado frequentemente para determinacéo da viabilidade celular.

O controle negativo utilizado no estudo foi 0 DMSO, cuja concentracdo final em
todas as culturas celulares (pogos da placa) foi de 0,1 % (v/v). Como controle positivo
(substancia de referéncia) foi utilizado o quimioterapico doxorrubicina nas concentracdes
iguais a 5; 2,5; 1,25; 0,62; 0,31; 0,15; 0,07; 0,03 € 0,01 pg/mL. A substancia teste foi ensaiada
em sete diferentes concentragdes: 800; 400; 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,12 pg/mL.

As ceélulas (linhagem L929 e SW620) foram semeadas em placas de 96 pocos na
densidade de 0,7 x 105 células/mL. As células foram cultivadas em meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de solu¢cdo composta dos antibioticos
penicilina (100U/mL)/estreptomicina (100 pg/mL). As placas de 96 pogos foram incubadas
(37°C) em estufa umidificada em atmosfera de 5% de CO; por 24 h a fim de permitir a
sedimentacdo e adesdo celular. Apds esse periodo, a substancia teste, a substancia de
referéncia (doxorrubicina) e o controle negativo (DMSO) foram adicionadas as culturas
celulares. Apds os periodos de exposicao de 24, 48 e 72 h, foi adicionado a cada pogo 50 puL
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de solugéo de MTT (0,5 mg/mL). As placas forma incubadas (37°C) em estufa umidificada
em atmosfera de 5% de CO2 por 3 h e logo ap6s a solugdo de MTT foi removida e o
precipitado de formazam foi ressuspendido em 100 pL alcool isopropilico.

Para a quantificacdo do sal reduzido (formazan), as absorbancias de cada poco
foram obtidas com o auxilio do espectrofotdmetro no comprimento de onda de 570 nm. A
citotoxicidade foi estimada a partir da média das absorbancias (570 nm) das réplicas de cada
condicdo experimental subtraida dos valores do branco, a qual é comparada com a média
obtida pelo controle do veiculo DMSO, considerada como correspondente a 100% de
viabilidade celular. Os dados foram analisados a partir de regressédo nédo-linear para avaliagéo
da citotoxicidade.

4.8 ATIVIDADE MUTAGENICA

O ensaio do micronucleo para avaliagdo do potencial mutagénico da amostra de
prépolis foi realizado sobre fibroblastos murinos (linhagem L929). O controle negativo
utilizado no estudo foi 0 DMSO, cuja concentracao final em todas as culturas celulares foi de
0,1 % (v/v). Como controle positivo (substancia de referéncia) foi utilizado o quimioterapico
doxorrubicina na concentracdo final nas culturas celulares igual a 10 pg/mL.

A substancia teste foi ensaiada em trés diferentes concentracfes: 50, 100 e 250
pg/mL. As culturas celulares (linhagem 1.929) foram preparadas em tubos para centrifugagdo
tipo Falcon. As células (0,7 x 10° células/mL) foram semeadas em 5 mL de meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de solucdo composta dos antibioticos
penicilina (100U/mL)/estreptomicina (100 pg/mL). Todas as culturas celulares foram
incubadas (37°C) em estufa umidificada em atmosfera de 5% de CO, por 24 h.

Apbs esse periodo, as culturas foram expostas a substancia de referéncia
(doxorrubicina), ao controle negativo (DMSO) e a substéancia teste durante 24 h. Ao término
da exposicao, adicionou-se citocalasina B em todas as culturas em uma concentracéo final de
3 pg/mL. Apds 42 horas da adigdo de citocalasina B, as culturas foram tratadas com uma
solucdo hipotonica de KCI (37°C) a 0,075M por 15 minutos e posteriormente fixadas com
solucéo gelada (4°C) de etanol/acido acético glacial (3:1). Apos a fixagéo, as laminas foram
confeccionadas e coradas com laranja de acridina (50 pg/mL). As preparagdes celulares foram
examinadas (teste cego) com o auxilio de um microscépio de fluorescéncia com filtro de

excitacdo azul (488 nm) e filtro de emissdo (barreira) amarelo (575 nm), usando a objetiva de
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imers&o. Para avaliar a citotoxicidade, foi utilizado o Indice de proliferacdo pelo bloqueio da
citocinese (CBPI) como parametro que leva em consideracao a proporcdo de células com 1, 2,
3 ou mais nucleos em 500 células viaveis por cultura experimental. Ja os critérios adotados de
identificacdo dos micronucleos foram os descritos por Fenech (2000). Assim, somente células
binucleadas (2000 células/lamina) com nucleos intactos, com tamanhos aproximadamente

iguais e com 0 mesmo padréo de coloragdo foram analisadas.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados da atividade cicatrizante foram expressos em média + desvio padrdo
avaliado pelo programa estatistico SigmaPlot for Windows (SigmaPlot; Systat Software Inc)
versdo 12.0. Todos os dados foram primariamente avaliados quanto a normalidade pelo teste
de Shapiro-Wilk e homocedasticidade por Levene. Sempre quando necessario utilizou-se da
transformacdo logaritmica para garantir 0os pressupostos paramétricos. Variavel percentual
como concentragdo sofreu transformacdo arcoseno. Entretanto, para apresentacao nas tabelas,
foram utilizados os resultados nédo transformados. Para evidenciar diferenca estatistica dentro
dos grupos tratado e controle no decorrer dos dias utilizou-se Analise de variancia (One Way
ANOVA) seguida do teste de Dunnett utilizando como momento base o dia 03. Diferenca
entre 0s grupos experimentais dentro de cada dia foi calculada por teste t para amostras
independentes. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

Em relacdo aos halos de inibicdo de crescimento bacteriano, os dados foram
expressos em valores de média a desvio padrdo através do programa estatistico SPSS 21.0.
Apos analise dos pressupostos paramétricos a diferenca estatistica entre grupos foi testada
através da analise de variancia (ANOVA) seguido de Tukey, onde valores de p < 0,05 foram
considerados significativos.

Para analisar os dados do potencial mutagénico os resultados foram expressos
através da média + erro padrdo da média e a significancia estatistica foi obtida atraves de
analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Student Newman-Keuls. Para avaliar a
atividade citotoxica os dados foram expressos em valores média a desvio padrdo através do
programa estatistico SPSS 21.0 para evidenciar diferenca estatistica significativa entre os
grupos e dentro dos grupos, utilizou o Teste t independente e ANOVA seguido de Dunnet

respectivamente, onde valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 ANALISE FITOQUIMICA

O resultado da prospeccéo fitoquimica preliminar do extrato sugeriu a presenca de
flavonoides (flavonas, flavonois e xantonas), taninos, catequinas e saponinas como pode ser

visto na tabela 1

Tabela 1 - Testes fitoquimicos qualitativos preliminares

Teste Resultado
Fenois e taninos Positivo (taninos
flabobenicos)
Antocianinas, Positivo (flavonas,
antocianidinas e flavonoides flavonois e xantonas)
Leocoantocianidinas, Positivo (catequinas)

catequinas e flavaonas

Flavondis, flavonas, h fp Negativo
blavonondis e xantonas

Saponinas Positivo

Devido a necessidade de obter mais informac6es acerca da composicao quimica
do extrato hidroalcodlico 70 % de propolis, foi realizada uma triagem por CCD com
diferentes reveladores a fim de identificar as classes de compostos presentes no mesmo. A
figura 8 ilustra as CCDs ap0s eluicdo e revelagdo com os reagentes: vanilina sulfurica, cloreto
férrico, reagente natural (visualizacdo no visivel e no UV 365 nm) e dragendorff. Este estudo
demonstrou que o extrato de prépolis da abelha amarela é caracterizado por uma mistura
complexa de compostos quimicos interessantes, semelhante a varios outros prépolis ja

estudados no Brasil.
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EX. PROPOLIS |EX. PROPOLIS| EX.PROPOLIS | EX. PROPOLIS | EX. PROPOLIS

Figura 8 — Cromatografia em Camada Delgada do extrato hidroetandlico de prépolis
apos revelacdo com diferentes reagentes.

