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POTENCIAL HEPATOPROTETOR, ANTINEOPLASICO E GENOPROTETOR DA
GEOPROPOLIS PRODUZIDA POR ABELHA JANDAIRA (Melipona subnitida D.)
NO SEMIARIDO DO RIO GRANDE DO NORTE, BRASIL

PAIVA, Kaliane Alessandra Rodrigues de. Potencial hepatoprotetor, antineoplasico e
genoprotetor da geopropolis produzida por abelha jandaira (Melipona subnitida D.) no
semiarido do Rio Grande do Norte, Brasil. 2020. 103f. Tese (Doutorado em Ciéncia
Animal) - Programa de P6s-graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal Rural do
Semiarido (UFERSA), Mossor6-RN, Brasil, 2020.

RESUMO: Objetivou-se avaliar o potencial hepatoprotetor frente as injdrias induzidas por
acetaminofen, a atividade antineoplasica e genoprotetora do extrato hidroetandlico da
geoprépolis produzida por Melipona subnitida D., na regido semiarida do Nordeste brasileiro.
Foram avaliadas a composicdo quimica e atividade antioxidante das seis amostras (Al, A2,
A3, A4, A5, A6) deextrato hidroetandlico da geopropolis. Foram avaliados o potencial
hepatoprotetor através das analises bioquimica da funcdo hepatica, avaliagdo macroscopica,
histolégica e estereoldgica dos figados em 04 grupos experimentais (G1- controle negativo,
G2- 50 mg/kg de extrato hidroetandlico da geoprépolis, G3- 50 mg/kg de extrato
hidroetandlico da geoprépolis e 600 mg/kg de acetaminofen, G4- 600 mg/kg de
acetaminofen) constituidos por 06 roedores da espécie Rattus norvegicus Berkenhout, 1769,
linhagem Wistar, com lesdo hepatica aguda induzida por acetaminofen. O potencial
antineoplasico foi determinado pela avaliacdo do efeito citotoxico do extrato hidroetandlico
da geopropolis em linhagens celulares de carcinoma hepatocelular humano (HepG2) e
fibroblastos de camundongos L929. O efeito genoprotetor foi analisado em linhagem celular
de fibroblastos de camundongo L929. As amostras do extrato hidroetandlico da geopropolis
apresentaram 41 compostos fendlicos, distribuidos entre fenois e flavonoides. Relata-se pela
primeira vez, em geopropolis de meliponideos, a presenca de lignan 4-
demethyldeoxypodophyllotoxin 4-O-glucopyranoside. As amostras Al, A2, A4, A5 e A6
apresentaram moderada atividade antioxidante expressas pelos valores de 1Cso igual a 82,50,
122,20, 98,80, 76,30 e 144,0, respectivamente, correlacionados com os elevados teores de
fendis e flavonoides totais que variaram entre 16,62 + 3,91 a 28,46 £ 1,73 e 14,72 £ 3,75 a
32,22 + 4,43, respectivamente. Os resultados dos niveis séricos das enzimas TGO e TGP dos
ratos, indicaram que o extrato hidroetandlico da geopréopolis de M. subnitida D. ndo causou
hepatotoxicidade. Na avaliacdo macroscépica dos figados, no grupo G3 foi possivel constatar
coloracdo marrom pélida e discreta hemorragia, no G4 presenca de sufusées hemorrégicas na
capsula, contornos irregulares e acentuacdo do padrdo lobular. Na histoarquitetura dos
figados verificou no G3 focos de hepatdcitos tumefeitos, vacuolizados e necrosados, no G4
degeneracdo e necrose difusa de hepatécitos. Na estereologia, observou aumento no
percentual de hepatdcitos e sinusoides, bem como, reducdo de coldgeno no grupo G3 em
relacdo ao G4. O extrato hidroetandlico da geopropolis apresentou efeito citotoxico contra
linhagem celular HepG2 e fibroblastos-L929, ap6s 72 h de exposi¢do, com valores de ICso
igual a 365,00 e 250,9 pug/mL, respectivamente. Também apresentou efeito genoprotetor, com
percentuais de redugédo de genotoxicidade de 90,74%, 73,12% e 48,18%, nas concentrag0es
de 500, 250 e 100 ul/mL do extrato, respectivamente. Conclui-se que o extrato hidroetandlico



da geopropolis de M. subnitida D. apresenta composi¢do quimica variada, elevados teores de
fendis e flavonoides totais, potencial hepatoprotetor contra lesdes hepéaticas agudas, efeito
citotoxico em células neoplasicas e atividade genoprotetora, podendo ser um produto natural
promissor na quimioterapia.

Palavras-chave: Abelha sem ferrdo. Genoprotecdo. Geopropolis. Lesdo hepética.
Quimioterépico.

HEPATOPROTECTIVE, ANTINEOPLASTIC AND GENOPROTECTIVE
POTENTIAL OF THE GEOPROPOLIS PRODUCED BY JANDAIRA BEE (Melipona
subnitida D.) IN THE SEMI-ARID REGION OF RIO GRANDE DO NORTE, BRAZIL

PAIVA, Kaliane Alessandra Rodrigues de. Hepatoprotective, antineoplastic and
genoprotective potential of the geopropolis produced by jandaira bee (Melipona
subnitida D.) in the semi-arid region of Rio Grande do Norte, Brazil. 2020. 103f. Tese
(Doutorado em Ciéncia Animal) - Programa de Pos-graduacdo em Ciéncia Animal,
Universidade Federal Rural do Semiarido (UFERSA), Mossoro-RN, Brasil, 2020.

ABSTRACT: The objective was to evaluate the hepatoprotective potential against injuries
induced by acetaminophen, the antineoplastic and genoprotective activity of the
hydroethanolic extract of the geopropolis produced by Melipona subnitida D., in the semiarid
region of Northeast Brazil. The chemical composition and antioxidant activity of the six
samples (A1, A2, A3, A4, A5, A6) of geopropolis hydroethanolic extract were evaluated. The
hepatoprotective potential was evaluated through biochemical analysis of liver function,
macroscopic, histological and stereological evaluation of the livers in 04 experimental groups
(G1- negative control, G2- 50 mg/kg of hydroethanolic extract from geopropolis, G3- 50
mg/kg of hydroethanolic extract of geopropolis and 600 mg/kg of acetaminophen, G4- 600
mg/kg of acetaminophen) consisting of 06 rodents of the species Rattus norvegicus
Berkenhout, 1769, Wistar strain, with acute liver damage induced by acetaminophen. The
antineoplastic potential was determined by evaluating the cytotoxic effect of the
hydroethanolic extract of geopropolis in human hepatocellular carcinoma (HepG2) cell lines
and fibroblasts from L929 mice. The genoprotective effect was analyzed in the L929 mouse
fibroblast cell line. Samples of the geopropolis hydroethanolic extract showed 41 phenolic
compounds, distributed between phenols and flavonoids. The presence of 4-
demethyldeoxypodophyllotoxin 4-O-glucopyranoside is reported for the first time in a
meliponid geopropolis. Samples Al, A2, A4, A5 and A6 showed moderate antioxidant
activity expressed by ICso values equal to 82.50, 122.20, 98.80, 76.30 and 144.0,
respectively, correlated with high levels of total phenols and flavonoids ranging from 16.62 +
3.91t028.46 + 1.73 and 14.72 + 3.75 to 32.22 + 4.43, respectively. The results of the serum
levels of the enzymes TGO and TGP of the rats, indicated that the hydroethanolic extract of
the geopropolis of M. subnitida D. did not cause hepatotoxicity. In the macroscopic
evaluation of the livers, in the G3 group it was possible to observe a pale brown color and
slight hemorrhage, in the G4 the presence of hemorrhagic suffusions in the capsule, irregular
contours and accentuation of the lobular pattern. In the histoarchitecture of the livers, in G3 it



was found foci of tumefied, vacuolized and necrotic hepatocytes, in G4 degeneration and
diffuse necrosis of hepatocytes. In stereology, there was an increase in the percentage of
hepatocytes and sinusoids, as well as a reduction in collagen in the G3 group compared to
G4. The hydroethanolic extract of the geopropolis showed a cytotoxic effect against HepG2
cell line and L929 fibroblasts, after 72 h of exposure, with ICso values equal to 365.00 and
250.9 ug/mL, respectively. It also had a genoprotective effect, with percentages of
genotoxicity reduction of 90.74%, 73.12% and 48.18%, at concentrations of 500, 250 and
100 ul/mL of the extract, respectively. It is concluded that the hydroethanolic extract of the
M. subnitida D. geopropolis presents varied chemical composition, high levels of total
phenols and flavonoids, hepatoprotective potential against acute liver lesions, cytotoxic effect
on neoplastic cells and genoprotective activity, being a promising natural product in
chemotherapy.

Keywords: Stingless Bee. Genoprotection. Geopropolis. Hepatic lesions. Chemotherapy
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1 INTRODUCAO

No Brasil, Melipona subnitida D., conhecida como abelha jandaira, é uma espécie
nativa do Nordeste, pertencente ao bioma Caatinga, poliniza plantas silvestres e culturas
cultivadas nas regides semiaridas da Caatinga e Umida da floresta pré-amazonica, sendo um
importante polinizador, estando associada a conservacdo ambiental e producdo de frutos
(SOUZA et al., 2013, 2018). Esta espécie adiciona solo ou argila em suas respectivas
prépolis, formando geoprépolis, que apresenta uma composicao quimica variavel, conforme a
vegetacdo explorada, clima da &rea e espécie de abelha, com substancias bioativas e
propriedades medicinais atribuidas aos elevados teores de fendis e flavonoides totais
(ALMEIDA-MURADIAN et al., 2013; SILVA et al., 2013). Em uma triagem fitoquimica de
um extrato hidroetandlico da geoprépolis de M. subnitida D., revelou a presenca de taninos
hidrolisaveis, flavonois, flavonas, xantonas e triterpenos pentaciclicos livres (SOUSA et al.,
2015). Fenilpropandides, hexosideos de galoilo, acido elagico, acil-(cinaminoil/coumaroil)-
hexosidos,  acil-(cinaminoil/coumaroil)-galoil-hexosideos e  flavondides, 7-O-metil
naringenina, 7-O-metil aromadendrina, 7,4-di-O-metil aromadendrina, 4'-O-metil-
caempferol, 3-O-metil-quercetina, 5-O-metil-aromadendrina e 5-O-metil-kaempferol e
flavondides O-glicosidos acilados foram detectados em geopropolis de M. subnitida D.
coletados no estado da Paraiba, Nordeste do Brasil, e exibia potencial atividades
antioxidantes e antinociceptivas (SOUZA et al., 2013, 2018; SILVA et al., 2014).

Além dessas atividades bioldgicas, a geopropolis, apresenta chalconas, um
composto quimico capaz de reduzir a viabilidade celular de hepatocarcinoma humano
(HepG2), com alto potencial citotoxico (TAMIELLO, 2013). Costa (2018) demonstrou
atividade genoprotetora e hepatoprotera da geopropolis de Partamona cupira, que apresentou
em sua composicdo quimica 20 compostos fenolicos, distribuidos entre fendis e flavonoides,
dentre eles, as chalconas, flavonas e flavonois. Com isso, cresce o interesse por pesquisas
sobre atividades biologicas da geopropolis (MIRANDA-VILELA et al., 2008; SANCHES et
al., 2017; NUNES, 2018).

Nesse contexto, a industria farmacéutica tem se preocupado em desenvolver
novas drogas hepatoprotetoras, antineoplasicas e genoprotetoras com a finalidade de
conseguir uma maior eficiéncia e disponibilizar ao consumidor uma variedade de
medicamentos com baixo preco de mercado (SPIRA et al., 2002; ZHANG et al., 2008), pois
as doencas hepéticas e neoplasias, como 0 hepatocarcinoma humano, constituem um dos

maiores problemas de salde de ordem mundial, contabilizando no Brasil, 30 mil mortes por
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ano com doencas hepaticas e 16,4% por cancer (KAMB, 2005; CARVALHO et al., 2014;
MELO et al., 2017; PANIS et al., 2018). Ademais, o figado é um 6rgéo vital que facilmente
sofre lesbes decorrentes de infecgbes virais, ingestdo de alcool, ataques imunolégicos,
acumulo hereditario de metal, parasitoses e uso excessivo de drogas para combater diversas
doencas, especialmente pelo consumo de acetaminofen como antipirético (SPIRA et al.,
2002; LOPES; MATHEUS, 2012; TONG et al., 2017). Além disso, sofre lesGes devido a
algumas atividades hepaticas, como a saturacao das vias por detoxificacdo e a N-hidroxilacdo
mediada pela via citocromo P450, que tornam as drogas mais toxicas para 0 organismo e a
exposi¢édo cronica a essas substancias geralmente resulta na alteracdo da funcdo organica, na
diminuicdo do 6rgdo e no aumento do tecido conjuntivo fibroso intra-hepatico (MACIAS et
al., 2017).

Em pesquisas com finalidade de verificar o efeito hepatoprotetor de produtos
naturais é utilizado substancias hepatotoxicas, como a tioacetamida, tetracloreto de carbono e
acetaminofen para inducdo de lesbes hepaticas cronicas e agudas (BHADAURIA et al., 2007,
AYDIN et al., 2010; AMARAL et al., 2013; PASQUALINI et al., 2016). Dentre diversos
modelos experimentais de inducdo de lesdes hepéticas aguda, o acetaminofen é o mais
utilizado por produzir padrdo morfologico macroscopico e histologico compativel com
hepatite toxica em humanos em um periodo experimental de no maximo 48 h, além de
apresentar menor taxa de mortalidade entre os animais experimentais (SAID, 2001; SILVA et
al., 2014).

No Brasil sdo realizadas varias pesquisas sobre o efeito protetor da propolis de
Apis mellifera contra danos quimicamente induzidos no DNA e atividade hepatoprotetora
(CAMPELLO et al., 1999; BANSKOTA et al., 2000; PARK et al., 2004; ALMEIDA, 2009).
Todos os estudos demonstraram a prépolis como um excelente potencial hepatoprotetor em
injdrias hepaticas induzidas por qualquer agente toxico, podendo ser um produto natural
promissor contra hepatotoxinas (SAID, 2001; BHADAURIA et al., 2007; SILVA et al.,
2019). Pesquisa realizada por Tamiello (2013) revelou as chalconas, presente na propolis,
como compostos quimicos com diversas atividades bioldgicas, dentre elas, a capacidade de
reduzir a viabilidade celular de HepG2, com alto potencial citotoxico nesse tipo de células.

Igualmente, a geoprépolis de meliponideos apresenta uma composicdo quimica
variavel com elevados teores de fenois e flavonoides totais, que sugere uma boa atividade
farmacoldgica, tais como, boa atividade antioxidante, genoprotetora e antimicrobiana
(COSTA, 2018; NUNES, 2018).
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Com isso, torna-se importante realizacbes de pesquisas sobre atividades
bioldgicas da geopropolis, uma vez que possui substancias bioativas com grande potencial
antioxidante, hepatoprotetora, genoprotetor e antineoplasico, podendo o0 extrato
hidroetandlico da geoprépolis de abelhas sem ferrdo prevenir danos ao DNA e combater
celulas neoplasicas, quando submetidas a substancias toxicas. Nesse sentido, o presente
estudo teve como objetivos, avaliar o potencial hepatoprotetor frente as injurias induzidas por
acetaminofen, bem como, avaliar o efeito citotoxico em células neoplasicas e atividade
genoprotetora da geopropolis da espécie M. subnitida D. oriunda da regido semiarida do Rio

Grande do Norte.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o potencial hepatoprotetor, citotdxico e genoprotetor do extrato
hidroetanolico da geoprdpolis de Melipona subnitida D.

2.2 ESPECIFICOS

Identificar os compostos quimicos do extrato hidroetanélico da geoprépolis de
Melipona subnitida D.;

Estimar a atividade antioxidante do extrato hidroetandlico da geoprépolis de
Melipona subnitida D.;

Analisar o potencial hepatoprotetor do extrato hidroetandlico da geoprépolis de
Melipona subnitida D. em lesdo hepatica aguda induzida por acetaminofen em Rattus
norvegicus Berkenhout, 1769;

Investigar a atividade citotoxica do extrato hidroetandlico da geoprépolis de
Melipona subnitida D. em linhagens celulares de fibroblastos de camundongos L929 e
carcinoma hepatocelular humano (HepG2);

Averiguar o potencial genoprotetor do extrato hidroetandlico da geoprépolis de

Melipona subnitida D. em linhagem celular de fibroblastos de camundongo L929.
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CAPITULO 1

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 MELIPONIDEOS

3.1.1 Anatomia e comportamento

Os meliponideos sdo abelhas da subfamilia Meliponinae (Hymenoptera, Apidae),
anatomicamente apresentam como principal caracteristica o ferrdo atrofiado (vestigial), que
durante o processo evolutivo perdeu a funcdo de defesa, ocasionando uma denominacgédo de
“sem ferrdo” (BARRETO; TEIXEIRA, 2006). Alem disso, essas abelhas séo formadas por
estruturas que auxiliam na fabricacdo de colmeias e coleta de substancias, que irdo formar
mel, cera e geoprépolis. Essas espécies apresentam trés pares de pernas, nas operarias, o
terceiro par de pernas apresenta uma tibia modificada em corbicula, estrutura importante no
transporte de substancias solidas e pastosas, tais como, pdlen, barro, resina, fibra e sementes.
O torax é constituido por musculos responsaveis pela movimentacéo das asas e pernas, como
também, auxiliam na comunicacdo, promovendo vibragdes para a indicacdo da distancia da
fonte de recursos e na coleta de pdlen de flores. No abdome, estdo alojados o intestino, as
glandulas secretoras de cera, 0s 0rgdos reprodutores e o papo, este ultimo responsavel pelo
transporte do néctar que a abelha coleta (VENTURIERI, 2008).

Essas estruturas anatdmicas sdo muito bem empregadas na taxonomia de abelhas,
pois cada espécie tem variacdes na sua estrutura e coloracdo (FRANCOY; FONSECA,
2010). A espécie Melipona subnitida D., conhecida popularmente por abelha jandaira,
apresenta como caracteristicas anatémicas especificas da espécie, a presenca de coloracdo
ferruginea da pilosidade do torax, constrastando com a cor preta do tegumento do abdémen e
cabeca, manchas subnitidas nos segundo e terceiro tergito metassomal, cabeca de operéria
completamente escura e uma mancha em formato de “W” invertido no clipeo de zangdes
(Fig. 1) (FONSECA et al., 2017).

Os meliponideos mantem um comportamento social e formam grandes coldnias.
Pelo fato de apresentarem um ferrdo sem fungéo defensiva, essas abelhas protegem suas
colmeias usando suas mandibulas para morder, depositam geoprdpolis no individuo que julga
como predador e atacam cabelos, pelos e orificios, como naris, ouvido ou boca para afugentar
0 inimigo préximo da colmeia (MONTEIRO, 2000; CAMARA, 2004).
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Figura 1 - Caracteristicas taxondmicas da espécie Melipona subnitida D.: A- Presenca de coloracdo
ferruginea da pilosidade do tdérax, contrastando com a cor preta do tegumento do abdémen e cabega,
manchas subnitidas nos segundo e terceiro tergito metassomal; B- Mancha em formato de “W”
invertido no clipeo de zangdes

Fonte: Fonseca et al. (2017)

Essas abelhas sdo facilmente adaptadas devido a sua grande capacidade de
nidificacdo, dependo da disponibilidade do local, pode albergar em troncos de arvores, em
cavidades presente no solo, paredes de casas e em ninhos de formigas abandonados, como
também, vivem em colmeias artificiais (CAMARGO; PEDRO, 2003). O ninho € construido
por cerume (mistura de cera com resina vegetal), organizado em células de cria e potes de
alimentos, os favos sdo construidos na posicao vertical formando discos horizontais ou
estruturas helicoidais (SILVA et al., 2014a). As novas colbnias sdo formadas préxima da
colénia mae. O processo de dispersdo natural dessas abelhas é lento, geralmente acontece no
periodo de enxameacdo, as operarias, atraidas pelo ferorménio da rainha virgem voam em
busca de um novo habitat, que é sabidamente selecionado por elas. A colmeia é firmada
quando a princesa realiza o voo nupcial e é fecundada pelo zangdo (BRUENING, 2006;
SILVA et al., 2014a).

Os meliponideos apresentam grande biodiversidade nas regides neotropicais, com
mais de 250 espécies, distribuidas em 27 géneros e apresentam ampla distribuicdo geografica
em todo Brasil (SILVEIRA et al., 2002). A sua distribuicdo geogréafica se deve a predilecdo
aos géneros de plantas, que sdo inumeros, pois, de modo geral, os meliponideos sdo
importantes polinizadores de uma grande biodiversidade de plantas nativas e culturas
agricolas (SILVA et al, 2009). De acordo com Silva et. (2009), essas abelhas sdo
encontradas nas plantas: abébora (Cucurbita sp.), alface (Lactuca sativa), alfavaca (Ocimum

sp.), amor crescido (Portulaca pilosa), braquiaria (Brachiaria sp.), bucha (Luffa cylindrica),
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caju (Anacardium occidentale), carambola (Averrhoa carambola), catinga de mulata branca
(Asteraceae), coentro (Coriandrum sativum), cravinho (Tagetes spl.), crista de galo
(Amaranthaceae), malva (Malvaceae), manjericdo (Ocimum basilicum), margarida
(Asteraceae), maxixe (Cucumis anguria), pinhdo roxo (Jatropha gossypiifolia), tomate
(Lycopersicon esculentum), urucum (Bixa orellana) e vinagreira (Hibiscus sabdariffa), sendo
0 caju e urucum plantas de maior predilecéo pelas abelhas.

