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POTENCIAL HEPATOPROTETOR E GENOPROTETOR DA PROPOLIS VERMELHA
PRODUZIDA POR ABELHA (Apis mellifera) NO RIO GRANDE DO NORTE, BRASIL.
SILVA, Jardel Bezerra da. Potencial hepatoprotetor e genoprotetor da propolis vermelha
produzida por abelha (Apis mellifera) no Rio Grande do Norte, Brasil. 2018. 86 f. Tese
(Doutorado em Ciéncia Animal) — Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal,
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossoré — RN, Brasil, 2018.

RESUMO: Atualmente um dos problemas de salde que cada vez mais ganha destaque em
escala mundial sdo as patologias hepéticas. Este fator contribui para que a inddstria
farmacéutica desenvolva novas drogas hepatoprotetoras e que sejam realizadas pesquisas
testando produtos naturais que possuam potencial hepatoprotetor e que atuem deprimindo o
estresse oxidativo e estimulando a protecdo contra danos ao DNA. No Brasil, realiza-se varias
pesquisas sobre a atividade hepatoprotetora e genoproterota de diferentes propolis de Apis
mellifera, entretanto ndo existem estudos com a propolis vermelha produzida no semiarido do
Rio Grande do Norte. Sendo assim, a presente pesquisa teve por objetivos avaliar o efeito
hepatoprotetor do extrato hidroetanolico da prépolis vermelha produzida pela abelha Apis
mellifera, obtido junto a apicultores do semiédrido do Rio Grande do Norte. Foram
determinadas a composicao quimica e atividade antioxidante da propolis da referida abelha, o
potencial hepatoprotetor, através da indugdo da cirrose experimental em ratos; além da
avaliacdo in vitro do potencial antineoplasico da prdpolis em linhagem de células de
carcinoma hepatico humano (HepG2), e também do potencial genoprotetor em linhagem de
células normais (L929), expostas ao peroxido de hidrogénio (H,O;). As amostras
apresentaram teores de fenois totais de 74,92+0,51 a 141,07+1,27 mg GAE/100g, flavonoides
de 2,42+ 0,17 a 8,35+0,28 mg QE/100g e atividade antioxidante ICsy, de 129,10+0,49 a
54,14+1,50 pg/ml. O extrato da propolis ndo apresentou citotoxicidade em células normais e
apresentou efeito antigenotdoxico ou genoprotetor, com percentuais de reducdo de
genotoxicidade de 90,17% +3,01; 71,15%+2,64 e 43,07%=*2,64 respectivamente, para as
concentragdes de 500, 250 e 100ul/ml do extrato. Os resultados dos niveis séricos das
enzimas indicadoras de lesdo hepéatica alanina aminotrasferase (ALT) e aspartato
aminotrasferase (AST), indicaram que o extrato hidroetandlico da préopolis ndo causou
toxicidade hepética e exerceu efeito hepatoprotetor frente ao dano hepético induzido pela
tioacetamida (TAA). Através da avaliacdo macroscopica e histologica dos figados foi possivel
também sugerir que o extrato da propolis analisado exerceu efeito hepatoprotetor na
gravidade da cirrose, uma vez que nos figados dos animais do grupo tratados foi possivel
constatar que os nddulos regenerativos caracteristicos da cirrose foram menores e mais
discretos, quando comparados aos dos animais do grupo cirrético. Da mesma forma, houve
reducdo significativa do percentual de colageno do grupo tratado em relacdo ao grupo
cirrético, demonstrando o efeito hepatoprotetor da propolis, o qual foi capaz de reduzir o dano
aos hepatdcitos, embora ndo tenha sido verificada diferenca estatistica do peso dos figados
nos referidos grupos, a analise estereoldgica demonstrou que houve diferenca significativa no
percentual de hepatdcitos e de colagenos entres esses grupos. Assim, conclui-se que o extrato
da propolis vermelha apresenta composi¢cdo quimica variada e promissoras atividades
farmacoldgicas, destacando-se a antioxidante, ndo citotoxica, genoprotetora e hepatoprotetora,
visto que exerceu efeito hepatoprotetor mediante a lesdo hepatica induzida pela TAA.

Palavras Chaves: Prépolis vermelha, composicdo quimica, atividade antioxidante,

hepatoprotecéo
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POTENTIAL HEPATOPROTETOR AND GENOPROTETOR OF RED PROPOLIS
PRODUCED BY BEES (Apis mellifera) IN RIO GRANDE DO NORTE, BRAZIL. SILVA,
Jardel Bezerra da. Potential hepatoprotective and genoprotective of the red propolis
produced by bee (Apis mellifera) in Rio Grande do Norte, Brazil. 2018. 86 f. Thesis
(Doctorate in Animal Science) - Graduate Program in Animal Science, Federal Rural
Semi-Arid University (UFERSA), Mossoro - RN, Brazil, 2018.

ABSTRACT: At present, one of the health problems that is increasingly prominent
worldwide is liver disease. This factor contributes to the pharmaceutical industry developing
new hepatoprotective drugs and conducting research testing natural products that have
potential hepatoprotective and that act to depress oxidative stress and stimulating protection
against DNA damage. In Brazil, several studies on the hepatoprotective and genoproterobic
activity of different propolis of Apis mellifera are carried out, however there are no studies
with the red propolis produced in the semi-arid region of Rio Grande do Norte. Therefore, the
present research had the objective of evaluating the hepatoprotective effect of the
hydroethanolic extract of the red propolis produced by Apis mellifera bee, obtained from
beekeepers in the semi - arid region of Rio Grande do Norte. The chemical composition and
antioxidant activity of the bee propolis, the hepatoprotective potential, through the induction
of experimental cirrhosis in rats were determined; in addition to the in vitro evaluation of the
antineoplastic potential of propolis in human hepatic carcinoma cell line (HepG2), and also
the potential genotype in normal cell line (L929), exposed to hydrogen peroxide (H20,). The
samples had total phenotype contents from 74.92 + 0.51 to 141.07 + 1.27 mg GAE / 100g,
flavonoids from 2.42 £ 0.17 to 8.35 = 0.28 mg QE / 100g and antioxidant activity 1Csy of
129.10 + 0.49 to 54.14 + 1.50 ug / ml. The propolis extract did not present cytotoxicity in
normal cells and presented antigenotoxic or genoprotective effect, with genotoxicity reduction
percentages of 90.17% =+ 3.01; 71.15% + 2.64 and 43.07% = 2.64, respectively, for the
concentrations of 500, 250 and 100 ul / ml of the extract. The results of serum levels of
alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) hepatic enzymes
indicated that the hydroethanolic extract of propolis did not cause liver toxicity and exerted a
hepatoprotective effect against hepatic damage induced by thioacetamide (TAA). Through the
macroscopic and histological evaluation of livers, it was also possible to suggest that the
extract of the propolis analyzed exerted a hepatoprotective effect on the severity of cirrhosis,
since in the livers of the animals of the treated group it was possible to verify that the



regenerative nodules characteristic of cirrhosis were smaller and more discrete, when
compared to the animals in the cirrhotic group. Likewise, there was a significant reduction in
the percentage of collagen in the treated group compared to the cirrhotic group, demonstrating
the hepatoprotective effect of propolis, which was able to reduce damage to hepatocytes,
although no statistical difference was observed in livers weight in the stereological analysis
showed that there was a significant difference in the percentage of hepatocytes and collagens
among these groups. Thus, it is concluded that the extract of red propolis presents a varied
chemical composition and promising pharmacological activities, being outstanding the
antioxidant, non-cytotoxic, genoprotective and hepatoprotective, since it exerted a

hepatoprotective effect through the hepatic lesion induced by TAA.

Key words: Red propolis, chemical composition, antioxidant activity, hepatoprotection
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14

1. INTRODUCAO

A prépolis é um produto natural que apresenta diversas a¢fes biologicas,
sendo produzida e armazenada pelas abelhas na colmeia, tendo eficacia ndo somente
nesta, como também na terapéutica e ensaios in vitro (SOLTANI et al., 2017). Na
colmeia, as abelhas utilizam a propolis para vedar aberturas, construir estruturas de
protecdo, sendo ainda observado o seu uso para embalsamar insetos intrusos
daninhos, na prevencdo da decomposicdo e da proliferacdo de microrganismos que
possam infectar a colénia (NOGUEIRA-NETO, 1997; BURDOCK, 1998;
BANKOVA et al., 2000; ZUNINI et al., 2010; CARVALHO-ZILSE; NUNES-SILVA,
2012).

In vitro inGmeras propriedades ja foram testadas, sendo observado bons
resultados. Inicialmente a propolis foi utilizada para combater agentes patogénicos, e
devido sua acdo despertou grande interesse em pesquisas com a finalidade de
constatar outros importantes efeitos terapéuticos, seu uso demonstrou relevante
desenvolvimento da medicina natural humana e veterindria, devido suas
propriedades (SILVAet. al., 2015; GOMES et al., 2016).

Nos ultimos anos, pesquisas tem demonstrado que as propriedades bioldgicas
da prépolis estdo diretamente relacionadas com sua composi¢do quimica, que €
determinada pelas substancias provenientes da vegetacdo visitada pelas abelhas, em
conjunto com secrecOes salivares das abelhas, cera e pdlen (FREITAS et al., 2008;
LUSTOSA et al., 2008; ARAUJO et al., 2016), apresentam propriedades antivirais
(YILDIRIM et al., 2016), antifungicas (PORTILHO et al., 2013), anti-inflamatdria,
antioxidante e imunomoduladoras (FISCHER et al., 2008).

A origem dos compostos terpendides e aromaticos, 0s quais sdo encontrados
na propolis, apresentam relevante interesse bioldgico, apresentando variagdo de
acordo com as espécies vegetais visitadas pelas abelhas (SAWAYA, CUNHA e
MARCUCCI, 2011). A propolis vermelha é produzida a partir da planta leguminosa
Dalbergia ecastophyllum, popularmente conhecida como “rabo-de-bugio”. A propolis
vermelha apresenta em sua composicao diversos compostos, dentre os quais podemos
destacar os flavonoides e isoflavana, que conferem inumeras propriedades bioldgicas
de grande interesse para o combate e prevencdo de uma série de doencas (LI et al.,
2008).

Entre os maiores problemas de salde na ordem mundial, podemos dar
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destaque as patologias hepaticas, que estimulam diariamente a busca pela industria
farmacéutica a desenvolver novas drogas hepatoprotetoras com baixo preco de
mercado e comprovada eficacia (SPIRA et al., 2002; ZHANG et al., 2008). Sendo
assim, cresce 0 interesse por estudos relacionados ao efeito hepatoprotetor de
produtos naturais (KUMAZAWA et al., 2004), pois, segundo Miranda-Vilela et al.
(2008) antioxidantes naturais podem diminuir 0 estresse oxidativo e
consequentemente promover protecdo contra danos no DNA.

Dentre os diversos compostos quimicos presentes na prépolis vermelha, os
flavonoides e os acidos fenolicos se destacam por atuarem em diversos processos
fisiologicos. No Brasil e em varios paises, as atividades farmacoldgicas e composi¢do
quimica da propolis tem sido foco de investigacdo (LUSTOSA et al., 2008; BARTH
et al., 2009; SFORCIN; BANKOVA, 2011), com crescente interesse pelas inUmeras
propriedades terapéuticas. Em especifico a propolis vermelha apresenta em sua
composi¢éo principalmente flavonas e isoflavonoides, alcoois triterpénicos, derivados
de fenilpropeno (TRUSHEVA et al.,2006), chalconas (PICCINELLI et al., 2011) e
benzofenonas polipreniladas (LOPEZ et al., 2014; PICCINELLI et al., 2011;
TRUSHEVA et al., 2006).

Para a avaliagdo farmacognostica e propriedades bioldgicas que a propolis
venha apresentar, estudos tem usado extratos etandlicos, hidroetanolicos e aquosos
(DUTRA et al., 2008; SOUZA et al., 2013). Em pesquisas com finalidade de verificar
0 efeito hepatoprotetor de produtos naturais, tem utilizado um modelo de cirrose
hepética induzida em ratos Wistar. Observa-se, neste caso, nédulos regenerativos
proeminentes e o padrdo histolégico mais proximo ao da cirrose micronodular
humana e mimetizam, em varios graus, os processos patologicos (TRENNERY;
WARING, 1983; FAN et al., 2007).

No Brasil, realizam-se varias pesquisas sobre o efeito protetor da prépolis de
Apis mellifera contra danos quimicamente induzidos no DNA e atividade
hepatoprotetora em nove diferentes prdpolis provenientes de Minas Gerais e Sdo
Paulo, sendo o semiarido da regido nordeste brasileira pouco estudado (CAMPELLO
et al., 1999; BANSKOTA et al., 2000; PARK et al., 2004; ALMEIDA, 2009). Tendo
em vista a importancia de se pesquisar amostras de propolis vermelha em areas que
nunca foram estudadas e considerando que a composicdo da prépolis vermelha
depende da vegetacdo, clima da &rea e espécie de abelha, faz-se necessério a

caracterizar as amostras de propolis vermelha coletadas no estado do Rio Grande do
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Norte (RN), identificando a atividade antioxidante e propriedades biologicas assim

como seus efeitos hepatoprotetor, citotdxico e genoprotetor.
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito hepatoprotetor do extrato hidroetanolico da propolis vermelha

produzida pelas abelhas Apis mellifera no estado do Rio Grande do Norte, Brasil.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar os teores de fenois totais e flavonoides do extrato hidroetandlico
da propolis vermelha potiguar;

. Determinar a atividade antioxidante do extrato hidroetandlico da
propolis vermelha a partir do método DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila);

o Avaliar in vitro o potencial genotéxico e genoprotetor do extrato
hidroetandlico da propolis vermelha;

o Avaliar in vivo o potencial hepatoprotetor do extrato hidroetanélico da
prépolis vermelha na lesdo hepética cronica experimental em ratos, induzida pela
tioacetamida;

. Avaliar in vitro o efeito citotoxico do extrato hidroetandlico da prépolis
vermelha em linhagem de hepatdcitos (L929);

. Avaliar in vitro o potencial antineoplasico do extrato hidroetandlico da

propolis vermelha em linhagem de células de carcinoma hepatico humano (HepG2).



19

CAPITULO |

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 PROPOLIS VERMELHA

A etiologia da palavra propolis, que é de origem grega, tem como significado
(pro-, em defesa, e polis-, cidade ou comunidade) (MIGUEL e ANTUNES, 2011).

Sua producao ¢é realizada a partir da coleta de ceras e substancias derivadas de
plantas, como compostos volateis e resinas. E tida como a arma quimica mais utilizada
em defesa da colméia pelas abelhas, as quais utilizam contra micro-organismos
patogénicos, na mumificacdo de invasores, no reparo de danos a colméia e no preparo
de locais assépticos para postura da abelha rainha (BANKOVA, 2005).

A composicdo quimica da propolis esta intimamente relacionada a sua origem
boténica, sendo que fatores como sazonalidade, variabilidade genética da abelha que a
produz e reacOes geradas, atravées das secrecdes hipofaringianas da abelha (hidrélise de
glicosideos flavondides em agliconas) levam a variacbes e transformacGes em sua
composicdo (CARDINAULT, CAYEUX e SERT, 2012; NUNES e GUERREIRO,
2012). A prépolis comumente é formada por cerca de 55% de resinas e balsamos, 30%
de cera, 10% de 6leos essenciais e 5% de pdlen (NIKOLAEV, 1978; apud ASHRY e
AHMAD, 2012).

J& na composicdo quimica apresentada na prépolis vermelha, a qual tem como
origem areas pertencentes a localidades da Mata Atlantica da regido nordeste do Brasil
(estados Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco e Paraiba), tipicamente apresenta sua
fon-te botanica bem caracterizada, apresentando traco da planta Dalbergia
ecastophyllum (L) Taub. (Leguminosae), popularmente chamada de “rabo-de-bugio”
(SILVA et al., 2008). O perfil quimico investigado na propolis vermelha demostrou
presenca de iquiritigenina, dalbergina, isoliquiritigenina, daidzeina, formononetina e
biochanina A, sendo os trés ultimos compostos isoflavondides (DAUGSCH et al.,
2008).

Os principais marcadores quimicos encontrados na propolis vermelha
produzida a partir da leguminosa Dalbergia ecastophyllum, sdo isoflavonas. Exatamente
quinze compostos foram encontrado nesse tipo de propolis, sendo identificados o trans-

anetol, metil eugenol, trans-metil isoeugenol, elemicina, trans-isoelemicina, 20(29)-
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lupen-3-one, a- ¢ B-amirina, cicloartenol, lupeol, isosativana, medicarpina, gutiferone E,
xantocimol, 2,3-epoxi-2-(3-metil-2-butenil)-1,4- naftalenediona, sendo este ultimo
encontrado pela primeira vez em um produto natural (TRUSHEVA et al., 2006).
Alencar et al. (2007), encontraram e identificaram outros 20 compostos apos analise em
cromatografo a gas acoplado a espectrofotdmetro de massa (CG-EM), apresentando as
isoflavonas homopterocarpina, medicarpina e 4’,7-dimethoxi-2’- isoflavonol, sendo
esses 0s compostos mais abundantes. Posteriormente, Li et al. (2008) isolaram outros
flavonoides de um extrato hidroetandlico da propolis vermelha: a flavanona 7-hidroxi-6-
metoxiflavanona e a isoflavana mucronulatol, tendo estes compostos apresentado forte
atividade citdxica.

A propolis pesquisada por Silva et al (2008), demostrou percentagens
significantes dos isoflavondides 3-hidroxi-8,9-dimetoxipterocarpano e medicarpina em
um extrato hidroetanolico. Ja em um extrato etandlico e na sua fracdo cloroférmica,
apenas o flavonoide quercetina, as isoflavonas formononetina e daidzeina e o &cido
feralico foram identificados (CABRAL et al., 2009).

No extrato, a fracdo cloroférmica revelou presenca de isoflavonoides (vestitol e
neovestitol) e uma chalcona (isoliquiritigenina) (OLDONI et al., 2011). Righi et al.
(2011), ainda no mesmo ano, analisaram os extratos metandlico e cloroférmico da
propolis vermelha, sendo a 3,4,2°,3’- tetrahidroxichalcona eleito como principal
composto encontrado. Qutros constituintes importantes foram: a chalcona
isoliquiritigenina, as isoflavanas (3S)-vestitol e (3S)-7-Ometilvestitol, o pterocarpano
medicarpina, os fenilpropenos trans-anetol, metileugenol, elimicina, metoxieugenol e
cis-asarone, ¢ por fim, os alcoois triterpenos lupeol e a- ¢ - amirinas. Mesmo sendo
encontrado em baixas concentracdes, um C-glicésido foi reportado pela primeira vez:
naringenina-8-C-hexasido.