Legenda: Fase estacionaria: cromatoplacas de aluminio com gel de silica 60 F254.
Fase movel: tolueno: AcOEt: acido formico (5:5:0,5, v/v/v). (A) Vanilina Sulfurica +
aquecimento, visualizacdo visivel. (B) Cloreto Férrico, visualizacdo visivel. (C)
Reagente Natural A 0,2 %, visualizacao visivel. (D) Reagente Natural A, visualizacéo
UV 365 nm. (E) Dragendorff, visualizagdo visivel.

Fonte: Resultados experimentais.

O primeiro revelador usado foi a vanilina sulfdrica. Esse revelador € conhecido
por ser um revelador universal e detecta principalmente a presenca de compostos amargos
(que possuem estrutura de terpenos), saponinas e compostos de 6leos essenciais. Os
compostos amargos apresentam zonas vermelho-marrom, amarelo-marrom ou verde escura,
azul, azul-violeta e amarelada. As saponinas apresentam colora¢do azul, azul-violeta, e,
algumas vezes, vermelho ou amarelo-marrom. Os 6leos essenciais apresentam coloracao azul,
marrom ou vermelha (WAGNER; BLADT; ZGAINSKY, 1984). A partir da visualizacdo da
figura 1A foi observado que o extrato hidroetandlico da prdpolis da Frieseomelitta
doederleini apresenta bandas de coloragéo azul, sugerindo a presenca de saponinas.

As saponinas sao glicosideos de esteroides (27 carbonos) ou de terpenos
policiclicos (30 carbonos). Essas substancias possuem caracteristicas anfifilicas, pois, em sua
estrutura, possuem uma parte lipofilica (aglicona ou sapogenina, de nucleo triterpénico ou
esteroidal), e outra parte hidrofilica (heterosideo). Assim, possuem a propriedade de reduzir a
tensdo superficial da agua e acdo detergente e emulsificante (SCHENKEL; GOSMANN;
ATHAYDE, 2007).

Prosseguindo com o processo de triagem por CCD, foi realizada revelagdo com
Cloreto féerrico (FeCls), que € usado na deteccdo de compostos fenolicos, pois estes sdo
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facilmente oxidaveis por influéncia de metais como o ferro (CARVALHO; GOSMANN;
SCHENKEL, 2007). Os compostos podem apresentar-se corados de marrom ou azul apos a
revelacdo (WAGNER; BLADT; ZGAINSKY, 1984). Na figura 8B, podemos visualizar a
presenca de bandas de coloracdo marrom, sugerindo a presenca de compostos fenolicos.

A seguir foi utilizado o Reagente Natural A 0,2% € um revelador especifico para
flavonoides. Apés revelagdo com esse reagente e observacdo sob luz UV 365 nm, os
flavonoides apresentam zonas fluorescentes de intensidade amarela, laranja e verde
(WAGNER; BLADT; ZGAINSKY, 1984). Podemos observar presenca marcante de bandas
caracteristicas de flavonoides nas figuras 8C e 8D, sugerindo que o0 extrato da propolis possua
flavonoides agliconas (flavonoides ndo ligados a moléculas de aclcar) devido a polaridade de
fase movel utilizada (ligados a uma ou mais moléculas de actcar). Os flavonoides da espécie
apresentaram coloracdo amarela e verde fluorescente quando visualizados no UV 365 nm
apos revelagdo com reagente Natural A (figura 8D).

A partir da analise por CCD, sugere-se a presenca dos flavondides luteolina
(coloracdo amarelo fluorescente e Rf 0,57), canferol (coloracédo verde fluorescente e Rf 0,67) e
quercetina (coloracdo amarelo-alaranjado fluorescente e Rf 0,55) pelas caracteristicas de
coloracéo e Rf apresentados. Para confirmacdo da presencga dessas substancias, foi realizada
Co-CCD e pode-se sugerir a presenca de quercetin (coloracdo amarelo fluorescente e Rf 0,57)
e canferol (coloracdo verde fluorescente e Rf 0,67) no extrato hidroetandlico da prépolis
(figura 9).
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EX.  EX.PROP. |yreouiNA EX.  EX.PROP. canrepoL EX.  EX.PROP. QUERCETINA
PROPOLIS  +LUT. PROPOLIS  +CANF. PROPOLIS + QUERC.

Figura 9 — Co-CCDs com o extrato hidroetandlico de propolis e os padrdes luteolina,
quercetina e canferol

Legenda: Fase estacionaria: cromatoplacas de vidro com gel de silica 60 F254. Fase
movel: tolueno: AcOEt: &cido formico (5:5:0,5, v/v/v). Revelador: Reagente Natural A
0,2 %, visualizagdo UV 365 nm. (A) Co-CCD com Luteolina. (B) Co-CCD com
Canferol. (C) Co-CCD com Quercetina.

Fonte: Resultados experimentais.

No extrato etandlico da préopolis verde, investigado no estudo de Roberto (2009),
foi determinada a presenca de acido caféico, acido ferdlico, rutina e quercetina, e no extrato
etandlico do alecrim-do-campo foram encontrados estas mesmas substancias, além do
flavondide canferol. Os &cidos caféico e fertlico sdo acidos fendlicos, enquanto que a rutina
pertence ao grupo das flavonas derivadas (geralmente descrita como um bioflavonoide) e a

quercetina e o canferol sdo flavondides da classe flavonol.

5.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E FENOIS TOTAIS

Tabela 2 — Atividade antioxidante pelos méetodos DPPH e ABTS, e determinacdo da
concentracdo de fenois totais

Teste Resultado

DPPH Ic50 = 46,39ppm" (ug/ml)
ABTS Ic50 =440,44ppm? (ug/ml)
Fendis Totais R®= 35,55mg EAG/g EXT

Ic50 = concentracdo de extrato necessaria para inibir 50% do radical; 1- R=0,99804;
2-R=0,9805; 3-Resultado expresso em miligramas de equivalente ao acido galico, para
cada grama de extrato bruto.
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Os compostos fendlicos estdo presentes na composi¢do da propolis da abelha
amarela, apresentando concentracdo de 35,55mg EAG/g (Tabela 2). Estes compostos tém sido
estudados por apresentarem propriedades antioxidantes, principalmente, decorrente da sua
acao sobre os radicais livres, impulsionando os estudos sobre a atividade antioxidante da
propolis e consequentemente aumentado o interesse em seu consumo.

Devido a agdo antioxidante, os fendlicos cooperam com a reducdo dos danos
oxidativos celulares originados por espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(NASCIMENTO; ARAUJO; MELO, 2010).

Os contedos de compostos fendlicos tém sido sugeridos para desempenhar um
papel preventivo no desenvolvimento de cancer e doencas cardiacas. Alguns autores afirmam
que as atividades biologicas das propolis brasileiras sdo principalmente devidas aos altos
niveis de acidos fendlicos (BANKOVA; CASTRO; MARCUCCI, 2000).