Especificamente, cada espécie de abelha apresenta uma variacdo de predilecéo
pela espécie vegetal em locais distintos dentro de cada regido visitada, a exemplo, M.
subnitida D. coleta a resina de espécies vegetais mais proximas da colmeia, mesmo em
ambiente com rica diversidade de fontes vegetais, como o semiarido nordestino, assim
exibem um perfil semelhante de compostos fenolicos, com variagcdes nos valores de fendis e
flavonoides totais (SOUZA et al., 2013, 2018; SILVA et al., 2014b).

M. subnitida D. poliniza plantas silvestres e culturas agricolas nas regides
semiéridas da Caatinga e umida da floresta pré-amazonica, sendo um importante polinizador
no bioma Caatinga, estando associado a conservacdo ambiental e producdo de frutos
(SOUZA et al., 2013, 2018; ALMEIDA-MURADIAN et al., 2013; SILVA et al., 2013).

Uma analise melissopalinologica do mel de M. subnitida D. coletado em duas
regibes semiaridas do estado da Paraiba, Brasil, mostrou 19 tipos de pélen de 9 familias de
plantas (SILVA et al., 2013). No entanto, entre 9 amostras de mel, Mimosa caesalpiniifolia
Benth. (sabia) foi o tipo de polen predominante em 8 amostras. As espécies de plantas da
familia Fabaceae/Mimosoideae sdo muito comuns na regido da Caatinga e foram encontradas
em mel de jandaira em grandes quantidades. Uma quantidade significativa de Mimosa
tenuiflora também foi observada em todas as amostras. Em um pequeno conjunto de
amostras, observou-se que as abelhas M. subnitida D. no semiarido nordestino se alimentam
principalmente de néctar de plantas da familia Fabaceae, com predominancia dos graos de
polen de Mimosa gemmulata (SILVA et al., 2006; SILVA et al., 2013). A inducdo da
floracdo de M. tenuiflora aumenta o suprimento e a coleta de polen pelas abelhas no periodo
de seca do ano, minimizando o efeito da escassez de alimentos nas coldnias, indicando a
importancia das espécies de Mimosa como fonte de recursos utilizados por esta abelha (DOS
SANTOS SILVA et al., 2015; SILVA et al., 2018).

Estudos mostram que M. subnitida D. é uma espécie social e facilmente
cultivada, nativa do Nordeste brasileiro, pertencente ao bioma Caatinga, podendo suportar
periodos de seca prolongados. E uma espécie essencial para a economia local, possuindo alto

potencial de producdo de mel, cera e geopropolis, devido as suas propriedades medicinais



21

atribuidas (ALMEIDA-MURADIAN et al., 2013; SILVA et al., 2013). Além disso, apresenta
importancia ambiental e social dentro de diversos nichos e regides (SILVA; PAZ, 2012).

3.1.2 Meliponicultura

Iniciada pelos indios, a meliponicultura, ao longo do tempo foi praticada de
forma tradicional por produtores de subsisténcia familiar em diversas regides do Brasil
(ALVES et al., 2007). Nas regides Norte e Nordeste, constitui fonte adicional de renda, em
algumas ocasides ¢é parte importante da agricultura familiar, pois seus produtos,
especialmente, geopropolis e mel sdo bastante apreciados pela populacdo local, em
detrimento de seus valores nutricionais e terapéuticos, sendo valorizados economicamente
(SOUZA et al., 2004; LOBATO; VENTURIERI, 2010).

Por serem sem ferrdo e, de modo geral, ndo agressivos, os meliponideos séo
bastante aceitos nas propriedades rurais do Brasil (SILVA; PAZ, 2012), no ambito da
conservacdo ambiental, no entretenimento e como fonte de renda para os produtores rurais, o
que torna a meliponicultura uma atividade crescente no pais (VENTURIERI et al., 2012).

Referindo-se ao Nordeste, hd meliponiculturas bem sucedidas, situadas no Rio
Grande do Norte, Ceara, Pernambuco e Bahia. As atividades da meliponicultura sdo bastantes
intensas, sendo excelente fonte econémica entre as populacdes rurais, se estendendo para
zona urbana. E uma atividade bastante antiga, na maioria dos casos, os filhos herdam dos
pais, utilizando como fonte de subsisténcia associada as atividades agricolas (NETO et al.,
2011; RIBEIRO et al., 2012; LIMA-VERDE et al., 2019).

Os meliponicultores produzem e comercializam de maneira significativa o mel e
extrato de geopropolis. Por serem bastante apreciados, e depenendo da época de colheita, sdo
comercializados com alto valor de mercado, preco estimado do mel entre, R$ 30,00 a R$
100,00 por litro e extrato de geopropolis R$ 20,00 a R$ 45,00 por litro, sendo o extrato da
geoprépolis vendido para uso tépico (LIMA, 2015; LIMA-VERDE et al., 2019). Sdo
produtos que exibem algumas caracteristicas fisico-quimicas e palinoldgicas notaveis
(ALMEIDA-MURADIAN et al., 2013; DA ESCOSSIA PINHEIRO et al., 2018), indicando
qgue na regido semidrida, existe muitas espécies endémicas de plantas com potencial
melipbnico, que sdo bons marcadores geograficos (SILVA et al., 2013; BRASIL, 2014).

De modo geral, os meliponicultores com o intuito de aumentar a produtividade e
qualidade dos produtos (JAFFE et al., 2013), exploram em troncos de arvores, corticos ou em

caixas racionais aliadas aos métodos eficientes de multiplicagdo de ninhos de espécies
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produtivas, adaptadas as condicdes de vegetacdo e clima locais, como: Tilba
(Melipona compressipes (Fabricius, 1804)) no Maranhdo e Piaui (CARVALHO-ZILSE;
KERR, 2004; MONTE et al., 2013), Jandaira (M. subnitida D.) no Ceara (CRUZ et al.,
2004), Jandaira e Mosquito (Plebeia sp.), Urucu (Melipona scutellaris) em Pernambuco e
Paraiba (CARVALHO-ZILSE et al., 2009; GOIS et al., 2010) e Cupira (Partamona sp.) no
Rio Grande do Norte (PEREIRA et al., 2011).

Quando o manejo é realizado de maneira correta essas espécies de abelhas podem
produzir por ano, em média, de oito novas familias em uma caixa de criacdo, constituindo
uma boa fonte de renda para o produtor (VILLAS-BOAS, 2012). Entretanto, a regido
semiarida do Nordeste brasileiro enfrenta dificuldades em manter as abelhas em suas
colmeias, em detrimento da intensa destruicdo da Caatinga, exploracéo irracional de colmeias
e a expansdo de abelhas africanizadas, que contribuem com a migracdo dessas abelhas para
outros ambientes favoraveis a sua permanéncia (FREITAS et al., 2005).

Dentre os produtos produzidos pelos meliponideos, a geoprépolis tem suscitado
crescente interesse dos pesquisadores, que vem desenvolvendo recentes estudos voltados para
0 conhecimento de sua composicdo quimica e atividades farmacoldgicas (FIANCO et al.,
2013; LIMA, 2015; SOUSA et al., 2015). A realizacdo de pesquisa a respeito da constituicdo
quimica da geoprépolis se torna indispensavel para relacionar os compostos bioativos
presentes em sua formulacdo, com suas atividades farmacologicas testadas, ampliando o
respaldo da qualidade desses produtos e oferecendo garantia aos consumidores que fazem uso
em sua rotina (EDUARDO, 2014).

3.2 GEOPROPOLIS

A geopropolis € uma mistura complexa formada por resinas, obtidas pelas
abelhas sem ferrdo da flora da regido (pasto apicola), misturada a cera, secrecdes salivares
das abelhas e barro, com coloracdo variando do verde ao marrom, consisténcia macia e
elastica (Fig. 2). E utilizada na construcéo da entrada e das divisorias do local de nidificacéo
da espécie, vedacdo de frestas e no reparo de danos a colmeia (Fig. 3), como também ¢é
utilizada para afastar predadores préximos da colmeia (MONTEIRO, 2000; CAMARA,
2004; FUNARI; FERRO, 2006; CARVALHO-ZILSE; NUNES-SILVA, 2012).

A geopropolis comecou a ser apreciada desde 1800 a.C., pelas sociedades pre-
colombianas, que ja especulavam sobre suas propriedades medicinais, a qual foi amplamente

usada pela populagdo como agente anti-séptico, no tratamento de doencas respiratorias e



23

dermatose. A partir de seus conhecimentos tradicionais, despertou o interesse da comunidade
cientifica pela descoberta de compostos biologicamente ativos e nos Ultimos 25 anos surgiu o

interesse internacional de pesquisadores.

Figura 2 - Geopropolis de Melipona subnitida D., apresentando
coloracdo verde, com consisténcia macia e elastica

Fonte: Elaboragéo do autor (2020)

Figura 3 - Geopropolis de Melipona subnitida D. na construcdo da
entrada e divisdrias do local de nidificacdo da espécie, vedacgdo de
frestas e reparo de danos a colmeia

Fonte: Elaboracéo do autor (2020)

No periodo de 1981 a 2002, dos 877 compostos organicos introduzidos
mundialmente como farmacos, 61% eram produtos naturais derivados de meliponideos
(BIESMEIJER et al., 2006; CARTAXO, 2012; BARTOLOMEU et al., 2016).
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No Brasil, o interesse por estudos cientificos das propriedades terapéuticos da
geopropolis é recente e tem demonstrado o efeito antineoplasico contra carcinoma
epidermdide laringeo humano (HEp-2) (BARTOLOMEU et al, 2016), acédo
imunomoduladora, antibacteriana e antifungica (ARAUJO et al., 2015a; MACIEL et al.,
2015; OLIVEIRA et al., 2019). As atividades bioldgicas da geoprdpolis sdo atribuidas a
atividade antioxidante dos extratos. Muitos sdo os estudos sobre a atividade antioxidante
desses extratos em diversas regides do Brasil (KUMAZAWA et al., 2004). Varios autores
relatam que algumas propriedades bioldgicas, particularmente a atividade antioxidante, em
extratos etanolicos da geopropolis, se deve em parte ao seu alto contetdo de fendis e
flavonoides totais (MORENO et al., 2000; DA SILVA et al., 2013; SANCHES et al., 2017;
FERREIRA et al., 2019). Lavinas et al. (2019), em uma reviséo de literatura, demonstraram
em varios estudos com extrato etanolico de geoprdpolis das abelhas sem ferrdo uma atividade
antioxidante alta, maior do que a do &cido ascorbico, com capacidade de eliminacdo de
radicais livres e inibicdo completa da producédo dos ions superoxidos e dos radicais hidroxila,
semelhante aos resultados observados para a propolis da espécie Apis mellifera.

A atividade antioxidante é importante na prevencdo de diversas enfermidades,
como o cancer, doencas cardiacas e degenerativas, porque tem como principal acdo controlar
a producdo de radicais livres (CANNIATTI-BRAZACA, 2007). Essa atividade pode ser
realizada por compostos antioxidantes endogenos ou exdgenos. Os exdgenos sdo
provenientes de produtos naturais, tais como, extratos de plantas, propolis ou geopropolis. A
producdo de radicais livres é controlada por varios mecanismos de acdo, de modo geral, 0s
radicais formados a partir de antioxidantes ndo sao reativos para propagar a reacdo em cadeia,
sendo neutralizados por reacdo com outro radical, formando produtos estaveis (SOUSA et al.,
2007).

Os compostos fendlicos presentes na geoprépolis agem como antioxidantes,
devido a sua estrutura quimica, que desempenham acdo de neutralizacdo de radicais livres e
quelacdo de metais de transi¢do, atuando na etapa de iniciacdo e propagacdo do processo
oxidativo (SOETHE et al., 2016). Segundo Machado et al. (2016), esses compostos,
protegem as células hepaticas pela via de sinalizacdo antioxidante fator eritroide nuclear 2
relacionado ao fator 2 (Nrf2)/elemento de resposta antioxidante (ARE), que induz a
expressao de enzimas antioxidantes como a gamaglutamilcisteina sintase (gama-GCS), NQO-
1 e SOD. Além disso, o Nrf2 se liga ao heme oxigenase 1 (HO-1), ARE promovendo a
inducdo do RNAm das enzimas antioxidantes, que agem inibindo o estresse oxidativo e a

morte celular.
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3.2.1 Composi¢do quimica da geopropolis

A composicdo quimica da geopropolis é rica de uma grande variedade de classes
quimicas, com mais de 300 componentes envolvidos, pois advém da vegetacao visitada, solo
e minerais capturados pela abelha, juntamente com os fatores como sazonalidade, genética e
reacOes geradas através das secrecdes hipofaringianas da abelha (hidrélise de glicosideos
flavonoides em agliconas) (NUNES; GUERREIRO, 2012; SOUZA et al., 2013; ALMEIDA
et al., 2016; PEREIRA et al., 2017). Dentre esses componentes, os compostos fendlicos
constitue importante categoria de metabdlitos secundarios, devido sua ubiquidade entre os
vegetais e apresentar estrutura quimica que exerce significativo efeito preventivo e curativo
contra diversas doencas, em especial aquelas provocadas por toxinas (ARNOSO et al., 2019).
Esses compostos se enquadram em diversas categorias, tais como: fenois simples, acidos
fendlicos (derivados de &cidos benzdico e cindmico), cumarinas, flavonoides, estilbenos,
taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas. Dentre esses, se destacam os fenois
e flavonoides por exercerem atividade antioxidante (SOUSA et al., 2007).

Os fendis sdo compostos organicos oxigenados que apresentam o grupo hidroxila
(OH) ligado a um composto aromatico, sendo o grupo funcional dessa estrutura (OLIVEIRA,;
BASTOS, 2011). O hidroxibenzeno é a fomula estrutural do fenol simples, tem como
caracteristica principal ser um &cido fraco, ioniza-se em meio aquoso formando o ion
hidronio, além de ser capaz de reagir com bases, formando sal e dgua (VOLKART et al.,
2017). Os fendis sdo importantes por apresentar excelente atividade antioxidante que, de
acordo com Miranda et al. (2014) e Vieira et al. (2015), os extratos com maiores
concentracdes de fendis totais obtiveram maior atividade antioxidante e foram capazes de
influenciar na atividade enzimatica da tirosinase, enzima responsavel por defeitos da
pigmentacdo da pele.

Os flavonoides se apresentam em varias formas estruturais, sendo conhecida mais
de 4.200 estruturas. Os representantes da classe possuem 15 atomos de carbono em seu
nacleo fundamental, constituido por dois anéis aromaticos unidos por uma cadeia de 3
atomos de carbono. As classes de flavonoides podem ser diferenciadas com base na oxidacao
do anel pirano central (SIMOES et al., 2007; SANTOS; RODRIGUES, 2017). Entre essas
classes estdo as flavonas, flavonois, chalconas, flavanonas, flavanas e isoflavonoides. Os
flavonoides sdo derivados de aminoacidos aromaticos e seus subgrupos variam de acordo
com o padrdo de hidroxila¢do, glicosilacdo e demais rea¢fes que possam alterar a molécula

basica. Esses compostos sdo amplamente estudados por apresentar diversas propriedades
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farmacoldgicas, dentre elas, a atividade antiviral, antitumoral, anti-inflamatoria, antioxidante
e hepatoproterora (LORENZONI et al., 2014; ARNOSO et al., 2019).

Diante da imensa variedade estrutural dos compostos fendlicos, triagens
fitoquimicas sdo requeridas nos estudos com propolis e geoprépolis (SOARES et al., 2016;
SILVA et al., 2019a). Nesse sentido, uma triagem fitoquimica do extrato hidroenat6lico da
geopropolis de M. subnitida D. revelou a presenca de taninos hidrolisaveis, flavondis,
flavonas, xantonas e triterpenos pentaciclicos livres (SOUSA et al., 2015). Fenilpropandides,
hexosideos de galoilo, &cido elagico, acil-(cinaminoil/coumaroil)-hexdsidos, acil-
(cinaminoil/coumaroil)-galoil-hexosideos e flavondides, 7-O-metil naringenina, 7-O-metil
aromadendrina, 7,4'-di-O-metil aromadendrina, 4'-O-metil-caempferol, 3-O-metil-quercetina,
5-O-metil-aromadendrina e 5-O-metil-kaempferol e flavonoides O-glicosidos acilados foram
detectados em geoprépolis de M. subnitida D. coletadas no estado da Paraiba, Nordeste do
Brasil, que exibia potencial atividades antioxidantes e antinociceptivas (SOUZA et al., 2013,
2018; SILVA et al., 2014b). Souza et al. (2013, 2018) e Silva et al. (2014b), observaram que
as amostras de geopropolis coletadas no estado da Paraiba exibiam um perfil semelhante de
compostos fendlicos, sugerindo que as abelhas M. subnitida D. coletam a resina das mesmas
espécies vegetais mais proximas da colmeia, mesmo em ambiente com rica diversidade de
fontes vegetais, como o semiarido nordestino.

Devido a sua diversidade de componentes, a geopropolis de M. subnitida D. é
potencialmente fitotoxica as espécies de plantas Mimosa pudica e Senna obtusifolia, em
intensidades que variaram em funcdo da concentracdo e da parte da planta analisada
(PEREIRA et al., 2017). Por essa razao, € importante a caracterizacdo de perfis quimicos da
geoprépolis de varias regifes do Brasil para a ampliacdo do conhecimento referente as
atividades bioldgicas e toxicidade, pois essas propriedades estdo intrinsecamente associadas a
sua composicdo quimica, que, por sua vez, depende da flora local, sazonalidade, secrecGes
salivares e solo (EDUARDO, 2014).

Atualmente pesquisadores tem utilizado para a caracterizacdo do perfil quimico e
atividade antioxidante da geoprépolis a cromatografia liquida de alta eficiéncia HPLC/DAD,
espectrometria de Massas HPLC-DAD-ESI-MS/MS, a solucdo de Folin-Ciocalteau, solugédo
metanolica de cloreto de aluminio 5% e o método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) para
avaliacdo da atividade antioxidante (MENSOR et al., 2001; FERREIRA et al., 2017).

A caracterizacdo do perfil quimico é realizado através da cromatografia liquida de
alta eficiéncia HPLC/DAD e espectrometria de Massas HPLC-DAD-ESI-MS/MS. O

acoplamento dessas técnicas fornece um rapido e confiavel resultado das analises sobre a
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identidade quimica dos compostos ndo volateis ou termicamente instaveis, bem como, 0s
dados qualitativos e quantitativos. A cromatografia liqguida HPLC é um método de separacdo
de compostos quimicos em solucdo para identificar e quantificar cada componente em uma
mistura, provenientes de fluidos biolégicos, produtos naturais e sedimentos de rio (SILVA;
COLLINS, 2011). Requer aparatos tecnoldgicos complexos, necessitando de detectores como
indice de Refracdo, Ultravioleta, Espalhamento de luz, Fluorescéncia e outros, aliados a
softwares dedicados para analise quantitativa dos componentes das misturas em
concentragdes extremamente baixas. Contudo, € uma técnica de identificacdo de compostos
limitada, devido ao tempo e retengéo, precisando do acoplamento de um espectrometro de
massa para confirmar. Este trabalha medindo atomos e moléculas para determinar suas
massas moleculares para a identidade de uma espécie (LANCAS, 2009).

A solucdo de Folin-Ciocalteau € utilizada para determinar a concentracdo de
fendis totais de uma amostra de extrato de geoprdpolis, o qual é realizado atraves de uma
curva de calibracdo, preparada a partir de uma solucdo padrdo de acido p-cumarico. Para
tanto, a solucdo padrdo e as amostras testes de extrato sdo misturadas a solucdo de Folin-
Ciocalteau junto a solucdo saturada de carbonato de sodio em triplicatas. Os resultados sdo
determinados por meio de uma leitura das absorbancias em ELISA Synergy H1 microplate
reader absorbance, (Software Version 2.06.10), com espectrofotometria UV-visivel a 760 nm,
sob temperatura de 24,6°C. Também ¢ feito uma analise preliminar das concentracGes de
fendis totais da amostra do extrato, através de uma mudanca na colocaracdo da amostra de
extrato ao adicionar a solucdo de Folin-Ciocalteau com solugdo saturada de carbonato de
sodio, a reacdo muda a cor da amostra para azul, que € proporcional aos teores de fenois
totais da amostra, ou seja, quanto maior a concentracdo dos teores de fendis totais, mais
intenso € o azul demonstrado na solugédo (Fig. 4 A) (WOISKY; SALATINO, 1998).

A solucdo metandlica de cloreto de aluminio 5% é utilizada para determinar a
concentracdo de flavonoides totais de uma amostra de extrato da geoprdpolis, o qual é
realizado através de uma curva de calibracdo, preparada a partir de uma solucdo padrdo de
quercetina. Para tanto, a solucdo padrdo e as amostras testes de extrato sdo misturadas a
solucdo metandlica de cloreto de aluminio 5% em triplicatas. Os resultados sdo determinados
por meio de uma leitura das absorbancias em ELISA Synergy H1 microplate reader
absorbance, (Software Version 2.06.10), com espectrofotometria UV-visivel a 420 nm, sob
temperatura de 23,7°C. Tambeém é feito uma andlise preliminar das concentracdes de
flavonoides totais da amostra do extrato, através de uma mudanca na colocaragdo da amostra

de extrato ao adicionar a solucdo metandlica de cloreto de aluminio 5%, a reacdo muda a cor
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da amostra para amarelo, indicando o teor de flavonoides totais. A intensidade do amarelo
demonstra que a amostra apresenta elevados teores de flavonoides totais (Fig. 4 B)
(WOISKY; SALATINO, 1998).