A retusapurpurina A e a retusapurpurina B s&o identificadas como duas C30
isoflavanas, estas sdo responsaveis pela pigmentacdo a qual convere a coloracdo rubra
da prépolis vermelha (PICCINELLI et al., 2011). A partir de espectrometria de massas
de alta resolucdo por infusdo direta (HR-DIMS), foi possivel determinar como
compostos principais da prépolis vermelha as isoflavonas formononetina e biochanina
A. A liquiritigenina também é comumente encontrada (FROZZA et al., 2013).

Em pesquisa realizada por Marcucci et al. (2001), analisando prépolis
vermelha obtida do estado do Parana foram identificados no extrato etanolico os

seguintes compostos: ac. 3-prenil-4- hidroxicinamico (PHCA), 2,2-dimetil-6-
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carboxietenil-2H-1-benzopirano (DCBEN), &c. 3,5- diprenil-4-hidroxicindmico (DHCA
—artepilina C) e 2,2-dimetil-6-carboxietenil-8-prenil-2H- 1-benzopirano (DPB).

A partir da anélise de um extrato oleoso obtido na mesma regido foram
identificados o PHCA, o é&cido 3,4-dihidroxi-5-prenil-cindmico, isosacuranetina,
canferide, artepilina C, diidrocanferide, o acido (E)-3-{-4-hidroxi-3-[(E)-4- (2,3-
diidrocinamoiloxi)-3-metil-2-butenil]-5-fenilfenil}-2-propendico por Carvalho et al.
(2011). Mesmo se tendo uma serie de estudos realizados com a prépolis obtida no
estado do Parana, ainda sim a pinocembrina tem sido indicada como o principal
marcador quimico (SALATINO et al., 2011).

3.2 COMPOSICAO QUIMICA E ATIVIDADE BIOLOGICA

Para se obter melhor compreencédo da biotividade presente na propolis se torna
necessaria a caracterizacdo quimica da mesma, se obtendo a partir do estudo em seu
extrato, o qual é testado suas atividades bioldgicas (SFORCIN e BANKOVA, 2011).
Existe uma relacdo diretamente proporcional as propriedades farmacol6gicas da
prépolis, com & sua composicdo quimica, que por sua vez depende da flora local e
sazonalidade (SILVA et al., 2006). A propolis brasileira possui grande variabilidade em
sua composicdo quimica se diferenciando da composicdo encontrada na propolis
europeia, que em virtude da restrita diversidade vegetal em seu territério ndo consegue
apresentar os mesmos indices da propolis produzida no Brasil, pais caracterizado por
apresentar abundante diversidade vegetal (CASTRO et al.,, 2007; NUNES e
GUERREIRO, 2012).

A presenca de compostos fendlicos e terpendides e a auséncia de compostos
nitrogenados, tais como alcaloides, glucosinolatos e compostos cianogénicos caracteriza
a composicdo da propolis. Muitos dos compostos 0s quais ndo estdo presentes na
prépolis se explica sua auséncia por conta de ndo serem encontrados nas superficies das
plantas (locais onde as abelhas coletam as resinas e exsudatos), com excecdo dos
alcaldides cafeina e teobromina, que sdo encontrados na cera foliar de llex
paraguariensis (SALATINO et al., 2011).

Os autores Park, Alencar e Aguiar (2002) delinearam o perfil de flavonoides
presentes em amostras de propolis pertencentes a trés grupos. No grupo correspondente
a regido sul, as amostras eram ricas em pinobanksina, pinocembrina, pinobanksina 3-

acetato, crisina e galangina, compostos frequentemente encontrados em fontes vegetais
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de regides de clima temperado. No grupo que correspondia a regido sudeste, as amostras
sdo compostas dos flavonoides canferide, isosakuranetina e pequenas quantidades de
canferol. Nas amostras pertencentes ao grupo correspondente a regido nordeste nao foi
identificada a presenca de flavondides.

O artepilina C € o componente majoritario presente na composicdo da propolis
verde (FUNARI e FERRO, 2006).

Através de cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR)
e cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE), foi possivel identificar
em amostras de propolis verde sua principal fonte vegetal a Baccharis dracunculifolia,
como também compostos fenolicos tais com o &cido cumérico, rutina, pinobansksina,
quercetina, canferol, apigenina, pinocembrina, pinobanksina-3-acetato, crisina,
galangina, canferide e tectocrisina foram evidenciados (MAROSTICA JUNIOR et al.,
2008); ramnocitrina, eupalitina, acacetina, acido 3-prenil-4-hidroxicindmico, acido (E)-
3-[4-(3- fenilpropanoiloxi)]-3,5-diprenil-cindmico e os triterpenos a- e P-amirina e
lupeol por Ressonanica nuclear magnética (1D- e 2D-NMR), Espectroscopia de massa
(MS) e Espectroscopia do infravermelho (IR) também foram encontrados (TAVARES
etal., 2010)

Outros compostos foram, ainda, posteriormente isolados: procrim A (lupeol-3-
(3-Rhidroxi)- hexa-decanoato), bacarina (acido 3-prenil-4-diidrocinamoiloxi-cindmico),
beturetol, isosacuranetina, acido (E)-4-(2,3-diidrocinamoiloxi)-cinamico,
diidrocanferide e drupanina (acido 3-prenil-p-cumaérico) (HATTORI et al., 2011).

Em um extrato etandlico de propolis verde foram encontrados compostos
alifaticos, esses merecem destaque pois sao ndo absorverem luz ultra-violeta (UV), ndo
sendo normalmente reportados na literatura (CHANG et al., 2008). J& os extratos
aquosos possuem composicdo semelhante aos extratos etanolicos, tendo como
componentes majoritarios os derivados das é&cidos cafeoilquinico (&cido 3,4-di-
Ocafeoilquinico, &cido 3,5-di-O-cafeoilquinico, acido clorogénico) e cinamico (&cido p-
cumarico, artepilina C, drupanina, bacarina) (NAKAJIMA et al., 2007; MOURA et al.,
2011).

Através de cromatografia gasosa acoplada a espectrofotdmetro de massas (CG-
EM) foi possivel identificar 23 substéncias, sendo 17 presentes em ambos 0s 0leos
essenciais da propolis verde e Baccharis. O nerolidol foi o composto volatil majoritario
em ambos os 6leos essenciais (MAROSTICA JUNIOR et al., 2008). Fora o nerolidol,

outros sesquiterpenos foram identificados no o6leo essencial de prépolis verde: [-
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cariofileno e selina-3,7 dieno, ressaltando a caracterizacdo de odor caracteristico a esse
tipo de propolis (ALBUQUERQUE et al., 2008).

A Baccharis dracunculifolia pertence a familia Asteraceae e estd presente
como principal fonte botanica da prépolis verde que se torna conhecida pela sua
significativa diversidade em possuir acidos clorogénicos. Entretanto, nem todas as suas
espécies sdo capazes de esterificar todas as quatro hidroxilas do acido quinico, ndo
somente com varios &cidos cindmicos, mas também com &cido succinico (CLIFFORD
et al., 2006; apud MOURA et al., 2011).

Segundo pesquisa realizada por Fabris et al. (2013) que comparou amostras de
propolis obtidas em trés estados diferentes, foi possivel observar que amostras de Minas
Gerais continham significante quantidade de pinocembrina, e pequenas quantidade de
acido caféico, canferol, galangina e quercetina. J4 amostras de S&do Paulo continham
principalmente &cido caféico, canferol e fenetil éster do acido caféico (CAPE) e
somente em uma amostra, concentragdes considerdveis de pinocembrina e quercetina
foram encontradas. Por fim, em Mato Grosso continham principalmente apigenina,
galangina e 1,1-dimetilalilcafeato (DMAC) e em uma amostra, encontrou-se CAPE e
quercetina em concentracdes significantes. O estudo aponta a grande variedade na
composi¢do quimica dessas amostras, como também a grande diversidade vegetal
encontrada no territorio brasileiro.

Pesquisa realizada por Teixeira et al. (2006), aponta que a propolis obtida na
regido do estado de Minas Gerais, que apresentava coloracdo castanha, com manchas
brancas e dureza inferior a propolis verde foi descrita por possuir como composto
majoritario um triterpeno pentaciclico, o acetato de Bauer-7-en-3B-il. E provavel que a
principal fonte botanica deste tipo de propolis seja a soja.

Na regido norte do Brasil, mais especificamente na regido da Amazonia
brasileira, Ishida et al. (2011) relata como principais compostos, benzofenonas
polipreniladas: 7- epi-nemorosona, 7- epi-clusianona xantochimol e gambogenona.
Além destes compostos, triterpernoides (- amirinas, 3-amirenona, lupeol e lupenona)
foram ubiquos em algumas dessas amostras.

Estudos para avaliar a atividade hepatoprotetora foram realizados visando
conferir a propolis brasileira, atraves do modelo de morte celular induzida por D-
galactosamina e TNF-a em cultura primaria de hepatdcito, a constatacdo da referida
atividade (BANSKOTA et al., 2000; BANSKOTA et al., 2001).
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3.3 FIGADO: CONSIDERACOES SOBRE FUNCOES E LESOES HEPATICAS

O figado apresenta como caracteristica marcante o titulo de ser o maior 6rgao
glandular do corpo e o segundo 6rgdo em tamanho, perdendo neste Ultimo quesito
somente para a pele. Apresentando peso médio de 5% do peso corporal nos animais
jovens e 3% nos adultos, o figado ainda apresenta a capacidade de receber
aproximadamente 25% do débito cardiaco total.

Suas numerosas funcdes vitais, indispensaveis a manuten¢do da homeostasia
corporal, confere-lhe a capacidade de efetuar aproximadamente mais de 500 funcdes,
sendo que alguns autores chegam a afirmar que o figado tem de mais de mil fungdes
diferentes, todas interligadas e co-relacionadas (GIANNINI et al., 2005).

Funcdes de processamento e sintese de substancias sdo inerentes ao figado.
Esse 6rgdo desenvolve a capacidade de armazenamento, desintoxificacdo e defesa do
organismo, sendo, portanto, considerado uma interface entre o aparelho digestivo e o
sangue, pelo fato de que os nutrientes absorvidos no trato digestivo sdo processados e
armazenados para serem utilizados pelo organismo (GOWDA et al., 2009).

Merece destaque fora outras fungdes desenvolvidas pelo figado, a sintese de
proteinas plasmaticas como a albumina, aminoacidos nédo-essenciais, fibrinogénio e
fatores da coagulacdo, e ainda a responsabilidade em realizar lipogénese, sintetiza
lipoproteinas, triglicérides, colesterol e fosfolipidios; producdo e armazenamento da
vitaminas A (a partir do R-caroteno), D, E, K (lipossoliveis) e do complexo B;
degradacdo hormonal e a inativacdo e excrecdo de drogas e toxinas. As funcdes do
figado ainda incluem filtragem e armazenamento de sangue, assim como do ferro e
conversdo de amonia em ureia (JAESCHKE, 2011).

A enorme capacidade de regeneracao permite afirmar que, mesmo que ocorra a
remocao de 70% a 80% do 6rgdo, ainda sim existe a provavel auséncia de prejuizos a
funcéo hepética, podendo resultar em nenhum efeito clinico notavel. A massa hepatica
apresenta regenera significativa em pouco tempo (CARLTON, E MCGAVIN, 1998).

Por essa razdo, o diagndstico das enfermidades no figado tem como dificuldade
o fato de que, geralmente, enquanto nao houver perda em torno de 75% da capacidade
funcional hepética, pode ndo haver manifestacGes clinica. Desse modo, a maior parte
das hepatopatias s6 séo diagnosticadas quando apresentam lesdes avangadas ou doencas
terminais, o que complica o tratamento e agrava o progndéstico, que podera se tornar
desfavoravel (WEBSTER, 2004).
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Apesar da notoria capacidade de regeneracdo e a enorme reserva funcional do
figado, este quando exposto a um agente lesivo de forma intensa e continua por um
periodo prolongado levam as células hepéticas perderem a capacidade de adaptacao e
com a propagacdo das lesbes, ocorrem degeneracdo e morte celular desencadeando
como resultado final a insuficiéncia hepatica (JALAN et al., 2012).

A insuficiéncia hepatica é definida como perda da funcdo hepéatica normal,
apresenta-se a partir de uma lesdo hepética aguda ou crbnica, sendo caracterizada por
ampla variedade de apresentacdes clinicos patoldgicas os quais podem ser constatados a
presenca de colestase, ictericia, encefalopatia, alteracdes da coagulacdo sanguinea,
edema e fotossensibilizacdo (CARLTON, E MCGAVIN, 1998, PATIDAR E BAJAJ,
2015).

Individuos sem doenca hepatica prévia ou com doenca hepatica compensada
que venha a desenvolver uma répida insuficiéncia hepatica sdo por defini¢do portadoras
de insuficiéncia hepética aguda (SALIBA e SAMUEL, 2013). A agressdo hepatica
induzida por farmacos, principalmente por acetaminofeno ou paracetamol, €
considerada a causa mais comum de insuficiéncia hepéatica aguda na Europa e na
América do Norte, enquanto que a hepatite viral predomina nos paises em vias de
desenvolvimento (YOON, 2016).

3.4 CIRROSE HEPATICA

O continuo e progressivo processo patolégico o qual vem envolver multiplos
eventos celulares e moleculares levando a deposi¢do de matriz extracelular no figado
caracteriza a formacdo de fibrose hepatica, e quando esse processo é combinado com
regeneracdo e reparo sem eficacia, é observado uma distorcdo hepatica normal
resultando no Tabela anatomopatoldgico de cirrose (ZHENG, 2002).

Agressdes prolongadas aos hepatdcitos, faz com que ocorra 0 desenvolvimento
de extensas lesGes hepatocelular e gradual aumento acentuado da quantidade de tecido
conjuntivo fibroso que substituira os hepatdcitos danificados (CARLTON, E
MCGAVIN, 1998). Verificando-se dentro do espago de Disse o acumulo de matriz
extracelular e a substituicdo do colageno tipo IV, pelo coldgeno tipo I, como resultado
final.

Em uma pesquisa realizada no Brasil em 2015, aponta que a prevaléncia do

consumo abusivo de alcool no referido ano foi de 13,7% na populagdo adulta, sendo 3,3
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vezes superior entre 0os homens em relacdo as mulheres. Os dados da Organizagéo
Mundial de Sadde (OMS) para o Brasil, em 2013, indicam uma prevaléncia de
abuso/dependéncia de &lcool de 5,6% para ambos 0s sexos, 8,2% entre 0s homens e
3,2% entre as mulheres. O excesso no consumo do alcool ainda é considerado a
principal causa de cirrose, evidenciando um aumento de incidéncia das hepatites de
carater crénico, contribuindo para os altos indices de mortalidade causadas pela cirrose
(MELO et al., 2017).

3.5 CARCINOMA HEPATOCELULAR

O figado apresenta amplo espectro de possibilidade de desenvolver tumores
epiteliais, mesenquimatosos e vasculares em virtude da grande quantidade de
componentes celulares o qual possui. Neste caso, a variedade de tipos de tumores
hepéaticos primarios pode surgir de componentes celulares do figado: hepatdcitos
(carcinoma hepatocelular), epitélio dos ductos biliares (colangiocarcinoma), células do
estroma (sarcomas) e células neuroenddcrinas (carcinoide) (HONGMING et al., 2003).

A terceira causa de morte por cancer no mundo sdo causados por um conjunto
de neoplasias malignas do figado e das vias biliares intra-hepéticas. Tendo como perfil
predominante a ocorrer em paises tidos como em desenvolvimento, em individuos
pertencente majoritariamente ao sexo masculino e habitando determinadas regides da
Africa Subsaariana e do sudeste da Asia (PAN, 2011).

A neoplasia mais frequente do figado é o carcinoma hepatocelular,
representando uma frequéncia de 90% das neoplasias malignas hepéticas primarias em
humanos. Essa neoplasia € a sexta neoplasia maligna mais comumente diagnosticada no
mundo e tem apresentado importante aumento de sua incidéncia, tornando-se a terceira
causa mais comum de mortalidade relacionada ao cancer (CHEDID et al., 2017).

O consumo de alcool, a exposicao a aflatoxina e a infeccdo crénica pelo virus
da hepatite B e C, sdo considerados os principais fatores de risco em popula¢es com
elevada ocorréncia desse tipo de cancer (TROJANA et al., 2016)

Apesar dos estudos realizados e dos investimentos aplicados em pesquisas, a
quimioterapia do cancer ainda desestimula estudiosos, devido a maltipla resisténcia as
drogas e aos serios efeitos colaterais resultantes das similaridades morfoldgicas e
fisioldgicas entre as células normais e transformadas (KAMB, 2005).

A baixa especificidade dos farmacos as células tumorais faz com que o uso de
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quimioterapicos afetem também células normais que tem sua divisdo celular mais
rdpida, como as da pele, do trato gastrointestinal e do sangue. Baseado nesta
problemética o principal objetivo das pesquisas realizadas na area de quimioterapia é
encontrar um farmaco seletivo que tenha capacidade de atuar exclusivamente em células
tumorais ndo afetando as células normais (ANAZETT] et al., 2003).

Por esses motivos, é de grande importancia os estudos in vitro e in vivo da
atividade antineoplésica de produtos naturais, uma vez que tais estudos possibilitardo a
descoberta de compostos bioativos com atividade antitumoral mais efetiva e menos
toxica (COSTA-LOTUFO et al., 2010).

3.6 MODELOS EXPERMENTAIS PARA INDUCAO DE CIRROSE HEPATICA

A partir de pesquisas moleculares, celulares e funcionais em animais pode se
evidenciar consideraveis contribuicdes no entendimento dos mecanismos que s&o
responsaveis por causarem lesGes hepatotdxica. As lesdes patoldgicas causadas por
hepatotoxinas em modelos experimentais podem assemelhar-se as lesbes de qualquer
tipo conhecido de doenca do figado em humanos (BASKARANA et al., 2010).

A variedade de modelos animais que reproduzem leséo hepatica, pode ser tanto
cirrgica como quimicas, sendo que os procedimentos quimicos sdo desenvolvidos por
meio da administracdo de substancias hepatotdxicas, a exemplo os farmacos
paracetamol (APAP), a tioacetamida (TAA) e o tetracloreto de carbono (CCl,)
(HUANG etal., 2011, PETTIE e DOW, 2013).

Por ser a melhor substancia para induzir lesdo hepatica e também receber o
titulo de hepatotoxina classica, o tetracloreto de carbono (CCl,), é comumente usado
como modelo para testar o efeito hepatoprotetor de drogas e substancias naturais, para
investigacdo de hepatotoxicidade, citotoxicidade e estresse oxidativo, tanto para estudos
in vivo quanto in vitro (HUANG et al., 2011).

A utilizacdo de CCl4 na inducdo de lesdo hepatica se da pelo mecanismo de
formacdo de espécies reativas ao oxigénio (ERO), que ao se ligar em moléculas
celulares promovem a inibi¢do da sintese proteica e a peroxidagdo lipidica, além de
afetar a homeostase do célcio e causar danos em DNA.