Foram utilizados dois métodos diferentes para avaliacdo da atividade antioxidante
da propolis estudada, o que possibilita obter informacGes durante os diferentes estagios da
reacao de oxidacdo. Tal atividade foi medida a partir da capacidade da propolis de eliminar os
radicais DPPH e ABTS (ICsp). Desta forma, quanto menor for o valor da 1Cso, maior é a
poténcia antioxidante, haja vista que quantidade menor da substancia serd necessaria para
promover a reducdo de 50% do reagente. Estes métodos sdo amplamente utilizados devido a
simplicidade, rapidez, sensibilidade e reprodutibilidade (SALGUEIRO; CASTRO; 2016). Os
resultados obtidos estdo demonstrados na tabela 2. Verificou-se uma capacidade de
eliminacdo maior sobre o radical DPPH em relacédo ao radical ABTS.

Como a atividade antioxidante € atribuida a capacidade de eliminar as espécies
reativas de oxigénio/radicais livres por doacdo de hidrogénio, utiliza-se o teste de reducgéo de
DPPH, um radical livre estavel, com finalidade de verificar a atividade antioxidante de varios
extratos de prépolis de diferentes abelhas (AHN et al.,, 2007). DPPH é um método
amplamente utilizado para avaliar a atividade antioxidante. Este ensaio simples e altamente
sensivel mede a capacidade do extrato para doar elétrons para o radical estavel DPPH
(MOON; SHIBAMOQOTO, 2009).

Neste estudo, a propriedade de extinguir radicais livres da prépolis da abelha
amarela foi verificado quanto a capacidade de eliminar o radical DPPH. As concentragdes que
proporcionaram atingir o 1C50 (inibicdo de 50%) foram muito baixas, indicando alta atividade
antioxidante. Segundo Melo et al. (2010) podemos classificar a atividade antioxidante dos
extratos como boa (1C50<65 pg/ml), moderada (65 pg/mI<ICsp<152 pug/ml) e baixa atividade
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(IC50>152 pg/ml). Usando essa classifica¢ao foi possivel concluir que a propolis deste estudo
apresenta boa atividade antioxidante.

Os antioxidantes sdo compostos que, quando presentes em baixas concentraces,
retardam ou impedem a oxidacdo de substratos e sdo altamente benéficos para saide devido
as células de protecdo e macromoléculas de agentes oxidantes (HALLIWELL et al., 1995).

Frozza et al. (2013) investigaram a capacidade de eliminagéo do radical DPPH da
prépolis vermelha coletada em Sergipe, o qual obteve um IC50 de 270 pug/mL. Resultados
semelhantes forma obtidos por Pinheiro (2009) com prépolis vermelho da mesma regido
geogréfica, com IC50 de 294 pg/mL. Tais resultados mostram que a prépolis da abelha
amarela coletado na regido Oeste do Rio Grande do Norte demonstrou capacidade
antioxidante, por este método, maior que as propolis vermelhos estudos no estado de Sergipe.

Bonamigo et al. (2017) estudaram a atividade antioxidante da propolis de duas
abelhas diferentes (Scaptotrigona depilis [EEP-S] e Melipona quadrifasciata anthidioides
[EEP-M]). No ensaio de DPPH, EEP-M mostrou inibigdo de 50% de radicais livres (IC50) a
uma concentragio de 60,91 pg/mL. O IC50 nao foi calculado para EEP-S. E possivel observar
que a propolis estudada apresentou uma capacidade de inibicdo do DPPH maior que as
propolis em questdo. Porém, quando comparado pelo ensaio de ABTS o0 nosso propolis
mostrou capacidade eliminacdo deste radical menor que os estudados pelos autores. Os
valores de IC50 dos EEPs foram de 80,04 + 0,31 pg / mL (EEP-S) e 13,45 + 1,81 pg / mL
(EEP-M).

Silva et al. (2013) avaliaram a atividade antioxidante de 9 amostras de mel de M.
subnitida coletados no estado da Paraiba, no Brasil. Foram analisados o mel puro e dois
extratos em metanol (MeOH ) e acetato de etila (EtOAc) pelos métodos através da
eliminacdo do DPPH e do ABTS. Os valores de EC50 variaram de 10,6 a 12,9 mg/mL para
mel puro, 108,5 a 208,6 pg/mL para o extrato de MeOH e 43,5 a 87,8 pg/mL para a fragcéo
EtOAc no ensaio de eliminacdo de radicais DPPH. Os resultados EC50 para o teste ABTS
variaram de 6,1 a 9,7 mg / mL, 21,2 a 53,1 pg/mL e 13,2 a 33,9 pg/mL, para o mel puro, o

extrato de MeOH e a fragdo EtOAc, respectivamente.

5.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O extrato da propolis foi inicialmente testado pelo método de pogos em &gar,

contra onze microorganismos entre bactérias Gram positivas, Gram negativas e fungo. Este
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teste foi utilizado como analise preliminar para determinar a concentracdo a ser utilizada
como ponto de partida para avaliar a CIM. Desta forma testou duas concentragdes: 100
mg.mL™ e 50 mg.mL™. Ambas as concentracdes inibiram o crescimento microbiano dos
agentes testados, mostrando diferenca (p < 0,05) quando comparamos as concentracfes da
propolis com os antibidticos controles utilizados (Tabela 3). As zonas de inibi¢do variaram de
12 a 22 mm para concentragdo de 100 mg.mL™ e de 5.0 a 12.5 mm para a concentrac&o de 50
mg.mL™. Como é possivel observar, a concentracdo de 100 mg.mL™ exerceu atividade
antimicrobiana sobre todos os agentes testados e a concentracdo de 50 mg.mL™ ndo exerceu
atividade apenas contra Shigella flexneri, Enterococcus faecalis e Streptococcus
pyogenes. Assim, resolveu utilizar como concentragéo de partida para a determinacéo da CIM
a concentracéo de 50 mg.mL™ do extrato liofilizado da prépolis.

O método de pogos se baseia na difusdo radial das substancias, de acordo com
Silveira et al. (2009) o método do pogo é o mais adequado para testar a difusdo de substancias
em extratos etandlicos, a cor ndo interfere na leitura dos resultados. Os autores concluiram
que a técnica de agar difusdo em pog¢o mostrou-se mais sensivel que a técnica agar difusdo em
disco na andlise de extratos hidroalcoolicos, embora ambos tenham se mostrado Uteis para
esta finalidade, aliado ao fato de que estas técnicas sao mais simples e requerem relativamente
pouco recurso para a sua execucdo. O pequeno volume necessario e a possibilidade de testar
varios compostos por placa frente a um Unico microorganismo € outra vantagem observada no
emprego desse método (VANDEN BERGHE; VLIETINCK, 1991).
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Tabela 3- Atividade antimicrobiana da prépolis da abelha Frieseomelitta doederleini sobre
cepas de microrganismos patogénicos, pelo método de pocos em &gar (expresso em média e
desvio padrdo).