Figura 4 - A- Reacdo do extrato hidroetandlico da geoprdpolis de Melipona subnitida D. com
solucdo de Folin-Ciocalteau e solucdo saturada de carbonato de sodio, mostrando elevadas
concentragdes de fendis totais na amostra do extrato, verificado pela coloracdo azul intenso nos
pocinhos; B- Reacdo do extrato hidroetandlico da geopropolis de M. subnitida D. com solugdo
metandlica de cloreto de aluminio 5%, mostrando elevadas concentracdes de flavonoides totais na
amostra do extrato, verlflcada pela coloragao amarelo mtenso nos pocmhos

Fnte: Elaboracéo d auto (2020)

A determinacéo dos teores de fendis e flavonoides totais é importante para indicar
a qualidade da atividade antioxidante da amostra de extrato, demonstrada através dos baixos
valores de 1Cso (%), pois uma boa atividade antioxidante correlaciona-se aos elevados teores
de fendis e flavonoides totais (CASTRO et al., 2007; CABRAL et al., 2009; DA SILVA et
al., 2013). Segundo a classificacdo da escala de qualidade da atividade antioxidante proposta
por Melo et al. (2010), um produto natural é considerado com atividade antioxidante boa
quando 1Cs50<65 pg/mL, moderada 65 png/mL<ICs0<152 pg/mL e baixa atividade 1Cs0>152
ug/mL. Essa correlagdo acontece porque compostos fendlicos com significativa quantidade
de hidroxilas sdo capazes de interceptar a cadeia de oxidacdo de radicais livres através da
doacédo de hidrogénio de suas hidroxilas, promovendo maior atividade antioxidante (RIGHI
et al., 2011; KATAOKA; CARDOSO, 2013), as quais atuam diminuindo o estresse
oxidativo, promovendo protecdo contra danos no DNA e atividade hepatoprotetora
(MIRANDA-VILELA et al., 2008; ALMEIDA, 2009). A exemplo, as chalconas apresentam
diversas atividades bioldgicas, dentre elas, reduzem a viabilidade celular de hepatocarcinoma
humano (HepG2) (TAMIELLO, 2013).



29

Através do método fotocolorimétrico in vitro do radical livre DPPH é possivel
determinar a atividade antioxidante de uma amostra, pois baseia-se na transferéncia de
elétrons onde, por acdo de um antioxidante, o DPPH que possui cor parpura € reduzido
formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com consequente desaparecimento
da absor¢do, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo da absorvancia
(NASCIMENTO et al., 2011). A capacidade sequestrante do radical DPPH é representada
pelos valores de 1Cso (%) das amostras comparados com os de quercetina pura. Para tanto, é
necessario, em triplicatas, adicionar nas amostras de extrato de geoprépolis a solu¢cdo DPPH,
a absorbancia € ajustada para valor entre 0,7 a 0,8 a 517 nm. Apéds a adicdo do DPPH, as
amostras reagem durante 20 min., sendo realizado a leitura da absorbancia em ELISA
Synergy H1 microplate reader absorbance, (Software Version 2.06.10), com
espectrofotometria UV-visivel a 517 nm, sob temperatura de 33,2°C (MENSOR et al., 2001).

As substancias antioxidantes tém a capacidade de proteger o organismo dos danos
causados pelos radicais livres, prevenindo vérias doencas, como cardiovasculares, cancer e
doencas neurodegenerativas (ALAM et al., 2013). Atraves de métodos eficientes para
caracterizacdo do perfil quimico da geopropolis € possivel estudar e extrair substancias
capazes de combater diversas doencas, dentre elas, as que acometem o figado, 6rgéo vital que
sofre lesdes decorrentes de fatores externos e internos, 0s quais ocasionam inumeras doencas
hepaticas (SPIRA et al., 2002; ZHANG et al., 2008; TONG et al., 2017).

3.3 FIGADO

3.3.1 Anatomia

O figado ¢ a viscera que apresenta um tamanho maior que os demais 6rgaos,
corresponde a 4,5% da massa corporal total (MARTELLI, 2010). A sua posi¢do anatomica na
cavidade abdominal favorece a captura, transformagdo, actimulo e neutralizagdo de
substancias, situa-se no quadrado superior direito do abdomen e abaixo da superficie inferior
do diafragma (LIMA, 2008). E constituido pelos lobos direito e esquerdo, dois lobos
acessorios, quadrado e caudado (COGLIATI et al., 2011), organizados em lobulos com
formato hexagonal. Os dois lobos maiores, direito e esquerdo, sdo separados pela fissura
umbilical na face inferior e pelo ligamento falciforme na face antero-superior. Entre eles ha
uma nitida diferenga de volume com acentuado predominio do direito sobre o esquerdo

(TRIVINO; ABIB, 2003).
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Nos vértices dos lobulos sdo encontrados os espacos porta, que possuem uma
artéria hepatica, ducto biliar, veia porta, veia hepatica terminal e vasos linfaticos, que estdo
conectados a um parénquima, divido em trés zonas. Esses componentes constituem a unidade
estrutural basica do figado, importante para a circulagdo hepatica e anatomia funcional do
orgdo (ALOIA, 2006). Todo o sangue do figado adentra pelo espago porta, em direcdo ao
centro do l6bulo, com isso todas as substancias toxicas ou ndo, presentes no sangue, atingem
as células periportais, determinando o 4cino hepatico, local onde as fungdes celulares variam

entre as suas regioes, determinando o comportamento celular (GUERRA et al., 2014).

3.3.2 Histologia

O figado ¢ revestido por capsula de tecido conjuntivo, apresenta como principal
componente celular os hepatocitos e, possui sinusédides hepaticos, como fonte de suprimento
sanguineo e nutrientes para todo o tecido hepatico (RODRIGUES et al., 2012).

O parénquima hepatico assume uma estrutura organizada em acino hepatico
arquitetado em trés zonas, conforme disposi¢do dos hepatdcitos no acino. A primeira regiao ¢
denominada de zona 1, que equivale a regido perilobular, representada pela populacao de
hepatdcitos periportais, sendo a zona mais rica em nutrientes e oxigénio, facilmente afetada
por hepatotoxinas (MACHADO et al., 2006).

A zona 2, corresponde a area de hepatdcitos mediozonal, os quais obtem menos
suprimento sanguineo, sendo a regido do acino menos afetadas por hepatotoxinas. A zona 3
corresponde a populacdo de hepatocitos perivenosos mais proximos da veia hepatica
terminal, localizado na por¢do mais distante do vértice do acino, entretanto, ¢ mais afetada
por hepatotoxinas, pois € nela que ocorre a alta atividade do citocromo P450, ou seja, as
células tem grande capacidade de formar intermediarios toxicos. Essa arquitetura ¢ de suma
importancia na avaliacdo do grau de lesdo sofrida no tecido hepatico (SAID, 2001).

Os sinusoides sao capilares sanguineos fenestrados que recebem sangue
oxigenado e rico em nutrientes da artéria hepatica e da veia porta hepética, garantindo a
funcionalidade do figado. As células endoteliais dos sinusdides, células de Kupffer, células
de Tto e linfocitos, do tipo “natural Killer” estdo associados aos sinusdides e espago de Disse
(GAYAO et al., 2013; BUZATO et al., 2016).

As células de Ito sdo as principais responsaveis pelo armazenamento de
vitaminas. Em processos inflamatérios ou em lesdes hepaticas perdem essa capacidade e

diferenciam-se em células com caracteristicas de miofibroblastos (COGLIATI, et al., 2016).
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As Células de Kupffer permitem a passagem do plasma aos hepatdcitos e sua deficiéncia
pode causar patologias associadas ao armazenamento de ferro, provocando o actmulo
exacerbado desse ion nos hepatdcitos, consequentemente, acarretando lesdes hepética e
hepatocarcinoma (CLARIA; TITOS, 2004). Para algumas dessas substancias, as reservas
hepéticas permitem meses a anos de privacdo sem consequéncias clinicas evidenciaveis
(MARTELLLI, 2010).

Os hepatdcitos sdo células que apresentam seis superficies, que se conectam com
o canaliculo biliar, membrana de hepatdcitos vizinhos e com sinusdide, sendo com este
Gltimo separados pelo espaco de Disse (MCCUSKEY, 2008). E formado por um nicleo
central com cromatina descondensada, contendo 1 a 2 nucléolos evidentes e citoplasma
amplo e eosinofilico. Essas caracteristicas sdo importantes na identificacdo de lesdo, necrose
ou degeneracdo celular hepatica, pois nesses casos ha evidente alteracdo na cromatina,
nucléolos e citoplasma (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). A producdo dos fatores e
inibidores de coagulagéo ocorre nos hepatocitos, com o auxilio da vitamina K, que age como
cofator nas reacdes enzimaticas (KLACK; CARVALHO, 2006). Os fatores de coagulacdo
capazes do figado produzir séo: | (Fibrinogénio), V (Labil), VIII (Anti-hemo- filico A), X,
XI1, Pré-calicreina, Proteina C e S, Anti-trombina I11, Alfa-2-antiplasmina, Il (Protrombina),
VIl (Pré-convertina), IX (Anti-hemofilico B), XI, XIIlI (Estabilizador da fibrina),
Cininogénio de alto peso molecular, Plasminogénio e o Alfa-2-macroglobulina (SOUZA et
al., 2011; JUSTINO, 2015).

O processo de sintese de proteinas no figado ocorre nos hepatécitos com o intuito
de exportar para os tecidos proteinas que foram degradadas durante processos metabdlicos do
organismo e se encontram ausentes na corrente sanguinea, influenciando na regulacdo de
substancias no corpo (RAMANATHAN et al., 2010). Em média 75 a 100 g por dia de
proteinas sanguineas sdo processadas pelo figado, como o fibrinogénio, importante nos
processos de coagulacdo do sangue, seroalbumina e a seroglobulina. Além disso, também
executa a conversdao de amdnia em ureia e glicogénio em glicose (CRUVINEL et al., 2010).
Desse modo, o figado controla os niveis de amdnia e glicose no organismo, que sdo gerados,
respectivamente, durante o processo de desaminacdo de aminodcidos e glicogendlise, que
devem ser controlados para evitar intoxicacdo por amdnia e diabetes (BUTTERWORTH,
2011; DAVID-SILVA et al., 2013). A albumina, também é uma proteina sintetizada pelo
figado, que é importante por servir de meio de transporte na corrente sanguinea para outras

substancias, como horménios, pigmentos, drogas e, além disso, mantém a agua dentro da
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circulacdo, reduzindo a formagdo de ascite e edemas em vérias partes do corpo, sendo um
indicador da capacidade funcional hepéatica (ARAUJO et al., 2015b).

Doencas hepéticas em fase avancada provocam a perda da capacidade de sintese
de proteinas e prejudicam o fornecimento de substancias, como glicose (DAVID-SILVA et
al., 2013). A funcdo de armazenamento de varias substancias que o figado possui, garante
todo o organismo o suprimento continuo dessas substéncias, tais como, ferro, glicose e
vitaminas A, D, E, K e Biz, estando envolvidos nesse processo um conjunto de acOes
combinadas com os hepat6citos, células endoteliais fenestradas, células de Kupffer e células
de Ito (SCHINONI, 2006; JESUS et al., 2014). Os hepat6citos para armazenarem glicose
ampliam sua capacidade de captacdo de glicose, juntamente com 0s processos de inibi¢do da
fosforilase, que impede a transformacédo do glicogénio em glicose e aumento da atividade de
fosfofrutoquinase e glicogénio sintetase, que promovem a sintese de glicogénio (GORLA
JUNIOR et al., 2001).

Diante da estrutura e dinamica do figado, pesquisas sdo desenvolvidas com
roedores (BHADAURIA et al., 2007; CARVALHO et al., 2013; DAVID-SILVA et al., 2013;
MONMA et al., 2015), por apresentarem um figado com aparéncia mais lobulada do que a da
espécie humana, pertencerem a Classe Mammalia e possuirem desenvolvimento
embriolégico semelhante, o que permite ter aspectos histologicos e fisiologicos préximos
(LIMA, 2008). Nessas pesquisas sdo utilizadas drogas hepatotoxicas com o intuito de
verificar a capacidade de regeneracdo do figado, bem como, a atividade hepatoprotetora das
subsancias testes. Dentre as hepatotoxinas, o acetaminofen ¢ um farmaco amplamente
utilizado por produzir padrdo morfologico macroscopico e histolégico compativel com
hepatite toxica em humanos em um periodo experimental de no maximo 48 h, aléem de
apresentar menor taxa de mortalidade entre os animais experimentais (SAID, 2001; SILVA et
al., 2014b).

3.3.3 Metabolizacao do acetaminofen no figado

O figado ¢ essencial, por desempenhar complexas fungdes vitais no organismo
dos animais, tais como a sintese ¢ armazenamento de varias substancias, secre¢ao de sais e
acidos biliares, filtragem de sangue, formacao dos fatores de coagulacdo, biotransformagao e
metabolismo (GUYTON; HALL, 2002; AGUIAR et al., 2011).

A funcéo essencial da biotransformacéo € diminuir a capacidade de penetracdo de

compostos lipossoluveis na membrana plasmatica, através do aumento da hidrossolubidade e



33

polaridade, tornando o composto menos lipossolivel (LIMA, 2008). Entretanto, algumas das
atividades hepaticas tornam as drogas mais toxicas para o organismo. A exposi¢do cronica a
substancias toxicas geralmente resulta na alteracdo da funcdo organica, na diminuicdo do
6rgéo e no aumento do tecido conjuntivo fibroso intra-hepéatico (MACIAS et al., 2017).

Dentre as drogas hepatotoxicas, tem se destacado o acetaminofen, antipirético
muito usado pela populacdo, por apresentar eficacia terapéutica, ndo interagir com a maioria
dos medicamentos e ndo precisar de prescricdo médica. E um anti-inflamat6rio nio-esteroidal
(AINE), inibidor da ciclo-oxidase (COX), ndo seletivo para COX-1 e COX-2 e seletivo para
COX-3 que é expresso em maiores quantidades no cortex cerebral e no coracdo (BRAYNER
et al., 2018).

O acetaminofen foi introduzido como agente antipirético em 1886. Somente em
1949 foi utilizado pela pratica médica (INSEL, 1991). O primeiro relato de toxicidade por
acetaminofen foi realizado por Eder em 1964, que associou seu uso prolongado com quadros
de hepatotoxicidade em felinos (SAID, 2001). A partir dessa descoberta, tem-se aumentado o
uso de acetaminofen como indutor de lesdo hepatica em pesquisas sobre efeito hepatoprotetor
de produtos naturais (LORENZONI et al., 2014).

A hepatotoxicidade dessa droga é estabelecida a partir dos compostos formados
durante o processo de metabolizacdo hepatica. O composto tdxico formado é o n-acetil-p-
benzoquinonaimina (NAPQI), sua producdo ocorre ap0s a saturacdo das vias metabdlicas
principais: detoxificacdo por glucuronidacédo e por sulfatacdo. O que ndo foi conjugado sofre
N-hidroxilacdo mediada pela via citocromo P450. Ao ativar essa via, ocorre 0 aumento dos
niveis de NAPQI, o qual irdo se conjugar com a enzima glutation (GSH) enddgena,
consumindo todo o estoque de GSH, e consequentemente, acumula-se na forma de radicais
livres no organismo, o que reduz a atividade antioxidante e acentua a peroxidacdo lipidica no
figado, provocando alteracdes na homeostase do célcio intracelular e no metabolismo
energético (LOPES; MATHEUS, 2012). Tais casos resultam no desenvolvimento de
insuficiéncia hepatica fulminante, associada a hemorragias, degeneracdo e necrose
hepatocelular que, dependendo do caso, evolui para o Obito (OLIVEIRA et al.,, 2014;
JUNAPUDI et al., 2018).

3.4 LESOES E CICATRIZACOES HEPATICAS

O figado possui um ritmo lento de renovacao celular, com grande capacidade de

regeneracdo (AGUIAR et al., 2011). A regeneracdo do tecido hepatico é um processo que
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acontece quando ha um déficit funcional do figado causado por injurias e ocorre através de
crescimento compensatorio da porcdo remanescente, havendo proliferacdo celular,
acompanhada de hiperplasia das células quiescentes, a fim de restaurar a capacidade
funcional do figado (FAUSTO et al., 2006). Esse processo é complexo e envolve diversos
mecanismos que necessitam da ativacdo de multiplas vias, como também, dos fatores de
crescimento epidermal, fator de crescimento transformador a (TGF-a), fator de crescimento
de hepatocitos, fator de necrose tumoral o (TNF-a) e interleucina 6, que podem ocorrer em
diferentes células hepéticas e fases de regeneracdo hepatica distintas (NAVES; MORENO,
2000; SILVA et al., 2015).

Além disso, apés uma injdria, as células de Ito participam dos processos
regenerativos, com o intuito de restaurar a massa hepatica perdida, essas células sofrem
migracdo no espaco de Disse em torno das células endoteliais, para se conectarem com 0s
hepatocitos e criar novos ramos de sinusoides (BORGES, 2013). Os hepatocitos sdo
importantes nesse processo, pois sdo 0S primeiros a se regenerar e iniciam sua proliferacéo
nas regides periportais dos lébulos e proporcionam estimulos mitogénicos as outras células
hepaticas, atraves da producédo de fatores de crescimento e da propria cinética de proliferacéo
celular (DE JESUS et al., 2000).

Nas doencas hepaticas inflamatdrias cronicas, a resposta cicatricial do figado é a
producdo de uma fibrose, o qual apresenta como resultado final um acumulo de matriz
extracelular e a substituicdo do colageno tipo 1V, pelo colageno tipo I, dentro do espaco de
Disse, sendo um processo patologico progressivo, que envolve mualtiplos eventos celulares e
moleculares, levando a deposicdo da matriz extracelular (JIN et al., 2017). Quando esse
processo é combinado com regeneracdo e reparo ineficaz, ocorre uma distorcdo hepatica
normal resultando em cirrose (ARAUJO et al., 2015b).

Nas lesbes hepéticas agudas as células diferenciadas residuais sofrem divisdo e
reconstroem a massa hepatica e a substituicdo dos hepatdcitos perdidos ocorre principalmente
pela divisdo mitotica dos hepatdcitos periportais (BRAUN; PRANKE, 2006).

As doencas hepaticas constituem um dos maiores problemas de salde de ordem
mundial (LORENZON et al., 2014). Na Africa e na Asia, as principais causas de doencas
hepéticas sdo infeccBes virais e parasitarias, destacando-se a hepatite B (HVB), um dos
principais patégenos humanos que infecta cerca de 400 milhdes de pessoas no mundo
(ROSA, 2015). Na Europa e na América, o consumo de alcool e a hepatite C (HVC) sédo as
maiores causas de doencas hepdticas, juntamente com a esteato-hepatite ndo alcodlica
(ZHANG et al., 2008). No Brasil, a taxa de mortalidade por cirrose hepatica é de 13,2% por
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100 mil habitantes no sexo masculino e 2,9% no sexo feminino (CARVALHO et al., 2014a).
O consumo abusivo do alcool ainda é considerado a principal causa, entretanto hd um
aumento da incidéncia de hepatites de carater cronico, contribuindo para os altos indices de
mortalidade por cirrose (MINCIS; MINCIS, 2011).

3.5 HEPATOPROTETORES

Os extratos vegetais ricos em compostos bioativos, com propriedades
antioxidantes, que combatem o estresse oxidativo, tem despertado interesse na comunidade
cientifica e no mercado consumidor, por apresentar relevancia para o tratamento de diversas
enfermidades e estarem relacionados com efeitos benéficos ao organismo, como retardo do
envelhecimento, efeito hepatoprotetor e prevencdo de diversas patologias. Os extratos com
efeito hepatoprotetor apresentam mecanismos de acdo diferentes, para proteger o figado de
possiveis patologias, dentre os quais destacam-se 0s extratos de Camellia sinensis (cha
verde), Desmodium gangeticum, Phyllanthus urinaria, Tinospora cordifolia, Tinospora
sinensis, Neem guduchi e propolis de A. mellifera (LORENZONI et al., 2014).

Estudos realizados por Salminen et al. (2012), utilizando extrato aquoso de C.
sinensis (500 ou 1000 mg/kg) contra danos hepaticos induzidos por acetaminofen (150, 200 e
300 mg/kg) administrado depois da aplicacdo do extrato, demonstrou que a planta apresenta
efeito hepatoprotetor, devido os compostos bioativos presentes em sua composicao, como
catequinas polifendlicas e epigalocatequina galato. Quando administrado o acetaminofen
antes do extrato sob as mesmas doses, ocorreu a potencializacdo do dano hepatico. Isso foi
explicado por meio dos processos de deplecdo dos niveis de GSH reduzida hepética
encontrados.

Ja pesquisas realizadas por Hau et al. (2009) com P. urinaria, planta que
apresenta possivel efeito anticancerigeno, foi testada por via oral em diferentes doses (20, 40,
80 e 200 mg/kg), frente ao dano induzido por acetaminofen na dose de 550 mg/kg, via
intraperitoneal, em modelo experimental com camundongos. Os resultados demostraram que
0 extrato inibiu a hepatotoxicidade provocada pelo acetaminofen e ajudou a reduzir a
atividade da enzima CYP2E1 a nivel hepatico. Isso se deve a presenca de acido galico na
composicdo do extrato, o qual atua como inibidor da CYP2E1 e 0 mecanismo de acdo esta
relacionado a regulagéo do citocromo P450 e também da enzima CYP2EL.

O género Tinospora apresenta plantas que sdo muito utilizadas para a regulacéo

das fungBes hepaticas, tratamento da febre, reumatismo crénico e hemorroidas ulceradas
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(MITTAL et al., 2014). Esse género tem demonstrado efeito hepatoprotetor em pesquisa
realizada por Chavan et al. (2013), no qual apresentaram resultados diferentes entre as
espécies de plantas, sendo que T. cordifolia influenciou nos teores de colesterol total e, nos
exames histologicos os hepatdcitos centrolobulares se mostraram inchados, enquanto 0s
periportais estavam dentro da normalidade. T. sinensis apresentou efeito especifico sobre a
atividade da alanina aminotransferase (TGP), fosfatase alcalina e nos niveis de triglicérides,
demonstrando na avaliacdo histoldgica o tecido hepatico com células normais, evidenciando
regeneracdo hepatica. N. guduchi reduziu a atividade da aspartato aminotransferase (TGO),
os niveis de bilirruibina e preservou a arquitetura hepética. Tais resultados reforcam que
espécies de plantas pertencentes ao mesmo género apresentam mecanismos de acles
diferentes, relacionados com a restauracdo das transaminases, conteudo de bilirrubina e
controle do perfil lipidico, o que ndo impede de serem administradas em associagcdo para o
restabelecimento das fungdes hepaéticas.