O N-Acetyl-p-aminofenol, conhecido popularmente por paracetamol ou
acetaminofeno, é um farmaco que apresenta propriedades analgésicas e antitérmicas e

seu uso em superdosagem, tem sido frequentemente reportado como farmaco associados
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a ocorréncia de hepatotoxicidade e ocasionando prejuizos em curto intervalo de tempo
da funcdo hepética em individuos sem patologia hepética pré-existente (PETTIE e
DOW, 2013).

A explicacdo clara e simples do mecanismo de acdo da lesdo induzida pelo
paracetamol em superdosagens se da através da saturacdo da via do Citocromo P- 450,
que em virtude da biotransformacdo do paracetamol, ocasionando maior formacao de
metabdlito toxico e radicais livres, desencadeando aumento da permeabilidade pelas
mitocondrias e consequente morte dos hepatdcitos. A partir da liberacdo do DNA do
hepatocito morto ocorre a indugdo da producdo de citocinas e 0 associado processo
inflamatorio do figado. Por essa razdo, o paracetamol tem sido amplamente utilizado
como modelo experimental para inducdo de hepatopatia toxica aguda, e assim avaliar a
atividade hepatoprotetora de farmacos e compostos vegetais (STIRNIMANN, 2010).

Dentre a gama de modelos experimentais de inducdo cirrose, a tioacetamida
(TAA) demostrou ser a op¢do adequada, apresentou reproducdo de padrdes histoldgico
proximos ao da cirrose humana, além de promover menor mortalidade dos animais
experimentais, maior reprodutibilidade e seguranca, requerendo apenas 14 semanas para
completa inducdo experimental (PASSOS et al., 2010).

Inicialmente utilizada como fungicida para proteger laranjas contra a
deterioracdo, a droga tioacetamida (TAA), passou também a ser usada por suas outras
propriedades, em sua composicdo apresenta uma potente hepatotoxina que atua como
agente carcinogénico, sendo também evidenciado em estudos que a exposi¢do cronica a
tioacetamida produziu cirrose em ratos (LI et al., 2002).

A hepatotoxicidade dessa droga se da devido os compostos derivados da TAA,
formados durante sua metabolizacdo serem toxico, induzindo assim a producdo de
radicais livres, o qual reduz a atividade antioxidante e acentua a peroxidacéo lipidica no
figado, provocam aumentos no célcio citosdlico, inibicdo da glutationa e reducéo dos
grupos tiol (-SH), promovendo o rompimento de endomembranas e perda da matriz
citoplasmatica, levando a morte celular. Além disso, a TAA altera o ciclo da uréia, o
metabolismo lipidico e lipoprotéico e a sintese de &cidos graxos, além de inibir o

transporte de RNA do nucleo para o citoplasma (DAVID et al., 2002).

3.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE



29

Dentre as amostras de propolis testadas do Brasil, foram observados os
menores valores de concentragdo capaz de inibir em 50% o radical DPPH (IC50%),
variando entre 2-20mg/L. Dentre essas amostras, a prépolis verde exibiu maior
potencial antioxidante quando comparada as propolis do Pantanal e de S&o Paulo
(FABRIS et al., 2013).

Pesquisa realizada por Capucho et al (2012), avaliando extrato aquoso de
propolis verde em ratos Wistar machos, demonstraram ocorrer uma maior producéo de
espermatozéides e maior altura do segmento inicial do epitélio do epididimo (sem
inducdo de estresse oxidativo) nesses animais, quando comparados a animais do grupo
controle. O estudo indica que devido a sua capacidade antioxidante, a propolis verde foi
capaz de melhorar a funcdo reprodutiva dos ratos.

A prépolis vermelha se destaca por possuir efeito antioxidante significativo. A
pequisa comparou o potencial antioxidante de diferentes fracfes obtidas de um extrato
hidroetandlico da propolis vermelha, através dos métodos de sequestro de radical DPPH
e inibicdo da oxidacdo do sistema B-caroteno/acido linoléico. O primeiro método aponta
que a fracdo hexanica apresentou maior atividade antioxidante (74,4%), enquanto que
no segundo método a fracdo cloroférmica apresentou maior atividade (64,8%). O estudo
concluiu que existe uma maior correlacdo entre o teor de compostos fendlicos e a
atividade antioxidante pela oxidagdo do sistema B-caroteno/acido linoléico (R?*=0,86)
(CABRAL et al., 2009).

De acordo com Righi et al (2011), os compostos ativos como a isoflavonas e a
chalconas, tém maior afinidade pela fase organica. Em um estudo posterior, isolou-se 0s
seguintes compostos da fracdo cloroférmica: dois isoflavonoides (vestitol e neovestitol)
e uma chalcona (isoliquiritigenina). Dentre esses compostos, o vestitol mostrou maior
atividade antioxidante em relagdo aos demais, através do modelo p-caroteno/acido
linoléico (OLDONI et al., 2011).

Em estudo que analisou um extrato hidroetandlico de prdpolis vermelha se
obteve como resultado 1Cs0% = 270ug/ml e acentuada atividade enzimatica tipo
superéxido desmutase (SOD) e catalase (CAT), importantes no estresse oxidativo
(FROZZA et al., 2013). Exitem uma correlacdo positiva com a atividade antioxidante e
as propriedades antimicrobianas e anti-inflamatdrias. No caso da propolis marrom,
observou-se reducdo das lesGes extra-vaginais e danos histologicos causados pela
infeccdo pelo virus Herpes simplex tipo 2 (HSV-2) em tecidos vaginais de animais por

agir em processos oxidativos e inflamatorios (SARTORI et al., 2011).
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3.8 CITOTOXIDADE

O crescente controle e o maior rigor para usar animais de laboratorios, faz
necessario o desenvolvimento e a padronizacao de teste in vitro que possam apontar a
toxidade de substancias que futuramente possam ser utilizadas em seres humanos e
animais, principalmente aqueles de aplicagdo clinica, como os biomateriais que néo
devem causar reacoes adversas e nem lesar o organismo (FROZZA, 2013).

A realizacdo de diferentes estudos demostra que in vitro e in vivo, tém sido
realizados testes com o intuito de demonstrar o potencial antiproliferativo da propolis
brasileira e de seus constituintes isolados (CARVALHO et al., 2011; MIGUEL e
ANTUNES, 2011; SALATINO et al, 2011; SFORCIN e BANKOVA, 2011;
CARDINAULT, CAYEUX e DU SERT, 2012).

Em pesquisa realizada por Li et al. (2008), foi possivel demostar que amostras
de prépolis obtidas do nordeste brasileiro apresentaram potencial antitumoral.

A presenca de flavonoides e pterocarpanos presentes na propolis vermelha,
aponta a relacdo de responsabilidade para atividade citotoxica encontrada. Dentre os
compostos avaliados, a flavanona 7-hidroxi-6-methoxiflavanona e a isoflavana
mucronulatol exibiram potente acdo citotoxica contra as linhagens de melanoma (B16-
BL6), carcinoma de pulmdo de Lewis (LLC), adenocarcinoma pulmonar humano
(A549), fibrocarcinoma metastatico (HT-1080) e LLC, A549, respectivamente.

Nas flavanonas, a auséncia ou presenca da hidroxila no carbono 3 (C-3) pode
estar envolvida no potencial citotoxico desses compostos. Em relagdo as isoflavanas, o
aumento no numero de grupos metoxila na estrutura base das isoflavanas,
necessariamente aumentou o potencial citotoxico.

Na mesma linha de raciocinio Awale et al. (2008) pesquisaram a atividade
citotoxica do extrato metandlico de propolis e alguns de seus compostos isolados
revelando que, tanto o extrato hidroetandlico da prépolis total quanto um pterocarpano
((6aR,11aR)-3,8-dihidroxi-9-metoxipterocarpano), mostraram alta citotoxicidade contra
células humanas de cancer pancreético (PANC-1). O mecanismo de acdo da substancia
testada até chegar ao resultado de morte celular esta associado a um processo tempo-
dependente por via ndo-apoptotica, que ndo conduz a fragmentacdo do acido
desoxirribonucléico (DNA), mas a alteragdes morfolégicas do tipo necrotica. Outro

extrato hidroetandlico da propolis vermelhade, apresentou atividade citotoxica em
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células humanas de carcinoma epidermdide da laringe (Hep-2), adenocarcinoma
cervical (HeLa) e células normais do epitélio de rins embrionario (Hek-293) (FROZZA
etal., 2013).

Torna-se importante destacar também que de uma amostra de propolis obtida
do estado da Bahia foi isolada o benzofenona prenilada, a hiperibona A, que apresentou
efeitos citotoxicos contra células tumorais HeLa (CASTRO et al., 2009).

O que determina se uma substancia em uma determinada concetragdo é
citotoxica ou ndo é seu potencial de promover alteracdo metabolica e morte celular em
cultura de células (AWALE et al., 2008).

O potencial citotoxico de um produto natural ou sintético é analisado através de
ensaios quantitativos pelo método colorimétrico do MTT, que segundo MOSMANN
(1983), é um dos testes mais utilizados pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados
Unidos (NCI) para uso em programas de avaliacdo da atividade antineoplasica na rotina
de triagem de drogas anticancer. O ensaio de MTT € um teste que analisa a viabilidade
ou proliferagdo celular através do dano celular, uma vez que a enzima succinato
desidrogenase, presente nas mitocondrias das células vivas reduz o sal MTT {brometo
de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5difeniltetrazdlio]}, de coloracdo amarela, a um produto
chamado formazana, de coloracdo azul/violeta. Dessa maneira a quantidade de
formazan medida por espectrofotometria é diretamente proporcional ao ndmero de
células viaveis (PORTO et al., 2011).

Os testes de citotoxicidade realizados in vitro, sdo parte do screening inicial
para determinar o possivel potencial antitumoral de um produto natural (OLIVEIRA et
al., 2012). Em pesquisas realizadas com teste de citotoxicidade in vitro utilizando
prépolis produzida pela abelha Apis mellifera no Brasil, CINEGAGLIA et al. (2013)
verificaram que exposicdo da propolis a cultura celular priméaria de osteossarcoma,
utilizando o método colorimétrico MTT, foram capazes de proporcionar acdo de
citotoxicidade significativas frente as células tumorais analisadas. Apos constatar que a
prépolis de Portugal € rica em compostos fendlicos, que exibe um amplo espectro de
atividades bioldgicas, Calhelha et al. (2014), pesquisaram as propriedades
antineoplasica do estrato fenolico da propolis obtidas de diferentes origens em Portugal.
O extrato hidroetandlico da propolis foi testado em linhas de células tumorais humanas
(MCF7 - adenocarcinoma da mama, NCI-H460 - carcinoma pulmonar de células ndo

pequenas, HCT15 - carcinoma do co6lon, HeLa - carcinoma cervical e HepG2 —
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hepatocelular carcinoma. A propolis pesquisada apresentou elevado potencial citotoxico
para células tumorais testadas, principalmente para HCT15.

A replicacédo e a transcrigdo sdo processos celulares essenciais o qual o DNA
tem participacdo, um dano que desestabiliza este acido nucleico pode gerar
interferéncias nestas fases da divisdo celular, como também levar & morte celular e a
inducdo de mutagOes que causam céancer e que contribuem para o processo de
envelhecimento. Torna-se importante avaliar possiveis eventos que levam a
instabilidade gendmica bem como aqueles ligados a manutencdo da estabilidade do
genoma (HOEIUMAKERS, 2009).

3.9 GENOTOXIDADE

Com o propoésito de se obter novas estruturas quimicas menos toxicas e
identificar um produto que contenha potencial atividade genotdxica e/ou carcinogénica,
se faz necessario nos estagios iniciais da pesquisa a realizacdo de estudos de
genotoxicidade, este teste representando uma 6tima alternativa para o desenvolvimento
de novos farmacos (NIWA et al., 2013).

A genotoxicidade ou toxicologia genética é uma especialidade que estuda e
identifica a acdo de qualquer agente que produz efeitos toxicos e genotdxicos, sobre o
material genético (AQUINO, 2010).

As estimativas de danos no DNA podem ser mensuradas a partir do teste de
mutagenotoxicidade que vem a ser um fator relevante no inicial do desenvolvimento de
células neoplésicas. Os testes de toxicidade genética e carcinogénese, sdo utilizados
com frequéncia para uma varredura do espectro toxicoldgico de substancias quimicas e
medicamentos, e também para a descoberta de genoprotetores para o uso cotidiano da
prevencdo de mutacdes ao DNA (NIWA et al., 2013).

E possivel detectar danos no DNA celular utilizando-se do ensaio cometa,
método o qual utiliza o material genético da célula, realizando fragmentacdo com o uso
de substancias quimicas ou radiagdo, e a seguir é submetido a uma eletroforese, dessa
forma, ocorre a migracdo do DNA fragmentado sobre o gel de agarose e extremidades
quebradas da molécula de DNA, de carga negativa, tornando-se livres para migrar no
campo eléctrico em sentido ao anodo, formando assim uma estrutura que se assemelha a
um cometa. O comprimento e a quantidade de DNA na cauda do cometa refletem o
dano ao material genético (FIKROVA, 2011).
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A atividade mutagénica de extratos etanolicos da prépolis verde foi pesquisado
por Roberto (2009), este obteve a prépolis no sudeste do Brasil, na cidade de
Carvalhdpolis-MG. A atividade mutagénica foi realizada atraves do teste de
micronucleo com bloqueio de citocinese usando células de hepatoma de rato (HTC).

N&o houve a formacdo de micronucleo nos extratos etandlicos estudados,
portanto ndo apresentaram atividades mutagénicas. O Roberto (2009), evidenciou ainda
que a prépolis verde testada apresenta uma atividade antimutagénica, possuindo uma
capacidade protetora, uma vez que células de mamiferos quando submetidas a um
agente comprovadamente mutagénico (Metilmetano Sulfonato - MMS) e incubadas
juntamente com o extrato de propolis apresentaram reducdo de micronucleos em
86,67%.

Toda e qualquer substancia que atuar na prevencdo ou reducdo da
mutagenicidade de um agente mutagénico recebe o titulo de agente antimutagénico.

No entanto, 0 modo de acdo preventivo desta substancia pode ocorrer de duas
maneiras: pela inativagdo do mutageno, antes do seu ataque ao DNA, ou pela inibicdo
da fixacdo de uma mutacdo no DNA de um organismo. Desta forma, estes autores
sugerem as denominagdes agentes “desmutagénicos” (inativam a substancia) e “bio-
antimutagénicos” (inibem a fixagdo da mutacdo) (KADA e SHIMOI, 1987).

Segundo Tavares et al. (2006), sugerem que os flavonoides sdo os principais
componentes responsaveis pelos efeitos mutagénicos e antimutagénicos da prépolis. Os
autores atribuem ao extrato hidroetandlico da propolis, 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 hidroetanolico da
propolis foi genotoxico, mas quando usado em baixas concentragdes (12.5 pg/ml),

exerceu atividades quimiopreventivas (antigenotoxica).
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CAPITULO II

4  COMPOSICAO QUI'IVIIQA, ATIVIDADE  ANTIOXIDANTE E
GENOPROTETORA DA PROPOLIS VERMELHA PRODUZIDA PELA
ABELHA Apis mellifera NO RIO GRANDE DO NORTE, BRASIL

CHEMICAL COMPOSITION, ANTIOXIDANT AND GENOPROTETIC ACTIVITY
OF RED PROPOLIS PRODUCED BY THE BEE Apis mellifera IN RIO GRANDE DO
NORTE, BRAZIL
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Avaliagdo das atividades antioxidante, citotdxica e genoprotetora da propolis
vermelha produzida pela abelha Apis mellifera no Rio Grande do Norte, Brasil

Evaluation of the antioxidant, cytotoxic and genoprotective activities of the red propolis
produced by Apis mellifera bee in Rio Grande do Norte, Brazil

RESUMO: Este estudo objetivou avaliar os teores de fenois e flavonoides totais, bem
como determinar atividade antioxidante, potencial citotoxico e genoprotetor do extrato
hidroetandlico da propolis vermelha produzidas por Apis mellifera, oriundas das cidades
de Parnamirim-RN e Mossor6-RN. Foram utilizados os métodos de Folin Ciocalteu e
Dowd para quantificar respectivamente os teores de fenois e flavonoides totais do
extrato hidroetandlico da propolis e 0 método fotocolorimétrico in vitro do radical livre
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) para avaliar a atividade antioxidante. O potencial
citotoxico do extrato hidroetanolico foi avaliado através do ensaio colorimétrico MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetil2-tiazolil)-2,5-difenil-2H tetrazolio) em linhagem celular de
fibroblasto (L929), além do ensaio cometa em linhagem de células hepaticas
(hepatdcitos ZF-L) para avaliar o potencial genoprotetor. Constatou-se que o extrato
hidroetandlico apresentou expressivos teores de fenois e flavonoides totais, o qual
variou respectivamente, entre 74,92 £ 0,51 a 141,07 £ 1,27 mg GAE 100 g'1 e 242 +
0,17 a 8,35 + 0,28 mg QE 100 g™*. Os extratos apresentaram também satisfatoria
atividade antioxidante com ICsq que variou de 141,07 + 0,21 pug ml™ a 54,14 + 1,50 ug
ml™. O extrato hidroetanélico ndo exerceu efeito citot6xico nas concentracdes testadas,
0 que indica seguranca em uso. N&o foram observados efeitos genotéxico do extrato nas
concentracdes de 500, 250 e 100 pl ml™. Também foi possivel constatar o efeito
genoprotetor, uma vez que as medias dos danos promovidos ao DNA em células da
linhagem (hepatdcitos ZF-L), quando testada em contato com o extrato, foi
significativamente inferior a média do controle positivo (peréxido de hidrogénio).

Palavras-chave: Atividade antioxidante DPPH, ensaio cometa, genoprote¢édo, nordeste,
prépolis vermelha

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the total phenotype and
flavonoid content, as well as to determine the antioxidant activity, cytotoxic potential
and genoprotective of the red propolis hydroethanolic extract produced by Apis
mellifera from the cities of Parnamirim-RN and Mossoro- RN. Folin Ciocalteu and
Dowd methods were used to quantify the total phenol and flavonoid contents of the
propolis hydroethanolic extract and in vitro photochromic method of the free radical
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) to evaluate the antioxidant activity. The
cytotoxic potential of the hydroethanolic extract was evaluated by the colorimetric test
MTT (3- (4,5-dimethyl-2-thiazolyl) -2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) in fibroblast
cell line (L929), in addition to the comet assay in hepatic cell line (ZF-L hepatocytes) to
evaluate the potential genotype. It was verified that the hydroethanolic extract had
expressive contents of total phenols and flavonoids, which varied, respectively, between
74.92 £ 0.51 to 141.07 + 1.27 mg GAE 100 g-1 and 2.42 + 0.17 to 8.35 + 0.28 mg QE
100 g- 1. The extracts also showed satisfactory antioxidant activity with IC 50 ranging
from 141.07 £ 0.21 pg ml -1 to 54.14 £+ 1.50 pg ml -1. The hydroethanolic extract had
no cytotoxic effect at the concentrations tested, indicating safety in use. In the genotoxic
effects of the extract were observed at the concentrations of 500, 250 and 100 pl ml™. It
was also possible to verify the genoprotective effect, since the means of damage
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promoted to DNA in cells of the lineage (ZF-L hepatocytes), when tested in contact
with the extract, was significantly lower than the mean of the positive control
(peroxide).