Halo de inibicdo (mm)

Fluconaxol

Espécimes  Prépolis-100 mg/ml  Prépolis-50 mg/ml  Levofloxacino  Ceftriaxona
S. aureus 16,17 + 0,76b 8,67 +0,58¢c 235+132a 10,67 +0,29c -
S. agalactiae 18,5+0,71a 8,67 + 1,53b 19,0 + 1,0a 18,5+ 0,5a -
S. pyogenes 14,5 + 0,5ab 8,33 +0,58b 18,17 + 5,92a 14,0 + 1,0ab -
S. mutans 18,0+ 1,0b 9,17 + 1,04c 20,5+ 0,87a 5,0 +0,5d -
E. faecalis 13,17 + 1,26¢ 5,17 +1,04d 20,83+0,29b 24,83 +0,76a B
S.flexneri 12,33 + 0,58¢c 7,5+0,5d 30,17 +0,76a 25,17 + 0,29b B
K. pneumoniae 21,17 + 0,76a 10,0 +1,0c 20,33 +0,58a 17,83 +0,76b B
S. typhimurium 20,33 +0,58b 9,33 +0,76¢ 30,17 +0,76a 17,17 + 5,97bc B
P. aeruginosa 21,83 +1,61a 10,33 + 0,76b 20,5+ 0,5a 19,5+ 0,5a B
E. coli 18,33 + 0,58b 12,5+ 0,5¢c 24,5+ 0,5a 24,67 + 0,58a B
C. albicans 12,5+ 0,05a 7,5 +0,05b - - 13,5+1,32a

2b¢ Médias seguidas de letras mindsculas diferentes na linha significa diferenca estatistica
(p<0,05 — Tukey)

Para determinar a CIM utilizou-se 6 concentracdes diferentes em ordem
decrescente: 50,0, 25,0, 12,5, 6,25, 3,125 e 1,562 mg.mL™. A propolis da F. doederleini foi
ativa contra as bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e contra a C. albicans (Tabela 3).
Foi possivel observar que a melhor resposta obtida foi contra P. aeruginosa (CIM= 3,125
mg.mL™), uma bactéria relacionada a resisténcia aos antimicrobianos, j& a menor atividade foi
observada sobre contra S. pyogenes (CIM= 25 mg.mL™).

Os microrganismos utilizados nos experimentos de avaliacdo da atividade
antimicrobiana foram escolhidos por serem as bactérias e fungos empregados rotineiramente
para esse tipo de estudo, sendo também responsaveis por varias formas de infecgdes em
humanos e animais, e por adquirirem, com mais frequéncia, resisténcia aos antimicrobianos
(OPLUSTIL et al., 2000). Ishii et al. (2011), em estudo envolvendo cées e gatos, verificaram
gue os agentes bacterianos encontrados com maior frequéncia foram Staphylococcus spp. e
Pseudomonas spp. que estavam presentes principalmente nas feridas. Nas afeccdes do trato
urinario, a maior parte das infecgdes ocorreu por bactérias Gram negativas. Nas afeccoes

otoldgicas e ortopédicas prevaleceram as Gram positivas.
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Tabela 4 - Valores de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentragédo
Bacteriana Minima (CBM) da propolis da abelha Frieseomelitta doederleini sobre cepas de
microrganismos patogénicos.

Microrganismo CIM (mg/ml) CBM (mg/ml)
Staphylococcus aureus 12,5 25
Streptococcus agalactiae 12,5 25
Streptococcus pyogenes 25 >50
Streptococcus mutans 12,5 25
Enterococcus faecalis 12,5 50
Shigella flexneri 6,25 12,5
Klebsiella pneumoniae 12,5 12,5
Salmonella typhimurium 6,25 12,5
Pseudomonas aeruginosa 3,125 6,25
Escherichia coli 12,5 12,5
Candida albicans 12,5 50

Segundo Rios et al. (1988) apud Duarte et al. (2003), extratos de produtos naturais
que mostram atividade inibitéria em concentragdes menores que 100 mg.mL™ podem ter um
alto potencial antimicrobiano, ja que os compostos podem ser isolados e usados em
concentragcdes mais baixas.

Liberio et al. (2011), investigou a atividade antimicrobiana pelo método de
difusdo em é&gar, de diferentes estratos hidroalcodlicos da geoprépolis da abelha Melipona
fasciculata, coletadas na regido noroeste e central do Estado do Maranh&o, no Nordeste do
Brasil. E possivel notar resultados semelhantes ao encontrado para a propolis investigada
neste trabalho. Os autores mostraram que houve acdo antimicrobiana dos extratos, com zonas
de inibicdo variando de 10 a 13 mm para S. mutans e de 9 a 13 mm para C. albicans. N&o foi
detectada nenhuma atividade contra L. acidophilus. Ja4 a CBM contra S. mutans foi de 6.25
mg.mL™ para o estrato 2, e 12.5 mg.mL™ para estrato 3.

Campos et al. (2011) avaliou a atividade antimicrobiana de amostras de préopolis
da abelha Frieseomelitta varia coletadas no estado de Minas Gerais. Os testes foram
realizados através do ensaio de difusdo em agar com 300 pL de uma solugao de propolis de 10
mg.mL™. O diametro da zona de inibicdo bacteriana encontrado foi: Aeromonas hydrophila
(9.0 mm); Bacillus subtilis (7.5 mm); Staphylococcus aureus (8.0 mm). O crescimento de P.
aeruginosa nao foi afetado pela amostra de préopolis. Os resultados encontrados sdo
semelhantes os do trabalho em questdo, porém é possivel notar que a propolis da F.
doederleini exerceu atividade sobre P. aeruginosa.

Campos et al. (2015) estudou o estrato etandlico produzidos de amostras de

prépolis da abelha Tetragonisca fiebrigi coletados do estado de Mato Grosso do Sul, na regido
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centro-oeste do Brasil. O extrato mostrou atividade antimicrobiana contra todos 0s
microorganismos avaliados, porém com maior atividade contra bactérias Gram positivas
(CIM de 0.55 a 1.02 mg.mL™) do que contra bactérias Gram negativas (2.25 a 7.91 mg.mL™).
Os resultados encontrados no trabalho dos autores para bactérias Gram-negativas corroboram
com 0 nosso trabalho que encontrou uma CIM para estas bactérias variando de 3.125 a 12.5
mg.mL™.

As propriedades terapéuticas da propolis das abelhas sem ferrdo estdo diretamente
relacionadas com a sua composicdo quimica. Dentre os compostos se destacam os polifendis e
os flavonoides, descritos como responsaveis pelas vérias atividades biologicas da propolis,
principalmente sua acdo antimicrobiana (MARCUCCI, 1995). Segundo Liberio et al. (2011),
os flavondides estdo entre os principais grupos que contribuem para os efeitos
antimicrobianos observados na propolis das abelhas estudadas. Em seu estudo o estrato que
apresentou a maior atividade antimicrobiana foi o que teve a maior concentragdo de
flavonoides. Cushnie; Lamb (2005) também alegam haver uma ligacdo entre a presenca de
flavonoides e atividade inibitéria em microorganismos. Os compostos fenolicos também sdo
descritos como importantes agentes antibacterianos que inibem bactérias promovendo danos a
membrana celular e inibindo a sintese de &cidos nucleicos e 0 metabolismo energético desses
microorganismos (CUSHNIE; LAMB, 2011).

Castro et al. (2011) usaram Saccharomyces cerevisiae como modelo para
compreender como a prépolis afeta os fungos no nivel celular e molecular, e influenciam o
metabolismo deste organismo. Os autores verificaram que a propolis € capaz de induzir uma
resposta a morte celular por apoptose mediado pela citocromo C. Observaram também que o
gene Metacaspase YCAL é importante para a morte celular mediada pela propolis.