O extrato de prépolis administrado apos o uso de tetracloreto de carbono (CCl4)
na dose de 0,15 ml/kg, por via intraperitoneal, reverteu as alteracdes nas variaveis
bioguimicas do sangue e do tecido, incluindo o teste da funcdo hepética e marcadores de
estresse oxidativo e a histologia apresentou melhor arquitetura celular do figado,
confirmando sua eficacia hepatoprotetora, diante de injurias, como elevacdo acentuada na
atividade das transaminases séricas, fosfatase alcalina e lactato desidrogenase, redugdo no
nivel de glicose no sangue, aumento das proteinas séricas, na bioquimica tecidual, revelou
reducdo significativa nos teores totais de proteinas e glicogénio, atividade da fosfatase
alcalina e adenosina trifosfatase e aumento significativo na atividade da fosfatase acida no
figado (BHADAURIA et al., 2007). Quanto a geopropolis dos meliponideos, ainda é muito
baixo o0 nimero de estudos, porém, alguns estudos ja demostram bons resultados quanto suas
acOes imunomoduladora, antimicrobiana e genoprotetora, havendo a necessidade de estudos
no combate a doengas crénicas, como o cancer (LIBERIO et al., 2011; FRANCHIN et al.,
2012; CUNHA et al., 2013; SILVA et al., 2019b).

3.6 POTENCIAL ANTINEOPLASICO E GENOPROTETOR DA GEOPROPOLIS

O céncer é uma doenca caracterizada pela proliferagcdo exacerba das células, sem
haver um controle pelo organismo, formando tumores, com grande potencial infiltrativo em
diversos tecidos e 6rgdos (REBECCA et al., 2015). Essa proliferagdo exacerbada pode

ocorrer por exposicdo ao tabagismo, radiacdo, virus, produtos quimicos com potencial
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carcinogénico e inflamagédo cronica, desencadeando mutacGes com alteracGes severas na
estrutura do DNA das células (OLIVEIRA et al., 2015). Por essa razdo, o cancer ¢ uma
doenca com casuistica de Obitos elevados, que apresenta um tratamento quimioterapico
invasivo com reacdes adversas graves, que ndo s6 tem efeito deletério em células tumorais,
como também em células normais (KAMB, 2005; PANIS et al., 2018). Segundo Carvalho et
al. (2014b), no Brasil, em 2011, o cancer foi responsavel por 16,4% dos dbitos, sendo a
segunda causa de mortalidade. O Sistema Unico de Saude (SUS) aponta que neoplasias
foram a terceira causa de internacdo no periodo de 2002 a 2012 (MALTA et al., 2012).

Diante da casuistica de pessoas doentes de cancer, estudos sobre a capacidade
genoprotetora e efeitos biologicos tradicionais, como citotdxico e antitumoral de produtos
naturais, tem alavancado bastante interesse entre a comunidade cientifica, pois 0s prejuizos a
salude humana e animal, podem estar atrelados aos danos no DNA causado por substancias
desconhecidas administradas em altas doses (PUPO; GALLO, 2007; MACEDO et al., 2013),
como por exemplo, pode interferir em processos celulares essenciais, como a replicacéo e a
transcricdo, alem de levar a morte celular e induzir mutagdes que causam cancer e que
contribuem para o processo de envelhecimento (HOEIJIMAKERS, 2009). A procura de
produtos naturais como fonte terapéutica vem aumentando no mercado consumidor, no
entanto, o contato com substancias de atividades biologicas desconhecidas pode trazer
consequéncias graves para a saude humana. Por isso, a realizacdo de estudos que verifiquem
o efeito toxico de produtos naturais, industriais e de substancias quimicas é um desafio cada
vez mais recorrente (MASLOV et al.,, 2015). Por esse motivo cresce 0 interesse em
desenvolver farmacos a base de produtos naturais com potencial antineoplasico e
genoprotetor, em doses terapéuticas, que concedam o0 maximo de segura no uso (LOTUFO et
al., 2010).

Os testes in vitro sdo muito bem aplicados em pesquisas para verificar a
capacidade citotoxica dos produtos naturais (ROGERO et al., 2003), havendo a necessidade
de desenvolver e padronizar esses testes, que possam detectar a toxicidade de dispositivos
para uso em seres humanos e animais, principalmente aqueles de aplicacao clinica, como os
produtos naturais que ndo devem causar reacdes adversas e nem lesar o organismo (FROZZA
et al,, 2013). O teste muito bem aplicado em estudos para verificacdo da atividade
antineoplasica de produtos naturais, como também, é utilizado pelo Instituto Nacional do
Céancer dos Estados Unidos (NCI) para uso em programas de avaliagdo da atividade
antineoplésica na rotina de triagem de drogas anticancer (MOSMANN, 1983: ARAUJO et

al., 2008), é o ensaio quantitativo pelo método colorimétrico do MTT {brometo de [3-(4,5-
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dimetiltiazol-2-il)-2,5difeniltetrazolio]}, que tem como objetivo analisar a viabilidade ou
proliferagdo celular através do dano celular, pela acdo da enzima succinato desidrogenase,
presente nas mitocdndrias das celulas vivas, em reduzir o sal MTT, por clivagem do anel
tetrazolio a cristais de formazan. Essa reagdo é observada através da mudanca de cor do sal,
que tem um colocaracdo amarelada, ao ser reduzido para o composto formazan, ocorre a
mudanca de cor para um tom azul escuro. Dessa maneira, a quantidade de formazan medida
por espectrofotometria é diretamente proporcional ao nimero de células viaveis (PORTO et
al., 2011).

Como parametro de atividade antitumoral, 0 NCI em seu programa de triagem de
drogas anticancer, considera como compostos ativos com atividade antineoplasica, o0s
compostos que apresentarem Clso<30 pg/mL (ITHARAT et al., 2004). Inserido nesse
parametro de avaliacdo, pesquisas com prépolis tem demonstrado excelentes resultados
antineoplasicos. Sanches et al. (2017), em estudo com extrato etanolico de geoprépolis da
espécie Scaptotrigona aff. postica demonstraram excelente atividade antineoplasica em
linhagens de adenocarcinoma mamario (MCF7), melanoma murino (B16-F10), astrocitoma
(U343MG-a) e fibroblastos de camundongos (3T3), nas concentracdes utilizadas.

Frozza et al. (2013), quando testaram o extrato hidroalcodlico de propolis
vermelha de A. mellifera, proveniente do estado de Sergipe, em linhagens celulares de cancer
Hep-2 (carcinoma epidermdide laringeo humano), HeLa (adenocarcinoma cervical humano)
e células ndo tumorais Hek-293 (rim embrionario epitelial normal humano), obtiveram 1Csg
de 63,48; 81,40 e >150, respectivamente, apos 24 h de exposicdo. Campos et al. (2014) ao
testarem o extrato etanolico de geoprdpolis da abelha Melipona orbignyi em células de
eritroleucemia K562, demonstraram uma citotoxicidade nas concentracdes mais altas testadas
250, 274, 500 pg/mL. Ambas as pesquisas demonstraram em seus extratos atividade
antineoplasica.

O potencial antineoplasico de um produto natural, como a propolis ou
geoprépolis estd intimamente associado a sua composicdo quimica, que por sua vez,
apresenta elevados teores de fendis e flavonoides totais, com grande capacidade antioxidante,
aléem disso, existem substancias que promovem diretamente efeito deletério nas células
tumorais, destacando as chalconas, apigenina ou outros compostos isolados (TAMIELLO,
2013; ZILLA et al., 2014; ZHANG et al., 2015; SALMANI et al., 2017; MADUNIC et al.,
2018; SEM et al., 2019).

De acordo com Zilla et al. (2014) lignan 4-demethyldeoxypodophyllotoxin 4-O-

glucopyranoside exibe notavel potencial citotoxico em diversas linhagens celulares de cancer.
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O seu potencial terapéutico foi estudado pela primeira vez, exibindo atividade
antiproliferativa e geradora de espécies reativas de oxigénio (ERO). Tamiello (2013) revelou
as chalconas como compostos quimicos com diversas atividades bioldgicas, dentre elas, a
capacidade de reduzir a viabilidade celular de HepG2, com alto potencial citotdxico nesse
tipo de célula. A apigenina também é responsavel por efeitos deletérios em células tumorais
(ZHANG et al., 2015; SALMANI et al., 2017; MADUNIC et al., 2018). Sen et al. (2019),
observaram um maior potencial citotoxico e apoptotico de apigenina em células de carcinoma
do c6lon humano HCT-15 e HT-29, quando comparado com 5-Fluorouracil, e ao administrar
um farmaco constituido de lipossoma duplo contendo apigenina e 5-Fluorouracil, verificaram
0 aumento da eficacia terapéutica no cancer colorretal, devido a associacdo sinérgica com
apigenina.

O potencial genotoxico de uma substancia € conferido através do estresse
oxidativo, que é caracterizado pelo acumulo de especies reativas (ERS) na célula, as quais
induzem lesGes em suas estruturas, incluindo o DNA, promovendo morte ou proliferacéo
celular, devido a sua citotoxicidade e genotoxicidade (SULCZEWSKI et al., 2014). O dano
ao DNA pode interferir em processos celulares essenciais, provocando mutacfes que causam
cancer e que contribuem para o processo de envelhecimento (HOEIJMAKERS, 2009).

Os estudos de genotoxicidade sd@o imprescindiveis na elaboracdo de novos
farmacos que irdo para 0 mercado consumidor, devendo ser realizados nos estagios iniciais
das pesquisas, para o descobrimento do potencial genotdxico das substancias envolvidas no
farmaco, evitando a introducdo de medicamentos lesivos ao organismo (NIWA et al., 2013).

As analises sobre o efeito genoprotetor de um produto natural estdo sendo
amplamente realizadas através do ensaio cometa, devido a sua capacidade de detectar danos
ao DNA (FIKROVA, 2011). Nesse ensaio é feito a extracdo do DNA das células do tecido e
visualizadas no gel de eletroforese em meio alcalino. Apds, sdo submetidas aos processos de
neutralizacdo e fixacdo, as ldminas sdo coradas com uma solucdo de nitrato de prata, para
analisar os danos no DNA de cada célula, que sédo visualizados por meio da formacdo de uma
cauda (cometa) no material determinando a lesdo. Os cometas sdo quantificados em danos 0,
1, 2, 3, 4 e apoptose (SILVA, 2007; SULCZEWSKI et al., 2014). E importante para a
realizacdo desse ensaio, que os valores de viabilidade celular analisados no teste de
citotoxicidade, sejam superiores a 70% (TICE et al., 2000). Ao final, ¢ mensurada as médias
dos indices de dano ao DNA (idDNA) celular e os percentuais de reducdo da genotoxicidade
em todas as concentragOes testadas, quando elevados confere o potencial genoprotetor do
extrato (SILVA et al., 2019D).
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O potencial genoprotetor de produtos naturais esta relacionado com a atividade
antioxidante dos compostos fendlicos (HOSHINA, 2012), pois antioxidantes naturais podem
diminuir o estresse oxidativo e consequentemente promover protecdo contra danos no DNA.
Em pesquisas com produtos naturais sdo avaliados os valores de fendis e flavonoides totais
que estdo correlacionados com a atividade antioxidante (MIRANDA-VILELA et al., 2008).
Aprotosoaie et al. (2017), testaram o extrato hidrometandlico de Ramaria largentii Marr &
D. E. Stuntz (cogumelo coral laranja), coletado no Nordeste da Roménia, como agente
genoprotetor em celulas Vero (ATCC CCL 81), associado a atividade antioxidante dos
compostos fendlicos. Os autores estimaram boa capacidade de eliminacdo e reducdo de
radicais livres (ECso + 64,3 + 0,2 e 61,54 + 0,46 mg/mL) e elevados teores do contetdo
fendlico (42,33 £ 0,18 mg de GAE/g). Associado a esses valores, nas celulas Vero normais, o
extrato em todas as concentracdes testadas (100, 200 e 300 mg/mL) ndo apresentou potencial
genotoxico e, além disso, DNA quase completamente protegido contra danos induzidos por
peréxido de hidrogénio, possuindo assim expressiva atividade genoprotetora, decorrente da
atividade antioxidante dos composto fendlicos presentes no extrato.

O mesmo ocorreu em pesquisas realizadas por Costa (2018), Nunes (2018) e
Silva et al. (2019b), no semiarido do Rio Grande do Norte, os extratos hidroetanolico de
geoprépolis da Partamona cupira, Frieseomelitta doederleini e de propolis vermelha de A.
mellifera apresentaram atividade genoprotetora em linhagem L929 de fibroblasto murino, no
ensaio cometa (P. cupira e A. mellifera) e pelo teste de detecc¢éo in vitro de micronucleos com
blogueio da citocinese celular (F. doederleini), bem como elevado potencial antioxidante.
Reforcando que a atividade genoprotetora estd intimamente relacionada ao potencial
antioxidante dos compostos fendlicos.

Diante de diversos resultados satisfatorios com propolis de A. mellifera, a
geoprépolis de meliponideos tem despertado interesse dos pesquisadores em estudos voltados
para 0 conhecimento de sua composicao quimica e atividades farmacologicas (FIANCO et
al., 2013; SOUSA et al., 2015; SILVA et al., 2016; BONAMIGO et al., 2017), tornando-se
essencial estudos in vitro que avaliem o potencial citotoxico e genotoxico (HOEIIMAKERS,
2009; GOULART et al., 2015).
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Potencial hepatoprotetor, antineoplésico e genoprotetor da geoprdpolis produzida por
Melipona subnitida D. (Meliponinae) no semiarido do nordeste brasileiro

RESUMO: Objetivou-se avaliar o potencial hepatoprotetor frente as injlrias induzidas por
acetaminofen, a atividade antineoplasica e genoprotetora do extrato hidroetandlico da
geopropolis produzida por Melipona subnitida D., na regido semiarida do Nordeste brasileiro.
Foram avaliadas a composicdo quimica e atividade antioxidante das seis amostras (Al, A2,
A3, A4, A5, A6) de extrato hidroetandlico da geopropolis. Foram avaliados o potencial
hepatoprotetor através das andlises bioquimica da fungdo hepatica, avaliagdo macroscopica,
histologica e estereoldgica dos figados em 04 grupos experimentais (G1- controle negativo,
G2- 50 mg/kg de extrato hidroetandlico da geopropolis, G3- 50 mg/kg de extrato
hidroetan6lico da geoprépolis e 600 mg/kg de acetaminofen, G4- 600 mg/kg de
acetaminofen) constituidos por 06 roedores da espécie Rattus norvegicus Berkenhout, 1769,
linhagem Wistar, com lesdo hepatica aguda induzida por acetaminofen. O potencial
antineoplasico foi determinado pela avaliacdo do efeito citotoxico do extrato hidroetandlico
da geopropolis em linhagens celulares de carcinoma hepatocelular humano (HepG2) e
fibroblastos de camundongos L929. O efeito genoprotetor foi analisado em linhagem celular
de fibroblastos de camundongo L929. As amostras do extrato hidroetanolico da geopropolis
apresentaram 41 compostos fendlicos, distribuidos entre fendis e flavonoides. Relata-se pela
primeira vez, em geopropolis de meliponideos, a presenca de lignan 4-
demethyldeoxypodophyllotoxin 4-O-glucopyranoside. As amostras Al, A2, A4, A5 e A6
apresentaram moderada atividade antioxidante expressas pelos valores de 1Cs igual a 82,50,
122,20, 98,80, 76,30 e 144,0, respectivamente, correlacionados com os elevados teores de
fendis e flavonoides totais que variaram entre 16,62 + 3,91 a 28,46 £ 1,73 e 14,72 £ 3,75 a
32,22 + 4,43, respectivamente. Os resultados dos niveis séricos das enzimas TGO e TGP dos
ratos, indicaram que o extrato hidroetandlico da geopropolis de M. subnitida D. ndo causou
hepatotoxicidade. Na avaliagdo macroscépica dos figados, no grupo G3 foi possivel constatar
coloracdo marrom palida e discreta hemorragia, no G4 presenca de sufusdes hemorragicas na
capsula, contornos irregulares e acentuacdo do padrdo lobular. Na histoarquitetura dos
figados verificou no G3 focos de hepatdcitos tumefeitos, vacuolizados e necrosados, no G4
degeneracdo e necrose difusa de hepatdcitos. Na estereologia, observou aumento no
percentual de hepatocitos e sinusoides, bem como, reducdo de coldgeno no grupo G3 em
relacdo ao G4. O extrato hidroetandlico da geopropolis apresentou efeito citotoxico contra
linhagem celular HepG2 e fibroblastos-L929, ap6s 72 h de exposicdo, com valores de ICso
igual a 365,00 e 250,9 pug/mL, respectivamente. Também apresentou efeito genoprotetor, com
percentuais de reducdo de genotoxicidade de 90,74%, 73,12% e 48,18%, nas concentracdes
de 500, 250 e 100 pl/mL do extrato, respectivamente. Conclui-se que 0 extrato hidroetandlico
da geopropolis de M. subnitida D. apresenta composi¢do quimica variada, elevados teores de
fendis e flavonoides totais, potencial hepatoprotetor contra lesdes hepéticas agudas, efeito
citotoxico em células neoplésicas e atividade genoprotetora, podendo ser um produto natural
promissor na quimioterapia.

Palavras-chave: Abelha sem ferrdo. Genoprotecdo. Geoprépolis. Lesdo hepatica.
Quimioterapico.

ABSTRACT: The objective was to evaluate the hepatoprotective potential against injuries
induced by acetaminophen, the antineoplastic and genoprotective activity of the
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hydroethanolic extract of the geopropolis produced by Melipona subnitida D., in the semiarid
region of Northeast Brazil. The chemical composition and antioxidant activity of the six
samples (A1, A2, A3, A4, A5, A6) of geopropolis hydroethanolic extract were evaluated. The
hepatoprotective potential was evaluated through biochemical analysis of liver function,
macroscopic, histological and stereological evaluation of the livers in 04 experimental groups
(G1- negative control, G2- 50 mg/kg of hydroethanolic extract from geopropolis, G3- 50
mg/kg of hydroethanolic extract of geopropolis and 600 mg/kg of acetaminophen, G4- 600
mg/kg of acetaminophen) consisting of 06 rodents of the species Rattus norvegicus
Berkenhout, 1769, Wistar strain, with acute liver damage induced by acetaminophen. The
antineoplastic potential was determined by evaluating the cytotoxic effect of the
hydroethanolic extract of geopropolis in human hepatocellular carcinoma (HepG2) cell lines
and fibroblasts from L929 mice. The genoprotective effect was analyzed in the L929 mouse
fibroblast cell line. Samples of the geopropolis hydroethanolic extract showed 41 phenolic
compounds, distributed between phenols and flavonoids. The presence of 4-
demethyldeoxypodophyllotoxin 4-O-glucopyranoside is reported for the first time in a
meliponid geopropolis. Samples Al, A2, A4, A5 and A6 showed moderate antioxidant
activity expressed by ICso values equal to 82.50, 122.20, 98.80, 76.30 and 144.0,
respectively, correlated with high levels of total phenols and flavonoids ranging from 16.62 +
3.911t028.46 + 1.73 and 14.72 + 3.75 to 32.22 £ 4.43, respectively. The results of the serum
levels of the enzymes TGO and TGP of the rats, indicated that the hydroethanolic extract of
the geopropolis of M. subnitida D. did not cause hepatotoxicity. In the macroscopic
evaluation of the livers, in the G3 group it was possible to observe a pale brown color and
slight hemorrhage, in the G4 the presence of hemorrhagic suffusions in the capsule, irregular
contours and accentuation of the lobular pattern. In the histoarchitecture of the livers, in G3 it
was found foci of tumefied, vacuolized and necrotic hepatocytes, in G4 degeneration and
diffuse necrosis of hepatocytes. In stereology, there was an increase in the percentage of
hepatocytes and sinusoids, as well as a reduction in collagen in the G3 group compared to
G4. The hydroethanolic extract of the geopropolis showed a cytotoxic effect against HepG2
cell line and L929 fibroblasts, after 72 h of exposure, with ICso values equal to 365.00 and
250.9 ug/mL, respectively. It also had a genoprotective effect, with percentages of
genotoxicity reduction of 90.74%, 73.12% and 48.18%, at concentrations of 500, 250 and
100 ul/mL of the extract, respectively. It is concluded that the hydroethanolic extract of the
M. subnitida D. geopropolis presents varied chemical composition, high levels of total
phenols and flavonoids, hepatoprotective potential against acute liver lesions, cytotoxic effect
on neoplastic cells and genoprotective activity, being a promising natural product in
chemotherapy.

Keywords: Stingless Bee. Genoprotection. Geopropolis. Hepatic lesions. Chemotherapy

INTRODUCAO

As doengas hepaticas e neoplasias, como o0 hepatocarcinoma humano, constituem
um dos maiores problemas de salde de ordem mundial, contabilizando no Brasil, 30 mil
mortes por ano com doencgas hepaticas e 16,4% por cancer (KAMB, 2005; CARVALHO et
al., 2014; MELO et al., 2017; PANIS et al., 2018). Ademais, o figado é um 6rgdo vital que
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facilmente sofre lesGes decorrentes de infeccBes virais, ingestdo de &lcool, ataques
imunolégicos, acumulo hereditario de metal, parasitoses e uso excessivo de drogas para
combater diversas doencas, especialmente pelo consumo de acetaminofen como antipirético
(SPIRA et al., 2002; LOPES; MATHEUS, 2012; TONG et al., 2017). Além disso, sofre
lesBes devido a algumas atividades hepaticas, como a saturacdo das vias por detoxificacdo e a
N-hidroxilacdo mediada pela via citocromo P450, que tornam as drogas mais toxicas para o
organismo e a exposicdo cronica a essas substancias geralmente resulta na alteracdo da
funcdo organica, na diminuicdo do érgdo e no aumento do tecido conjuntivo fibroso intra-
hepatico (MACIAS et al., 2017). Com isso, a indUstria farmacéutica tem se preocupado em
desenvolver novas drogas hepatoprotetoras e antineoplasicas, com a finalidade de conseguir
uma maior eficiéncia e disponibilizar ao consumidor uma variedade de medicamentos no
mercado (SPIRA et al., 2002; ZHANG et al., 2008).