Keywords: Antioxidant activity DPPH, comet assay, genoprotection, northeast, red
propolis
Introducéo

A prépolis é um produto natural que apresenta diversas a¢oes biologicas, sendo
produzida e armazenada pelas abelhas na colmeia, tendo eficicia ndo somente nesta,
como também na terapéutica e ensaios in vitro (SOLTANI et al., 2017).

A propolis vermelha é produzida por uma significativa quantia da planta
leguminosa Dalbergia ecastophyllum, popularmente conhecida como “rabo-de-bugio” e
apresenta em sua composicdo diversos compostos, 0s quais podemos destacar 0s
flavonoides e isoflavonas, que conferem inUmeras propriedades bioldgicas de grande
interesse para 0 combate e prevencao de uma série de doencas (LI et al., 2008).

Dentre os diversos compostos quimicos presentes na prépolis vermelha, os
flavonoides e os acidos fendlicos se destacam por atuarem em diversos processos
fisiolégicos. No Brasil e em varios paises as atividades farmacoldgicas e composicéo
quimica da propolis tem sido foco de investigacdo (LUSTOSA et al., 2008; BARTH et
al., 2009; SFORCIN; BANKOVA, 2011), com crescente interesse pelas inumeras
propriedades terapéuticas da propolis.

Nos altimos anos, pesquisas tem demonstrado que as propriedades bioldgicas
da prépolis estdo diretamente relacionadas com sua composicdo quimica, que é
determinada pelas substancias provenientes da vegetacéo visitada pelas abelhas, que em
conjunto com secrecdes salivares das abelhas, cera e polen (FREITAS et al., 2008;
LUSTOSA et al., 2008; ARAUJO et al., 2016), reafirmam e reforcam cientificamente as
propriedades antivirais (YILDIRIM et al., 2016), antifungicas (PORTILHO et al., 2013)
anti-inflamatoria, antioxidante e imunomoduladoras (FISCHER et al., 2008).

Pesquisas demonstram que quantias significativas de antioxidantes na dieta
atuam contribuindo para prevencdo de doencas graves e crbnicas e enfermidades
inflamatorias, que possuem associagdo com a formacdo de radicais durante o processo
de oxidacdo (CARRATU; SANZINI, 2005; HORST; LAJOLO, 2012;
TEERASRIPREECHA et al., 2012; DALEPRANE; ABDALLA, 2013), pois segundo
Miranda-Vilela et al. (2008) antioxidantes naturais podem diminuir o estresse oxidativo

e consequentemente promover protecdo contra danos no DNA.
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No Brasil ja foram realizadas pesquisas sobre o efeito protetor da prépolis de
Apis mellifera contra danos quimicamente induzidos no DNA, provenientes de Minas
Gerais e Sdo Paulo, sendo escassos os estudos com a propolis vermelha obtida no
semiarido da regido nordestina brasileira (CAMPELLO et al., 1999; BANSKOTA et al.,
2000; PARK et al., 2004; ALMEIDA, 2009). Tendo em vista a importancia de se
pesquisar amostras de prépolis vermelha em &reas que nunca foram estudadas e
considerando que a composicdo da propolis vermelha depende da vegetacdo, clima da
area e espécie de abelha, faz-se necessario caracterizar as amostras de prépolis vermelha
coletadas em uma regido do semiarido do Rio Grande do Norte (RN) e identificar os
teores de fenois e flavonoides totais, atividade antioxidante e seu efeito genoprotetor
testado com extrato hidroetandlico da propolis vermelhahidroetandlico da propolis

vermelha de A. mellifera.

Material e Métodos

Aquisicao e elaboracado do extrato hidroetandélico da prépolis vermelhada prépolis
vermelha

Figura 1. Amostra de prépolis vermelha produzida por abelhas Apis mellifera, obtida no Rio Grande do
Norte, Brasil

Foram coletadas quatro amostras da propolis vermelha produzidas pela abelha
A. mellifera, em colmeias instaladas nos municipios de Parnamirim-RN (Lat 05° 54°
56> S / Long 35° 15” 46°> W) e Mossor0-RN (Lat 05° 11° 15°> S / Long 37° 20° 39’
W), no periodo de fevereiro a marco de 2018. Para a confec¢do dos extratos foram
utilizadas amostras de 200 g da prépolis, subdivididas em pequenas porcoes, submetidas

a secagem em estufa de circulagdo de ar a 40 °C por 48h, sendo em seguida trituradas
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em liquidificador doméstico. Realizou-se a maceracéo a frio, na proporc¢éo de 1:6,25 (m.
v'Y), ou seja, para cada 1 g de propolis triturada utilizou 6,25 ml de &lcool cereal 70 °GL.
As amostras foram acondicionadas em frasco de vidro &mbar devidamente identificados
e agitados manualmente por 30 segundos, diariamente, durante 20 dias consecutivos,
conforme Garcia et al. (2004). Na etapa seguinte, realizou-se processo de filtragem do
sobrenadante em papel filtro e posteriormente em algodao, para retencdo de particulas
insollveis.

Para remocdo da cera, o filtrado permaneceu sob refrigeracdo em freezer (-20
°C) por 45 min e em seguida realizou-se nova filtragem do sobrenadante em papel filtro

seguido de centrifugacdo, obtendo-se assim o0s extratos etanélico da prépolis.
Estimativa dos teores de fenois totais

O método de Folin Ciocalteu (SINGLETON et al., 1999) foi utilizado para
determinar o conteldo fendlico. Cada amostra do extrato hidroetanolico da propolis
vermelhahidroetanolico da propolis (5 ml) foi diluida para 50 ml com agua destilada.
Esta solucédo (0,5 ml) foi entdo misturada com 2,5 ml de reagente 0,2 N Folin Ciocalteu
(Sigma—Aldrich Chemie, Steinheim, Alemanha) por 5 min e 2 ml de carbonato de sédio
a 75 g.I"* (Na,CO3) (Labosi, Paris, Franca).

Apds incubacdo a temperatura ambiente por 02h, a absorbancia da mistura de
reacao foi medida a 760 nm, contra um branco de metanol em espectrofotdmetro (Série
2000, CECIL instrumentos, Cambridge, Inglaterra). O &cido galico (Sigma-Aldrich
Chemie, Steinheim, Alemanha) (0-200 mg. I'*) foi usado como padréo para produzir a
calibracdo da curva. A média de trés leituras foi utilizada e o contetdo fendlico total foi

expresso em mg de acido galico equivalentes GAE 100 g™* de prépolis.
Estimativa dos teores de flavonoides totais

Os teores de flavonoides totais foram determinados usando o Método Dowd
adaptado por Arvouet-Grand et al. (1994). Resumidamente 5 ml de cloreto de aluminio
(AICI3) a 2% (Labosi, Paris, Franca) em metanol (Fluka Chemie, Switerland) foi
misturado com o mesmo volume de uma solucdo de extrato hidroetanolico da propolis
vermelhahidroetanélico de prépolis (0,01 mg ml™Y). Em seguida preparou-se uma

solucdo de branco constituida por uma solucdo de 5 ml de extrato hidroetandlico da
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prépolis vermelhade propolis adicionado a 5 ml de metanol sem AICIl; e apos foi
realizada as leituras das absorbancias a 415 nm em espectrofotdmetro (Série 2000,
CECIL CE 2041, Cambridge, Inglaterra). Os teores de flavonoides totais foram
determinados usando uma curva padrdo com quercetina (Sigma-Aldrich Chemie,
Steinheim, Alemanha) (0-50 mg I™) como padréo. A média de trés leituras foi usada e

expressa como mg de quercetina equivalentes QE 100 g™ da prépolis.

Atividade antioxidante pelo método DPPH

Para avaliagho 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). Os extratos hidroetandlicos foram diluidos em metanol em
diferentes concentragdes (100, 50, 40, 20, 5 e 2 ppm), 1 ml de cada concentracdo foi
adicionado em tubos de ensaio com 1 ml de uma solu¢do metanolica de DPPH 60 pmol
L. Ap6s 30 min foi medida a absorbancia das amostras em espectrofotdmetro a um
comprimento de onda de 520 nm, tendo como branco somente o0 metanol.

A porcentagem de inibicdo referente a cada concentracdo do extrato
hidroetanolico da propolis vermelhafoi obtida a partir da relacdo da absorbancia do
mesmo com a de uma solugédo contendo 1 ml de metanol e 1 ml da solugdo de DPPH.
Todas as andlises foram realizadas em triplicata. Apds a obtencdo dos valores
percentuais de inibicdo do radical livre, os mesmos foram analisados em Software
Oringin 7.0 com a finalidade de se obter um grafico, que apresentasse valores capazes
de calcular a concentragéo inibitoria de 50% do radical DPPH (ICsp).

Efeito citotdxico

A avaliacdo da atividade citotoxica do extrato hidroetandlico da propolis
vermelhaetandlico da propolis vermelha foi avaliado pelo ensaio colorimétrico MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetil2-tiazolil)-2,5-difenil-2H tetrazélio) em linhagem de célula
de fibroblasto (L929), de acordo com a metodologia descrita por Mosman (1983). As
células foram adicionadas em placa de 96 pogo (1,5 x 10° células/poco), suplementado
com 10% de soro fetal bovino e tratadas com extrato hidroetanolico da propolis
vermelhaetandlico da prépolis vermelha nas diluicBes de 500; 250; 125; 62,5; 31,2;

15,6; 7,81; 3,90; 1,95 e 0,97 pg ml™. Em seguida, foram incubadas por 24h em estufa a
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5% de CO, e 37 °C e posteriormente foram adicionados 25 pL da solugdo de MTT e

realizada a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a 595 nm.
Avaliacao do potencial genoprotetor

A andlise do efeito genoprotetor da propolis vermelha foi realizado através do
ensaio cometa em linhagem de células hepaticas (hepatécitos ZF-L) (0,7 x 10° células
ml-1), cultivadas em DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (GIBCO®, Thermo
Fisher Scientific, USA), suplementadas com 10% de soro fetal bovino e 1% de
antibioticos. As células hepéticas foram expostas a 150 uM de perdxido de hidrogénio
(H20,) por 02h, para inducdo da genotoxicidade (controle positivo) e a dgua destilada
estéril (controle negativo). As culturas celulares também foram co-tratadas com
concentracdes crescentes de amostras de prépolis (100, 250 e 500 pg ml-1) e H,0, (150
UM), durante 02h a 37 °C em atmosfera de 5% de CO, (grupo teste).

As células foram homogeneizadas em agarose 0,8% e espalhadas em laminas
preparadas, depois imersas em solucdo de lise por 01h, seguida de neutralizagdo.
Posteriormente, as laminas foram mantidas em tampédo de eletroforese a 4 °C por 20
min, seguido de corrida por 20 min, 1,6 V cm™. Apés coradas em uma solugdo de
brometo de etidio (20 pg ml?) e analisadas com o auxilio de microscépio de
fluorescéncia. O grau de lesdo do DNA foi identificado visualmente através da analise
da cauda formada pelos fragmentos de DNA, com tamanho da cauda proporcional a
dimensdo do dano causado (MEZZALIRA et al., 2014). Foram analisados 100 cometas
por lamina e classificados por analise visual, dentre cinco categorias (0, 1, 2, 3 e 4), que
representam a percentagem de DNA na cauda do cometa, indicando o grau de lesdo
sofrido pela célula (LOVELL et al., 1999).

4
Zn.xi

O indice de dano (ID) foi obtido pela seguinte férmula: ID = -0 ,onde "

é 0 nimero de células com nivel de dano | 0,1, 2,30u4).

O efeito de protecdo das amostras testes sobre a genotoxicidade induzida pelo
H20, (50 uM por 02h de exposicdo) foi calculado de acordo com Waters et al. (1990),
segundo a formula: % Redugdo = (A — B / A -C) x 100, onde A corresponde ao ID
induzido pelo H,O,, B corresponde ao ID induzido pelo tratamento genoprotetor (H,O;

+ amostra teste) e C corresponde ao ID atribuido ao controle negativo (dgua destilada).
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Analise estatistica

Para andlise estatistica dos efeitos genotoxico e genoprotetor foram utilizados
os testes ANOVA e Newman-Keuls no software Prism®, versdo 5.0 (GraphPad Prism

Software), sendo os resultados considerados significantes quando p < 0,05.

Resultados e Discussao

Teores de fenois e flavonoides totais

Os teores de fenois e flavonoides totais variaram, respectivamente de 74,92 +
0,51 a 141,07 + 1,27 mg GAE 100 g* e 2,42 + 0,17 a 8,35 + 0,28 mg QE 100 g*
(Tabela 1). Os extratos confeccionados com prépolis vermelha oriundos de Parnamirim-
RN apresentaram maiores teores de fenois e flavonoides totais. Percebe-se assim que 0s
teores variam de acordo com o local que foi obtido a prépolis. Dessa forma, esse fato
esta de acordo com aqueles publicados na literatura, no qual afirmam que os teores de
fenois e flavonoides totais presentes em uma amostra de propolis estd intimamente
relacionada com a ecologia da florade cada regido visitada pelas abelhas
(CARDINAULT et al, 2012; NUNES; GUERREIRO, 2012). Outros
estudos também revelaram que a propolis vermelha coletada em Alagoas, Brasil
(FROZZA et al., 2013), Cuba (PICCINELLI et al., 2005) e China (HATANO et al.,
2012) apresentaram composicao quimica variada e continham quantidades significativas
de fenois e flavonoides totais. Diversos estudos destacam que muitas func6es bioldgicas
da prépolis podem ser atribuidas aos seus componentes antioxidantes e anti-
inflamatdrios, os quais sdo promovidos pelos compostos fendlicos (FREITAS et al.,
2008; LUSTOSA et al., 2008; ARAUJO et al., 2016). A constatacdo de elevados teores
de fenois e flavonoides totais sdo indicadores de qualidade da propolis vermelha
oriunda do Rio Grande do Norte, Brasil.

Atividade antioxidante

Foi observado que atividade antioxidante variou respectivamente, de 141,07 +

0,21pg ml™ a 54,14 + 1,50 pg ml™, para as amostras de prépolis coletadas de Mossoro-
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RN e Parnamirim-RN (Tabela 1). Melo et al. (2010), classifica a atividade antioxidante
de um extrato hidroetanélico da prépolis vermelhacomo boa quando apresenta (ICsq <
65 pg ml™), moderada (ICso < 152 pg ml™) e baixa atividade (ICso > 152 pg ml™).
Usando essa classificacdo observou-se que, no geral, a propolis vermelha do presente
estudo apresenta boa atividade antioxidante. Em um estudo realizado por (FROZZA et
al., 2013), a propolis vermelha coletada em Sergipe, apresentou um ICso de 270 pg ml™.
Resultados semelhantes foram obtidos por Pinheiro (2009) com prépolis vermelha da
mesma regido geografica, com ICso de 294 pg ml™. Desta forma, as amostras de
prépolis vermelhas do presente estudo apresentaram expressivos 1Cs0%, quando

comparado com os referidos autores.

Tabela 1. Média + desvio-padrdo dos teores de fenois, flavonoides totais e atividade
antioxidante de quatro amostra de prépolis vermelha de Apis mellifera obtidas no semiarido
do Rio Grande do Norte, Brasil

Amostra Origem Fenois totais Flavonoides totais RSA ICs
Geogréafica (mg GAE 100g™+DP)  (mgQE 100g*+DP)  (ug ml™+ DP)
A Parnamirim-RN 141,07 £ 1,27 8,35+ 0,28 61,04 £ 0,31
B Parnamirim-RN 120,41 +£1,13 6,12 + 0,30 54,14 + 1,50
C Mossoré-RN 74,92 £ 0,51 2,42 +0,17 141,07 £ 0,21
D Mossord-RN 86,09 + 0,47 3,60 £ 0,40 129,10 £ 0,49

GAE: Acido galico equivalente; ICsy: Concentracéo inibitoria de 50%; QEAC: Quercetina teor
antioxidante equivalente; RSA (ICs): Atividade sequestrante de radicais; DP: Desvio padréo.
Apds constatar alta atividade antioxidante da prépolis vermelha de Alagoas,
Aguiar et al. (2018) sugerem que esta pode ser usada como auxiliar no tratamento de
doengas degenerativas, entre estas 0 Alzheimer. Sob o ponto de vista da composigédo
quimica e atividade antioxidante, os resultados obtidos no presente estudo sdo bastante
promissores podendo a propolis vermelha do Rio Grande do Norte constituir uma

alternativa viavel do ponto de vista econébmico e com eficacia farmacolégica.

Atividade citotoxica

Com o controle cada vez mais rigoroso em relacdo ao uso de animais de
laboratdrio, ha 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 produtos naturais que ndo devem
causar reacOes adversas e nem lesar o organismo (FROZZA et al., 2013). A

citotoxicidade € o potencial de determinada substdncia em promover alteragdo
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metabolica em cultura de células, possibilitando culminar ou ndo em morte celular
(AWALE et al., 2008). No presente estudo constatamos que o0 extrato hidroetanélico da
propolis vermelhada prépolis vermelha, em todas as concentracGes testadas ndo exerceu

efeito citotoxico, o que indica seguranga em uso.

Efeito genoprotetor

O dano ao DNA pode interferir em processos celulares essenciais, como a
replicacdo e a transcricdo, além de poder levar a morte celular e induzir mutagdes que
causam cancer e que contribuem para o processo de envelhecimento, com isso, torna-se
importante avaliar possiveis eventos que levam a instabilidade genémica, bem como
aqueles ligados a manutencao da estabilidade do genoma (HOEIJMAKERS, 2009). Os
estudos de genotoxicidade representam um papel importante na producdo de novos
farmacos, devendo ser realizados nos estagios iniciais do seu desenvolvimento, a fim de
se identificar uma potencial atividade genotoxica e/ou carcinogénica e auxiliar na
obtencdo de novas estruturas quimicas menos toxicas. Os testes de genotoxicidade sdo
utilizados como uma varredura do espectro toxicoldgico de substancias naturais ou
sintéticas capazes de produzir efeitos tdxicos e genotoxicos, sobre o material genético,
bem como auxilia na descoberta de substancias antigenotdxicas ou genoprotetoras para
0 uso cotidiano da prevencdo de mutacdes ao DNA (AQUINO, 2010; NIWA et al.,
2013).

O ensaio cometa é utilizado para deteccdo de danos ao DNA. Nesse ensaio, 0
material genético da célula é fragmentado com o uso de substancias quimicas ou
radiacdo e a seguir € submetido a uma eletroforese, dessa forma, ocorre a migracdo do
DNA fragmentado sobre o gel de agarose e as extremidades quebradas da molécula de
DNA, de carga negativa, tornar-se livres para migrar no campo elétrico em sentido ao
anion, formando assim uma estrutura que se assemelha a um cometa. O comprimento e
a quantidade de DNA na cauda do cometa refletem o dano ao material genético
(FIKROVA et al., 2011).