5.4 ATIVIDADE CICATRIZANTE

Na analise macroscépica demonstrada (Figura 9), no 3°dia pds-operatorio,
observou-se que 0s animais pertencentes aos GE e GC apresentaram feridas cirdrgicas
hiperemicas, com bordas edemaciadas. Foram observadas diferengas notdrias entre os
tratamentos no 7° dias de tratamento. Neste periodo, as feridas dos animais do GE
apresentavam-se com aspectos limpo, seco, sem evidéncias de exsudato inflamatdrio, com
superficie externa recoberta por uma crosta uniforme, bem formada, nivelada com a pele. No

mesmo periodo, osanimais pertencentes ao GC apresentaram feridas hiperémicas, com
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bordos edemaciados, recobertas com crostas finas, irregulares, umida e com coloracéo
vermelho escura ou violdcea. Nas feridas dos animais pertencentes ao GE, as crostas
se desprenderam espontaneamente entre o setimo e décimo primero dia, enquanto que nos
animais do GC o mesmo ocorreu entre o oitavo e décimo segundo dia. A avaliagédo
macroscopicas das feridasno 14°dia demonstrou que o0s animais do GE
apresentaram marcada reducdo do tamanho original das feridas, sendo que as mesmas
apresentaram-se secas, com cicatrizes planas, de coloracdo esbranquicada, nivelada com a
pele (Figura 9 C). As feridas dos animais do GC apresentavam-se visivelmente maiores com
coloracdo résea, brilhante e imidas, sendo que em dois animais a cicatrizes apresentavam-se

elevadas, acima do nivel da pele (Figura 9 F).

3°Dia 7° Dia 14° Dia

L Grupo
Experimental
G =
b\ ‘yﬂ
§ Grupo
Controle
"
7 -
D F

Figura 10 — Aspecto macroscépico das feridas cutaneas pos-cirurgico em Rattus norvegicus,
linhagem Wistar ; Grupo Experimental (GE) no 3° dia(A); Grupo Controle no 3° dia (D);
grupo experimental no 7° dia (B); grupo controle no 7° dia (E); grupo experimental no 14°
dia (C); grupo controle no 14° dia (F)

Fonte: Autor

A avaliagdo microscopica dos cortes histologicos corados em hematoxilina-eosina
(HE) revelou que as amostras das feridas dos animais do GE apresentaram moderado
inflamatorio polimorfonuclear. No entanto, os animais do GC apresentaram intenso infiltrado
polimorfonuclear. No 7°dia, no GE constatou-se a auséncia de células polimorfonucleares,
presenca moderada densidade de células mononucleare, além, fibroblastos, vasos sanguineos,
fibras colagenas e ocorréncia de repitelizacdo parcial. Em relacdo a avaliagdo do GC no
mesmo periodo, verificou-se moderado infiltrado inflamatério misto, composto de

células polimorfonucleares e células mononucleares e discreta presenca de vasos sanguineos e
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fibroblastos. No 14° dia, observou-se em todos aos animais do GE, reepitelizacdo total,
evidenciado pela presenca de células epiteliais recobrindo toda a superficie da ferida
cirurgica. No mesmo periodo, foi possivel constar ainda, presenca de cicatriz dérmica extensa,
evidenciada por intensa densidade de fibroblastos e fibras colagenas. No entanto, nos animais
do GC verificou-se regeneracdo epitelial incompleta em quatro animais, presenca de focos
remanescentes de infiltrado inflamatério mononuclear e moderada quantidade de vasos

sanguineos, fibroblastos e de fibras colagenas.

Figura 11 — Aspecto histologico das feridas cutaneas, (A) ao 3° dia de evolugdo pos-cirdrgica
do grupo experimental nota-se discreto infiltrado de células polimorfonucleares; e no grupo
controle (B) nota-se um intenso infiltrado inflamatoério de células polimorfonucleares. Obj.
20x — Coloragéo hematoxilina-eosina (HE)

Fonte: Autor
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Figura 12 — Aspecto histologico das feridas cutaneas ao 7° dia de evolugéo pos-cirurgica, (A)
no grupo experimental e (B) no grupo controle, nota-se presenca de tecido de granulagdo com
vasos sanguineos e celulas mononucleares.Ob. 10x. (C) Nota-se a presenca de maior
quantidade de fibroblastos em GE e menor quantidade de fibroblastos em GC. Obj. 20x -

Coloragao hematoxilina-eosina (HE)
Fonte: Autor

Figura 13 — Aspecto histoldgico das feridas cutaneas ao 14° dia de evolucdo pds-cirurgica,
(A) grupo experimental nota-se maior quantidade de fibras colagenas e menor quantidade no
grupo controle (B). Obj. 20x — Coloracéo tricomico de Masson

Fonte: Autor
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Os resultados das analises histoldgicas realizadas no presente estudo foram
semelhantes aos obtidos por Berretta et al. (2012), que observaram diminuicdo do
recrutamento de células inflamatorias e aumento da producéo de colageno em feridas cutaneas
experimentais em ratos tratados com gel de prépolis verde , apds o terceiro dia de tratamento.
Resultados semelhantes foram encontrados por Silva et al. (2016) que observou uma
influéncia positiva na cicatrizagdo de feridas cutdneas experimentais utilizando creme a base
de geopropolis da abelha P. aff. Flavocincta. O uso de cremes ou extratos de propolis tem
sido amplamente testado na dermatologia no tratamento de feridas abertas, queimaduras e
ulceras externas, com resultados promissores, por apresentar propriedades anti-inflamatorias
(PESSOLATO et al., 2011). Diaz et al. (1997) realizaram um estudo sobre a aplicagdo de
prépolis a 5% em feridas sépticas faciais em humanos e relataram que 90% dos pacientes
apresentaram uma melhora total aos 7 dias de tratamento.

Quanto a area da ferida, verificou diminuig&o progressiva do tamanho ao longo do
tempo, com diferenca significativa entre o grupo experimental e o grupo controle. No decimo
segundo dia as feridas dos animais do GE ja estavam completamente fechadas, enquanto no

GC o fechamento das feridas ocorreu no vigésimo segundo dia (Grafico 1).

Graéfico 1 — Grafico do valor médio + desvio padrdo das areas das feridas nos animais do
Grupo Experimental e do Grupo Controle
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E possivel notar que a propolis da abelha Frieseomelitta doederleini promoveu
um processo de cicatrizacdo mais rapido ao encontrado por Silva et al. (2016), o qual
demonstrou o fechamento das feridas no grupo experimental no decimo sexto dia.

Levando-se em consideracdo os resultados aqui apresentados, torna-se relevante
lembrar que o processo de cicatrizagdo é dividido em trés fases: inflamatoria, proliferativa e
de remodelacdo. Estas fases complexas e distintas, se sobrepdem afim de assegurar a
reparacao de tecidos. Essa série de eventos envolve varios tipos de células, que interagem
entre si, proporcionando liberacdo de citocinas, fator de crescimento e outras moléculas
bioativas, como radicais livres, culminando na restauracdo da integridade do tecido
(BERRETTA et al., 2012). O processo inflamatério é importante na reparagdo tecidual,
contudo inflamacdo exacerbada promove edema, quantidade excessiva de exsudato e
adicionalmente a isto, mediadores quimicos envolvidos na inflamacdo podem aumentar ainda
mais a lesdo tecidual, os quais favorecem deiscéncia e crescimento bacteriano (ROBBINS,
COTRAN e KUMAR, 2009). Desta forma as evidencias de edema e hiperemia discreta e a
baixa densidade de células polimorfonucleares observadas nas feridas do GE e em relacéo ao
GC, sugere uma atividade anti-inflamatoria da propolis da abelha Frieseomelitta doederleini.

Tem sido relatado que compostos fenolicos exercem uma grande variedade de
atividades bioloigcas, como a capacidade antioxidante por sequestro de radicais livres, dentre
eles os derivados de oxido nitrico, o que pode acelerar a cicatrizacdo de feridas cutaneas
(SEHN, E. et al, 2009). Outras atividades em animais experimentais tém revelado efeitos
benéficos na inflamacdo crbnica e aguda (PAULINO et al.,, 2008). A propolis tem
apresentado, especialmente em feridas cutaneas, uma atividade antiinflamatoria e
antimicrobiana que consequentemente melhora a cicatrizagdo das feridas (RAMOS;
MIRANDA, 2007).