Nesse contexto, cresce 0 interesse por estudos relacionados ao efeito
hepatoprotetor e antineoplasico de produtos naturais (KUMAZAWA et al., 2004,
LORENZONI et al., 2014; SILVA et al., 2014; BERBECARU-IOVAN et al., 2016), pois
segundo Miranda-Vilela et al. (2008), antioxidantes naturais podem diminuir 0 estresse
oxidativo e consequentemente promover protecdo contra danos no DNA. A propolis por
apresentar uma composicdo quimica com altos teores de fenois e flavonoides totais, que
variam de acordo com a vegetacdo explorada, clima da area e espécie de abelha, no Brasil
realiza-se varias pesquisas sobre o efeito protetor da propolis de Apis mellifera contra danos
quimicamente induzidos no DNA, atividade hepatoprotetora e antineoplasica com nove
diferentes prépolis provenientes de Minas Gerais e Sdo Paulo (CAMPELLO et al., 1999;
BANSKOTA et al., 2000; PARK et al., 2004; ALMEIDA, 2009).

Entretanto, sabe-se que o Brasil apresenta grande biodiversidade de abelhas,
dentre essas, as abelhas sem ferrdo, que ocupam toda extensdo da regido semiarida do
Nordeste brasileiro, e constitui fonte de renda para agricultura familiar, que comercializa a
geoprépolis como produto terapéutico (LOPES et al., 2005). Com isso, torna-se importante
realizacbes de pesquisas sobre atividades bioldgicas da geoprépolis, uma vez que possui
substancias bioativas com grande potencial antioxidante e genoprotetor, podendo o extrato
hidroetandlico da geopropolis de abelhas sem ferrdo prevenir lesGes as células hepaticas,
quando submetidas a substancias hepatotdxicas. Nesse sentido, o presente estudo teve como
objetivo avaliar o potencial hepatoprotetor, antineoplasico e genoprotetor da geoprépolis

produzida pela abelha Melipona subnitida D. no semiarido do Rio Grande do Norte, Brasil.
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MATERIAL E METODOS

Coletas da geopropolis e identificacdo taxonémica da abelha

Seis amostra de geoprépolis da abelha jandaira (A1, A2, A3, A4, A5 e A6) foram
coletadas em abril de 2016, nos meliponérios situados na zona rural dos municipios do Rio
Grande do Norte: Felipe Guerra, S&o Francisco do Oeste, Pau dos Ferros, Serra do Mel e
Mossord (Fig. 1). O clima da regido € do tipo semiarido, com temperatura média anual de

27°C, umidade relativa de 50% e precipitacdo média anual de 500 mm.

Figura 1 - Mapa do Rio Grande do Norte, demarcando os municipios de coleta das seis
amostras de geopropolis: Felipe Guerra- Al; Sdo Francisco do Oeste- A2, A4 e A5; Serra do
Mel- A3; Mossoro- A6

Fonte: Elaboragéo do autor (2020)

A geopropolis foi coletada por raspagem das partes moveis da colmeia e
acondicionadas em tubos plasticos estéreis e transportadas para o Laboratério de Patologia da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA) e mantidas em freezer sob
temperatura de -20°C, até a producdo dos extratos.

As abelhas mortas préximas a colmeia foram doadas pelos meliponicultores e
coletadas, para realizagdo da confirmacdo taxondmica da espécie, a qual foi feita pelo Prof.
Dr. Michael Hrncir da UFERSA, conforme descrito por Fonseca et al. (2017).
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Preparacdo do extrato hidroetanélico da geopropolis de Melipona subnitida D.

O extrato hidroetandlico da geoprépolis foi produzido no Laboratério de
Patologia Veterinaria da UFERSA, seguindo recomendac¢des de Garcia et al. (2004). Foram
pesadas 50 g de cada amostra da geopropolis e colocadas em estufa de circulacdo de ar a
40°C por 48 h para secagem. Apds foram maceradas a frio em liquidificador e diluidas em
alcool de cereais na proporc¢édo de 1:5 (m/v), em frasco de vidro &mbar identificados. Durante
20 dias consecutivos de infusdo, as amostras passaram por um processo de agitacdo manual
(60 segundos). Para remocéo do solvente, o material foi concentrado por rotaevaporizador a
40°C e secados em estufa a 37°C por 24 h. Para a determinacdo do extrato seco, as amostras
de extratos hidroetanolico foram evaporadas em nitrogénio e pesadas, obtendo concentragdes
para cada amostra: Al 65,80 mg/mL, A2 35,20 mg/mL, A3 15,20 mg/mL, A4 44,60 mg/mL,
A5 63 mg/mL e A6 46 mg/mL.

COMPOSICAO QUIMICA

Cromatografia liquida de alta eficiéncia: HPLC/DAD

Foram utilizadas seis amostras de extrato hidroetanolico da geopropolis de M.
subnitida D., as quais foram diluidas em metanol HPLC para obteng@o da concentracdo de 1
mg/mL, em seguida filtradas em filtro 0,45 pum e injetado uma aliquota de 10 pL de cada
amostra para analise em um cromatografo HPLC HP 1260 (Agilent Technologies) equipado
com detector de arranjo de diodos (DAD), utilizando uma coluna Zorbax Eclipse Plus C18
(4,6 x 150 mm, 3,5 um) a 40°C. Os solventes usados foram H.O 0,1%, acido acético (A) e
MeOH HPLC (B), com gradiente de concentracdo B: 0-80 min., 10-20%; 10-60 min., 20-
40%; 20-40 min., 40-60%; 40-20 min., 60-80%; 47-0 min., 80-100%; 50-0 min., 100%. O
fluxo foi estabelecido em 1.000 mL/min e a temperatura da coluna em 40°C. O detector DAD

foi ajustado para deteccdo em 210 e 400 nm.
Espectrometria de Massas: HPLC-DAD-ESI-MS/MS
Os constituintes das amostras de extrato hidroetandlico da geoprépolis de M.

subnitida D. foram caracterizados através da técnica HPLC-DAD-ESI-MS/MS, conforme

metodologia descrita por Ferreira et al. (2017a). Utilizou-se o cromatégrafo Shimadzu
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DADSPD-M10AVP, equipado com desgaseificador, duas bombas LC-20AC, coluna de forno
CTO-20A, auto-injetor SIL 20AC e detector de arranjo de diodos SPD-20A, ajustado para
210 e 400 nm. O cromatdgrafo foi acoplado a um espectrometro de massa da Esquire 3000
Plus Bruker Daltonics, equipado com um analisador de massas de captura de ion quadrupolo
e 0s componentes de hardware foram controlados através do software CBM-20A. As analises
foram realizadas com uma coluna de fase reversa Phenomenex Gemini C-18 (4,6 x 150 mm,
3,5 um), protegida por uma coluna de guarda. Aplicou-se 0 mesmo programa de gradiente, 0s
solventes e a taxa de fluxo da HPLC/DAD.

A aquisicdo de massa por varredura completa foi realizada através electrospray
para 0 processo de ioniza¢do, no modo ioniza¢do positiva na razdo m/z em intervalos 100-
1200. Utilizou como gas nebulizador o nitrogénio, auxiliado com um gas de revestimento de
azoto coaxial, a uma pressdo de 27 psi e para a colisdo, o helio. A dessolvatacdo foi assistida
utilizando um fluxo de azoto em contra-corrente fixado a 7,0 L min* de fluxo e temperatura
capilar de 320°C. Os eventos MS/MS dependentes de dados foram realizados nos ions mais
intensos detectados na varredura completa do MS. O tempo maximo de acumulacdo de
capturas de ions e 0s numeros de MS para obter os espectros médios de MS foram
estabelecidos em 30 e 3 MS, respectivamente.

A identificacdo dos constituintes foi realizada por espectros de ultravioleta e
massa, com base nas referéncias citadas na Tabela 1. Os espectros de UV foram compativeis
com flavonas (Amax = 265 e 330nm), flavonois (Amax~270 e 360nm) e chalconas (Amax~

370nm) (FERREIRA et al., 20174, b).

Determinacao de fendis e flavonoides totais

A determinacdo da concentracdo de fendis totais nas seis amostras de extrato
hidroetandlico da geopropolis de M. subnitida D., foi realizada com base em uma curva de
calibracdo, preparada a partir de uma solucéo padrdo de acido p-cumarico 100 pg/mL.

Cada volume da solugdo padrdo (0, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36 e 40 uL) foi
transferido para um tubo de microcentrifuga, contendo 1 mL de agua destilada, ao qual foram
adicionados 160 uL do Folin-Ciocalteau e 240 pL de solucdo saturada de carbonato de sédio,
e 0 volume final completado com agua destilada para 2 mL. Em seguida foi feito a leitura da
absorbancia em ELISA Synergy H1 microplate reader absorbance, (Software Version

2.06.10), com espectrofotometria UV-visivel a 760 nm, sob temperatura de 24,6°C.
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Para 0s ensaios com as amostras de extratos hidroetandlico, em triplicatas
adicionou 10 pL de cada extrato a 1 mg/mL, foi transferido para um tubo de microcentrifuga,
contendo 1 mL de agua destilada. Em seguida, foram realizados os mesmos procedimentos
para a construcao da curva de calibracdo (WOISKY; SALATINO, 1998).

A determinagdo da concentracdo de flavonoides totais nas seis amostras de
extrato hidroetanolico da geoprdpolis de M. subnitida D., foi realizada com base em uma
curva de calibragéo, preparada a partir de uma solugéo padrdo de quercetina 20 pg/mL.

Aliquotas de solucdo padrao foram transferidas para tubos de microcentrifuga (0,
100, 300, 500, 700, 900, 1100 e 1300 pL), ao qual foram adicionados 400 pL de solugéo
metanolica de cloreto de aluminio 5%, e o volume completado com metanol para 2 mL. Em
seguida foi feito a leitura da absorbancia em ELISA Synergy H1 microplate reader
absorbance, (Software Version 2.06.10), com espectrofotometria UV-visivel a 420 nm, sob
temperatura de 23,7°C.

Para 0s ensaios com as amostras de extratos hidroetandlicos, em triplicatas
adicionou 50 pL de extrato a 1 mg/mL, em seguida, foram realizados 0s mesmos
procedimentos para a construcao da curva de calibragdo (WOISKY; SALATINO, 1998).

Atividade antioxidante pelo método DPPH

Para avaliacdo da atividade antioxidante foi utilizado o método fotocolorimétrico
in vitro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) descrito por Mensor et al. (2001).
Para tanto, adicionou 400 pL dos extratos hidroetandicos das amostras na concentracao de 1
mg/mL, em triplicatas. Em seguida, com 2 min. de intervalo entre cada amostra, foram
adicionados 800 pL de uma solucdo metandlica do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrasila
(DPPH, Sigma) em concentracdo aproximada de 20 pg/mL. Antes de utilizar a solucdo de
DPPH, a absorbéancia foi ajustada para valor entre 0,7 a 0,8 a 517 nm, medida a partir do seu
branco (800 pL da solu¢do de DPPH + 400 pL de metanol). Como substancia de referéncia
foi utilizado quercetina na concentracdo 20 pug/mL. Apos a adicdo do DPPH, as amostras
foram agitadas e mantidas no escuro por 20 min. e realizado a leitura da absorbancia em
ELISA Synergy H1 microplate reader absorbance, (Software Version 2.06.10), com
espectrofotometria UV-visivel a 517 nm, sob temperatura de 33,2°C. A degradacdo do DPPH
foi avaliada por comparagdo com o branco. A porcentagem de atividade antioxidante
(%AA0x) das amostras foi avaliada por meio da equacdo abaixo (NIEVA MORENO et al.,
2000; DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).
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% AAo0X = Abs controle — (Abs Am — Abs branco) x 100/Abs controle

Apos a obtencdo dos valores percentuais de inibi¢do do radical livre, 0s mesmos
foram analisados em ELISA Synergy H1 microplate reader absorbance, (Software Version
2.06.10) com a finalidade de se obter um grafico que apresentasse valores pelos quais seria
calculada a concentragdo inibitdria de 50% do radical DPPH (ICsp).
ATIVIDADE HEPATOPROTETORA IN VIVO

Local e animais da pesquisa

A pesquisa foi realizada em parceria com a Universidade do Estado do Rio
Grande do Norte (UERN), desenvolvida no Biotério Central, utilizando 24 roedores da
espécie Rattus norvegicus Berkenhout, 1769, linhagem Wistar, com 45 dias de idade pesando
aproximadamente 160-200 g. Os animais foram divididos em 04 grupos e acondicionados em
caixas (04 animais por caixa) confeccionadas com policarbonato, forradas com maravalha e
mantidos em sala com ciclo de luz de 12 h, aeracdo, exaustdo e climatizacdo controladas
(23°C), recebendo racao balanceada (Purina) e agua ad libitum.

O projeto foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UERN, e aprovado na CEUA/UERN com nimero de protocolo 006/15.

Inducdo de lesdo hepatica aguda

As administracdes de agua, extrato hidroetandlico de geoprépolis e acetaminofen
ocorreram por gavagem. Durante oito dias consecutivos administrou-se agua potavel e
extrato hidroetanolico da geopropolis, sendo no oitavo dia administrado o acetaminofen 1 h
apos a administracdo de dgua potavel e extrato.

Os animais foram divididos em 04 grupos constituidos por 06 animais: G1
(Controle Negativo): agua potavel; G2: 50 mg/kg de extrato hidroetandlico da geopropolis;
G3: 50 mg/kg de extrato hidroetanolico da geopropolis, junto a ultima administracdo (1 h
apos), receberam uma dose 600 mg/kg de acetaminofen (200 mg/mL, Paracetamol, EMS
S/A, Brasil); G4: (Controle positivo): agua potavel, junto a ultima administracdo (1 h apo6s),
receberam uma dose 600 mg/kg de acetaminofen (200 mg/mL, Paracetamol, EMS S/A,
Brasil). Para administracdo dos extratos hidroetanolicos de M. subnitida D., foi feito um pool

com as seis amostras de extrato na concentragéo de 45 mg/mL.
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Os animais foram pesados no primeiro e Ultimo dia da administracdo e suas
caracteristicas fisicas foram monitoradas diariamente. A metodologia de aplicacdo do
acetaminofen e extrato baseou-se em Silva et al. (2014) e Said (2001).

Coleta de sangue e eutanasia

Apo6s 48 h a ultima administracdo do extrato hidroetanélico e acetaminofen, os
animais foram anestesiados com uma dose Cetamina (10 mg/kg, i.p.) e Xilazina (10 mg/kg,
i.p). Constatado o plano anestésico, realizou-se a celiotomia sobre a linha alba, para acesso a
veia hepéatica. Com uma seringa e agulha 0,30 x 0,70 mm, 3 mL de sangue de cada animal foi
coletado. O sangue foi acondicionado em tubos de ensaio contendo EDTA como
anticoagulante e acondicionado em caixas térmicas e enviado ao Laboratorio de Patologia
Clinica do Hospital Veterinario da UFERSA para realizacdo das analises bioquimicas.

A eutanasia foi realizada por exsanguinagdo, nos animais anestesiados com
cetamina, associado a xilazina, via intraperitoneal, conforme a Diretriz da Pratica de
Eutanasia do CONCEA (2015).

Exame anatomopatologico

Constatado o 6bito, os animais foram submetidos a necropsia utilizando a técnica
proposta por Vasconcelos (1996), com exame externo do animal. A anélise
anatomopatologica do figado foi realizada sob observacGes das alteragbes: tamanho,

coloracdo, consisténcia, contornos, presenca de hemorragias e necrose.

Analise bioquimica da funcdo hepética

Foram determinados nas amostras de soro sanguineos os marcadores de lesdo
hepética: alanina aminotransferase (TGP), aspartato aminotransferase (TGO), albumina,
proteina total (PT), glicose e triglicerideo total, utilizando reagentes comerciais VIDA
Bioteconologia®, em seguida submetidas a leitura em aparelho analisador bioguimico

automatico (BIOPLUS 2000) por meio de espectrofotometria.

Exame histopatologico
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Os figados de todos os animais experimentais foram lavados com solucdo de
NaCl a 0,9%, fixados em solucdo tamponada de formol a 10% e processados de forma
rotineira para histologia, incluidos em parafina, cortados a 5 p de espessura, corados pela
hematoxilina-eosina (HE).

Os cortes histologicos foram examinados quanto a presenca de degeneracao
vacuolar das células que compdem o parénquima hepatico, infiltragdo de células

inflamatorias e necrose dos hepat6citos.

Estereologia

Estudo esteroldgico do figado foi realizado seguindo um padréo de amostragem
aleatorio, uniforme e sistematico (SUR) conforme descrito por Marcos et al. (2012). Os
fragmentos hepaticos foram selecionados aleatoriamente e submetidos a processamento
histologico de rotina para inclusédo em parafina e corados com hematoxilina e eosina. De cada
fragmento foram obtidas duas seccdes de 5 um e, posteriormente cinco campos
microscopicos aleatérios capturados na objetiva de 20x utilizando um sistema
videomicroscopico (Leica) para cada seccdo, no total de 20 campos analisados cegamente de
cada animal. Sobre a imagem de cada campo foi sobreposto um sistema de teste composto
por 50 pontos de teste (PT) utilizando o software Image Pro-Plus (Versdo 4.5.0.29.),

considerando os hepatdcitos, os sinusdides e colageno.

Analise estatistica

Os dados obtidos dos parametros bioquimicos séricos e estereoldgicos
(hepatdcitos, sinusoides e colageno), foram expressos em valores médios + desvio padréo,
bem como valores minimos e méaximos através da estatistica software SAS versédo 8.0. A
influéncia das concentracGes da geopropolis (matéria seca) na atividade antioxidante, em
fendis e flavonoides totais foi determinada pela correlacdo de Spearman. Apds analise dos
pressupostos paramétricos, as diferencas estatisticas entre os diferentes grupos experimentais
foram obtidas pela andlise de variancia (One-Way ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Os
dados percentuais tiveram uma transformacdo no arco-seno Vx. Quando a distribuigdo
gaussiana foi interrompida, os valores foram comparados pelo teste de Kruskal-Wallis.

Valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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DELINEAMENTO EXPERIMENTAL IN VITRO

Avaliacéo do efeito citotoxico em células neoplasicas

A atividade antineoplésica do extrato hidroetandlico da geopropolis de M.
subnitida D., foi realizada no Laboratério BiotechCell e avaliada pelo ensaio de redugédo do
tetraz6lio MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil2-tiazolil)-2,5-difenil-2H tetrazélio) em linhagem
celular de carcinoma hepatocelular humano (HepG2). Para comparacédo e avaliagcdo do efeito
seletivo da citotoxicidade, foi utilizada uma linhagem celular saudavel (fibroblastos-L929),
de acordo com a metodologia descrita por Mosmann (1983).

As substancias testes, foram ensaiadas em nove diferentes concentragdes: 500,
250, 125, 62,5, 31,25, 15,625, 7,8125, 3,90625, 1,953125, 0,9765625 nug/mL. As células
foram semeadas em placas de 96 pocos na densidade de 0,1 x 10° células/mL. As células
foram cultivadas em DMEM (Dulbecco modification of Minimum Essential Media;
GIBCO®) suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de solugdo composta dos
antibioticos penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 ug/mL).

As placas de 96 pocos foram incubadas a 37°C em estufa umidificada em
atmosfera de 5% de COz por 24 h, a fim de permitir a sedimentagdo e adesdo celular. Apds
esse periodo, as amostras do extrato hidroetandlico e o controle negativo (DMSO) foram
adicionadas as culturas celulares. Apds o periodo de exposicdo (24 h), foi adicionado a cada
poco 50 pL de solugdo de MTT (1 mg/mL). As placas foram incubadas a 37°C em estufa
umidificada em atmosfera de 5% de CO:2 por 3 h e logo apoés a solugdo de MTT foi removida
e o precipitado de formazam foi ressuspendido em 100 uL. de DMSO. Utilizou-se como
controle positivo o farmaco Doxorrubicina, utilizado na quimioterapia do cancer.

Para a quantificacdo do formazan, as absorbancias de cada po¢o foram obtidas
com o auxilio do espectrofotdmetro no comprimento de onda de 570 nm. A citotoxicidade foi
estimada a partir da média das absorbancias das réplicas de cada condi¢do experimental
subtraida dos valores do branco, a qual é comparada com a média obtida pelo controle do
veiculo (DMSO), considerada como correspondente a 100% de viabilidade celular.

A partir dos dados da viabilidade celular foi determinado a 1Csg, que corresponde
a concentracdo da amostra capaz de induzir 50% de citotoxicidade. As ICso obtidas para

HepG2 e fibroblastos-L929 foram comparadas entre si e com ICsg da Doxorrubicina.

Avaliacao do potencial genoprotetor
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A amostra de extrato hidroetandlico foi encaminhada ao Laboratério BiotechCell,
onde foi avaliado o efeito genotdxico e genoprotetor do extrato hidroetandlico da geoprépolis
de M. subnitida D. através da andlise do ensaio Cometa Alcalino.