Com esta finalidade, no presente estudo, foram realizados testes in vitro com
objetivo de avaliar o efeito genotdxico e o possivel efeito genoprotetor do extrato
hidroetanolico da propolis vermelhaetanolico da prépolis vermelha do Rio Grande do
Norte, contra os danos causados no DNA pelo peroxido de hidrogénio. Os resultados

demonstraram que nao foram encontrados efeitos genotoxicos do extrato hidroetandlico
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da propolis vermelhada, uma vez que na comparacéo das medias dos indices de dano ao
DNA da célula, utilizado a linhagem celular derivado de hepatdcito (hepatocitos ZF-L
(zebrafish)), em todas as concentracBes testadas do extrato, ndo foram observadas

diferencas significativas em relacdo ao controle negativo (dgua destilada) (Tabela 2).

Tabela 2. Média + desvio-padrdo dos indices de dano ao DNA (idDNA), analisados pelo ensaio
cometa para avaliacdo do efeito genoprotetor do extrato hidroetan6lico da prépolis vermelha,
apos exposicdo das células hepéticas (hepatocitos ZF-L), por 02h em trés diferentes
concentragdes do extrato, ao peroxido de hidrogénio (H,0,) e a 4gua destilada estéril.

Pardmetro Concentragdo do Extrato hidroetanélico da Controle + Controle -
propolis vermelha (ul ml™)
IdDNA 500 250 100 158,38+13,25b  7,80+2,32 a

8,15+2,05a 799+232a 697+242a

b Médias seguidas de letras mintsculas diferentes na linha significa diferenca estatl'stiga (p <0.05) e as
medias da mesma linha seguidas por letras iguais sdo estatisticamente iguais. IIDNA: Indice de dano ao
DNA,; controle positivo (+): Peroxido de hidrogénio (H,0,); controle negativo (-): Agua destilada.

Também foi possivel constatar que as médias dos danos promovidos ao DNA
em todas as concentracOes testadas do extrato hidroetandlico da prépolis vermelhade
prépolis foi significativamente inferior a média do controle positivo (perdxido de
hidrogénio), o qual é frequentemente utilizado como substancia genotdxica padrdo em
exposicdes in vitro, capaz de promover fragmentagdo do DNA. Os percentuais de
reducdo da genotoxicidade foram 90,17 + 3,01; 71,15 + 2,64 e 43,07 = 4,99,
respectivamente, para as concentracdes de 500, 250 e 100 ul ml* do extrato
hidroetanolico da propolis vermelhaetandlico (Tabela 3). Desta forma, os resultados
obtidos no presente estudo demostram que a prépolis vermelha apresentou efeito

antigenotdxico ou genoprotetor.

Tabela 3. Média £ desvio-padrdo do percentual de reducdo de genotoxicidade, analisados pelo
ensaio cometa para avaliacdo do efeito genoprotetor do extrato hidroetanélico da prépolis
vermelha em linhagem de hepatocitos ZF-L, co-tratadas com trés concentragfes de amostras de
prépolis e peroxido de hidrogénio

Parametro analisado Concentracio do extrato hidroetandlico da prépolis vermelha (ul ml™)
500 250 100
% de reducdo da 90,17 + 3,01 71,15+ 2,64 43,07 £ 4,99

genotoxidade
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A literatura frequentemente ressalta que as propriedades bioldgicas da propolis
estédo relacionadas a presenca de uma variedade de compostos biologicamente ativos,
principalmente de compostos fenodlicos, os quais englobam os flavonoides (NAGGAR
et al., 2016). E justamente nessa constatacdo que a propolis vermelha analisada no
presente estudo se enquadra, pois, na avalicdo da composicdo quimica do extrato
hidroetanolico da prépolis vermelhaetandlico, constatamos altos teores de compostos
fendlicos, dentre eles os flavonoides, além de alta atividade antioxidante. Esses
compostos ja foram descritos por apresentar atividade antigenotdxica por causa de sua
atividade antioxidante (GONTIJO et al., 2014).

Com isso, a atividade antioxidante da prépolis vermelha pode ser a possivel
explicacdo para efeito genoprotetor. As substancias bioativas com capacidade
antioxidante presentes no extrato hidroetandlico da propolis vermelhaprovavelmente
interagiram com o peréxido de hidrogénio, blogueando seu efeito genotdxico,
protegendo o DNA. N&o existe na literatura estudos sobre avaliagdo do efeito
genotdxico ou genoprotetor da prépolis vermelha utilizando ensaio cometa. Tal falta
ressalta o ineditismo deste estudo. A constatacdo do efeito genoprotetor em linhagem de
hepatocitos ZF-L, permite sugerir que a propolis vermelha obtida no Rio Grande do
Norte pode ser capaz de auxiliar na prevencgéo de doencas desencadeadas por danos ao
DNA.

De acordo com os resultados obtidos, sob as condicBes experimentais
empregadas no presente estudo, pode-se concluir que o extrato hidroetandlico da
propolis vermelhaetan6lico da propolis vermelha obtido no Rio Grande do Norte,
apresenta expressivos teores de fendis e flavonoides totais, expressiva atividade
antioxidante e auséncia do efeito citotoxico e genotdxico em todas as concentracdes
testadas, sendo o ultimo, verificado pela atividade genoprotetor sobre os danos ao DNA

induzido por perdxido de hidrogénio.
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CAPITULO 111

5 POTENCIAL HEPATOPROTETOR DA PROPOLI’S VERMELHA
PRODUZIDA PELA ABELHA Apis mellifera NO SEMIARIDO DO RIO
GRANDE DO NORTE, BRASIL.

HEPATOPROTECTIVE POTENCIAL OF RED PROPOLIS PRODUCED BY THE
BEES Apis mellifera IN THE SEMIARIDES OF RIO GRANDE DO NORTE,
BRAZIL.
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Potencial hepatoprotetor da prépolis vermelha produzida pela abelha Apis
mellifera no semiarido do Rio Grande do Norte, Brasil*
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ABSTRACT.- Silva J.B., Paiva K.AR., Costa K.M.F.M., Viana G.A., Olinda R.G.,
Santos L.B., Freitas C.I.A. & Batista J.S. 2018. [Hepatoprotective potencial of red
propolis produced by the bees Apis mellifera in the semiarides of Rio Grande do
Norte, Brazil]. Potencial hepatoprotetor da propolis vermelha produzida pela abelha
Apis melifera no semiarido do Rio Grande do Norte, Brasil. Pesquisa Veterinaria
Brasileira 00(0):00-00. Departamento de Ciéncias Animais, Universidade Federal Rural
do Semi-Arido, Av. Francisco Mota, Presidente Costa e Silva, Mossord, RN 59625-900,
Brazil. E-mail: jardelbezerra@bol.com.br

ABSTRACT This study aimed to evaluate the hepatoprotective effect of the ethanolic
extract of the red propolis obtained in four municipalities of the Rio Grande do Norte
semi-arid region. The in vitro antineoplastic potential in human hepatic carcinoma cell
line (HepG2) and in normal cell lines (L929), as well as the comet assay in hepatic cell
lines (ZF-L hepatocytes) was evaluated to evaluate the genotoxic and genoprotective
potential of the extract. The hepatoprotective potential of propolis was evaluated in vivo
by inducing chronic experimental hepatic lesions in rodents of the Rattus norvegicus
Berkenhout, 1769 species, wistar line by intraperitoneal administration of thioacetamide
(TAA) at the dose of 0.2g/kg. The animals were distributed in the following
experimental groups G1 (control), G2 (treated with 500mg/kg propolis ethanolic
extract), G3 (treated with 500mg/kg ethanolic extract and TAA) and G4 (treated with
TAA). All animals were submitted to biochemical exams and macroscopic and
histological anatomopathological of the liver. The percentage of hepatocytes, sinusoids
and collagen in hepatic tissue fragments were quantified through the stereological
evaluation. No genotoxic effects of the extracts were observed at the concentrations of
500, 250 and 100ul/ml, and the genoprotective effect was observed, since the means of
the damage promoted to the DNA in cells tested with the extract were significantly
lower than the mean of the positive control (hydrogen peroxide). The results of the
serum biochemical evaluation showed that serum levels of the enzyme aminotransferase
(AST), alanine aminotransferase (ALT) did not change in G1, G2 and G3, indicating
that the administration of the extract did not cause liver toxicity, as well as exerted a
hepatoprotective effect to liver damage induced by TAA. The livers of the animals of
the G1 and G2 groups presented a normal morphological aspect, whereas in G3 and G4
the animals developed cirrhosis, but in G3 the livers were characterized by the presence
of small regenerative nodules and level with the surface, while in G4 the livers showed
large regenerative nodules on the surface. Also in the histological examination it was
possible to verify that the livers of the G1 and G2 animals presented normal histological
appearance, whereas the livers of the G3 animals showed regenerative nodules
surrounded by thin septa of connective tissue and in the G4 regenerative nodules were
surrounded by thick tissue septa fibrous connective tissue. Analysis of liver tissue by
means of stereology showed that there was no statistical difference between the
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percentage of hepatocytes, sinusoids and collagens in G1 and G2. While in G3 the
percentage of hepatocytes, sinusoids and collagen did not differ significantly from the
other groups.

INDEX TERMS: Red propolis, northeast, cytotoxicity, genoprotection, hepatoprotection.

RESUMO.- Este estudo objetivou avaliar o efeito hepatoprotetor do extrato
hidroetandlico da propolis vermelhaetanolico da prépolis vermelha obtido em quatro
propriedades do semiarido do Rio Grande do Norte. Foi avaliado o potencial
antineoplasico in vitro em linhagem de célula de carcinoma hepatico humano (HepG2)
e em linhagens de células normais (L929), além do ensaio cometa em linhagens de
células hepaticas (hepatocitos ZF-L) para avaliar o potencial genotoxico e genoprotetor
do extrato. O potencial hepatoprotetor da propolis foi avaliado in vivo, apds aprovacdo
da (CEUA/UERN protocolo 002/2018), através da inducdo de lesbes hepatica
experimental cronica em 40 roedores, pela administracdo intraperitoneal de
tioacetamida (TAA) na dose de 0,2g/kg. Os animais foram distribuidos nos seguintes
grupos experimentais G1 (controle), G2 (tratados com 500mg/kg de extrato
hidroetandlico da propolis vermelhaetandlico da prépolis), G3 (tratados com 500
mg/kg de extrato hidroetandlico da prdpolis vermelhaetanélico e TAA) e G4 (tratados
com TAA). Todos os animais foram submetidos aos exames bioguimico sérico e
anatomopatoldgico macroscopico e histolégico do figado. Foram quantificados através
da avaliacdo estereoldgica os percentuais de hepatdcitos, sinusoides e colageno em
fragmentos de tecido hepatico. Ndo foram observados efeitos genotoxicos dos extratos
nas concentragdes de 500, 250 e 100ul/ml, sendo constatado o efeito genoprotetor, uma
vez que, as médias dos danos promovidos ao DNA em células testadas com o extrato
hidroetandlico da prépolis vermelhaforam significativamente inferiores a média do
controle positivo (peréxido de hidrogénio). Os resultados da avaliacdo bioquimica
sérica demonstraram que 0s niveis séricos das enzimas aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT) ndo sofreram alteragGes nos G1, G2 e G3, indicando
gue a administracdo do extrato hidroetandlico da prépolis vermelhando causou
toxicidade hepética, bem como exerceu efeito hepatoprotetor frente ao dano hepatico
induzido pela TAA. Os figados dos animais dos grupos G1 e G2 apresentaram aspecto
morfologico normal, enquanto que nos G3 e G4 os animais desenvolveram cirrose,
porém no G3 os figados caracterizaram-se pela presenca de pequenos nddulos
regenerativos e nivelados com a superficie, enquanto que no G4 os figados
apresentaram grandes nddulos regenerativos na superficie. Também no exame
histolégico foi possivel constatar que os figados dos animais G1 e G2 apresentaram
aspecto histoldgico normal, enquanto que os figados dos animais do G3 apresentaram
nodulos regenerativos circundados por finos septos de tecido conjuntivo e no
G4 nodulos regenerativos foram circundados por espessos septos de tecido conjuntivo
fibroso. A analise dos tecidos hepéaticos por meio de estereologia mostrou que nédo
houve diferenca estatistica entre o percentual de hepatdcitos, sinusdides e colagenos
nos G1 e G2. Enquanto que no G3 o percentual de hepatdcitos, sinusoides e colageno
néo diferiu significativamente dos demais grupos.

TERMOS DE INDEXACAO: extrato hidroetanélico da propolis vermelhaetandlico,
nordeste, citotoxicidade, genoprotecdo, hepatoprotecao.
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INTRODUCAO

A propolis é formada por material resinoso e balsdmico coletada pelas abelhas
nos ramos, flores, pdlen, brotos e exsudatos de arvores. Trata-se de uma mistura
complexa, a qual, na colmeia, as abelhas adicionam secrecdes salivares. Esta resina é
utilizada pelas abelhas na protecdo da colmeia contra a proliferacdo de microrganismos,
além de manutencdo da temperatura interna, reparo dos favos de mel, embalsamar
insetos, para fechar os buracos e rachaduras (Silva et al. 2006, Carvalho-Zilse & Nunes-
Silva 2012).

Diferenciados pela cor, pelo odor e pela consisténcia, as caracteristicas da
propolis estdo associadas com a sua regido de origem, fonte botanica e composi¢do
quimica. Assim a propolis pode possuir coloracdes que variam do verde, vermelho ao
marrom, preta e amarela (Bankova 2005, Lopes 2014). A propolis vermelha esta entre
as mais novas de todas ja classificadas, sendo o 13° tipo de propolis catalogada, que
revelou composicéo quimica rica em isoflavonoides. Apresenta sua origem boténica da
planta Dalbergia ecastophyllum, uma leguminosa rica em flavonoides. Esta espécie é
relatada como sendo proveniente de Cuba e Venezuela, originada das plantas Clusia
nemorosa e Clusia scrobiculata, respectivamente, familia Clusiaceae (Li et al. 2008,
Bueno-Silva et al. 2013).

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de propolis, exportando
anualmente cerca de 160 toneladas, perdendo apenas para a China. O consumo de
produtos organicos, além de fazer bem a salde, incentiva produtores rurais a manterem
boas praticas agricolas para preservacdo ambiental, utilizando de forma responsavel o
solo, a &gua, o ar e demais recursos naturais (Lima 2006, Oldoni et al. 2015).

A literatura frequentemente ressalta que as propriedades bioldgicas da propolis
estdo relacionadas a presenca de uma variedade de compostos biologicamente ativos,
principalmente de compostos fendlicos, os quais englobam os flavonoides, que
apresentam destacadas atividades e componentes antioxidantes e anti-inflamatérios
(Naggar et al. 2016). Pesquisas vem demonstrando que quantias significativas de
antioxidantes na dieta atuam contribuindo para prevencdo de doencas graves e cronicas
e enfermidades inflamatdrias, que possuem associacdo com a formacdo de radicais
durante o processo de oxidagdo, uma vez que antioxidantes naturais podem diminuir o

estresse oxidativo, consequentemente, promover protecdo contra danos no DNA
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(Carratu & Sanzini 2005, Horst & Lajolo 2012, Teerasripreecha et al. 2012, Daleprane
& Abdalla 2013).

Como o figado € o 6rgdo principal de metabolizacdo de compostos, muitas
doencas hepaticas sdo decorrentes da sua exposicdo a substancias toxicas, sendo que o
estresse oxidativo promovido por essas substancias tem grande importancia nos
mecanismos fisiopatoldgicos das doengas hepéticas (Voican et al. 2011). Uma vez que a
propolis possui substancias bioativas com potencial antioxidante, anti-inflamatorio e
genoprotetor, o extrato hidroetandlico da propolis vermelhaetandlico da prépolis
vermelha pode apresentar capacidade de prevenir ou minimizar danos as células
hepéticas, quando expostas a substancias hepatotdxicas, com isso, 0 presente estudo
teve como objetivo avaliar o potencial hepatoprotetor da prépolis vermelha produzida

pela abelha Apis mellifera no semiarido do Rio Grande do Norte, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Aquisicdo e elaboracdo do extrato hidroetandlico da propolis vermelhada
propolis. Foram coletadas quatro amostras da propolis vermelha produzidas pela
abelha A. mellifera, em colmeias instaladas nos municipios, de Parnamirim-RN e
Mossor6-RN, no periodo de fevereiro a margo de 2018. Para a confeccdo dos extratos
foram utilizadas amostras de 200g da propolis, subdivididas em pequenas porc¢des, essas
foram submetidas a secagem em estufa de circulacdo de ar a 40°C por 48h, sendo em
seguida trituradas em liquidificador doméstico. Realizou-se a maceracdo a frio, na
proporcao de 1:6,25 (m/v), para cada 1g de propolis triturada, utilizou 6,25ml de alcool
cereal 70°GL. As amostras foram acondicionadas em frasco de vidro ambar
devidamente identificados e agitados manualmente por 30 segundos, diariamente
durante 20 dias consecutivos de infusdo, conforme Garcia et al. (2004a). Na etapa
sequinte, realizou-se processo de filtragem do sobrenadante em papel filtro e
posteriormente em algoddo, para retencdo de particulas insolGveis. Para remocdo da
cera, o filtrado permaneceu sobre refrigeracdo em freezer (-20°C) por 45 minutos e em
seguida realizou-se nova filtragem do sobrenadante em papel filtro seguido de
centrifugagéo, obtendo-se assim os extratos etanolico da propolis.

Estimativa do teor de fenois totais. O método de Folin Ciocalteu (Singleton
et al. 1999) foi utilizado para determinar o contetudo fendlico. Cada amostra do extrato

hidroetandlico da prépolis vermelhada propolis (5ml) foi diluida para 50ml com agua
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destilada. Esta solucdo (0,5ml) foi entdo misturada com 2,5ml de reagente 0,2N Folin
Ciocalteu por 5 minutos e 2ml de carbonato de sodio a 75g/L (Na,COy3).

Apos incubagdo a temperatura ambiente por 2h, a absorbancia da mistura de
reacdao foi medida a 760nm contra um branco de metanol em espectrofotémetro (Série
2000, CECIL instrumentos, Cambridge, Inglaterra). O &cido galico (Sigma-Aldrich
Chemie, Steinheim, Alemanha) (0-200mg/L) foi usado como padrdo para produzir a
calibracdo da curva. A média de trés leituras foi utilizada e o contetdo fendlico total foi
expresso em mg de acido galico equivalentes (GAE)/100g de propolis.