5.5 MONITORAMENTO DINAMICO DA PROLIFERACAO CELULAR EM TEMPO
REAL — XCELLIGENCE SYSTEM

O comportamento cinetico dos fibroblastos (linhagem L929) submetidos ao
tratamento com diferentes concentra¢fes da propolis foi avaliado através do XCELLigence,
num periodo total de incubacdo de 120 horas, porém no tempo 80 h devido a privagdo de
nutrientes as culturas comecaram a declinar. Vale salientar que esse € um estudo pioneiro, ndo
sendo encontrados na literatura dados relativos a avaliacdo do crescimento celular em tempo

real por algum tipo de prépolis.
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O programa gerou um gréfico (Grafico 2) onde é possivel ver que as
concentragdes de 43ug/ml e de 86ug/ml estimularem o crescimento celular entre os tempos de
25 a 70 horas. Importante destacar que a concentracao da propolis de 43ug/ml promoveu um
crescimento celular superior aos dois controles negativos, o contendo apenas as células L929
e o contendo as células L929 contendo DMSO 0,1%.

Gréfico 2 — Avaliacdo do crescimento de fibroblastos (linhagem L929) em tempo real pelo
sistema XCELLigance
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Foram utilizadas 10.000 células para o
1.929 CONTROLE NEGATIVO experimento. Os pocos dos controles receberam a
mesma concentracdo de solvente que a amostra

1929 DOXORRUBICINA na sua maior concentracdo. A doxorrubicina
1929 PROPOLIS 43ug/ml (DOX, 0,22 uM) foi utilizada como controle
citotoxico

L929 PROPOLIS 86ug/ml

L929 PROPOLIS 172ug/ml
L1929 CONTROLE NEGATIVO
COM DMSO 0,1%

A medicdo da impedancia ndo € um processo invasivo, fazendo com que as
células permanecam em seu mais normal estado fisiologico durante o ensaio de proliferacao
celular, desta forma a técnica permite a avaliacdo da proliferacdo, viabilidade, morte e
mudancas morfologicas nas células estudadas (ROCHA, 2017).

Freire (2010) avaliou o tratamento de lesdes epiteliais em ratos com propolis a
10% por 3, 7, 14 e 21 dias e demonstrou um aumento na contagem de fibroblastos no 3° e 7°
dia. O estudo de Jeon et al. (2007) mostrou efeito pré-angiogénicos do flavondide quercetina
encontrada em propolis, o qual, segundo os autores, estaria suprarregulando o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) em células epiteliais de colon em modelo de
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inflamag&o. De acordo com o estudo, ainda, as células epiteliais do colon estimuladas com
VEGF e tratadas com quercetina, realizaram tubulogénese e a inducéo observada mostrou ser
dependente da ativacdo do HIF-1.

Evidéncias sugerem que compostos fenolicos podem atuar por meio de varios
mecanismos, como capacidade antioxidante, modulacdo da atividade de enzimas telomerase,
lipoxigenase, COX, entre outras, assim como por interagdes com receptores e vias de
transducdo de sinais, regulacdo do ciclo celular, entre outros mecanismos essenciais para a

manutencdo da homeostase dos organismos vivos (OLIVEIRA; BASTOS, 2011a).

5.6 ATIVIDADE CITOTOXICA

Devido a praticidade, sensibilidade, rapidez e baixo custo 0 método por MTT é
um dos ensaios mais amplamente utilizados para avaliar o efeito citotoxico de diversos
compostos, assim sendo, os resultados obtidos neste estudo foram baseados em nesse

protocolo experimental.

Tabela 5 — Avaliacdo da Citotoxicidade do Extrato da Propolis da abelha amarela pelo
Método de MTT sobre fibroblastos murinos (Linhagem L929) e sobre células de carcinoma
de c6lon humano (linhagem SW620) (Valores de média + desvio padrédo)

Concentragoes , . Fibroblastos
Carcinoma de Colon . . p-valor
(ng/ml) (células normais)
3,12 83,32+ 58" 97,12 +1,83" 0,001*
6,25 62,51 + 1,065 95,33 + 2,614 <0,001*
12,5 46,43 + 1,96 89,82 + 1,36° <0,001*
25 41,34 + 4,348 40,35 + 2,958 0,653
50 37,18 +2,118 33,38 + 3,08 0,029*
100 35,12 + 4,358 15,51 + 3,095 <0,001*
200 26,34 + 6,875 7,72 + 2458 <0,001*
400 0+0 0+0 -
800 0+0 0+0 -

A B Letras diferentes na coluna significa diferenca estatistica (p < 0,05 - Dunnet ( Grupo base 3,12

ug/ml); * Significa diferenca estatistica na linha (p < 0,05 — Teste t independente).
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Grafico 3 - Avaliacdo da viabilidade celular do extrato da propolis da abelha Frieseomelitta
doederleini pelo Método de MTT sobre fibroblastos murinos (Linhagem L929) e sobre
células de carcinoma de colon humano (linhagem SW620)
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A atividade citotoxica foi testada sobre fibroblastos murinos (Linhagem L929) e
sobre células de carcinoma de célon humano (linhagem SW620). Foram encontrados valores
de IC50 bem semelhantes, porém menor para a linhagem ndo tumoral em relacdo a tumoral.
Assim como, foi possivel identificar uma inibicdo da viabilidade celular nas concentracbes
mais baixas da propolis sobre linhagem tumoral em detrimento a linhagem ndo tumoral
(Gréfico 1). E possivel observar uma atividade citotoxica para as células de carcinoma de
colon ja nas concentrac@es de 3,12 pg/mL, 6,25 pg/mL e 12,5 pg/mL, inclusive esta ultima ja
inibindo mais de 50% da proliferacdo celular, enquanto as células de fibroblastos
praticamente ndo foram afetadas. Desta forma € possivel sugerir que hd uma seletividade
aumentada para linhagem cancerigena, que pode correlacionar-se com o menor indice
proliferativo das células tumorais em relacdo as células normais, uma vez que a mesma
concentracdo de extrato foi capaz de inibir a proliferacdo celular de forma mais eficiente nas
linhas tumorais investigadas.

A determinacdo do valor de IC50 é uma etapa importante em estudos de
citotoxicidade. Como descrito as células foram submetidas a concentragdes variadas da

prépolis; desta forma procurou-se determinar a concentragdo que provogue morte
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significativa em 50% do total de células testadas. Esse valor de concentragdo é chamado de
IC50. Assim, quanto menor o valor de IC50 mais citotoxica é a substancia.

Tabela 6 — Valor da IC50 nas duas linhagens celulares (L929 e SW620) em relacdo ao tempo.

IC50
Linhagem celular 24 h 48 h 72h
L929 > 250 pg/ml > 250 pg/mi 28,33 pg/ml
SW620 > 250 ug/ml > 250 pg/mi 18,87 pg/ml

E possivel observar que a atividade citotoxica da propolis da abelha
Frieseomelitta doederleini é tanto dependente de concentracdo como dependente de tempo,
apresentando uma IC50 significativa apenas quando as células foram expostas a prépolis por
um periodo de 72 h (Tabela 9).

De acordo com o U.S. National Cancer Institute, apenas compostos de extratos
naturais com valor de IC50 igual ou menor do que 50 pg/mL merecem ser submetidos a
analises de citotoxidade mais detalhadas (MANS et al., 2000).

Campos et al. (2014) testou a citotoxicidade do estrato etandlico da prépolis da
abelha Melipona orbignyi coletadas no estado de Mato Grosso do Sul, em ceélulas de
eritroleucemia K562. Os testes demonstraram uma citotoxicidade dependente da
concentracdo; s6 ocorrendo citotoxicicidade na concentracdo mais alta testada (500 pg/mL).
Os autores ainda avaliaram que a propolis promoveu a morte celular por necrose.

Esta mesma seletividade foi encontrada por Frozza et al (2013), porém o mesmo
verificou os efeitos inibitérios do extrato hidroalcodlico de prépolis vermelho foram mais
significativos sobre as linhas celulares tumorais quando comparados aos ndo tumorais em
concentracfes mais elevadas. Sabe-se que a seletividade ¢ um parametro importante na
prevencdo do cancer, onde novos e efetivos medicamentos com efeitos colaterais reduzidos
séo descobertos.

Os extratos de etanol de propolis estudados por Bonamigo et al. (2017) mostraram
citotoxicidade dependente da concentragdo. Na concentracdo mais alta testada (500 pg/mL), o
crescimento celular de células eritroleucémicas (K562) foi de 32,6 % (EEP-S) e 21,2% (EEP-
M), mostrando assim uma baixa atividade citotdxica das propolis em questdo. No estudo nédo
foi possivel avaliar seletividade entre celular tumorais e ndo tumorais, haja vista que o autor
usou apenas linhagem neoplésicas.

O efeito inibitorio contra o crescimento de células cancerigenas exibido por

diferentes amostras de propolis pode estar relacionado ao efeito geral dos compostos fenolicos
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presentes em cada extrato, regido e ano em que o material foi coletado (FROZZA et al.,
2013).

Ha constatagcdes de que essa atividade inibidora da propolis no crescimento de
células tumorais, estd intimamente associada com a inducao de apoptose (CHEN et al., 2007),
demonstrada tanto pela analise de eletroforese de gel (AKAO et al., 2003) como pela
citometria de fluxo (ISHIHARA et al., 2009).

Além da inducdo de apoptose, uma outra possibilidade para a acdo
antiproliferativa da prépolis, € o possivel envolvimento dos componentes da prépolis, na
regulacdo do ciclo celular, através da estimulagdo da expressdo de certos genes que regulam o
ciclo celular, como por exemplo, p21, p53, ciclina, CDK. Resultados obtidos de estudos in
vitro mostraram que a apigenina modula reguladores do ciclo celular, induzindo um blogueio
na fronteira G2/M em queratindcitos de camundongos (C50) e em células leucémicas
humanas (HL-60) (LEPLEY et al., 1996).

Os resultados encontrados confirmam os efeitos citotdxicos in vitro da propolis
estudada em diferentes linhagens de células (tumoral e ndo tumoral), indicando uma clara
atividade antineoplasica por inibicdo da proliferacdo do crescimento celular em diferentes

concentragoes.

5.7 POTENCIAL MUTAGENICO

A amostra da propolis da abelha Frieseomelitta doederleini foi avaliada para
inducdo de mutagenicidade pelo teste de deteccdo in vitro de micronucleos com bloqueio da
citocinese celular utilizando como sistema teste a linhagem L929 de fibroblasto murino. A
escolha das concentragcGes da amostra a serem testadas foi baseada em ensaios prévios de
citotoxicidade (Teste do MTT) apds 24 h de exposi¢do utilizando como sistema teste a
linhagem L929 (Tabela 10). Desta forma, a amostra foi diluida em DMSO em 3
concentrag0es diferentes (50, 100 e 250 pg/mL).

A amostra da propolis apresentou reducdo da taxa de divisdo nuclear
(citotoxicidade) apenas na concentragio de 250 pg/mL conforme analise do Indice de
proliferacédo pelo bloqueio da citocinese ou Cytokinesis-Block Proliferation Index (CBPI). Da
mesma forma, a propolis induziu aumento na frequéncia de células micronucleadas (Tabela 2)

apenas na maior concentragdo avaliada (250 pg/mL).
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Tabela 7. Analise do percentual da viabilidade celular em fibroblastos murinos L929 ap06s
exposicao a amostra da propolis da abelha Frieseomelitta doederleini.
Concentra¢io em pg.mL™" 10 25 50 100 250 350 600

VC (%) 9496 91.69 091.75 87.78 58.17 45.03 20.88

VC (%): Viabilidade celular em porcentagem, relativa ao controle negativo (DMSO).

Tabela 8. Andlise da frequéncia de fibroblastos murinos L-929 micronucleados apos
exposicao a amostra da propolis da abelha Frieseomelitta doederleini.

Tratamento % CBPm
CN? 0.10+0.022
CP® 3.04+0.146*

50pg.mL™ 0.06+0.019
100pg.mL™ 0.09+0.022
250pg.mL™ 0.461+0.044*

% CBPm: Frequéncia em percentual de células binucleadas portadoras de micronucleo
acontrole negativo (DMSO); °controle positivo (doxorrubicina, 10 pug/mL); °trés experimentos
independentes em triplicata; %erro padrdo da média. *p<0,05

Né&o existe na literatura, com excecdo de alguns estudos realizados com propolis
verde de Apis melifera, qualquer avaliagdo de mutagenicidade ou até mesmo de
antimutagenicidade com propolis de abelhas sem ferrdo, principalmente utilizando-se este
sistema-teste em. Tal falta ressalta a ineditismo deste estudo. Desta forma, as acOes e efeitos
do extrato da propolis da abelha Frieseomelitta doederleini foram associados com o0s
resultados de outros autores, que utilizaram diversos organismos e metodos, tanto em testes in
vivo quanto in vitro.

A amostra de prépolis induziu o aumento, estatisticamente significativo, no
nimero total de micronucleos apenas na concentracao mais elevada (250 pg/mL) utilizada nos
testes. Este resultado indica que a propolis sé € capazes de induzir mutagdes cromossémicas
em células animais em concentragdes muito elevadas.

Avaliar o efeito toxico de compostos ambientais e industriais, e de substancias
quimicas, candidatas a novos farmacos, é um desafio cada vez mais recorrente no mundo
moderno. O contato com moléculas recém descobertas, ainda sem conhecimento sobre suas
atividades bioldgicas, pode trazer prejuizos a curto e longo prazo para a saude humana

(MASLOV et al., 2015).
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Tavares et al. (2006) estudou possiveis efeitos genotdxicos e antigenotdxicos do
extrato etanolico de propolis verde preparado a partir de propolis in natura produzidos na
regido de Oliveira (estado de Minas Gerais, Brasil), uma regido rica em Baccharis
dracunculifolia. Os efeitos foram estudados a partir da avaliacdo do indice mitotico e no
aparecimento de aberragcdes cromossémicas sobre células de ovéario de hamster chinés (CHO).
Os autores ndo observaram diferencas significativas no indice mitotico entre culturas tratadas
com diferentes concentraces do extrato de prdpolis e 0s respectivos controles negativos e
solvente, indicando que as diferentes concentracbes ndo foram citotoxicas. Também néo
foram observadas diferencas significativas na frequéncia de aberracbes cromossdmicas entre
as culturas tratadas com 12,5, 25 ou 50 pg/mL do extrato. Observou-se um pequeno aumento
na frequéncia de aberragdes cromossdmicas significante apenas para a concentracdo de 100
pg/mL. Tais resultados corroboram com os encontrados nesta estudo, no qual a propolis
testada s6 mostrou atividade mutagénica na concentragdo mais elevada.

Da mesma forma, Lima et al. (2005) observaram que as concentragbes mais
baixas de prépolis reduziram o dano do DNA induzido pela 1,2-dimetilidrazina nas células do
colon do rato, enquanto a maior concentracao por si s6 aumentou as lesdes do DNA.

Roberto (2009) avaliou a atividade mutagénica de extratos etandlicos da prépolis
verde, coletadas na cidade de Carvalhdpolis, sul do estado de Minas Gerais, Brasil. A
atividade mutagénica foi realizada através do teste de micronucleo com bloqueio de citocinese
usando células de hepatoma de rato (HTC). A anélise estatistica dos resultados mostrou que
0s extratos etandlicos estudados ndo induziram a formacdo de microndcleo, portanto ndo
apresentaram atividades mutagénicas.

O autor ainda evidenciou que a prépolis verde testada apresenta uma atividade
antimutagénica, possuindo uma capacidade protetora apOs passarem por um periodo de
incubacdo. A porcentagem de reducdo de microndcleos, do tratamento simultaneo apds
periodo de incubacgéo, foi de 86,67%. Além de um efeito protetor dos extratos contra 0s
efeitos de um agente comprovadamente mutagénico (Metilmetano Sulfonato - MMS) em
células de mamiferos.

Roberto (2009) também avaliou a mutagenicidade do extrato etanélico da prépolis
verde Allium cepa e verificaram que as amostras testadas ndo induziram mutagenicidade e
foram eficientes na protecdo de células meristematicas e da geracdo F1 de Allium cepa,

inibindo a clastogenicidade do Metilmetano Sulfonato.
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Pereira et al. (2008) avaliou o efeito mutagénico da prépolis verde brasileira do
estado de Minas Gerais pelos teste de ensaio cometas e de micronucleos, realizados nas
células periféricas de ratos suicos. Considerando as doses e o0s resultados obtidos, a
administracdo aguda de propolis verde produziu alguns efeitos mutagénicos nas células
sanguineas de camundongos, mostrando um aumento no dano ao DNA nas células. Da mesma
forma, o nimero médio de eritrocitos micronucleados mostrou um aumento nas trés doses
testadas.

Santos (2011) avaliou o efeito da propolis brasileira procedente de Rio Grande do
Sul (AF 08) em células de ovério de hamster Chinés (CHO-K1) e em células tumorais de
prostata (PC3), irradiadas com °°Co. Foi possivel observar que a prépolis ndo induziu
qualquer efeito genotoxico nas concentracfes testadas em ambas as linhagens celulares. Os
dados citogenéticos obtidos, mostraram um efeito radioprotetor da propolis (5 — 100 pg/ml)
na inducdo de dano ao DNA em ambas as linhagens celulares, irradiadas. Houve uma queda
na quantidade de dano ao DNA em funcdo da concentracdo de propolis. No entanto, o ensaio
de citotoxicidade mostrou um efeito antiproliferativo pronunciado da propolis (50 — 400
pg/ml) em células PC3 irradiadas.

De acordo com Horn; Vargas (2008), entre varios compostos fitoquimicos, os
flavondides e o0s taninos sdo compostos que apresentam atividades mutagénicas e
antimutagénicas. Da mesma forma, Tavares et al. (2006) sugerem que os flavondides sdo 0s
principais componentes responsaveis pelos efeitos mutagénicos e antimutagénicos da
prépolis. Os autores atribuem ao extrato de prépolis, a caracteristica de atuar como um
composto com “efeito Janus”, ou seja, pode se comportar como agente genotoxico ou
antigenotdxico, dependendo da condicdo experimental utilizada. Em seu trabalho, quando
aplicado em altas concentragdes (100 pg/mL), o extrato foi genotoxico, mas quando usado em
baixas concentragdes (12.5 pg/mL), exerceu atividades quimiopreventivas (antigenotdxica).

Uma substancia que consegue prevenir ou reduzir a mutagenicidade de um agente
mutagénico poder ser chamado de agente antimutagénico. No entanto, o modo de acéo
preventivo desta substancia pode ocorrer de duas maneiras: pela inativagdo do mutageno,
antes do seu ataque ao DNA, ou pela inibicdo da fixagdo de uma mutagdo no DNA de um
organismo. Desta forma, estes autores sugerem as denominagdes agentes “desmutagénicos”
(inativam a substancia) e “bio-antimutagénicos” (inibem a fixacdo da mutacdo) (KADA;

SHIMOI, 1987; ROBERTO, 2009)
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Baseado no teste do micronucleo com bloqueio de citocinese, Roberto (2009)
sugere que a acdo dos extratos da propolis verde seja mais por acdo desmutagénica do que
bio-antimutagénica. Isto se deve aos melhores resultados obtidos pelos tratamentos realizados
com pré-incubacdo. Desta maneira, os extratos foram capazes de inativar grande parte da
potencialidade clastogénica do MMS e reduzir a taxa de indu¢do de micronucleos nas células
HTC.

Apesar dos diversos estudos realizados quanto ao potencial antimutagénico e/ou
antigenotdxico de extratos vegetais, 0s mecanismos de antimutagenicidade ainda ndo estdo
completamente esclarecidos ou séo, até mesmo, desconhecidos. Esta acdo antimutagénica
pode ser resultado da atividade antioxidante ou da interferéncia de um ou mais compostos
ativos nas vias metabolicas, onde os agentes mutagénicos atuam (RESENDE et al., 2007).

O efeito antimutagénico observado pelo extrato etanolico da propolis pode ser
devido ao seu efeito antioxidante, uma vez que a agdo genotdxica da doxorrubicina (DXR)
esta relacionada a sua capacidade de produzir radicais livres (KEIZER et al., 1990), o que
causa diferentes tipos de dano celular, incluindo quebras de DNA.

A atividade antioxidante da propolis e sua capacidade de sequestrar espécies
reativas de oxigénio foram investigadas por Simdes et al. (2004), que estudaram os efeitos
bioldgicos de diferentes extratos e fragdes de propolis verde. Observou-se correlacdo entre a
atividade antioxidante e a composicdo quimica de suas fracdes diarias, com énfase especial na
presenca de flavonoides e derivados de acido p-coumarico. O estudo concluiu que 0s
componentes da propolis atuam por mecanismos diferentes que sequestram espécies reativas
de oxigénio.

Os flavonoides sdo metabolizados em vérios tipos de acidos fenélicos, muitos dos
quais também séo capazes de inibir a acdo dos radicais livres (PIETTA, 2000). Os polifendis
possuem propriedades que incluem efeitos antioxidantes, anti-mutagénicos, antiestrogénicos,
anti-cancerigenos e anti-inflamatdrios que podem ser benéficos na prevengédo de doengas e na
protecdo do genoma celular. No entanto, nem todos os polifendis sdo necessariamente
benéficos. Alguns podem apresentar efeitos mutagénicos e/ou pré-oxidantes, além de
interferir nas vias biogquimicas essenciais, como em atividades enzimaticas das

topoisomerases e na biossintese prostandide (FERGUSON, 2001).

72



6. CONCLUSOES

Foi possivel concluir que o estrato hidroalcodlico da prépolis da abelha
Frieseomelitta doederleini apresentou em sua composi¢do saponinas, compostos fendlicos,
flavonoides agliconas, além de quercetina e canferol. A propolis destacou-se pelo seu elevado
potencial antioxidante e antineoplasico, inibindo em doses pequenas a proliferacdo de células
cancerigenas; além do baixo potencial mutagénico, promovendo alteracdo apenas na
concentracdo mais elevada.

A propolis caracterizou-se pelo seu elevado potencial antioxidante e cicatrizante,
apresentando influéncia positiva na cicatrizacdo de feridas cutdneas experimentais; além de
uma promissora atividade antimicrobiana sobre fungo, bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas.
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