O ensaio do Cometa Alcalino foi realizado com a linhagem de fibroblastos de
camundongo L929 (fonte BCRJ). As células (0,7 x 10° células/mL) foram cultivadas em
DMEM (Dulbecco modification of Minimum Essential Media; GIBCO®) suplementado com
10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos, na presenca de concentragdes crescentes das
amostras testes (100, 250 e 500 pg/mL) durante 24 h a 37°C em atmosfera de 5% de CO:>
para analise de genotoxicidade. O perdxido de hidrogénio (H202; 150 uM por 2 h de
exposicdo) foi utilizado como controle positivo e &gua destilada estéril como controle
negativo. Para analise dos efeitos anti-genotoxicos das amostras testes, as culturas celulares
foram co-tratadas com concentragdes crescentes das amostras testes (100, 250 e 500 pg/mL)
e H202 (150 uM) durante 2 h a 37°C em atmosfera de 5% de CO..

As laminas foram previamente cobertas com agarose de ponto de fusdo normal
(0,5%) a uma temperatura de 60°C em solucéo de PBS livre de Ca2+ e Mg2+, mantidos a
temperatura ambiente até a solidificagdo da agarose de baixo ponto de fusdo. As células
tratadas foram embebidas em uma solugéo de agarose de baixo ponto de fusdo (1,5%) a 37°C
e adicionadas as laminas pré-cobertas com agarose de ponto de fusdo normal. Posteriormente,
as laminas foram cobertas com laminulas para uniformizar a distribuicdo do material na
lamina e mantidas a 4°C para solidificacdo da agarose. Apos a solidificacdo da agarose, a
laminula foi delicadamente removida e as laminas imersas na solucdo de lise (5 M NaCl, 100
mL EDTA, 10 mM Tris, 1% N-Laurilsarcosina, 1% Triton X-100, 10% DMSO, pH 10,0),
abrigada da luz a 4°C por no minimo 1 h.

Apo6s o procedimento anterior, as laminas foram imersas em uma solucdo de
neutralizacdo (0,4 M Tris, pH 7,5) por 15 min. Posterior a esta etapa, as laminas foram
dispostas horizontalmente na cuba de eletroforese e preenchida com uma solucéo alcalina a
4°C (1 mM NaEDTA, 300 mM NaOH, pH>13,0). As laminas repousaram por 20 min. para
permitir o relaxamento do DNA e a conversdo de sitios alcali-labeis em quebra de fitas
simples. A eletroforese (25 V; 300 mA) foi conduzida a baixa temperatura (4°C) durante 20
min. Todos esses procedimentos foram realizados na auséncia de luz. Apdés a corrida
eletroforética, as laminas foram novamente neutralizadas por 5 min. e fixadas em etanol a
100%. Para coloracdo das laminas, foi utilizada uma solucdo de brometo de etidio (20
pg/mL). As laminas foram analisadas com o auxilio de microscéopio de fluorescéncia. Foram

analisados 100 cometas por lamina (LOVELL et al., 1999) e classificados, por analise visual,
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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.

in.xi

O indice de dano (ID) foi obtido pela seguinte formula: ID = =0 ,onde Mi ¢

0 nimero de células com nivel de dano (0, 1, 2, 30u 4).

O efeito de protecdo das amostras testes sobre a genotoxicidade induzida pelo
H20, (50 uM por 2 h de exposicdo) foi calculado de acordo com Waters et al. (1990),
segundo a férmula: %Reducdo = (A-B/A-C) x 100. Onde A corresponde ao ID induzido pelo
H20>, B corresponde ao ID induzido pelo tratamento anti-genotoxico (H202 + amostra teste)

e C corresponde ao ID atribuido ao controle negativo (agua destilada).
Analise estatistica

Para avaliacdo da citotoxicidade 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 ICso e respectivos intervalos de confianga (IC 95%) a partir de regresséo
ndo-linear, utilizando o programa Prisma versdo 5.0 (GraphPad Software). Para analise da
atividade genoprotetora, 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

Identificacdo taxondémica da abelha

Identificou-se caracteristicas anatbmicas especificas da espécie M. subnitida D., a
presenca de coloracdo ferruginea da pilosidade do térax, constrastando com a cor preta do
tegumento do abdémen e cabeca, manchas subnitidas nos segundo e terceiro tergito
metassomal, cabeca de operaria completamente escura e uma mancha em formato de “W”

invertido no clipeo de zangdes, conforme descrito por Fonseca et al. (2017).

COMPOSICAO QUIMICA
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Compostos fendlicos detectados por HPLC-ESI-MS/MS em extrato hidroetandlico da
geoprépolis de Melipona subnitida D.

As amostras de extrato hidroetandlico da geopropolis de M. subnitida D.,
oriundas dos meliponérios da regido semiarida do Rio Grande do Norte, demonstraram o
mesmo perfil quimico, contendo 41 compostos fendlicos, distribuidos entre fendis e
flavonoides, este Gltimo, sendo chalconas, flavonas e flavonois. Dentre estes, os principais
constituintes detectados sdo: éteres de flavondis e metil, metoxi-chalconas, acidos benzdicos
do de 4-
demethyldeoxypodophyllotoxin 4-O-glucopyranoside é relatada pela primeira vez em

glicosideos e derivados acido cumarico. A presenca lignan

geoproépolis neste estudo (Tab. 1).
Apigenina € o constituinte com maior pico no tempo de retencdo indicado em

todas as amostras de extrato hidroetanolico analisadas em HPLC/DAD (Fig. 2).

2 - Perfil cromatografico do extrato hidroetanolico da geopropolis de Melipona subnitida D.

oriundos do semiarido do Rio Grande do Norte, analisados por HPLC-DAD
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Tabela 1 - Constituintes detectados nas seis amostras de extrato hidroetandlico da geopropolis de Melipona subnitida D. oriundos do semiarido

do Rio Grande do Norte

Rt UV nm (+) ESI-MS/MS (-) ESI-MS/MS Identificagéo Referéncias
m/z m/z
[M - H] - 255 ) S Li etal. (2017), Sun et al.
11.3 260, 375 4,2’ 4’-trihydroxy chalcone — isoliquiritigenin
MS/MS — 135 (2017), Smoluch et al. (2014)
Ferreira et al., (2017 a,b),
12.6 255, 360 [M + H]" - 303 [M-H]-301 quercetin Brito et al. (2014), Pellati et
al. (2013), Wang et al. (2017)
[M+H]"-317 [M-H]-315 . . . Brito et al. (2014), de Oliveira
13.8 255, 360 isorhamnetin - (3’-methoxyquercetin) .
MS/MS — 302 MS/MS — 300 Dembogurski et al. (2018)
Wang et al. (2017),
[M + H]* - 287 [M-H] —285 .
145 255, 360 kaempferol Mahfoudhi et al. (2014),
Falcdo et al. (2013)
Souza et al. (2013),
[M - H] -299 . Mahfoudhi et al. (2014), de
15.1 255, 360 [M+H]*"- 301 4’-O-methyl kaempferol - Kaempferide o .
MS/MS — 285 Oliveira Dembogurski et al.
(2018)
. Ferreira et al. (20173, b),
[M+H]* - 317 [M-H] -315 4,5.6’-trihydroxy- ]
15.7 370 . Zhang et al. (2011), Li et al.
MS/MS — 302 (70), 197 (100) MS/MS — 300 2’,4’-dimethoxy chalcone (2017)
Wang et al. (2017),
[M+H]*-317 [M-H]-315 . . o .
16.0 260-360 Rhamnetin (7-O-methylquercetin) de Oliveira Dembogurski et al.
MS/MS — 302 MS/MS -300
(2018), Souza et al. (2013)
o Wang et al. (2017),
16.4 270-340 [M+H]"-271 [M - H] - 269 apigenin

Mahfoudhi et al. (2014), Brito



16.6

18.2

19.0

19.9

211

21.9

22.4

27.0

29.0

29.6

270-340

ND

270-340

260-360

270-345

260-360

260-360

290

260-360

260-360

[M + HJ* - 301
MS/MS - 286

[M + Na]* — 353
[M + H]*— 331
MS/MS — 316 (100), 298 (40)
[M + HJ* - 361
MS/MS - 346 (100), 328 (50)
[M + HJ* - 315
MS/MS — 300

[M + H]* - 331
MS/MS - 316

[M + H]* - 315
MS/MS — 300

[M + H]* — 315
MS/MS — 300

[M - HJ -299
MS/MS -284

[M - H] -355
MS/MS — 151

[M—H] - 329
MS/MS — 314

[M - HJ -313

[M - HJ -313
MSMS — 298
[M - HJ -271

[M - H] -283

[M - H] -313
MSMS — 298

chrysoeriol (5,7,4’-trihydroxy-3’-

methoxyflavone

mandelic acid acetyl glucoside

cirsiliol (5,3°,4’-trihydroxy-6,7-

dimethoxyflavone)

myricetin 3,7,3'-trimethyl ether;

cirsimaritin

quercetin dimethyl ether

kaempferol dimethyl ether

naringenin
3-O-methyl galangin or 5,7-dihydroxy-3-

methoxy flavone

kaempferol dimethyl ether isomer
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et al. (2014), Falcéo et al.
(2013)

Jamzad et al. (2003), Zhang et
al., (2011), Facundo et al.
(2012)

Songsong et al. (2015),
Fukuda et al. (2003)

Jamzad et al. (2003)

Kranjc et al. (2016), Zhang et
al. (2011)
Guo et al.
(2019)

Mahfoudhi et al. (2014),
Ferreira et al. (20173, b),
Falcdo et al. (2013)
Falcdo et al., (2013),
Mahfoudhi et al. (2014)
Singh et al. (2019)

Tao et al. (2006)
Falcéo et al. (2013)

Falcéo et al. (2013),
Mahfoudhi et al. (2014)



29.7

30.0

30.5

325

38.5

39.8

40.3

421

43.4

260-360

245 - 360

370

260-360

330 -350

[M + HJ* - 331
MS/MS - 316

[M + HJ* - 271
MS/MS — 253 (50), 161 (100), 137
(60)

[M + H]* — 287
MS/MS — 167 (100), 147 (80)

[M + H]* — 345
MS/MS — 330 (100), 313 (50)

[M + H]* — 341
MS/MS — 285 (100), 267 (100), 179
(70)

[M + H]* — 547
MS/MS — 385, 367

[M +H]*— 579
MS/MS — 301

[M - H] -329

[M - H] -269

[M - H] -285
MSMS — 165

[M - H] -343
MS/MS — 328
(100)

[M - H]-339
MS/MS — 151

[M - H] - 423

MS/MS - 219

[M - H] - 407
MS/MS - 219

quercetin dimethyl ether isomer

2°,4’ -dihydroxy-4-methoxychalcone

4’-methoxy-2",6,4- trihydroxy chalcone

quercetin 3,7,3 -trimethyl ether also known as

pachypodol

mandelic acid acetyl rhamnoside

4-demethyldeoxypodophyllotoxin 4-O-

glucopyranoside

4-methoxy-3-prenyl benzoic acid
acetylglucoside
1.
Kaempferol methyl ether coumaroyl
arabinoside
4-methoxy-3-prenyl benzoic acid

acetylrhamnoside

72

Falcéo et al. (2013) Ferreira et
al. (2017 a,b), Kranjc et al.
(2016)

Sun et al. (2017), Smoluch et
al. (2014)

Ferreira et al. (2017a, b), Sun
et al. (2017), Zhang et al.
(2011), Smoluch et al. (2014)

Kranjc et al. (2016)

Wang et al. (2017), Zahoor et
al. (2018), Songsong et al.
(2015), Fukuda et al. (2003).

lida et al. (2010), Zilla et al.
(2014)

Taddeo et al. (2016), Quilez et
al. (2010),

Zhang et al. (2011)

Mahfoudhi et al. (2014),
Wang et al. (2017)



[M - H] - 341
47.2 330

MSMS - 297

[M - H] - 343
48.3 330

MSMS - 299

4-0-vinyl-3,5-diprenyl coumaric acid

4-0-ethoxy-3,5-diprenyl coumaric acid

73

Taddeo et al. (2016), de
Oliveira Dembogurski et al.
(2018), Guzman (2014)
Taddeo et al. (2016), de
Oliveira Dembogurski et al.
(2018), Guzman (2014)

Rt: tempo de retencédo
Fonte: Elaboragdo do autor (2020)
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Teores de fenois e flavonoide totais

Dentre as seis amostras de extrato hidroetandlico da geopropolis de M. subnitida
D., analisadas no presente estudo, as amostras Al, A4, A5 e A6 apresentaram elevados teores
de fendis totais. Entre as amostras Al e A6, A4 e A5 nao apresentaram diferenca estatistica.
Quanto aos teores de flavonoides, entre as amostras A4 e A5, Al e A6 se destacaram por
apresentar altos teores de flavonoides totais, ndo havendo diferencga significativa dos valores.
A amostra A3 constitui-se 0 extrato com menores teores de fendis e flavonoides totais (Tab.
2).

Atividade antioxidante

Os compostos fenolicos, as concentracbes de massa seca, teores de fenois e
flavonoides totais e 0s baixos valores de 1Cso (%) presentes nas amostras Al, A2, A4, A5 e
A6 do extrato hidroetndlico da geopropolis, obtidas através do metodo fotocolorimétrico do
radical livre DPPH, indicam moderada atividade antioxidante, demonstrada pelos reduzidos
valores de 1Cso, que correlaciona-se aos elevados teores de fenois e flavonoides totais das

amostras (Tab. 2).

Tabela 2 - Média + desvio-padrdo dos teores de fenois (%) (m/m) e flavonoides totais
(mg/100g), atividade antioxidante (%) e concentracfes de massa seca (mg/mL) de seis
amostras de extrato hidroetanolico da geoprépolis de Melipona subnitida D., obtidas no
semiarido do Rio Grande do Norte

Amostras Fenois Totais Flavonoides 1Cso Massa seca
Al 25,37 + 6,36AB 20,04 £ 5,22BC 82,50 65,80
A2 16,62 + 3,91B 14,72 £ 3,75C 122,20 35,20
A3 5,08 £ 1,05C 0,36 £ 0,13D 662,70 15,20
Ad 28,46 + 1,73A 32,22 + 4,43A 98,80 44,60
A5 28,3+ 4,4A 24,88 + 0,58AB 76,30 63,0
A6 20,91 + 3,29AB 22,05 +2,79BC 1440 46,0

A, B, C, D Médias seguida de letras mailsculas diferentes na coluna significa diferenca estatistica (p<0,05 —
Kruskal-Wallis)
Fonte: Elabora¢do do autor (2020)

Anélise bioquimica da fungdo hepatica
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Entre os grupos G1, G2 e G3 os valores médios dos niveis séricos das enzimas
TGO, TGP, glicose e triglicerideos ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas e
permaneceram dentro dos valores de referéncia. No G4 esses valores aumentaram
significativamente, TGO e TGP obtiveram niveis acima dos valores de referéncia indicados,
enquanto que triglicerideos e glicose, aumentaram seus niveis, quando comparado com 0s
grupos G1, G2 e G3 (Tab. 3).

N&o foram observadas diferencas estatisticas significativas nos valores médios
dos niveis sericos de albumina, proteinas totais e ureia entre G1, G2 e G3, permanecendo
dentro dos valores de referéncia. No G4 observou-se uma reducdo desses valores médios,
quando comparado a G1, G2 e G3 (Tab. 3).

Tabela 3 - Valores de média + desvio padrdo dos parametros bioquimicos séricos de Rattus norvegicus
Berkenhout, 1769, linhagem Wistar nos grupos experimentais G1 (Controle Negativo), G2 (extrato
hidroetandlico da geopropolis), G3 (extrato hidroetandlico da geopropolis e acetaminofen) e G4 (acetaminofen)

Grupos experimentais

Valores de referéncia

Variaveis Gl G2 G3 G4 (MELO et al., 2012)
TGO 138 + 23,01b 111,8 +26,4b 109 + 32,32b 267,75 £ 56,72a 81-180U/L
TGP 74,67 £9,81b 91,17 £10,55b 114,6 + 26,52ab 144,0 + 51,5%aa 74-143U/L
Albumina 7,63 +£0,19a 5,7 +0,24b 5,0 £0,25¢c 4,36 £ 0,32d 3,4-4,8g/dL
Ureia 58,2 £ 9,47a 55,17 + 3,6ab 46,0 £ 5,13b 43,02 +9,36b 30-42mg/dL
Glicose 96,6 + 17,02a 99,0 + 15,82a 93,29 + 10,58a 100,67 + 10,35a 79-144mg/dL
Triglicerideos 71,67 £12,95b 75,75 +29,67b 65,0 + 23,13b 129,50 + 24,56a 42-160mg/dL
PT 7,73 +0,48a 8,47 +0,21a 7,97 +0,58a 6,93 + 0,65b 5,5-10,4g/dL

a,b,c Letras minusculas diferentes na linha significa diferenca estatistica (p<0,05).
TGO: Aspartato aminotransferase. TGP: Alanina aminotransferase. PT: Proteinas totais.
Fonte: Elaboragdo do autor (2020)

Exame macroscépico e histopatoldgico do figado

Foi possivel constatar que os animais dos grupos G1 e G2 apresentaram figados
com aspecto morfoldgico dentro da normalidade observada para a espécie, sem alteracGes
anatomicas (Fig. 3 A, B). Nos figados dos animais do grupo G3 foi possivel constatar
coloracdo marrom pélida e discreta hemorragia, evidenciada pela presenca de pequenos
pontos hemorragicos na capsula e parénquima do 6rgdo (Fig. 3 C). Os animais do grupo G4
apresentaram figado com presenca de sufusdes hemorragicas na capsula, contornos
irregulares, consisténcia friavel e na superficie de corte presenca de areas multifocais de

coloragdo branco amarelada (Fig. 3 D).
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Na avaliagdo histopatoldgica, evidenciou-se que o tecido hepético dos animais
dos grupos G1 e G2, ndo apresentaram alteragcdes, demonstrando aspecto histopatoldgico
normal (Fig. 4 A, B). Nos animais do grupo G3, o exame histopatoldégico revelou focos de
hepatdcitos tumefeitos, vacuolizados (degeneracdo hidrdpica) e necrosados. Também foram
constatados moderada dissociacdo dos corddes de hepatdcitos e congestdo de sinusoides (Fig.
4 C). As alteracGes histologicas foram mais intensas nos figados dos animais do grupo G4,
onde foi possivel constatar perda do padrdo arquitetbnico do 6rgdo, com presenca de
degeneracdo e necrose difusa dos hepatdcitos, areas de hemorragia, além de acentuada

dissociagdo dos corddes de hepatocitos (Fig. 4 D).

Figura 3 - Figados de Rattus norvegicus Berkenhout, 1769, linhagem Wistar nos
grupos experimentais: A- G1 (Controle Negativo); B- G2 (extrato da hidroetandlico
da geopropolis); C- G3 (extrato hidroetandlico da geopropolis e acetaminofen); D- G4
(acetaminofen). Notam-se nos G1 e G2 figados com aspecto morfolégico normal, no
G3 figado com coloracdo marrom palida e discreta hemorragia, no G4 presenca de
sufusGes hemorréagicas na capsula, contornos irregulares e na superficie de corte
presenca de areas multifocais de coloracdo branco amarelada

Fonte: Elaboracéo do autor (2020)
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Figura 4 - Figados de Rattus norvegicus Berkenhout, 1769, linhagem Wistar, nos grupos
experimentais, corados com hematoxilina e eosina: A- G1 (Controle Negativo); B- G2 (extrato
hidroetanolico da geopropolis); C- G3 (extrato hidroetandlico da geoprépolis e acetaminofen); D-
G4 (acetaminofen). Nota-se no G1 e G2 arquitetura tecidual normal, no G3 focos de hepatdcitos
tumefeitos, vacuolizados e necrosados, no G4 degeneracdo e necrose difusa de hepatécitos

FU o .

R i)
! P | €

Fonte: EIoragéo do auto (2020)
Estereologia

A analise dos tecidos hepaticos nos diferentes grupos experimentais, mostrou que
ndo houve diferenca estatistica entre o percentual de hepatdcitos e sinusoides hepaticos nos
grupos G1, G2 e G3 (Tab. 4). O percentual de hepatdcitos do G4 reduziu significativamente
em relacdo aos demais grupos. Os percentuais de sinusdides diminuiram nos G3 e G4 em
relacdo ao G1 e G2 (Tab. 4). Quanto ao percentual de coldgeno presente no tecido hepético, a
analise estereoldgica também demonstrou que ndo houve diferenga significativa do
percentual de coldgeno nos G1 e G2. No entanto, observou-se aumento significativo do
percentual de coldgeno nos G3 e G4 em relacdo aos G1 e G2. Quando realizado a
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comparacgdo entre 0s grupos G3 e G4, fica evidente que o percentual de colageno do G3 foi
significativamente inferior ao G4 (Tab. 4).

Tabela 4 - Valores de média + desvio padrdo da densidade de volume dos hepatdcitos,
sinusdides e colageno nos figados de Rattus norvegicus Berkenhout, 1769, linhagem Wistar
nos grupos experimentais: G1 (Controle Negativo), G2 (extrato hidroetandlico da
geopropolis), G3 (extrato hidroetandlico da geopropolis e acetaminofen) e G4 (acetaminofen)

Grupos experimentais

Variaveis Gl G2 G3 G4
Hepatocitos 74,56 £ 6,12a 73,96 = 6,89a 72,6 + 3,42a 66,2 £ 9,69b
Sinusoides 22,84 +272a 21,95+355a 18,76 £4,51b 11,5+ 2,09¢
Colageno 6,04 + 1,54c 6,1 + 1,04c 8,47 £2,1b 12,96 + 3,9a

a,b,c Letras mindsculas diferentes na linha significa diferenca estatistica (p<0,05)
Fonte: Elaboragdo do autor (2020)

Efeito citotdxico em células neoplasicas.

O extrato hidroetanolico da geopropolis de M. subnitida D. apresentou efeito
citotoxico contra a linhagem celular HepG2 e fibroblastos-L.929, ap6s 72 h de exposi¢do, ndo
havendo diferenca significativa entre as linhagens celulares (Tab. 5). Observou-se diferenca
significativa nos valores de ICso da Doxorrubicina em relagdo ao ICso de HepG2 e
fibroblastos-L.929, obtidos para o extrato hidroetandlico. Vale ressaltar que a Doxorrubicina é
um quimioterapico utilizado no tratamento do cancer e apresenta alta toxicidade e baixos

valores de 1Csp.

Tabela 5 - Valores da concentragéo inibitoria (ICso) promovidos pelo extrato hidroetandlico
da geopropolis de Melipona subnitida D. e quimioterapico Doxorrubicina frente as linhagens
celulares de fibroblastos-L929 e de hepatocarcinoma humano (HepG2) pelo ensaio MTT,
apos 72 h de exposicao

Linhagens celulares — 1Cso pg/mL

Compostos L929 HepG2
Extrato hidroetanolico da geoprépolis 250.9Aa 365,00Ab
Doxorrubicina 2,2645Ba 0,5491Bb

Valores de 3 experimentos independentes e apresentados em valores de Clsy obtidos por regressdo ndo-linear
com intervalo de confianca de 95%. a,b Letras minGsculas diferentes na linha significa diferenca estatistica. A,
B Letras maiusculas diferentes na coluna significa diferenga estatistica.

Fonte: Elabora¢do do autor (2020)

Potencial genoprotetor



79

A amostra do extrato hidroetandlico da geopropolis de M. subnitida D. ndo
exerceu efeito genotéxico em linhagem de fibroblastos de camundongo L929, uma vez que,
em comparacdo entre as médias dos idDNA celular, em todas as concentragdes testadas, ndo
foram observadas diferencas significativas em relacdo ao controle negativo (agua destilada).
Contudo, ao comparar as médias dos idDNA da amostra do extrato hidroetanélico, com as do
controle positivo (H20) verificou-se diferenca estatistica (Tab. 6), pois o H>O> € utilizado
como substancia genotdxica padrdo em exposi¢des in vitro capaz de promover fragmentacao
no DNA.

Tabela 6 - Media + desvio-padrdo dos indices de dano ao DNA (idDNA), analisados pelo
ensaio cometa para avaliacdo da genotoxicidade do extrato hidroetandlico da geopropolis de
Melipona subnitida D., apos exposicdo de células da linhagem de fibroblastos de
camundongo L929, por 24 h em trés diferentes concentragbes do extrato, ao peroxido de
hidrogénio e a agua destilada

Concentragao do extrato (uL/mL)
Parametro 500 250 100 Controle + Controle -

idDNA 10,00a + 2,73 8,22a+ 3,23 5,66a+291 179,22b+ 11,14 7,88a + 2,26

Controle positivo (+): peroxido de hidrogénio (H202); Controle negativo (-): agua destilada
Fonte: Elaboracédo do autor (2020)

Consoante aos resultados da Tabela 6, as amostras do extrato hidroetanolico da
geoprépolis de M. subnitida D., em todas as concentracBes avaliadas, apresentaram efeito
genoprotetor em culturas fibroblastos de camundongo (L929) co-tratadas com as amostras
teste e H202, uma vez que, os percentuais de reducgdo da genotoxicidade foram elevados e na

maior concentracgdo testada (500 uL./mL) obtiveram valor igual a 90,74% (Tab. 7).

Tabela 7 - Média + desvio-padrdo do percentual de reducdo de genotoxicidade, analisados
pelo ensaio cometa, para avaliacdo do efeito genoprotetor do extrato hidroetandlico da
geoprépolis de Melipona subnitida D., em células da linhagem de fibroblastos de
camundongo L929, co-tratadas com trés concentracdes de amostras do extrato
hidroetandlico da geopropolis e peroxido de hidrogénio
Concentragdo do extrato (uL/mL)
Parametro analisados 500 250 100

% de reducdo da genotoxicidade 90,74 + 4,03 73,12 + 4,96 48,18 + 9,27

Fonte: Elaboragéo do autor (2020)
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DISCUSSAO

O extrato hidroetandlico da geoproépolis de M. subnitida D. é um produto natural
promissor para a industria farmacéutica, pois apresenta um perfil quimico com ampla
variedade de compostos fendlicos com propriedades terapéuticas. Os fendis constituem uma
parcela com 09 diferentes substancias. Dentre os flavonoides, os flavondis sdo importantes
caracteristicas quimicas, com 14 diferentes substancias dos constituintes quimicos. Esses
resultados corroboram com os estudos realizados no Rio Grande do Norte por Ferreira et al.
(2017a), que utilizaram prépolis verde como fonte de pesquisa e verificaram os flavonoides
como constituintes abundantes nesse tipo de propolis, dentre os quais, flavondis e chalconas
aparecem em grande quantidade, quando comparado com o0s demais compostos. Nos
espectros de massa de flavonois eteres metilicos, flavonas éteres metilicos e metoxi
chalconas, os grupos metoxilas foram confirmados por perdas de CHs, produzidas por um
anion radical estavel [M—H-15]+— (KRANJC et al., 2016; DE OLIVEIRA DEMBOGURSKI
et al., 2018).

Com excecdo da naringenina e de alguns metil flavondis, o perfil quimico das
seis amostras de extrato hidroetandlico da geopropolis estudada apresenta pela primeira vez
lignan 4-demethyldeoxypodophyllotoxin 4-O-glucopyranoside, como também, exibiram um
perfil semelhante de compostos fendlicos de uma amostra de geopréopolis de Scaptotrigona
aff. depillis e de um novo tipo de prépolis verde coletada no estado do Rio Grande do Norte,
Nordeste do Brasil, que possui Mimosa tenuiflora como fonte de resina (FERREIRA et al.,
2017a, b). O mesmo ocorreu no espectro de polen de Melipona asilvai, coletado ao longo de
dois anos em uma regido da Caatinga na Bahia, Brasil, que apesar da variedade de fontes
florais registradas, foi possivel identificar a preferéncia floral desta abelha pelo género
Mimosa (SILVA et al., 2018). A presenca de M. tenuiflora nessas geopropolis e prépolis
acontece porque a inducdo de sua floracdo aumenta o suprimento e a coleta de polen pelas
abelhas no periodo de seca do ano, minimizando o efeito da escassez de alimentos nas
colénias, indicando a importancia das espécies desse género como fonte de recursos
utilizados por estas abelhas (DOS SANTOS SILVA et al., 2015).

Portanto, podemos supor que M. tenuiflora é provavelmente uma fonte de resina
da geoprépolis do semiarido do Rio Grande do Norte, pois de acordo com Paulino et al.
(2011), o semiarido da regido Oeste do Rio Grande do Norte é constituido por Caatinga
hiperxeréfila, com um pasto apicola composto por espécies medicinais como: Myracrodruon

urundeuva, Zizyphus joazeiro, Anadenanthera columbrina, Anacardium occidentale e M.
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tenuiflora (Willd.) Poir., com predominancia de M. tenuiflora (Willd.) Poir., devido ser uma
espécie resistente a seca, cresce com muita facilidade em solos rasos e possue grande
potencial forrageiro, portanto, é uma planta bem estabelecida em instalacdo de plantios
homogéneos de espécies florestais nessa regido (RIEGELHAUPT; PAREYN, 2010).

Apesar da semelhanca do perfil quimico nas amostras de geoprdpolis, é possivel
haver variagdes nos valores de fendis e flavonoides totais, tal como foi visto no presente
estudo, o qual demonstrou na amostra A3 baixos valores. Contudo, esses valores ndo indicam
reducdo na qualidade da geopropolis da regido, apenas demonstram uma variacdo de
predilecdo da abelha pela espécie vegetal em locais distintos dentro da regido semiarida do
Rio Grande do Norte. Esse comportamento foi relatado por Souza et al. (2013, 2018) e Silva
et al. (2014), com amostras de geoprépolis coletadas no estado da Paraiba, observaram que as
abelhas M. subnitida D. coletam a resina de espécies vegetais mais proximas da colmeia,
mesmo em ambiente com rica diversidade de fontes vegetais, como o semiarido nordestino,
assim exibem um perfil semelhante de compostos fenolicos, com variacGes nos teores de
fendis e flavonoides totais, podendo em algumas amostras ocorrer uma reducdo de compostos
quimicos em sua composicao.

Uma triagem fitoquimica de um extrato hidroetandlico da geoprdpolis de M.
subnitida D. revelou a presenca de taninos hidrolisaveis, flavondis, flavonas, xantonas e
triterpenos pentaciclicos livres (SOUSA et al.,, 2015). Fenilpropandides, hexosideos de
galoilo, &cido elagico, acil-(cinaminoil/coumaroil)-hexdsidos, acil-(cinaminoil/coumaroil)-
galoil-hexosideos e flavonoides, 7-O-metil naringenina, 7-O-metil aromadendrina, 7,4'-di-O-
metil aromadendrina, 4'-O-metil-caempferol, 3-O-metil-quercetina, 5-O-metil-aromadendrina
e 5-O-metil-kaempferol e flavondides O-glicdsidos acilados foram detectados em geopropolis
de M. subnitida D. coletado no estado da Paraiba, Nordeste do Brasil, que exibia potencial
atividades antioxidantes e antinociceptivas (SOUZA et al., 2013, 2018; SILVA et al., 2014).

Compostos fendlicos com significativa quantidade de hidroxilas sdo capazes de
interceptar a cadeia de oxidacdo de radicais livres através da doacdo de hidrogénio de suas
hidroxilas, promovendo maior atividade antioxidante (RIGHI et al., 2011; KATAOKA,
CARDOSO, 2013), as quais atuam diminuindo o estresse oxidativo, promovendo protecao
contra danos no DNA e atividade hepatoprotetora (MIRANDA-VILELA et al., 2008;
ALMEIDA, 2009). A capacidade sequestrante do radical DPPH é representada pelos valores
de ICso (%) das amostras comparados com os de quercetina pura, cujo valor é de 12,3.
Segundo a classificacdo da escala de qualidade da atividade antioxidante proposta por Melo

et al. (2010), um produto natural é considerado com atividade antioxidante boa quando
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IC50<65 pg/mL, moderada 65 pg/mL<ICs50<152 pg/mL e baixa atividade 1C50>152 pg/mlL.
Portanto, seguindo essa classificacdo, os resultados sugerem que as amostras Al, A2, A4, A5
e A6 apresentam moderada capacidade sequestrante do radical DPPH. Tais dados corroboram
com Vérias pesquisas, que mostraram como resultados a atividade antioxidante sendo
correlacionada aos teores de fenois e flavonoides totais, ou seja, quanto maior for os teores na
amostra, maior serd a atividade antioxidante exercida (CASTRO et al., 2007; CABRAL et al.,
2009; DA SILVA et al., 2013).

Resultados semelhantes foram descritos por Ferreira et al. (2017a) com prépolis
verde e Silva et al. (2019) com prépolis vermelha no semiarido do Rio Grande do Norte, 0s
quais apresentaram valores ICso (%) igual a 56,2 +0,4a72,9+0,3 pgmL' e 61,04 +0,31 a
129,10 + 0,49 pg/mL respectivamente, demonstrando uma atividade antioxidante variando de
boa a moderada. Diferentemente dos resultados obtidos em pesquisas realizadas no Rio
Grande do Norte, no estado do Para, a geoprépolis de duas espécies de meliponideos
apresentaram baixa atividade antioxidante (0,20 e 0,21 mmol/L) e, apenas uma espécie
apresentou boa atividade antioxidante (2,75 mmol/L) (LIMA, 2015). No estado de Sergipe a
propolis vermelha obteve baixa atividade antioxidante com valores de ICso igual a 270,13 +
24,77 ng/mL (FROZZA et al., 2013). Tais resultados demonstram que a ecologia de cada
regido interfere nos teores de fendis e flavonoides totais da propolis (CARDINAULT et al.,
2012; NUNES; GUERREIRO, 2012), podendo os meliponicultores realizar um manejo
florestal com espécies vegetais com potencial medicinal, tais como, M. urundeuva, Z.
joazeiro, A. columbrina, A. occidentale e M. tenuiflora (Willd.) Poir., para se obter uma
geoprépolis com melhor qualidade nas propriedades medicinais (PAULINO et al., 2011).

Apesar dos meliponicultores da regido de coleta das amostras de geoprépolis
estudada ndo realizarem manejo florestal adequado do pasto apicola, os resultados
demonstraram que nos grupos G1, G2 e G3, o extrato hidroetandlico da geoprépolis de M.
subnitida D. promoveu um efeito hepatoprotetor frente a administracdo do acetaminofen, que
segundo Lopes e Matheus (2012), € uma droga com alta hepatotoxicidade capaz de aumentar
a atividade das enzimas TGO e TGP, elevar os niveis séricos de triglicerideos e glicose, como
também, reduzirem os niveis séricos de albumina, PT e ureia, concomitante destroi a
arquitetura tecidual, demonstrado em dados macroscopicos e histolégicos (SAID, 2001,
BHADAURIA et al., 2007), semelhante ao ocorrido com o grupo G4.

Os resultados da presente pesquisa corroboram com 0s ja descritos na literatura.
Bhadauria et al. (2007) com extrato etanélico da propolis de A. mellifera na india, utilizaram

tetracloreto de carbono (CCl4), na dose de 0,15 mL/kg, via intraperitoneal, como indutor de
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lesdo hepética em ratos albinos Sprague-Dawley. Nesse estudo, as andlises bioquimicas e
histopatoldgicas representaram eficicia hepatoprotetora do extrato de prépolis contra lesdo
subcronica induzida por CCI4. A administracdo da prépolis ocorreu por cinco dias, 0 que foi
suficiente para reverter alteragdes bioquimicas no sangue, ou seja, a prépolis mostrou 60,26%
e 35,15% de protecdo no nivel de aglcar no sangue e no conteudo sérico de proteinas,
respectivamente e 80% de recuperacdo das enzimas TGO e TGP, bem como, manteve 0
padrdo lobular normal com hepatdcitos poligonais bem formados com nucleo conspicuo,
demonstrando uma histoarquitetura normal do figado, diferentemente do que ocorreu com o
grupo que recebeu somente CCl4, o qual apresentou intensas lesdes teciduais, evidenciadas
por necrose hepética macica, com alguns hepatocitos sobreviventes, grande vacuolizagdo,
degeneracdo e desintegracdo da arquitetura das células hepaticas, ocasionando lesdes
subcrénicas no figado, conforme agéo esperada pelo agente.

Outra pesquisa realizada no Himalaia com extrato etandlico de prépolis nas doses
de 200-400 mg/kg, via oral, como hepatoprotetor em roedores estressados com hepatoxina
isoniazida e a rifampicina (INH-RIF) na dose de 100 mg/kg, via intraperitoneal, conferiu a
hepatoprotecdo do extrato de prépolis durante administracdo por 14 dias. A acdo toxica de
INH-RIF causa necrose hepatocelular evidente, congestdes de espacos sinusoidais na area
centrolobular, esteatose e inflamacéo, alterando a arquitetura tecidual normal do figado.
Contudo, a administracdo do extrato etandlico da propolis, juntamente com INH-RIF,
promoveu reducdo significativa no conteudo de TGO, TGP e triglicerideos e elevacdo nos
niveis de proteinas plasmaticas e outros parametros bioquimicos ao normal, demonstrando
notavel atividade hepatoprotetora, como também impediu algumas anormalidades
histopatoldgicas induzida por INH-RIF, estimulando uma recuperacdo acentuada do tecido. O
autor atribui as lesdes celulares hepaticas aos metabdlitos reativos de oxigénio e da
peroxidacdo lipidica (WALI et al., 2015). De acordo com Graham et al. (2004) a acetil-
hidrazina, liga-se covalentemente as membranas lipidicas do figado e causa deterioracédo
oxidativa dos lipidios, resultando no deslocamento do tecido adiposo nas células hepaticas.

A regulacdo dos niveis de biomarcadores de funcdo hepética, a diminuicdo da
peroxidacdo lipidica e atenuacdo do potencial de eliminacdo de radicais, frente a injuria de
uma droga hepatotdxica, como o acetaminofen, é realizada devido a presenca de flavonoides
e acidos fendlicos presentes no extrato de propolis ou geopropolis, que propicia ao organismo
a realizar uma boa atividade antioxidante, com isso, promovendo beneficios a satde (WALI
et al., 2015).
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As enzimas TGP e TGO sdo encontradas, respectivamente, livre no plasma,
citosol e mitocéndrias dos hepatdcitos, por isso sdo consideradas hepato-especificas, pois em
lesdo hepatocelular ocorre elevacdo nos seus niveis séricos (JESUS et al., 2014). Hipoxia,
acumulo de lipideos hepaticos, doencas bacterianas e virais, inflamagcbes, neoplasias
hepaticas e medicamentos podem induzir a lesdo hetatocelular e a liberagdo dessas enzimas
na corrente circulatoria. O nivel glicémico sanguineo é aumentado em lesdes hepaticas, apos
o0 animal ser submetido a Gltima refei¢do, devido os hepatdcitos realizar glicolise a partir de
aminoécidos e glicerol (LEITNER et al., 2010; BESSONE, 2010). O triglicerideo pode sofrer
um aumento no seu nivel sérico em hepatopatias, devido o metabolismo lipidico ocorrer no
figado, sendo estes na forma de triglicerideos, durante sua metabolizacdo os hepatécitos
hidrolisam os triglicerideos em acidos graxos livres e glicerol, promovendo assim a remocao
dos triglicerideos (FERREIRA et al., 2003).

O figado é o orgdo responsavel por sintetizar as proteinas plasmaticas e ureia,
esta ultima é produzida a partir da aménia circulante, por isso casos de hipoalbuminemia ou
reducdo de PT e ureia s6 acontecem quando 60 a 80% da funcdo hepatica ja esta
comprometida. No caso da ureia, com o comprometimento extensivo da funcdo hepética
ocorre a diminuicdo da conversdo de amonia em ureia (JESUS et al., 2014; THRALL et al.,
2015).

A avaliacdo macroscépica e histologica dos figados dos animais do G2 evidencia
que a administracdo oral do extrato hidroetanolico da geoprépolis de M. subnitida D. nao
exerce hepatotoxicidade ao figado, uma vez que apresentaram aspecto macroscopico e
histopatoldgico normal, o que indica seguranca de sua utilizacdo na concentracdo de 45
mg/mL, sob dose de 50 mg/kg. Igualmente a esses resultados, Said (2001) testou o extrato
aquoso e hidroetandlico da propolis de A. mellifera nas doses de 50-400 mg/kg de peso
corporal, por via intraperitoneal, em camundongos da raca swiss, como hepatoprotetor frente
a injuria de acetaminofen. O autor verificou, que ndo houve nenhuma alteracdo nos
hepatocitos, assim como em toda arquitetura tecidual, demonstrando a hepatoprotecdo dos
extratos em todas as doses testadas nos grupos tratados com o0s extratos aquoso e
hidroetandlico da prépolis, bem como nos grupos tratados com extratos aquoso e
hidroetandlico da propolis e acetaminofen na dose mais alta (400 mg/kg). Diferentemente,
ocorreu nos grupos tratados na dose de 50 mg/kg, nos quais foram observados necrose difusa,
intensa hemorragia e vacuolizacdo citoplasmatica nos hepatdcitos. O autor sugere que 0S
extratos da propolis exercem atividade hepatoprotetora nas intoxicacGes por acetaminofen,

em uma relacdo dose dependente, sendo mais efetiva em elevadas concentragdes.
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Ramadan et al. (2015), ao avaliarem o efeito hepatoprotetor do extrato etandlico
da prépolis de A. mellifera na dose 500 mg/kg peso, ndo verificaram lesbes histologicas
significativas nos figados dos R. norvegicus Berkenhout, 1769, linhagem Wistar que
receberam o extrato etandlico da propolis junto a administracdo (i.p.) de D-GalN e LPS nas
doses de 300 mg/kg e 30 ug/kg, respectivamente. O quadro histolégico dos figados desses
animais mostrou a maioria dos hepatdcitos integros, exceto por poucas células que
apresentaram picnose.

Através da avaliacdo macroscopica, histoldgica e dos parametros bioquimicos
séricos dos figados é possivel sugerir que o extrato hidroetandlico da geoprdpolis de M.
subnitida D. analisado exerceu efeito hepatoprotetor, por inibir a hepatoxicidade induzida
pelo acetaminofen, uma vez que nos figados dos animais do G3 foi possivel constatar
reducdo na intensidade das lesdes degenerativas e necréticas que ocorrem nos hepatdcitos,
bem como, os valores médios dos niveis séricos das enzimas TGO, TGP, glicose,
triglicerideos, albumina, PT e ureia permaneceram dentro dos valores de referéncia.

Os resultados das pesquisas com propolis revelam um excelente potencial
hepatoprotetor em injurias hepaticas induzidas por qualquer agente toxico. A macroscopia e
histologia dos figados no presente estudo, demonstraram um efeito hepatoprotetor do extrato
hidroetanolico da geoprépolis de M. subnitida D. mais pronunciado que as prépolis de A.
mellifera, uma vez que em uma dose menor (50 mg/kg) foi capaz de proteger o figado da
mesma maneira que a propolis de A. mellifera protegeu em doses mais elevadas (500 mg/kg).
Portanto, a geoprépolis de M. subnitida D., pode se configurar um produto promissor contra
hepatotoxinas.

A estereologia foi um outro método utilizado para avaliagdo do efeito
hepatoprotetor do extrato hidroetandlico da geopropolis de M. subnitida D. no presente
estudo, por ser um meéetodo que tem como objetivo interpretar o arranjo estrutural
tridimensional interno com base na andlise de cortes da estrutura que mostra apenas uma
informacao bidimensional. Por essa razdo, o uso da estereologia em pesquisa é cada vez mais
frequente, principalmente nos campos da patologia e neurociéncias (MANDARIM-DE-
LACERDA, 2003). Portanto, a reducdo do percentual de hepatocitos do G4 pode ser
atribuido ao efeito lesivo do acetaminofen sobre essas células, enquanto que o maior valor do
percentual de hepatdcitos no G3 em relacdo ao G4 pode indicar que a geoprépolis protegeu
o0s hepatdcitos do efeito deletério do acetaminofen.

Silva et al. (2019), obtiveram o mesmo resultado com o extrato hidroetandlico da

propolis vermelha de A. mellifera, coletada na regido semiarida do Rio Grande do Norte,
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frente a injdria causada por tioacetamida. As andlises estereolégicas no tecido hepético
revelaram que no grupo tratado com extrato hidroetandlico da propolis e no grupo tratado
com extrato e tioacetamida ndo houve reducdo nos percentuais de hepatdcitos, cujos
percentuais foram 77,47 £+ 3,18a e 64,60 £ 0,50ab, respectivamente, quando comparados ao
grupo controle (77,64 + 5,91a). Ja no grupo tratado com tioacetamida apresentou diferenca
estatistica (55,68 + 3,70b). Do mesmo modo, houve reducdo significativa no percentual de
sinusodides no grupo tratado com tioacetamida (9,78 + 4,78b), ja nos grupos controle, extrato
e extrato + tioacetamida ndo diferiram significativamente, 19,01 £+ 5,01a, 18,02 + 5,31a e
17,29 + 8,48a, respectivamente. Quanto ao percentual de colageno presente nas amostras de
tecido hepatico, foi observado que ndo houve diferenca significativa nos grupos controle e
extrato (3,35 = 1,49a e 4,45 £ 4,78a). Nos grupo extrato + tioacetamida e grupo tioacetamida
verificou-se aumento significativo do percentual de colageno e diferenca significativa em
relacdo aos demais grupos, 18,11 + 7,98b e 34,54 £ 5,22c, respectivamente.

Resultado semelhante ocorreu com Costa (2018), com extrato hidroetandlico da
geoprépolis de Partamona cupira, oriundo da regido semiarida do Rio Grande do Norte,
utilizando também a tioacetamida como agente indutor de lesdo hepética. Os resultados
obtidos foram: grupo tratado com extrato hidroetanolico da geopropolis e extrato +
tioacetamida ndo houve reducdo nos percentuais de hepatocitos (71,44 = 1,33ab e 62,64 +
7,49b, respectivamente). Ja no grupo tratado com tioacetamida apresentou diferenca
estatistica (48,56 + 3,76¢). Consoante ocorreu no percentual de sinusdides no grupo tratado
com tioacetamida (15,76 + 4,11b), ja& nos grupos extrato e extrato + tioacetamida ndo
diferiram significativamente (23,0 + 1,83a e 18,8 £ 3,09ab, respectivamente). Os percentuais
de colageno corroboraram com os de hepatécitos e sinusoides, sendo possivel observar que
ndo houve diferenca significativa nos grupos controle e extrato (6,04 + 1,54c e 5,56 + 2,34c).
Nos grupos extrato + tioacetamida e tioacetamida verificou-se aumento significativo do
percentual de colageno, 19,56 * 6,45b e 37,68 + 6,7a, respectivamente.

Os resultados de ambas pesquisas e da presente pesquisa com extrato
hidroetandlico da geopropolis de M. subnitida D., indicam o uso da geoprépolis como acao
profilatica contra as drogas hepatotdxicas.

As alteracGes dos percentuais de sinusoides refletem as mudancas histologicas
ocorridas no tecido hepatico dos ratos submetidos a diferentes protocolos experimentais. Os
sinusOides hepéaticos sdo capilares ou canais localizados no espago entre os corddes de
hepatdcitos, por onde 0 sangue passa com nutrientes até atingir a veia hepatica terminal. Suas

paredes sdo revestidas de células endoteliais fenestradas que expbe o0s hepatocitos
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diretamente a uma série de horménios, fatores de crescimento e nutrientes, que possuem agao
hepatotréfica (JESUS et al., 2012). A perda significativa de sinusoides culmina para um
quadro de hipdxia hepética, agravando a fibrose e inibe o suprimento sanguineo para 0s
hepatdcitos, acarretando a morte celular (MAEDA et al., 2008). A formagcao de fibrose ocorre
devido as células de Kupffer secretar uma série de citocinas inflamatdrias, que atuam nas
células de Ito estimulando-a a produzir de maneira exacerbada o colageno, resultando na
formacdo de fibrose (FREITAS et al., 2014). Por essa razdo, o grupo G3 e G4, sob acdo do
acetaminofen, apresentaram diminuicdo de hepatécitos e sinusdides, com consequente
aumento de colageno.

As alteracdes verificadas nos percentuais de colagenos, a morte de hepatdcitos e
acentuada alteracdo da relacdo entre os elementos estruturais que compde o figado, refletem
as mudangas histologicas ocorridas no tecido hepatico, caracterizando as hepatopatias
(SILVA et al., 2003). Histologicamente, o figado € composto por parénquima (representado
por células como hepatocitos, células epiteliais dos ductos hepaticos e células endoteliais) e
do estroma de sustentacdo, o qual refere-se ao tecido conjuntivo ndo funcional
de sustentacdo, composto principalmente de colageno (CLARIA; TITOS, 2004).

Dessa forma, o medicamento utilizado para induzir hepatotoxicidade no presente
estudo provocou alteragcbes na histoarquitetura, marcada por degeneracdo e necrose de
hepatocitos e consequente alteracdo da relacdo existente entre os percentuais de células e de
coladgeno que compBem o estroma.

O presente estudo avaliou também a atividade antineoplasica e genoprotetora do
extrato hidroetanolico da geoprépolis de M. subnitida D., pois o cancer € uma doenca com
casuistica de Obitos elevados, que apresenta um tratamento quimioterapico invasivo com
reacdes adversas graves, com efeito deletério em células tumorais e células normais (KAMB,
2005; PANIS et al., 2018). Para tanto, o presente estudo utilizou o ensaio de reducdo do
tetraz6lio MTT, e os resultados obtidos demonstraram que o efeito citotoxico contra a
linhagem celular HepG2 e fibroblastos-L929 ndo foi seletivo para as células neoplasicas. No
entanto, é importante considerar que 0s quimioterapicos empregados no tratamento do cancer
sdo poucos seletivos.

Por esse motivo cresce o interesse em desenvolver farmacos a base de produtos
naturais com o maximo de segura no uso (LOTUFO et al., 2010). Os testes in vitro sdo muito
bem aplicados em pesquisas para verificar a capacidade citotoxica dos produtos naturais,
devido o controle rigoroso em relagdo ao uso de animais de laboratério (ROGERO et al.,

2003), havendo a necessidade de desenvolver e padronizar testes in vitro que possam detectar
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a toxicidade de dispositivos para uso em seres humanos e animais, principalmente aqueles de
aplicacdo clinica, como os produtos naturais que ndo causam reagdes adversas € nem lesiona
0 organismo (FROZZA et al., 2013).

Sanches et al. (2017), em estudo com meliponideos da espécie Scaptotrigona aff.
postica demonstraram excelente atividade antineoplasica em linhagens de adenocarcinoma
mamario (MCF7), melanoma murino (B16-F10), astrocitoma (U343MG-a) e fibroblastos de
camundongos (3T3). Frozza et al. (2013), quando testaram o extrato hidroalcodlico da
propolis vermelha de A. mellifera, proveniente do estado de Sergipe, em linhagens celulares
de céncer Hep-2 (carcinoma epidermdide laringeo humano), HeLa (adenocarcinoma cervical
humano) e células ndo tumorais Hek-293 (rim embrionario epitelial normal humano),
obtiveram 1Cso de 63,48, 81,40 e >150, respectivamente, ap0s 24 h de exposicdo. Campos et
al. (2014) ao testarem o extrato etanolico da geopropolis de Melipona orbignyi em células de
eritroleucemia K562, demonstraram uma citotoxicidade nas concentragdes mais altas testadas
250, 274, 500 pg/mL. Ambas as pesquisas demonstraram em seus extratos atividade
antineoplasica.

Dessa forma, o extrato hidroetandlico da geopropolis de M. subnitida D.
apresentou atividade antineoplasica em HepG2. Na avaliacdo da composicdo quimica do
extrato foi possivel identificar as substancias lignan 4-demethyldeoxypodophyllotoxin 4-O-
glucopyranoside, chalconas e apigenina, que segundo a literatura descreve como possuindo
atividade antineoplasica (TAMIELLO, 2013; ZILLA et al.,, 2014; ZHANG et al., 2015;
SALMANI et al., 2017; MADUNIC et al., 2018; SEM et al., 2019). Dessa forma, é provavel
que a atividade antineoplasica observada no presente estudo tenha sido por essas substancias.
Em estudos realizados por Costa (2018) e Silva et al. (2019), no semiarido do Rio Grande do
Norte, 0 extrato hidroetanolico da geopropolis de P. cupira e de propolis vermelha da A.
mellifera, respectivamente, ndo apresentaram atividade antineoplasica em linhagem celular
HepG2, apds 72 h de exposicdo, como também ndo foram verificados os compostos lignan 4-
demethyldeoxypodophyllotoxin 4-O-glucopyranoside e apigenina.

De acordo com Zilla et al. (2014), lignan 4-demethyldeoxypodophyllotoxin 4-O-
glucopyranoside exibe notavel potencial citotoxico em diversas linhagens celulares de cancer.
O seu potencial terapéutico foi estudado pela primeira vez, exibindo atividade
antiproliferativa e geradora de espécies reativas de oxigénio (ERO). Tamiello (2013) revelou
as chalconas como compostos quimicos com diversas atividades bioldgicas, dentre elas, a
capacidade de reduzir a viabilidade celular de HepG2, com alto potencial citotdxico nesse

tipo de célula. A apigenina também é responsavel por efeitos deletérios em células tumorais
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(ZHANG et al., 2015; SALMANI et al., 2017; MADUNIC et al., 2018). Sem et al. (2019)
observaram um maior potencial citotoxico e apoptotico de apigenina em células de carcinoma
do colon humano HCT-15 e HT-29, quando comparado com 5-Fluorouracil, e ao administrar
um farmaco constituido de lipossoma duplo contendo apigenina e 5-Fluorouracil, verificaram
0 aumento da eficacia terapéutica em cancer colorretal, devido a associagdo sinérgica com
apigenina.

De acordo com Niwa et al. (2013), os testes de genotoxicidade sdo importantes
por que atuam como uma varredura do espectro toxicolégico de substéncias naturais ou
sintéticas capazes de produzir efeitos toxicos e genotdxicos, sobre o material genético, bem
como auxilia na descoberta de substancias genoprotetores para o uso cotidiano da prevengéo
de mutacbes ao DNA.

Os resultados do presente estudo indica que o extrato hidroetandlico da
geoprépolis de M. subnitida D. exerce atividade genoprotetora. Tais resultados corroboram
com os da composi¢do quimica que demonstraram valores elevados de fendis e flavonoides
totais, associados a intensa capacidade antioxidante, o que segundo Hoshina (2012), afirma
que o potencial genoprotetor esta relacionado com a atividade antioxidante dos compostos
fendlicos. Aprotosoaie et al. (2017), testaram o extrato hidrometandlico de Ramaria largentii
Marr & D. E. Stuntz (cogumelo coral laranja), coletado no Nordeste da Roménia, como
agente genoprotetor em células Vero (ATCC CCL 81), associado a atividade antioxidante dos
compostos fendlicos. Os autores estimaram boa capacidade de eliminacdo e reducdo de
radicais livres (ECso £ 64,3 £ 0,2 e 61,54 + 0,46 mg/mL, respectivamente) e elevados teores
do conteddo fendlico (42,33 = 0,18 mg de GAE/g). Associado a esses valores, nas células
Vero normais, 0 extrato em todas as concentracdes testadas (100, 200 e 300 mg/mL), ndo
apresentou potencial genotdxico e, além disso, DNA quase completamente protegido contra
danos induzidos por H2O>, possuindo assim expressiva atividade genoprotetora, decorrente
da atividade antioxidante dos composto fendlicos presentes no extrato.

O mesmo ocorreu em pesquisas realizadas por Costa (2018), Nunes (2018) e
Silva et al. (2019) no semiarido do Rio Grande do Norte, os extratos hidroetandlico de
geoprépolis de P. cupira, Frieseomelitta doederleini e de propolis vermelha de A. mellifera,
respectivamente, apresentaram atividade genoprotetora em linhagem L929 de fibroblasto
murino, no ensaio cometa (P. cupira e A. mellifera) e pelo teste de deteccdo in vitro de
micronucleos com bloqueio da citocinese celular (F. doederleini), bem como elevado
potencial antioxidante. Reforcando que a atividade genoprotetora estd intimamente

relacionada ao potencial antioxidante dos compostos fenolicos, semelhante ao presente
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estudo, confirmando que o potencial antioxidante da geoprépolis de M. subnitida D. pode ser
a possivel explicacdo para efeito genoprotetor.

Nesse sentido, ndo existe na literatura estudos sobre a atividade genoprotetora da
geopropolis de M. subnitida D., caracterizando o ineditismo desta pesquisa. Por isso, foi
verificado o potencial genotdxico e genoprotetor do extrato hidroetandlico da geoprépolis de
M. subnitida D. em linhagem de fibroblastos de camundongo L929, pois segundo Miranda-
Vilela et al. (2008), antioxidantes naturais podem diminuir o estresse oxidativo e
consequentemente promover protecdo contra danos no DNA.

Desse modo, o extrato hidroetandlico da geoprdpolis de M. subnitida D.,
apresenta atividade hepatoprotetora frente as lesbes agudas causadas pelo acetaminofen,
atividade antineoplasica e genoprotetora, sugerindo que a geopropolis do Rio Grande do
Norte contribuira significativamente para a inddstria farmacéutica, uma vez que, o uso de
produtos elaborados pelos meliponideos, como remédio caseiro, é habito das comunidades
rurais no semiarido do Nordeste brasileiro (SOUZA et al., 2004), com isso, aprimora-se a

economia local, devido comprovac6es cientificas da eficacia farmacoldgica dos produtos.

CONCLUSAO

Os resultados dos indicadores de lesdo hepatica presentes na bioquimica sérica,
juntamente com a avaliacdo histopatoldgica dos figados indicaram que 0 extrato
hidroetanolico da geopropolis de M. subnitida D. exerceu efeito hepatoprotetor, frente as
injdrias induzidas pelo acetaminofen.

O extrato hidroetandlico da geopropolis de M. subnitida D. apresentou em sua
composicdo quimica elevados teores de fendis e flavonoides totais e baixo valores de 1Cso
(%), indicando moderada atividade antioxidante, que pode ter contribuido para as atividades
hepatoprotetora e genoprotetora, com percentual de reducdo de genotoxicidade igual a 90,74
+ 4,03. Foi descrito pela primeira vez o composto Lignan 4-demethyldeoxypodophyllotoxin
4-0-glucopyranoside em geopropolis.

A atividade genoprotetora verificada no extrato hidroetandlico da geoprépolis de
M. subnitida D. em células da linhagem de fibroblastos de camundongo L929, permite
sugerir que a geopropolis pode ser um possivel produto na prevengdo de doencas

desencadeadas por danos ao DNA.



91

O extrato hidroetandlico da geopropolis de M. subnitida D. apresentou efeito
citotoxico contra a linhagem celular HepG2 e fibroblastos-L929, demonstrando efeito

antineoplasico, podendo ser um produto natural promissor na quimioterapia.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Na composi¢do quimica do extrato hidroetandlico da geoprdpolis de Melipona
subnitida D. foi descrito pela primeira vez o0 composto Lignan @ 4-
demethyldeoxypodophyllotoxin 4-O-glucopyranoside, como também, apresentou elevados
teores de fendis e flavonoides totais, que podem ter contribuido para o potencial antioxidante,
atividade hepatoprotetora e genoprotetora.

Os resultados dos indicadores de lesdo hepatica presentes na bioquimica sérica
indicaram que o extrato hidroetandlico da geoprépolis de M. subnitida D. exerceu efeito
hepatoprotetor, frente as injurias induzidas pelo acetaminofen.

A avaliagéo histopatologica dos figados indicaram que o extrato hidroetanolico
da geoprdpolis de M. subnitida D. exerceu efeito hepatoprotetor, frente as injurias induzidas
pelo acetaminofen, uma vez que as alteragdes macroscépicas e histologicas indicativas de
leséo aguda foram menos expressivas.

A andlise estereoldgica demonstrou aumento do percentual de hepatdcitos e
sinusoides hepaticos, alem da reducdo do percentual de colageno no grupo tratado com
extrato e acetaminofen, indicando o efeito hepatoprotetor do extrato hidroetandlico da
geoprépolis de M. subnitida D., frente a lesdo hepatica induzia por acetaminofen.

O extrato hidroetanolico da geoprépolis de M. subnitida D., ndo apresentou efeito
genotoxico, em todas as concentragdes testadas, demonstrando atividade genoprotetora sobre
os danos ao DNA induzido pelo peroxido de hidrogénio.

O extrato hidroetanolico da geopropolis de M. subnitida D. apresentou efeito
citotoxico em células neoplasicas.

Dessa forma, a perspectiva desse estudo € contribuir como uma nova
possibilidade de quimioterapia no tratamento contra o hepatocarcinoma humano, bem como,
medida profilatica contra lesdes agudas causadas por medicamentos, tornando-se um produto
natural promissor no mercado consumidor. Futuros estudos devem abordar tal possibilidade,
objetivando encontrar plantas que possam aumentar o efeito antineoplasico da geoprépolis, a
dose terapéutica e verificar o efeito sinérgico com outras drogas, isolando compostos

quimicos para ampliar o tratamento de neoplasias e lesdes hepaticas.
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ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO 006/15 CEEA/UERN

Governo do Estado do Rio Grande do Norte
[ Secretaria de Estado da Educagio e da Cultura - SEEC

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO GRANDE DO NORTE — UERN
Comiss@o de Etica em Experimentacio Amimal - CEEA
BR 110, KM 48 — Rua Prof. Antonio Campos, s/n - Costa ¢ Silva— Fonc: (843318 - 2596
Home Page: http-//www.aern.br — e-mail: ceua(@uern.br — CEP: 59610-090- Mossoré —RN

PARECER CONSUBSTANCIADO 006/15 CEEA/UERN

N° PROTOCOLO (CEP) | 006/15
Titulo do Projeto AVALIACAO DO EFEITO HEPATOPROTETOR DA PROPOLIS DE
ABELHAS SEM FERRAO PRODUZIDOS NO SE}

1 — RESUMO (Média de 250 palavras) Elaborado pelo(a) refator(a)

A pesquisa € uma tese de doutorado e objetiva verificar o efeito antioxidante e hepatoprotetor dos extratos de
propolis de abelhas sem ferrdo na Cirrose Experimental cronica e na lesdo aguda induzida por tioacetamida e
paracetamol, respectivamente, em Ratos Wistar. O objetivo do trabalho ¢ avaliar o potencial hepatoprotetor do
extrato hidroalcdolico da geopropolis produzida pela abelha P. cupira no semi4rido do Rio Grande do Norte, na
cirrose experimental induzida por tioacetamida em ratos Wistar, através de marcadores bioquimicos séricos da
fungdo hepatica, andlise histopatologica e morfometria. Para tanto serdo usados 50 ratos wistar machos com 60
diskihdewsmﬂowhnadmm&ZMgmvmkmmmBmcm&aUﬁvadong
RioGrmde&Nme(UERN).Dmmkopaiodoexpmimnﬂ,todosmmennmaﬁomm :

Biotério. Os animais receberio dgua ou extrato por gavagem diariamente durante todo o procedimento
experimental e serdo distribuidos da seguinte forma: grupo GI (5 animais), confrole, ndo receberid nenhum
tratamento, sendo administrado diariamente 1.5mL de dgua potavel por gavagem, durante 14 semanas; grupo
G2 (5 animais), recebera somente os extratos de propolis por gavagem durante 14 semanas (50mg/mL).O grupo
G3 (15 animais), sera submetido a0 modelo de cirrose hepitica com injegdes de TAA (02g/kg, i.p.) trés vezes
por semana durante 14 semanas. Quinze dias antes de iniciar 2 admmistragdo da TAA serd administrado
diariamente o extrato da geopropolis aos animais por meio de gavagem. Nos dias em que coincidir a
administracdo do extrato com a aplicacdo da TAA, o extrato sera administrado | hora antes da aplicagdo da
mesma; enquanto o grupo G4 (15 amimais), grupo cirrdtico, receberd 0,2g/kg de TAA, via intraperitoneal, trés
vezes por semana e 1,5mL de dgua potivel por gavagem todos os dias, durante 14 semanas. No ultimo dia os
animais serdo anestesiados com cetamina (100mg/kg, i.p.), ¢ xilazina (100mg/kg, i.p), para coleta de sangue ¢
retirada do figado, para analises histopatologicas. A eutanasia serd por exsanguinacdo sob anestesia profunda.
Apés a realizacdo do protocolo experimental os animais serdo descartados em fossa séptica localizada na
Universidade do Estado do Rio Grande do Norte — UERN, propria para este fim. O cronograma de execugdo das

| 2 - ENTEDIMENTOS E RECOMENDACOES ]

Comissdo de Efica em Experimentagio Animat- CEEA/UERN Home Page: www.uern br e-mail: Ceua(@uern.br
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O protocolo apresentado pode ser executado a partir da liberagdo deste parecer. Apés o periodo de
realizacdo da pesquisa, o pesquisador devera preparar um relatdrio final e em seguida encaminhé-lo a este
CEUA.

3- PARECER

O Protocolo de Pesquisa encontra-se APROVADO.

Mossord, 29 de dezembro de 2015.

fouda VIS psuande
Paula Vivianne Souza de Queiroz Moreira
Coordenadora do CEEA/UERN
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