Estimativa do teor de flavonoides totais. O teor de flavonoides totais foi
determinado usando o Método Dowd adaptado por Arvouet-Grand et al. (1994).
Resumidamente, 5ml de cloreto de aluminio (AICIl3) a 2% (Labosi, Paris, Franga) em
metanol (Fluka Chemie, Switerland) foi misturado com o mesmo volume de uma
solucdo de extrato hidroetandlico da prépolis vermelhade propolis (0,01mg/ml). Em
seguida, preparou-se uma solucdo de branco constituida por uma solucdo de 5ml de
extrato hidroetandlico da propolis vermelhade propolis adicionado a 5ml de metanol
sem AICl; e apds foi realizada as leituras das absorbancias a 415nm em
espectrofotobmetro (Série 2000, CECIL CE 2041, Cambridge, Inglaterra). O teor de
flavonoides totais foi determinado usando uma curva padrdo com quercetina (Sigma-
Aldrich Chemie, Steinheim, Alemanha) (0-50 mg.L™) como padrdo. A média de trés
leituras foram usadas e expressas como mg de quercetina equivalentes (QE)/100g da
prépolis.

Atividade antioxidante pelo método DPPH. Para avaliagdo 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). Para isso, 0s extratos
foram diluidos em metanol em diferentes concentracdes (100, 50, 40, 20, 5 e 2ppm).
1ml de cada concentracdo foi posta em tubos de ensaio juntamente com 1ml de uma
solucdo metandlica de DPPH 60umol.L-1. Ap6s 30 minutos foi medida a absorbancia
das amostras em espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 520nm, tendo como
branco somente o metanol.

A porcentagem de inibicdo referente a cada concentracdo do extrato
hidroetanolico da propolis vermelhafoi obtida a partir da relagdo da absorbancia do
mesmo com a absorbancia de uma solucdo contendo 1ml de metanol e 1ml da solucéo
de DPPH. Todas as analises foram realizadas em triplicata. Apos a obtencao dos valores

percentuais de inibicdo do radical livre, o0s mesmos foram analisados em Software
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Oringin 7.0 com a finalidade de se obter um grafico que apresentasse valores pelos
quais seria calculada a concentragdo inibitdria de 50% do radical DPPH (ICs).

Avaliacdo do potencial genoprotetor. A analise do efeito genoprotetor da
prépolis vermelha foi realizado através do ensaio cometa em linhagem de células
hepéticas (hepatdcitos ZF-L) (0,7x10°células.ml™), cultivadas em DMEM (Dulbecco
modification of Minimum Essential Media; GIBCO®), suplementadas com 10% de
soro fetal bovino e 1% de antibidticos. As células hepaticas foram expostas ao peroxido
de hidrogénio (H,O,; 150uM por 2h de exposicdo) para inducdo da genotoxicidade
(controle positivo) e a agua destilada estéril (controle negativo). As culturas celulares
também foram co-tratadas com concentragfes crescentes de amostras de prépolis (100,
250 e 500pg/ml) e H,O, (150uM), durante 2h a 37°C em atmosfera de 5% de CO;
(grupo teste).

As células foram homogeneizadas em agarose 0,8% e espalhadas em laminas
preparadas, as quais foram mergulhadas em solugdo de lise por 1h, seguida de
neutralizagdo. Posteriormente, as laminas foram mantidas em tamp&o de eletroforese a
4°C por 20 minutos, seguido de corrida por 20 minutos, 1,6Vem™. As laminas, foram
coradas em uma solucdo de brometo de etidio (20pug/ml) e analisadas com o auxilio de
microscopio de fluorescéncia. O grau de lesdo do DNA foi identificado visualmente
através da andlise da cauda formada pelos fragmentos de DNA, sendo que o tamanho da
cauda foi proporcional a dimensdo do dano causado (Mezzalira et al. 2014). Foram
analisados 100 cometas por lamina e classificados por analise visual, dentre cinco
categorias (0, 1, 2, 3 e 4), que representam a percentagem de DNA na cauda do cometa,

indicando o grau de lesdo sofrido pela célula (Lovell et al. 1999).

4

Znixi

O indice de dano (ID) foi obtido pela seguinte formula: ID = i-0 ,onde M
é 0 nimero de células com nivel de dano | (0,1, 2,30u4).

O efeito de protecdo das amostras testes sobre a genotoxicidade induzida pelo
H.0, (50uM por 2h de exposicao) foi calculado de acordo com Waters et al. (1990),
segundo a férmula: % Reducdo=(A-B/A-C)x100, onde A corresponde ao ID induzido
pelo H,O,, B corresponde ao ID induzido pelo tratamento genoprotetor (H,O, + amostra
teste) e C corresponde ao ID atribuido ao controle negativo (agua destilada).

Analise estatistica. Para andlise estatistica dos efeitos genotoxico e

genoprotetor foram utilizados os testes ANOVA e Newman-Keuls no software Prism®
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versdo 5.0 (GraphPad Prism Software), sendo os resultados considerados significantes

quando p<0,05.

EXPERIMENTO IN VIVO

Animais experimentais e bioética. Quarenta ratos machos, adultos da espécie
Rattus norvegicus Berkenhout, 1769, linhagem wistar, com 60 dias de idade, peso
médio de 200g, fornecidos pelo Biotério da Universidade Estadual do Rio Grande do
Norte (UERN). Os animais foram acondicionados em gaiolas de propilpropileno,
mantidos com temperatura (23°C+£2°C) e umidade controlada (55%+10%) com
fotoperiodo de 12h claro/escuro, alimentados com racdo comercial (Purina®) e agua
oferecidas ad libitum, durante todo o procedimento experimental. A composi¢do da
racdo, segundo as informacdes do fabricante (Purina®) é de aproximadamente 23% de
proteina bruta, 4% de lipidios totais, 5% de fibra e 12% de minerais.

Os protocolos experimentais utilizados neste estudo foram submetidos a
aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual do Rio
Grande do Norte (CEUA/UERN), com namero de protocolo 002/2018.

Delineamento experimental da cirrose hepatica. Os animais foram
distribuidos em quatro grupos experimentais e avaliados 0s parametros bioquimicos
séricos indicadores de lesdo hepética, parametros anatomopatol0gicos macroscopicos e
histopatolégicos do figado.

Grupo | (Controle): composto por 10 animais que receberam somente agua
potavel por gavagem, diariamente durante 14 semanas;

Grupo II: composto por 10 animais que receberam 500mg/kg de extrato
hidroetandlico da propolis vermelhaetandlico da propolis vermelha por gavagem,
diariamente durante 14 semanas;

Grupo 1ll: composto por 10 animais que receberam 500mg/kg de extrato
hidroetandlico da propolis vermelhaetandlico da propolis vermelha por gavagem,
diariamente durante 14 semanas e 0,2g/kg de tioacetamida (TAA) intraperitoneal trés
vezes por semana durante 0 mesmo periodo;

Grupo 1V: composto por 10 animais que receberam 0,2g/kg de TAA
intraperitoneal trés vezes por semana, durante 14 semanas.

A via de administracdo e a dose de TAA que foi utilizada para indugdo da

cirrose hepatica, foram estabelecidas conforme descrito por Amin et al. (2012). A
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escolha da via de administracdo e a dose do extrato hidroetandlico da prépolis
vermelhade propolis também foi baseada em estudos prévios da literatura, sendo assim
estabelecido conforme descrito por Mahmoud et al. (2015).

Coleta e processamento de amostras sanguineas. Os animais foram
anestesiados utilizando solucdo de cetamina (100mg/kg) e xilazina (100mg/kg), via
intraperitoneal. Em seguida foi realizada laparotomia através de incisdo sobre a linha
alba, de modo a permitir acesso a veia hepatica. De cada animal, foi realizada coleta de
3ml de sangue, utilizando-se seringa e agulha 30x0,7 mm, acondicionado em tubos sem
adicdo de anticoagulante e em seguida inclinados e mantidos em repouso para obtencéo
do soro sanguineo. O soro obtido foi armazenado em freezer (-80°C) para posterior
analise bioquimica.

Analise bioquimica da funcdo hepatica. As amostras de soro sanguineo
foram analisadas para determinacdes dos seguintes marcadores de lesdo hepaética:
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), albumina (ALB), proteina
total (TP), glicose (GLIC), triglicerideos (TRIG) e bilirrubina total (BIL). Para isso, as
amostras foram testadas por meio de reagentes comerciais (LABTEST, Belo Horizonte,
MG) e em seguida submetidas a leitura em aparelho analisador bioquimico por meio de
espectrofotometria (BIOPLUS 2000).

Exame anatomopatolégico. Imediatamente ap6s a coleta de sangue, 0s
animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, sob anestesia dissociativa. Em
seguida, os animais foram pesados individualmente com o auxilio de balanca de
precisdo e submetidos a necropsia, utilizando-se a técnica proposta por Vasconcelos
(1996), com exame externo do animal, seguido da abertura das cavidades torécica,
abdominal e craniana, realizou-se a retirada dos Orgdos presentes nas respectivas
cavidades e o exame macroscopico dos 6rgdos. O figado de cada animal foi pesado e
examinado de modo a permitir a identificacdo de possiveis alteracdes em relacdo ao
padrdo normal, considerando especialmente alteragdes de peso, tamanho, coloracéo e
consisténcia.

Analise dos resultados. Os dados obtidos dos parametros bioquimicos séricos
e do peso dos figados, foram expressos como média + desvio padrdo. Para avaliar
possiveis diferencas entre os tratamentos, os dados obtidos foram submetidos a analise
de variancia ANOVA de uma via, seguida de pés-teste de comparacdo multipla de
Tukey, sendo considerados significativos os valores de p<0,05. Os dados foram

analisados através do programa estatistico SAS (2002).
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Exame histopatoldgico. Fragmentos dos orgdos foram fixados em solucéo
tamponada de formol a 10% e processados de forma rotineira para histologia, incluidos
em parafina, cortados a 5um de espessura e corados pela hematoxilina-eosina (HE). Os
espéecimes de tecido hepatico também foram submetidos a coloracdo de Tricromico de
Gomori para identificacdo das fibras colagenas, segundo estabelecido por Andrade et al.
(1999).

Avaliacéo estereoldgica. Os figados foram seccionados seguindo um padrdo
de amostragem aleatdria de modo uniforme e sistematico, conforme descrito por Marcos
et al. (2012). Em dois fragmentos hepaticos corados pelo método de hematoxilina
eosina e Tricromico de Gomori, por animal foram avaliados aleatoriamente cinco
campos microscopicos, os quais foram capturados na objetiva de 20x, utilizando um
sistema de video microscopio (Leica), sendo analisado cegamente um total de 20
campos microscopicos para cada animal. Sobre a imagem de cada campo, foi
sobreposto um sistema de teste composto por 50 pontos de teste (PT) utilizando o
software Imagem Pro-Plus (Versdo 4.5.0.29.), capaz de avaliar hepatocitos, sinusdides e
fibras de colagenos. A densidade volumeétrica (\VVv) dos referidos parametros foi avaliada
pela sequinte formula: Vv= PP/PT (%) (PP representa 0s pontos que atingem a
estrutura).

Anélise dos dados. Os valores foram expressos em média +desvio padrdo,
bem como valores minimos e maximos através do programa estatistico SAS verséo 8.0.
Apbs analise dos pressupostos paramétricos, diferencas estatisticas entre os diferentes
grupos experimentais foram obtidas por analise de variancia (One —-Way ANOVA),
seguida por teste de Tukey. Dados percentuais sofreram transformacio arco seno Vx.

Efeito antineoplasico. A atividade antineoplasica do extrato hidroetanolico da
prépolis vermelhaetanodlico da préopolis vermelha foi realizada através do ensaio de
citotoxidade em linhagem celular de carcinoma hepatocelular humano (HepG2). Para a
comparacdo e avaliacdo do efeito seletivo da citotoxidade foi utilizado a linhagem de
células sadias (fibroblastos-L.929).

A avaliacdo da atividade citotoxica do extrato hidroetandlico da prépolis
vermelhaetandlico da propolis vermelha nas células neoplésicas (HepG2) e normais
(fibroblastos-L929) foi realizada pelo ensaio colorimétrico MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetil2-tiazolil)-2,5-difenil-2H tetrazdlio) de acordo com a metodologia descrita
por Mosman (1983). As células foram adicionadas em placa de 96 (1.5x10°

células/pogo), suplementada com 10% de soro fetal bovino e tratadas com extrato
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hidroetandlico da propolis vermelhavermelho da propolis nas concentracdes de 500;
250; 125; 62,5; 31,2; 15,6; 7,81 3,90 1,95, e 0,97pg/ml™. Em seguida, foram incubadas,
por 24h em estufa a 5% de CO; a 37°C e, posteriormente, foram adicionados 25ul da
solucdo de MTT, e realizada a leitura da absorbancia em espectrofotémetro a 595nm.

Anélise dos dados. Os dados médios das absorbancias obtidos das amostras
foram comparados por analise de variancia ANOVA seguida do pds-teste de Tukey
utilizando o programa Prisma versdo 5.0 (GraphPad Software), com nivel de
significancia de p<0,05. Também foi registrada a porcentagem de inibicdo xlog da
concentracdo e determinadas suas ICsg e respectivos intervalos de confianca (IC 95%) a
partir de regressdo nado-linear, utilizando o programa Prisma versdo 5.0 (GraphPad
Software).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Teores de fenois e flavonoides totais. Os teores de fenois e flavonoides totais
variaram, respectivamente de 74,92+0,51 a 141,07+1,27mg GAE/100g e 2,42+0,17 a
8,35+0,28mg QE/100g (Tabela 1). Os extratos confeccionados com propolis vermelha
oriundos de Parnamirim-RN apresentaram maiores teores de fenois e flavonoides totais,
observando que os teores variam de acordo com o local o qual foi obtido a propolis.
Dessa forma, esse fato estd de acordo com aqueles publicados na literatura, no qual
afirmam que os teores de fenois e flavonoides totais presentes em uma amostra de
prépolis estdo intimamente relacionados com a ecologia da flora de cada regido visitada
pelas abelhas (Cardinault et al. 2012, Nunes & Guerreiro 2012). Outros
estudos também revelaram que a propolis vermelha coletada em Alagoas (Frozza et al.
2013), Cuba (Piccinelli et al. 2005) e China (Hatano et al. 2012) apresentaram
composi¢do quimica variada e continham quantidades significativas de fenois e
flavonoides totais. Varios estudos destacam que muitas fungdes biolégicas da propolis
podem ser atribuidas aos seus componentes antioxidantes e anti-inflamatorios, os quais
sdo promovidos pelos compostos fenolicos (Freitas et al. 2008, Lustosa et al. 2008,
Aradjo et al. 2016). Dessa forma, a constatacdo de elevados teores de fenois e
flavonoides totais sdo indicadores de qualidade da propolis vermelha oriunda do Rio
Grande do Norte.

Atividade antioxidante. O extrato hidroetanélico da  prépolis

vermelhaetandlico da propolis vermelha foi submetido ao teste de atividade
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antioxidante, utilizando a metodologia do sequestro do radical DPPH. Como a atividade
antioxidante é atribuida a capacidade de eliminar as espécies reativas de
oxigénio/radicais livres por doacdo de hidrogénio, utiliza-se o teste de reducdo 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). A capacidade
sequestrante do radical DPPH é representada pelos valores de 1Csy (%) das amostras
comparados a quercetina pura, usada como padrdo de referéncia. Vale lembrar que
quanto menor o valor da ICsy (%), maior a capacidade sequestrante do radical e,
portanto, maior a atividade antioxidante.

Foi observado que atividade antioxidante variou respectivamente de
141,074£0,21pg/ml a 54,14+1,50ug/ml, para as amostras de propolis coletadas de
Mossor0-RN e Parnamirim-RN (Tabela 1). Melo et al. (2010) classificam a atividade
antioxidante de um extrato hidroetandlico da propolis vermelhacomo boa quando
apresenta  (ICso<65ug/ml), moderada  (ICs0<152pg/ml) e baixa atividade
(ICs0>152ug/ml). Usando essa classificagdo observou-se que, no geral, a propolis
vermelha do presente estudo apresenta boa atividade antioxidante. Em um estudo
realizado por (Frozza et al. 2013), a propolis vermelha coletada em Sergipe, apresentou
um 1Csp de 270ug/ml. Resultados semelhantes foram obtidos por Pinheiro (2009) com
propolis vermelha da mesma regido geografica, com ICso de 294ug/ml). Desta forma, as
amostras de propolis vermelha do presente estudo apresentaram expressivos ICsq (%),
guando comparado com os referidos autores.

Apobs constatar alta atividade antioxidante da propolis vermelha de Alagoas,
Aguiar et al. (2018), sugerem que esta pode ser usada como auxiliar no tratamento de
doencas degenerativas, dentre estas o Alzheimer. Sob o ponto de vista da composicédo
quimica e atividade antioxidante, os resultados obtidos no presente estudo sdo bastante
promissores podendo a propolis vermelha do Rio Grande do Norte constituir uma
alternativa vidvel do ponto de vista econdmico e com eficacia farmacoldgica.

(Tabela 1) - Médiat desvio-padrdo dos teores de fenois, flavonoides totais e atividade antioxidante de
quatro amostra de prépolis vermelha obtidas no semiarido do Rio Grande do Norte, Brasil.

Amostra Origem Geogréafica Fenois totais Flavonoides totais RSA IC
(mg GAE/100g + DP) (mg QE/100g +DP) (ng/mi+DP)
A Parnamirim-RN 141,07+1,27 8,35+0,28 61,04+0,315
B Parnamirim-RN 120,41+1,13 6,12+0,30 54,14+1,50
C Mossor6-RN 74,92+0,51 2,42+0,17 141,07+0,21
D Mossoré-RN 86,09+0,47 3,60+0,40 129,10+0,49

GAE, acido gélico equivalente; ICs, concentracdo inibitéria de 50%; QEAC, quercetina teor antioxidante
equivalente; RSA (ICx), atividade sequestrante de radicais; DP, desvio padrao.
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Efeito genoprotetor. Considerando que o dano ao DNA pode interferir em
processos celulares essenciais, como a replicagdo e a transcricdo, além de poder levar a
morte celular e induzir mutagdes que causam cancer e que contribuem para 0 processo
de envelhecimento, torna-se importante avaliar possiveis eventos que levam a
instabilidade genémica, bem como aqueles ligados a manutencdo da estabilidade do
genoma (Hoeijmakers 2009). Os estudos de genotoxicidade representam um papel
importante no desenvolvimento de novos farmacos, devendo realiza-los nos estagios
iniciais do seu desenvolvimento, a fim de se identificar uma potencial atividade
genotoxica e/ou carcinogénica e para auxiliar na obtencdo de novas estruturas quimicas
menos tdxicas. Assim, os testes de genotoxicidade sdo utilizados como uma varredura
do espectro toxicoldgico de substancias naturais ou sintéticas capazes de produzir
efeitos genotdxicos, bem como auxilia na descoberta de substancias antigenotoxicas ou
genoprotetoras para o0 uso cotidiano da prevencao de mutacdes ao DNA (Aquino 2010,
Niwa et al. 2013).

O ensaio cometa é utilizado para deteccdo de danos ao DNA. Nesse ensaio, 0
material genético da célula é fragmentado com o uso de substancias quimicas ou
radiacdo e a seguir € submetido a uma eletroforese, dessa forma, ocorre a migracdo do
DNA fragmentado sobre o gel de agarose e as extremidades quebradas da molécula de
DNA, de carga negativa, tornar-se livres para migrar no campo eléctrico em sentido ao
anion, formando assim uma estrutura que se assemelha a um cometa. O comprimento e
a quantidade de DNA na cauda do cometa refletem o dano ao material genético (Fikrova
et al. 2011).

Com esta finalidade, no presente estudo, foram realizados testes in vitro com
objetivo de avaliar o efeito genotdxico e o possivel efeito genoprotetor do extrato
hidroetandlico da propolis vermelhaetandlico da prépolis vermelha do Rio Grande do
Norte contra os danos causados no DNA pelo H,0,. Os resultados demonstraram que
ndo foram encontrados efeitos genotdxico do extrato hidroetandlico da prépolis
vermelhaetandlico da propolis vermelha, uma vez que na comparacdo das médias dos
indices de dano ao DNA da célula (hepatocitos ZF-L), em todas as concentracdes
testadas do extrato, ndo foram observadas diferengas significativas em relagdo ao

controle negativo (agua destilada estéril) (Tabela 2).
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(Tabela 2) - Média+ desvio-padrao dos indices de dano ao DNA (idDNA), analisados pelo ensaio cometa
para avaliacdo da genotoxicidade do extrato hidroetandlico da prépolis vermelhaetanélico da proépolis
vermelha, apdés exposicdo das células hepaticas (hepatécitos ZF-L), por 2h em trés diferentes
concentragdes do extrato, ao peroxido de hidrogénio (H202) e a 4gua destilada estéril

Parametro Concentracdo do extrato hidroetandlico da propolis  Controle +  Controle -
vermelha(ul/ml)
500 250 100
IdDNA 8,15+2,05a 7,99+2,322 6,97+2,42a  158,38+13, 7,80+2,32a
25b

IdDNA = indice de dano ao DNA, controle positivo (+) = peroxido de hidrogénio (H,0,), controle
negativo (-) = agua destilada estéril.

Também foi possivel constatar que as médias dos danos promovidos ao DNA
em todas as concentracdes testadas do extrato hidroetandlico da propolis vermelhade
propolis vermelha foi significativamente inferior a média do controle positivo (H20,), 0
qual é frequentemente utilizado como substancia genotoxica padrdo em exposicoes in
vitro capazes de promover fragmentacdo do DNA. Os percentuais de reducdo da
genotoxicidade foram 90,17+3,01, 71,15+2,64 e 43,07+4,99, respectivamente, para as
concentragfes de 500, 250 e 100ul/ml do extrato hidroetanélico da propolis vermelha
(Tabela 3).

(Tabela 3). Média + desvio-padrdo do percentual de reducdo de genotoxicidade, analisados pelo ensaio
cometa para avaliagio do efeito genoprotetor do extrato hidroetandlico da prdpolis

vermelhahidroetanélico da prépolis vermelha em células da linhagem L929, co-tratadas com trés
concentragdes de amostras de prépolis e peroxido de hidrogénio.

Parametro analisado Concentracdo do extrato hidroetandlico da propolis vermelha (ul/ml)

500 250 100

% de reducdo da

Desta forma, os resultados obtidos no presente estudo demostram que a
propolis vermelha apresentou efeito antigenotdxico ou genoprotetor.

A literatura frequentemente ressalta que as propriedades bioldgicas da prépolis
estdo relacionadas a presenca de uma variedade de compostos biologicamente ativos,
principalmente de compostos fendlicos, os quais englobam os flavonoides (Naggar et al.
2016). E justamente nessa constatacdo que a propolis vermelha analisada no presente
estudo se enquadra, uma vez que na avalicdo da composicdo quimica do extrato,
constatamos altos teores de compostos fendlicos e flavonoides, além de alta atividade
antioxidante. Os compostos fendlicos ja foram descritos por apresentar atividade
antigenotdxica por causa de sua atividade antioxidante (Gontijo et al. 2014). Dessa
forma, a atividade antioxidante da propolis vermelha poderia ser a possivel explicagdo
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para efeito genoprotetor. As substancias bioativas com capacidade antioxidante
presentes no extrato hidroetanodlico da prépolis vermelhaprovavelmente interagiram
com o H,0,, bloqueando seu efeito genotdxico, protegendo assim o DNA. Nao existe
na literatura estudos de avaliacdo de efeito genotdxico ou genoprotetor da propolis
vermelha utilizando ensaio cometa. Tal falta ressalta o ineditismo deste estudo. A
constatacdo do efeito genoprotetor em linhagem de hepatécitos ZF-L, permite sugerir
que a propolis vermelha obtida no Rio Grande do Norte pode ser capaz de auxiliar na
prevencdo de doengas desencadeadas por danos ao DNA.

Bioquimica sérica. A avaliacdo da funcdo hepéaticados R. norvegicus
Berkenhout, 1769, linhagem Wistar, nos diferentes grupos experimentais no presente
estudo, consistiu na determinacdo dos parametros bioquimicos  séricos, 0s
quais demonstraram que os valores médios da enzima AST, estava dentro dos
considerados normais para a espécie e ndo diferiram significativamente entre G1, G2 e
G3, quando comparadas entre si, enquanto que no G4 houve aumento significativo dos
niveis em relacdo aos demais grupos. Com relacdo aos niveis séricos da enzima ALT,
observou-se que ndo houve diferenca significativa entre G1 e G2 e aumento
significativo dos valores médios G3 e G4 em relacdo aos demais grupos. (Tabela 4).

O figado produz mais de 60 transaminases, sendo que duas sdo de maior
importéncia clinica, a AST e ALT Kwo et al. 2017). Suas elevac¢des podem refletir dano
ao figado, pois quando ocorrem les6es ou destruicdo das células hepaticas, ha liberacédo
destas enzimas para a circulacdo sanguinea, sendo, portanto, indicadores sensiveis de
dano hepatico (Hasan et al. 2013). Dessa forma, a analise dos parametros bioquimicos
séricos confirmou o efeito deletério da TAA, tendo em vista que os valores médios das
referidas enzimas foram significativamente superiores aos valores observados nos
demais grupos. Os resultados obtidos na avaliacdo da enzima AST demonstraram que
seus niveis ndo sofreram alteracdes nos G1, G2 e G3, indicando que a administracdo do
extrato da propolis vermelha ndo causou toxicidade hepética, bem como exerceu efeito
hepatoprotetor frente ao dano hepatico induzido pela TAA.

O efeito hepatoprotetor da propolis vermelha obtida em Cuba, foi avaliado por
Remirez et al. (1997) através da inducdo de toxidade hepatica pela administracdo de
64mg de alcool etilico em camundongos, os quais foram pré-tratados nas doses de 25,
50 e 100mg de extrato hidroetandlico da propolis vermelhaetanolico de propolis. No
estudo, os autores verificaram que no grupo tratado com propolis, houve reducdo

significativa dos niveis séricos da ALT e que os efeitos hepatoprotetores da prépolis
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foram dose-dependentes. Os autores sugerem que a propolis vermelha exerceu efeito
hepatoprotetor, devido suas propriedades antioxidantes, que exerce efeito sequestrador
dos radicais livres, que sdo capazes de promover efeitos deletérios no figado. Harrizul et
al. (2018) também observaram reducdo das enzimas séricas, esta reducdo representa
menor lesdo hepética, além da reducédo dos escores de degeneracéo das células do figado
e reacdo inflamatéria em ratos pré-tratados com 280mg/kg de prépolis obtidos na
Indonésia, o quais foram submetidos experimentalmente a lesdo hepética induzida pelo
farmaco hepatotdxico acido valpréico na dose de 350mg.

Com relacdo aos valores médios dos niveis séricos de albumina e proteinas
totais, os valores também estavam dentro dos considerados de normalidade para a
espécie e ndo foram observados diferenca significativa entre os G1, G2 e G3. No G4
houve reducdo significativa dos valores (Quadro 4). MensuracGes de albumina e
proteinas totais, sdo também marcadores frequentemente utilizados como uma prova de
funcdo hepética, j& que a maioria das proteinas plasmaticas sdo produzidas
exclusivamente pelo figado Schinoni (2006), assim, este resultado poderia indicar
também auséncia de hepatotoxicidade da prépolis vermelha, bem como ressalta seu
efeito hepatoprotetor.

Tabela 4. Valores de média + desvio padrdo dos parametros bioquimicos séricos, em ratos Wistar nos
grupos experimentais G1 (controle), G2 (tratados com extrato hidroetanélico da propolis vermelha), G3

(tratados com extrato hidroetanélico da prdpolis vermelha e TAA), G4 (tratados com TAA) e valores de
referéncia

Parametros GRUPOS EXPERIMETAIS
(Unid.) G1 G2 G3 G4 Referencia
AST (U/L) 97,14+4,77a 108,33+8,38a 114,22+7 31a 184,7+19,87b 131,33 + 43,98
ALT (U/L) 62,16+20,21a 67,99+11,72a 114,7 #15,35h 120,79+12,71b 57,55 + 11,95
ALB (g/dL) 2,41+0,3a 2,23+0,17a 2,1+0,49% 1,60,61b 2,65 + 0,30
PT (g/dL) 6,88+0,61a 6,80+0,30a 5,11#0,5a 3,710,46b 5,75 + 0,87
BILT (mg/dL) 0,09+0,01a 0,11£0,02a 0,10£0,01a 0,30£0,05b 0,02 -0,18¢
GLIC (mg/dL) 120,9+16,14a 114,14+17,03a 127,57+30,63a 117,80+3,0a 138,72 +30,1b
TRIG (mg/dL) 47,4+10,93a 42,82+12,14a 41,2+10,36a 40,82+7,0a 46,87 + 18,73a

a,b,c médias seguidas de letras minusculas diferentes na linha significa diferenca estatistica (p<0,05).
AST: enzima aspartato aminotrasferase; ALT: enzima alanina aminotrasferase; ALB: albumina, PT:
proteina total, GLIC: glicose, TRIG: triglicerideos,; BILT: bilirrubina total

Referencia: C. M. Lima et al., Scientia Plena 10, 034601 (2014)

As médias da mesma linha seguidas por letras iguais sdo estatisticamente iguais. Teste t de Student
pareado; #teste de Wilcoxon (P<0,05).

Outro ponto relevante constatado nesse trabalho foi a elevacgéo significativa dos
niveis séricos da bilirrubina no G4, enquanto que nos G1l, G2 e G3 os
valores mantiveram-se dentro dos considerados normais para a espécie e ndo diferiram

entre si. Nao foram observadas diferencas significativas nos valores médios de glicose e
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triglicerideo entre os grupos experimentais (Tabela 4). A avaliacdo dos niveis séricos de
bilirrubina serve para diagnosticar e ou monitorar doengas do figado como cirrose,
hepatite ou obstrugdo biliar (Thapa & Walia 2007). A bilirrubina é um subproduto do
metabolismo da hemoglobina no figado e quando hd o excesso dessa substancia no
sangue € sinal de que ela ndo estd sendo corretamente metabolizada pelo figado
(Martelli 2012). Assim, a permanéncia dos valores séricos da bilirrubina nos G1, G2 e
G3, poderia reforcar a auséncia de hepatotoxicidade e efeito hepatoprotetor da propolis
vermelha do Rio Grande do Norte.

Avaliacdo macroscopica e histologica. No exame macroscépico dos figados
coletados ao final do periodo experimental, foi possivel constatar que os animais dos G1
e G2 apresentaram figado com aspecto morfoldgico dentro da normalidade observada
para a espécie, sem evidencias de alteracdes da forma, coloracéo e consisténcia (Fig.1A,
Fig.1B). Enquanto que os animais dos grupos G3 e G4 desenvolveram cirrose. Os
figados dos animais do G3 apresentaram superficie contendo pequenos nodulos
nivelados com a superficie do 6rgdo e capsula pouco espessada, além de consisténcia
relativamente macia e coloracdo amarelo esbranquicada (Fig.1C). Os figados dos
animais do G4 apresentaram evidéncias de evolucdo de uma cirrose severa, o qual foi
caracterizado pela presenca de grandes nodulos regenerativos na superficie, capsula
espessada consisténcia endurecida e resistente ao corte, além de coloragdo amarronzada.
(Fig.1D).

(Figura 1) - Aspecto macroscopico dos figados de ratos Wistar nos grupos experimentais G1 (controle),
G2 (tratados com extrato hidroetandlico da prépolis vermelha), G3 (tratados com extrato hidroetanélico
da prépolis vermelha e TAA) e G4 (tratados com TAA). Nota-se nos G1 e G2 figados com aspecto

morfolégico normal, no G3 figado cirrético com pequenos nédulos regenerativos e nivelados com a
superficie e no G4 figado cirrético com grandes nddulos regenerativos na superficie
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Peso do figado. O parametro relativo ao peso do figado foi estatisticamente

semelhante entre os G1 e G2. Houve aumento significativo do peso do figado nos G3 e
G4 em relacdo aos demais grupos. O aumento do peso dos figados nos G3 e G4 em
relacdo aos demais grupos provavelmente esta relacionado com os aspectos patologicos
caracteristicos do tecido hepéatico com cirrose. Os principais processos patoldgicos que
ocorrem na cirrose sao fibrose, regeneracdo ou proliferacdo celular (lvanova 2016),
assim, frequentemente ocorre hipertrofia do figado, tal como observado nos figados dos
animais dos G3 e G4 (Tabela 5).

(Tabela 5). Valores de média + desvio padrdo do peso dos figados de ratos Wistar nos grupos
experimentais G1 (controle), G2 (tratados com extrato hidroetandlico da propolis vermelha), G3 (tratados
com extrato hidroetanolico da propolis vermelha e TAA) e G4 (tratados com TAA)

Variavel Grupos experimentais
(unidade) Gl G2 G3 G4
Peso (g) 10,05a+2,4 8,73a+0,64 15,98b+1,9 17,01b+0,89

As médias da mesma linha seguidas por letras iguais sdo estatisticamente iguais.
Teste t de Student pareado; #teste de Wilcoxon (P<0,05).

Na avaliacdo histopatoldgica, realizada nas laminas coradas pela hematoxilina
eosina (HE), evidenciou-se que o tecido hepéatico dos animais dos G1 e G2, ndo
apresentaram alteraces, demonstrando aspecto histolégico normal (Fig.2A, Fig.2B).
No figado dos animais do G3 foi possivel constatar necrose de hepatdcitos,
caracterizada pela presenca de células com nucleo picnético, em cariorrexia e acidofilia
citoplasmatica. A necrose dos hepatdcitos foi mais evidente na regido centro-lobular e
regido periportal. Foi possivel também constatar focos isolados de hiperplasia de
hepatdcitos, presenca de discreta deposicdo de tecido conjuntivo em torno da veia
centro-lobular, além de finos septos de tecido conjuntivo envolvendo nédulos de

hepatécitos e moderada hiperplasia de ductos biliares (Fig.2C). As alteracGes
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histolégicas foram mais severas no figado dos animais do G4, onde foi possivel
constatar a presenca de grandes nddulos regenerativos de hepatocitos circundados por
espessos septos de tecido conjuntivo em ponte, além de deposicao de tecido conjuntivo
na regido periportal e ao redor da veia centro-lobular e moderada hiperplasia de ductos
biliares (Fig.2D).

(Figura 2) — Fotomicrografias dos cortes histoloégico dos figados de ratos Wistar corados com
hematoxilina e eosina. (A) Grupos experimentais G1 (controle), (B) G2 (tratados com extrato
hidroetanolico da prépolis vermelha) e corados pelo método de tricromico de Gomori (C) G3 (tratados
com extrato hidroetanolico da prépolis vermelha e TAA) e (D) G4 (tratados com TAA). Nota-se nos G1
e G2 figados com aspecto histologico normal, no G3, noédulos regenerativos circundados por finos septos
de tecido conjuntivo e no G4 nddulos regenerativos circundados por espessos septos de tecido conjuntivo
fibroso

Notaveis avancos na compreensdo dos mecanismos responsaveis pela lesdo
hepatotoxica surgiram a partir de estudos em modelos in vitro ou in vivo. Tais modelos
também permitiram comprovar as potencialidades terapéuticas e toxicas de farmacos ou
produtos naturais. As lesdes patoldgicas causadas por hepatotoxinas em modelos
experimentais podem assemelhar-se as lesbes que ocorrem em diversas doencas do
figado de animais e humanos (Yogalakshmi et al. 2010). Existem varios modelos

animais que reproduzem lesbes hepaticas, tanto cirdrgicos como quimicos. Os



75

procedimentos quimicos sdo desenvolvidos por meio da administracdo de substancias
hepatotoxicas. Dentre diversos modelos experimentais de inducdo da cirrose, a TAA,
droga originalmente usada como fungicida para proteger laranjas contra a deterioracéo e
reconhecida posteriormente como potente hepatotoxina, demostrou ser 0 mais
promissor, por produzir padrdo morfolégico macroscépico e histologico, que se
assemelham a cirrose em humanos (Passos et al. 2010).

O estudo do potencial hepatotdxico e hepatoprotetor de um farmaco ou
produtos naturais pode ser avaliado pelo diagndstico de lesbes hepaticas, através do
estudo das alteragdes do perfil bioquimico sérico, podendo ser confirmado pelo exame
anatomopatoldgico do figado (Garcia et al. 2004b).

Dessa forma, niveis elevados de AST, ALT e bilirrubina no sangue
acompanhada de alteracbes histoldgicas hepaticas como degeneragcdo, necrose e
hiperplasia de hepatdcitos, além de fibrose sdo indicadores de lesdo hepatocelular
induzidas pela TAA. Nos figados dos animais pertencentes ao grupo tratado com TAA
(G4), foi observado perda do padrdo arquitetdnico do érgdo, com presenca de nodulos
regenerativos caracteristicos da cirrose. A cirrose € a resposta cicatricial do figado na
maioria das doencas hepaticas inflamatorias crénicas ou avancadas, que é definida
anatomicamente como um processo difuso de fibrose e formacdo de nodulos,
acompanhando-se frequentemente de necrose hepatocelular (Brandéo et al. 2006).

Assim, os resultados obtidos na avaliacdo do efeito hepatoprotetor da propolis
vermelha do Rio Grande do Norte sdo promissores, no sentido da reducdo dos danos
hepéticos induzidos experimentalmente por substancias hepatotoxicas. Na avaliacdo
macroscopica e histoldgica dos figados dos animais do G3 foi evidenciado que o extrato
hidroetandlico da prépolis vermelhaetandlico da prépolis vermelha exerceu efeito
hepatoprotetor, reduzindo a gravidade da cirrose, pois, foi possivel constatar que 0s
nddulos regenerativos caracteristicos da cirrose foram menores e mais discretos, quando
comparados aos dos animais do G4. Também se verificou que nos animais do G3, a
deposicdo de tecido conjuntivo foi menos intensa e 0s septos que envolviam os nddulos
regenerativos apresentaram-se finos e pouco evidentes (Fig.2C).

Analise estereoldgica. A analise dos tecidos hepéticos nos diferentes grupos
experimentais, por meio de estereologia, mostrou que ndo houve diferenca estatistica
entre o percentual de hepatocitos nos G1 e G2. No entanto, no G4 o percentual de
hepatdcitos reduziu significativamente em relagdo aos demais grupos, enquanto que o

percentual de hepatdcitos do G3 nédo diferiu do G1, G2 e G4, demostrando que o uso da
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prépolis apresenta acdo profilatica quando h& ingestdo de algumas drogas
hepatotoxicas. Do mesmo modo, houve reducdo significativa do percentual de
sinusdides no G4, ja nos G1, G2 e G3 ndo diferiu significativamente. Quanto ao
percentual de colageno presente nas amostras de tecido hepatico, foi observado que nao
houve diferenca significativa nos G1 e G2. Nos G3 e G4 verificou-se aumento
significativo do percentual de colageno e diferenca significativa em relacdo aos demais
grupos (Tabela 6).

(Tabela 6). Valores de média * desvio padrdo dos parametros estereoldgicos dos figados de ratos Wistar

nos grupos experimentais G1 (controle), G2 (tratados com extrato hidroetandlico da prépolis vermelha),
G3 (tratados com extrato hidroetandlico da propolis vermelha e TAA) e G4 (tratados com TAA)

GRUPOS EXPERIMENTAIS

Variaveis (%)

Gl G2 G3 G4
Hepatdcitos 77,64a+ 5,91 77,472 £3,18 64,60 ab +0,50  55,68b+3,70
Sinusoides 19,01a+5,01 18,02a+5,31 17,29a+8,48 9,78b+4,78
Colégeno 3,35a%1,49 4,453 +4,78 18,11b+7,98 34,54¢+5,22

As médias da mesma linha seguidas por letras iguais sdo estatisticamente iguais. Teste t de Student
pareado; #teste de Wilcoxon (P<0,05).

No presente estudo, buscou-se analisar as imagens histoldgicas do tecido
hepatico pelo método estereoldgico. Nesse método € possivel determinar parametros
quantitativos tridimensionais de estruturas anatémicas a partir de cortes histoldgicos
bidimensionais. A estereologia é uma ferramenta que proporciona excelentes resultados,
uma vez que permite a obtencdo de dados confidveis quanto a andlise quantitativa de
material de origem histoldgica (Ochs 2006). Através do referido método foi possivel
constatar as mudancas histologicas que ocorreram nos figados dos ratos nos diferentes
grupos experimentais. Portanto, a reducdo do percentual de hepatécitos do G4 pode ser
atribuida ao efeito lesivo da TAA sobre essas células, enquanto que o aumento do
percentual de hepatécitos no G3 em relagdo ao G4 pode indicar que o extrato
hidroetandlico da prépolis vermelhaetandlico da prépolis vermelha protegeu o0s
hepatécitos do efeito deletério da TAA, ou ainda que possivelmente o extrato
hidroetandlico da propolis vermelhaetanolico da prdpolis vermelha pode ter contribuido
para a regeneracao de hepatdcitos lesionados.

Os hepatocitos sdo as principais células parenquimatosas do figado, séo
capazes de realizar quase todas as funcdes atribuidas a esse 6rgéo, sendo considerada a

celula mais multifuncional do organismo (Harzer et al. 2015).
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Assim a auséncia de diferenca estatistica do percentual de hepatécitos no G3
em relagdo ao G1 e G2 e aumento significativo em relagdo ao G4 pode indicar uma
melhora morfolégica que, pode resultar em uma melhora funcional do figado,
confirmando mais uma vez o efeito hepatoprotetor do extrato hidroetanolico da propolis
vermelhaetanolico da prépolis vermelha.

As alteracdes dos percentuais de sinusdides também refletem nas mudangas
histolégicas ocorridas no tecido hepético dos ratos submetidos a diferentes protocolos
experimentais. Os sinusoides hepaticos sdo capilares ou canais localizados no espaco
entre os corddes de hepatocitos, por onde o0 sangue passa até atingir a veia hepatica
terminal. Suas paredes sdo revestidas de células endoteliais fenestradas que expde 0s
hepatocitos diretamente a uma série de hormonios, fatores de crescimento e nutrientes,
que possuem acdo hepatotrofica (Jesus et al. 2000). A reducdo significativa do
percentual de sinusoides no G4 pode ser explicado pelo estabelecimento da fibrose que
ocorreu com maior intensidade no referido grupo. Segundo Bedossa et al. (2003), a
morte dos hepatocitos leva ao reparo por fibrose, havendo deposi¢do do tecido fibroso,
que ocorrera ao redor dos vasos sinuséides, causando fibrose obliterativa, que como
consequéncia pode resultar no comprometimento do fluxo sanguineo e biliar intra-
hepético. Esse conjunto de caracteristicas reduz o contato do sangue com os hepatécitos,
que pode afetar a disponibilidade de nutrientes e fatores hepatotroficos para os
hepatocitos e prejudicar suas fungoes.

As alteracdes verificadas nos percentuais de coldgenos também podem ter
relacdo com os aspectos patoldgicos caracteristicos do tecido hepatico com cirrose,
tendo vista que a literatura conceitua a cirrose como sendo a fase final da lesdo hepética
crbnica em resposta a uma agressao direta ou a uma inflamacéo, se forma uma grande
quantidade de tecido fibroso, depositando-se especificamente fibras de colageno, dessa
forma, o aumento significativo de colageno no G4 reflete claramente essa condi¢do. A
reducdo significativa do percentual de colageno de G3 em relacdo ao G4 reflete também
o efeito hepatoprotetor da prépolis vermelha do Rio Grande do Norte, o qual foi capaz
de reduzir o dano aos hepatdcitos, a fibrose reparativa e manutengdo do padrédo
histoldgico préximo ao observado no tecido hepéatico normal, como verificado nos
grupos G1 e G2.

Avaliacdo da atividade citotdxica e antineoplésica. Apesar dos estudos
realizados e dos investimentos aplicados em pesquisas, a quimioterapia do cancer ainda

desestimula estudiosos, devido a multipla resisténcia as drogas e aos sérios efeitos
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colaterais resultantes das similaridades morfoldgicas e fisiologicas entre as células
normais e transformadas (Kamb 2005). Por esses motivos, é de grande importancia
identificar moléculas naturais com potencial atividade terapéutica para realizagdo de
futuros estudos clinicos e que sirvam de fonte de conhecimento para sintese de novos
compostos com atividade antitumoral mais efetiva e menos toxica (Sawicka et al. 2012).

Os testes de citotoxicidade realizados in vitro, sdo parte do screening inicial
para determinar o possivel potencial antitumoral de um produto natural (Oliveira et al.
2012). Foi avaliada a atividade antineoplasica do extrato hidroetandlico da prépolis
vermelhaetanodlico da prépolis vermelha do Rio Grande do Norte através do ensaio de
citotoxidade em linhagem celular de carcinoma hepatocelular humano (HepG2), pelo
teste MTT, desenvolvido por Mosman (1983), para estimar a proliferagdo e a
sobrevivéncia celular. O ensaio é definido na literatura como apropriado para estimar a
citotoxidade com rapidez e precisdo, sendo considerado um dos testes mais utilizados
pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI) para uso em programas de
avaliacdo da atividade antineoplasica na rotina de triagem de drogas anticancer
(Oliveira et al. 2012). O teste baseia-se na capacidade da succinato desidrogenase, uma
enzima do ciclo de Krebs ativa em mitocondrias de células vidveis, em converter o sal
de tretazolium (MTT), que € hidrossoltvel e de cor amarelada, em cristais de formazan,
que sdo de cor purpura. Dessa forma, a quantidade de formazan medida por
espectrofotometria € diretamente proporcional ao nimero de células viaveis (Porto et al.
2011).

Diversos estudos, in vitro e in vivo, tém sido realizados com o intuito de
demonstrar o potencial antiproliferativo da propolis brasileira e de seus constituintes
isolados, sendo que alguns resultados se mostram favoraveis ao seu uso (Miguel &
Antunes 2011, Salatino et al. 2011, Sforcin & Bankova 2011, Cardinault et al. 2012).
Dentre esses estudos, pode-se citar o de Li et al. (2008), no qual demonstra que a
propolis vermelha oriunda do nordeste brasileiro exibiu potencial antitumoral,
relacionado a presenca de flavonoides e pterocarpanos. Dentre os compostos avaliados,
a flavanona 7-hidroxi-6-methoxiflavanona e a isoflavona mucronulatol exibiram potente
acdo citotoxica contra as linhagens de melanoma (B16-BL6), carcinoma de pulméo de
Lewis (LLC), adenocarcinoma pulmonar humano (A549), fibrocarcinoma metastatico
(HT-1080) e LLC, A549, respectivamente. Nas flavanonas, a auséncia ou presenca da

hidroxila no carbono 3 (C-3) pode estar envolvida no potencial citotoxico desses
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compostos. Em relacdo as isoflavonas, o aumento no nimero de grupos metoxila na
estrutura base, necessariamente aumentou o potencial citotoxico.

Nesse mesmo viés, Awale et al. (2008) avaliaram a atividade citotoxica do
extrato hidroetanolico da propolis vermelhametandlico da propolis vermelha e alguns de
seus compostos isolados revelando que, tanto o extrato hidroetanolico da prépolis
vermelhatotal 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 esta associado a um processo tempo-
dependente por via ndo-apoptoOtica, que ndo conduz a fragmentacdo do acido
desoxirribonucleico (DNA), mas as alteracbes morfologicas do tipo necrética. Vale
mencionar também o trabalho realizado por Frozza (2016), que constataram efeito
citotoxico do extrato hidroetandlico da propolis vermelhaetandlico da prépolis vermelha
oriunda dos estados de Sergipe e de Alagoas, contra células tumorais da linhagem Hep-
2. Baseado nesse resultado os autores concluiram que a prépolis vermelha passa a ser
uma candidata promissora para inibir o crescimento celular e contribuir para 0s
diferentes passos relacionados com o processo de carcinogénese.

A doxorrubicina, utilizada como droga de referéncia, apresentou citotoxicidade
em todas as linhagens celular testadas, com valores de ICsy que variaram de
0,4818ug/ml a 2,343ug/ml para as linhagens de L929 e HepG2, respectivamente
(Tabela 7).

(Tabela 7). Valores da concentracdo inibitoria (ICsg) promovidos pelo extrato hidroetandlico da propolis
vermelha produzida pela abelha (Apis mellifera) e quimioterapico doxorrubicina frente as linhagens de
células L929 e HepG2 pelo ensaio MTT ap6s 72 horas de exposicao.

COMPOSTOS LINHAGENS CELULARES- IC5 uG/ML
L929 HepG2
Extrato hidroetanélico da prépolis >500 pg/MlI 358 ug/Mi
vermelha
Doxorrubicina 0,4818 pg/MlI 2,343 pg/Ml

*Valores de 3 experimentos independentes e apresentados em valores de 1Cs, obtidos por regressdo nao-
linear com intervalo de confianga de 95%

Como parametro de atividade antitumoral, o NCI em seu programa de triagem
de drogas anticancer, considera como compostos que possui atividade antineoplésica,
quando apresentarem 1Cs0<30ug/ml (Itharat et al. 2004). O indice ICsp = indice de
citotoxicidade correspondente a concentragdo capaz de reduzir o niumero de células a 50
%, 0 extrato hidroetandlico da propolis vermelhaetandlico da prépolis vermelha do Rio

Grande do Norte apresentou ICsy respectivamente de >500ug/ml para as linhagens de
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células normais (L929) e de 358ug/ml para células tumorais de céancer de figado
humano (HEPG2).

CONCLUSOES

A propolis vermelha obtida no Rio Grande do Norte exerceu efeito
hepatoprotetor, uma vez que in vitro promoveu reducdo do dano ao DNA em células
hepéticas lesionadas pelo H,O,. O efeito hepatoprotetor do extrato hidroetanolico da
prépolis vermelhaetandlico da prépolis vermelha foi constatado em R. norvegicus
Berkenhout, 1769, linhagem wistar, tratados com 500mg/kg de extratos etanolico da
prépolis e submetido experimentalmente a inducdo de cirrose por TAA, 0s quais
apresentaram reducdo dos niveis séricos de enzimas indicadoras de lesdo hepéticas e

da gravidade da cirrose.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos, sob as condicbes experimentais
empregadas no presente estudo, podemos concluir:

O extrato hidroetanolico da prépolis vermelhahidroetandlico da propolis
vermelha ndo apresentou efeito genotdxico, em todas as concentragdes testadas;

O extrato hidroetandlico da propolis vermelhahidroetandlico da prépolis
vermelha apresentou atividade genoprotetora sobre os danos ao DNA induzido através
do perdxido de hidrogénio (H,05).

Os resultados dos niveis séricos das enzimas indicadoras de lesdo hepética
(AST e ALT) indicaram que o0 extrato hidroetanélico da propolis
vermelhahidroetandlico da prdpolis vermelha produzida por abelha Apis mellifera ndo
causou toxicidade hepética e exerceu efeito hepatoprotetor frente ao dano hepatico
induzido pela tioacetamida (TAA);

Através da avaliacdo anatomopatoldgica dos figados foi possivel constatar o
efeito hepatoprotetor do extrato hidroetandlico da propolis vermelhahidroetanolico da
prépolis vermelha, uma vez que as alteracbes macroscopicas e histologicas indicativas
de cirrose foram menos expressivas nos G3 (500mg/kg de extrato hidroetandlico da
propolis vermelhaetandlico da propolis vermelha por gavagem, diariamente durante 14
semanas e 0,2g/kg de (TAA) intraperitoneais trés vezes por semana durante 0 mesmo
periodo).

A cirrose induzida pela TAA promoveu aumento significativo do peso dos
figados nos G3 (500mg/kg de extrato hidroetanolico da prépolis vermelhaetandlico da
prépolis vermelha por gavagem, diariamente durante 14 semanas e 0,2g/kg de (TAA)
intraperitoneal trés vezes por semana durante o mesmo periodo) e G4 (0,2g/kg de
(TAA) intraperitoneal trés vezes por semana, durante 14 semanas);

A andlise estereoldgica demonstrou aumento do percentual de hepatécitos e
sinusoides hepaticos, além da reducdo do coldgeno no G3, significando uma melhor
integridade morfologica do figado e efeito hepatoprotetor do extrato hidroetanolico da
prépolis vermelhahidroetandlico da prépolis vermelha, frente a lesdo hepética induzida
pela TAA;

O extrato hidroetandlico da prépolis vermelhahidroetandlico da propolis
vermelha ndo apresentou efeito citotoxico nas linhagens celulares L929 e HepG2.
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Titulo do Projeto Potencial hepatop tor e genop tor da prépolis vermelha produnida por

abelha (Apis mellifera) no Semando do Rio Grande do Norte, Brasil.

A pesquun é um ptojcto de doutorado e sera desenvolvida no Bioténo da UERN. O objetivo
serd avahar a auvidade biolégica in vive e in virro da prépohis vermelha produzida pelas abelhas Apis
mellifera no semmando do Rio Grande do Norte, Brasil. Especificamente objetiva-se quantificar o teor de
fendis 1otas ¢ flavonordes totms da prépolis vermelha da abelha Apis mellffora. Quanuficar anvidade
annoxidante da propolis vermelha, Avahar o efeito hepatoprotetor do extrato hidroalcéolico de propohis
vermelha através de marcadores bioquimicos séncos de fungfio hepdnuca e awavés de alteragdes
anatomopatolégicas do figado de ratos Wistar na Curose Expernnmental crénica e na lesdio aguda indunida
por noacetanuda ¢ paracetamol, respectuivamente; Analisar as alteragdes hustopatolégicas do figado de

ratos Wistar curonicos tratados ou ndo com o extrato hudroalcéolico de préopohis vermelha: Avalar a ‘

auvidade citotdxica da prépohis vermelha em células mmorais e a capacidade genoprotetora dos extratos
hidroalcéolico de prépolis vermelha Serfio unlizados 43 Ratos Wistar machos com 60 dias de idade
pesando aproximadamente 200g, provemientes do Biotério da UERN. Durante o periodo expenimental,
odos os ammms permanccerio alojados em caixas de polhipropileno (4 anunms por caxa), sob condigdes
ambientais controladas de temperatura (22 = 24°C) e slumanacdo ( ciclo de 12 horas claro’/ 12 horas
escuro). recebendo ragio comercial ( Punna) e agua ad libirum. Para indugho de curose hepanuca cronica,
ratos Wistar, receberfio mjegdes de Tioacetamuda (TAA) (0.2g/Kg, 1.p) trés vezes por semana durante 14
semanas. Grupo GC (10 animais) ~ Grupo Controle recebera 0.2g / kg de noacetamuda 1 p trés vezes
d 14 semanas. Grupo GS (S animais) ~

dos os dias

POr semana, mais Agua potavel por gavagem
Grupo Sadio que nfo recebera h r submendo ao estresse da gavagem com adgua
potavel dianamente durante 8 semanas. Grupos Gl (10 animais) - serfio submendos ao modelo de
curose hepatica com mjegdes de TAA (0.2g/Kg. 1p) rés vezes por semana durante 14 semanas Os

animais comesarfio a receber a gavagem dianamente, dos extratos de propolis (50mg/ml/ kg). qumnze dias
antes do inicio da admunsstragho da TAA ¢ 1 do d todo o procedimento expennmental G2 (6
animais) - serdio submendos ao modelo de lesdio hepanca aguda com admumstragdo de Paracetamol
(Ge/kg) por gavagem. G3 (6 animais) ~ receberdo somente os extratos de prépohis por gavagem durante
15 dins. G4 (6 animais) — receberfo durante 15 dias extrato de propolis por gavagem, € apos esse periodo
receberdo. também por gavagem, a dose do paracetamol (3g/kg). Serio determunadas as concentragdes de

compostos fenélicos, de flavonoides por meio de métodos espectroforoméricos e a auvidade anuoxidante

por DPPH. A avahaglio do efeito hepatoprotetor na fase aguda e crénica sera (imnduzidas por paracetamol
e nocetanuda respectivamente), sendo aplicado teste MTT para avalhar anvidade de citotéxadade e ensaio

cometa na agdo de genoprotecio. O cronograma encontra-se adequado.

2 - ENTEDIMENTOS E RECOMENDAGOES

O protocolo apresentado pode ser executado a partir da liberagdo deste parecer. Apos o periodo de realizagio da
pesquisa, o pesquisador devera preparar um relaténo final ¢ em seguida encamunhi-lo a este CEEA

' 3- PARECER

O P g gy e ce APROVADO

Mossord, 23 de Agosto de 2018

Pouto. ysa movina.
Paula Vivianne Souza de Queiroz Moreira
Coordenadora CEEA/UERN

Conuté de Etica em Pesquusa ~ CEP/UERN ~ Faculdade de Ciéncias da Sande, Rua Atirador Maguel Antémuo da Silva Neto, /o -

Asroporto — Mozsord RN CEP.: $9.607-360 Home Page: di e br/cep e-mal:



