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Resumo

Prépolis de abelhas sem ferrdo sdo conhecidas por suas propriedades bioldgicas;
no entanto, poucos sdo os estudos descritos na literatura que demonstram estes
efeitos. Portanto, este estudo teve como objetivo investigar a composicdo quimica
e atividades antioxidante, anti-inflamatéria, citotoxica e toxicidade da prépolis das
abelhas sem ferrdo Melipona orbignyi e Tetragonisca fiebrigi, encontradas no Mato
Grosso do Sul, Brasil. Para isto, as composi¢cdes quimicas dos extratos etandlico
de prépolis de M. orbignyi (EEP-M) e T. fiebrigi (EEP-T) foram determinadas por
GC-MS e ensaios colorimétricos. Foram identificados compostos fendlicos, alcoois
e terpenos como principais classes de compostos, para ambos os extratos. Na
avaliacdo do potencial antioxidante, os extratos de prépolis atuaram na captura do
radical livre ABTS e inibiram a peroxidacdo lipidica em eritr6citos humanos
incubados com agente oxidante. Os potenciais anti-inflamatérios dos EEP foram
confirmados pela inibicdo da enzima hialuronidase. Para ambos os extratos, as
atividades citotoxicas foram concentracdo dependente contra células
eritroleucémica K562, com predominancia de morte por necrose. A acdo téxica
dos extratos foi avaliada no modelo animal Caenorhabditis elegans, sendo que o
EEP-T ndo apresentou toxicidade, mas EEP-M induziu a efeitos toxicos, no
modelo e concentragfes avaliadas. Estes resultados indicam que a propolis de M.
orbignyi e T. fiebrigi apresentam importante atividades terapéuticas, sugerindo sua

potencial aplicacdo na industria farmacéutica e alimenticia.

Palavras-chave: bioprospecgédo, estresse oxidativo, enzima hialuronidase,

necrose, Caenorhabditis elegans



Abstract

Propolis from stingless bees are known for their biologic properties; however, there
are few studies described in the literature that demonstrate these effects.
Therefore, this study aimed to investigate the chemical composition and
antioxidant, anti-inflammatory, cytotoxic and toxicity activities of propolis from the
stingless bee Melipona orbignyi and Tetragonisca fiebrigi, found in Mato Grosso do
Sul, Brazil. For this, the chemical compositions of the ethanol extract of propolis
from M. orbignyi (EEP-M) and T. fiebrigi (EEP-T) were determined by GC-MS and
colorimetric assays. Was identified the presence of phenolic compounds, alcohol,
and terpenes as its major class compounds. In evaluation the antioxidant potential,
the propolis extracts acted in ABTS free radical scavenging and inhibiting lipid
peroxidation in human erythrocytes incubated with an oxidizing agent. The anti-
inflammatory potentials of the EEP were confirmed by inhibition of the
hyaluronidase enzyme, for both extracts. The cytotoxic activities were
concentration-dependent against K562 erythroleukemia cells, with a predominance
of death by necrosis. The toxic action of extracts was evaluated in animal model
Caenorhabditis elegans, being that the EEP-T showed no toxicity, but EEP-M
induced toxic effects, in the model and concentrations evaluated. These results
show that propolis from M. orbignyi and T. fiebrigi has important therapeutic
activities, suggesting its potential application in the pharmaceutical and/or food

industry.

Keyworks: bioprospecting, oxidative stress, hyaluronidase enzyme, necrosis,

Caenorhabditis elegans
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1. Introducéo

Propolis é uma substancia resinosa produzida pelas abelhas, resultante da
adicdo de suas secregcbes mandibulares ao exsudado coletado em materiais
vegetais (Bankova et al., 2000; Teixeira et al., 2005). Esta resina € utilizada na
construgdo e manutencdo do ninho, além de manter a assepsia no interior do
mesmo (Simone-Finstrom e Spivak, 2010).

Ha registros que civilizagbes antigas, como incas, gregos, egipcios e
romanos, utilizavam a prépolis por suas propriedades terapéuticas, sendo descrita
como antisséptica, cicatrizante e antipirética (Sforcin e Bankova, 2011).
Adicionalmente, este produto natural tem sido utilizado no preparo de bebidas e
alimentos para a nutricdo humana, visando a melhoria da salde e prevencéo de
doencas (Umthong et al., 2009).

Estudos recentes ampliaram o0s conhecimentos sobre as aplicacfes
terapéuticas da propolis a partir de diferentes espécies de abelhas sem ferrao,
descrevendo suas propriedades antimicrobiana (Farnesi et al., 2009; Choudhari et
al., 2012), antioxidante (Sawaya et al., 2009), anti-inflamatéria (Massaro et al.,
2011) e antitumoral (Umthong et al., 2009; Choudhari et al., 2013).

As propriedades medicinais que a propolis apresenta sao diretamente
relacionadas a sua composi¢cdo quimica. Estudos realizados com a propolis de
abelhas sem ferrdo descrevem a presenca de acidos fendlicos, acidos aromaticos,
terpenos e carboidratos (Velikova et al., 2000; Miorin et al., 2003). A espécie de
abelha e a fonte botanica onde elas coletam a resina estdo entre os fatores
responsaveis pelas caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas da prépolis

(Umthong et al., 2009; Sawaya et al., 2009).
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No Brasil hA mais de 200 espécies de abelhas sem ferrdo descritas

(Velikova et al., 2000), mas os estudos sobre estas espécies e seus produtos
ainda sdo escassos. Dentre estas estdo Melipona orbignyi (Guérin, 1844) e
Tetragonisca fiebrigi (Schwarz, 1938), que apesar de produzirem prépolis muito
apreciada popularmente, sdo poucos os relatos cientificos que comprovam as
propriedades terapéuticas atribuidas a resina destas espécies. A literatura apenas
descreve alguns aspectos comportamentais de M. orbignyi (Brizola-Bonacina et
al., 2009) e as propriedades antibacteriana e antioxidante do mel produzido por T.
fiebrigi (Vit et al., 2009; Sgariglia et al., 2010).

Portanto, este estudo descreve pela primeira vez a composi¢cao quimica e
propriedades antioxidante, anti-inflamatdria e citotoxica da prépolis das abelhas

sem ferrdo M. orbignyi e T. fiebrigi.
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2. Reviséo bibliografica

2.1. Prépolis

A propolis € um material resinoso produzido pelas abelhas a partir de
materiais vegetais, como exsudatos de folhas, caule e flores, sendo adicionadas
cera e enzimas salivares a sua composicao (Teixeira et al., 2005; Silva-Carvalho
et al., 2015). Este material € utilizado pelas abelhas para proteger a colmeia contra
fatores fisicos e biolégicos. Sua finalidade explica a etimologia da palavra prépolis,
do grego pro “em frente de; em defesa” e polis “comunidade ou cidade” (Castaldo
e Capasso, 2002).

As abelhas depositam esta resina na entrada do ninho e em rachaduras
externas, para impedir a invasdo por outros organismos; nas paredes do interior
da colmeia, para manter a temperatura interna adequada; no local de postura dos
ovos, para manter a assepsia; além de ser utilizada para embalsamar organismos
mortos no interior do ninho, evitando a proliferagcdo de micro-organismos (Simone-
Finstrom e Spivak, 2010).

Ha séculos o homem identificou a importancia deste produto para as
abelhas e correlacionou sua utilizacdo em prol da saude humana. Os egipcios o
utilizavam por suas propriedades antiputrefativas para embalsamar os mortos;
gregos e romanos utilizavam como agente antisséptico e cicatrizante; os incas
usavam como antipirético e no século 17 a prépolis foi listada como droga oficial
na farmacopeia de Londres (Sforcin e Bankova, 2011, Toreti et al., 2013).

Durante a Segunda Guerra Mundial (1939-1945), a propolis foi
amplamente utilizada como cicatrizante, sendo prescrita pelos médicos aos

soldados feridos (Lotfy, 2006). Este produto natural ganhou popularidade na
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Europa entre os séculos 17 e 20, sendo aceito na medicina humana e veterinaria
em 1969 na Unido das Republicas Socialistas Soviéticas (USSR), em varias
aplicacdes, incluindo o tratamento da tuberculose (Silva-Carvalho et al., 2015).

Somente em 1985, no Japao, que a propolis foi considerada um produto
promissor na farmacologia (Silva-Carvalho et al., 2015). Atualmente, a populacdo
japonesa se destaca como apreciadora dos beneficios promovidos pelo uso deste
apiterapico, inclusive sendo uma das maiores importadoras deste material
produzido no Brasil (Toreti et al., 2013).

Nas ultimas décadas houve um aumento expressivo nas publicacfes
cientificas referente as propriedades biolégicas da propolis. J&4 foram descritas
suas propriedades antimicrobianas (Miorin et al., 2003; Choudhari et al., 2012),
antiviral  (Kujumgiev et al.,, 1999), antioxidante (Valente et al., 2011;
Kalogeropoulos et al., 2009), antitumoral (Watanabe et al., 2011; Franchi Jr. et al.,
2012), anti-inflamatéria (Massaro et al., 2011), antidiabética (Zhu et al., 2011),

dentre outras.

2.2. Composicao quimica da prépolis

O amplo espectro de atividades biologicas apresentado pela prépolis esta
correlacionado a sua composicado quimica, que varia de acordo com a vegetacao
local, sazonalidade e espécie de abelha que produz este material (Umthong et al.,
2009; Sawaya et al., 2009).

Este conjunto de variaveis resulta em uma grande diversidade de tipos de
prépolis. Em geral, este material € composto por aproximadamente 50 % de
resina, 30 % de cera, 10 % de 6leos essenciais, 5 % de pdélen e 5 % de outras

substancias, incluindo minerais e substancias organicas como compostos
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fendlicos, terpenos, aldeidos aromaticos, alcoois e acidos graxos (Barlak et al.,
2011).

No Brasil, ja foram descritos 13 tipos de propolis, encontradas nas regides
sul, sudeste e nordeste, que variam de acordo com a composicdo quimica e
coloragdo, como amarelo, marrom claro, marrom escuro, marrom avermelhado,
verde e vermelho (Park et al., 2002; Toreti et al., 2013). As mais conhecidas séo a
prépolis verde, tipica da regido sudeste do Brasil, oriunda predominantemente da
espécie vegetal Baccharis dracunculifolia (Salatino et al., 2005) e vermelha,
encontrada na regiao nordeste, produzida a partir de Dalbergia ecastaphyllum
(Alencar et al., 2007), ambas produzidas pela espécie de abelha Apis mellifera
(Linnaeus, 1758).

A prépolis verde apresenta em sua composicdo quimica acidos fendlicos,
acidos prenilados p-coumaricos, acetofenonas, acidos diterpénicos, acidos
cafeolquinicos, kaempferide, isosakuranetina e kaempferol (Park et al., 2002;
Bankova, 2005). Ja a prépolis vermelha é composta por fendlicos simples,
triterpenoides, isoflavonoides, benzofenonas e naftoquinonas (Trusheva et al.,
2006).

Outros tipos de prépolis ja foram descritos na literatura de acordo com a
distribuicdo geografica, como a propolis europeia (produzida predominantemente a
partir da espécie vegetal Populus nigra), do Mediterraneo, da Austrdlia, llhas
Canarias e Venezuela (Silva-Carvalho et al., 2015).

Na Europa a propolis ja foi descrita por apresentar compostos fendlicos
em sua composicao, sendo os flavonoides descritos como componente majoritario
(Bankova et al., 2000). Na Australia, apesar da grande diversidade de fauna e
flora, h& poucos estudos que descrevem sobre a prépolis produzida nesse pais
(Silva-Carvalho et al., 2015; Massaro et al., 2015). Os principais constituintes
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quimicos ja descritos sdo acido galico e acidos diterpénicos, encontrados na
propolis produzida pela abelha sem ferrdo Tetragonula carbonaria (Massaro et al.,

2011).

2.3. Propolis das abelhas sem ferréo

Apesar da maioria dos estudos investigarem a composicdo quimica e
propriedades biolégicas da prépolis de A. mellifera, espécie exdtica no Brasil,
outras espécies de abelhas também sdo produtoras desta resina, como as abelhas
sem ferrdo, também conhecidas como meliponineos (Bankova e Popova, 2007),
pertencentes a subfamilia Meliponinae, da familia Apidae, ordem Hymenoptera
(Michener, 2007).

Nas regides tropicais e subtropicais do mundo foram identificadas cerca de
600 espécies de meliponineos (Cortopassi-Laurino et al., 2006), aproximadamente
200 destas estao distribuidas no Brasil (Velikova et al., 2000). Esta diversidade
reflete na variabilidade morfoldgica e comportamental destes insetos.

Como apresentam o ferrdo atrofiado, estas abelhas desenvolveram outros
mecanismos de defesa, como a utilizacdo da resina produzida a partir de materiais
vegetais que é depositada na entrada do ninho, impedindo a invasdo por outros
insetos, como formigas e besouros (Nogueira-Neto, 1997). Além disso, esta resina
também é depositada sobre o corpo do organismo invasor, que fica imobilizado
devido a propriedade pegajosa deste material (Roubik, 2006).

Estudos sobre a propolis de meliponineos descrevem a presenca de
acidos fendlicos, acidos aromaticos, flavonoides, terpenos e carboidratos (Velikova
et al.,, 2000; Miorin et al., 2003; Popova e Bankova, 2007). Estes compostos
provavelmente estdo relacionados as atividades biolégicas descritas para este

produto natural.
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Dentre as propriedades bioldgicas ja descritas para a propolis de abelhas
sem ferrdo, a acdo antimicrobiana se destaca como principal potencial, sendo
descrita para a prépolis das espécies Melipona quadrifasciata (Lepeletier, 1836),
Scaptotrigona sp. (Moure, 1942), Tetragonisca angustula (Latreille, 1811),
Melipona scutellaris (Latreille 1811), Melipona marginata (Lepeletier, 1836),
Scaptotrigona bipunctata (Lepeletier, 1836), Plebeia remota (Holmberg, 1903),
Plebeia droryana (Friese, 1900), Tetragona clavipes (Fabricius, 1804) e
Lestrimellita sp. (Friese, 1903) (Velikova et al., 2000; Miorin et al., 2003; Farnesi et
al., 2009).

Choudhari et al. (2012) descreveram que a propolis da abelha sem ferrdo
Trigona sp., encontrada na india, apresenta atividade contra bactérias gram-
positiva, gram-negativa e fungos. A propolis proveniente da espécie Tetragonula
carbonaria, endémica da Austrdlia, foi descrita por apresentar acdo antibacteriana
contra Staphylococcus aureus, mas foi menos efetiva contra a bactéria gram-
negativa Pseudomonas aeruginosa (Massaro et al., 2015).

A propolis das abelhas Melipona compressipes (Fabricius, 1804) e
Melipona quadrifasciata anthidioides (Lepeletier, 1836), obtidas da regido sul do
Brasil, foram descritas por apresentar relevante acao contra a bactéria S. aureus,
a levedura Candida albicans e o virus da gripe aviaria (Kujumgiev et al., 1999).

Estudos sobre a atividade antioxidante deste produto apicola ainda sdo
escassos. Sawaya et al. (2009) relataram sobre a acdo antiradicalar da propolis de
trés espécies do género Scaptotrigona, encontradas nas regides sudeste e
nordeste do Brasil. Em relacdo a acdo anti-inflamatéria da prépolis de
meliponineos, somente Massaro et al. (2011) descreveram este potencial na

prépolis australiana de T. carbonaria.
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Dentre as poucas investigacdes sobre as atividades bioldgicas da prépolis
de abelhas sem ferrdo, esta seu potencial citotoxico contra linhagens tumorais.
Umthong et al. (2011) descreveram esta propriedade da propolis produzida pela
espécie Trigona laeviceps (Smith, 1857), encontrada na Tailandia, como sendo
efetiva contra cinco linhagens tumorais humanas: célon (SW620), mama (BT474),

hepatica (Hep-G2), pulmonar (Chago) e gastrica (Kato-IIl).

2.4. Melipona orbignyi

Dentre 0os meliponineos ja descritos, a espécie Melipona orbignyi (Guérin,
1844), pertencente ao subgénero Melipona, é conhecida popularmente como
manduri-de-Mato-Grosso (Figura 1), e apresenta distribuicdo na Argentina, Bolivia,
Paraguai e Brasil. No Brasil, esta espécie é restrita aos estados de Mato Grosso e
Mato Grosso do Sul (Camargo e Pedro, 2008).

Esta espécie € produtora de mel, propolis e geoprépolis (resina vegetal
enriguecida com barro e secre¢cdes mandibulares da abelha), assim como as
demais espécies pertencentes ao género Melipona (Nogueira-Neto, 1997).
Entretanto, ndo existem relatos cientificos referentes as propriedades terapéuticas
dos produtos naturais produzidos por esta espécie e somente alguns de seus

aspectos comportamentais tém sido descritos (Brizola-Bonacina et al., 2009).

Figura 1. Espécie de abelha sem ferrdo Melipona
orbignyi sobre a prépolis. Fonte: Santos, E.L. (2013)
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2.5. Tetragonisca fiebrigi

Dentre as espécies de abelhas sem ferrdo ja descritas, a espécie
Tetragonisca fiebrigi (Schwarz 1938), conhecida popularmente no Brasil como jatai
ou abelhas-ouro (Figura 2 A e B), é encontrada em grande parte do territorio
brasileiro, incluindo as regides Centro-Oeste, Sul e Sudeste, bem como em outros
paises como Argentina, Bolivia e Paraguai (Oliveira et al., 2004; Camargo e Pedro,
2013). Recentemente, a classificacdo taxond6mica desta espécie tem sido
revisada. Esta espécie foi previamente descrita como subespécie Tetragonisca
angustula fiebrigi, juntamente com T. angustula angustula; entretanto, estudos
com marcadores moleculares mostrou serem espécies distintas (Barth et al., 2011;
Stuchi et al., 2012).

Entre as espécies de abelhas sem ferrdo, T. fiebrigi € conhecida como boa
produtora de mel e propolis, que sdo altamente apreciados na medicina popular
por suas propriedades nutricionais ou terapéuticas. Apesar do uso popular destes
produtos, somente as propriedades antibacteriana e antioxidante do mel produzido
por esta espécie tem sido descritas na literatura (Vit et al., 2009; Sgariglia et al.,
2010), e nao ha registros cientificos sobre as propriedades terapéuticas atribuidas

a propolis produzida por estas abelhas.

27 ‘ : . S k- f’ L
Figura 2. Espécie de abelha sem ferrdo Tetragonisca fiebrigi. (A) Entrada do ninho. (B)

Abelhas no interior da colmeia. Fonte: Santos, E.L. (2014)
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2.6. Potencial terapéutico dos produtos apicolas

Muitos medicamentos mundialmente conhecidos sdo derivados de
produtos naturais. Entretanto, apesar da diversidade de fauna e flora encontrada
no territério brasileiro, ainda sdo escassos 0s estudos que investigam as
propriedades quimicas e potencial terapéutico de seus produtos naturais, como 0s
produtos apicolas. Deste modo, € de extrema importancia a realizacdo de
pesquisas sobre as propriedades terapéuticas como antioxidante, anti-inflamatoria,

citotoxica, além da avaliacdo da toxicidade destas substancias.

2.6.1. Potencial antioxidante

Nas Ultimas décadas, os produtos conhecidos por apresentarem
propriedades antioxidantes ganharam muita popularidade, pois resultam em
beneficios a saude humana. Diversas doencas, como cancer, diabetes,
aterosclerose, doencas inflamatoérias, desordens neurolégicas como Alzheimer,
Parkinson e distrofia muscular, doencas cardiovasculares, além do
envelhecimento precoce, estdo relacionadas ao processo de estresse oxidativo
(Sultan, 2014). Este processo € decorrente do desequilibrio entre a producéo
excessiva de radicais livres e a neutralizacdo destes pelos agentes antioxidantes

(Fang et al., 2002; Valko et al., 2007).

2.6.1.1. Radicais livres

Nosso organismo produz radicais livres constantemente, que sdo espécies
guimicas altamente reativas que possuem um elétron desemparelhado na érbita
externa da molécula (Porth e Matfin, 2010). Este elétron ndo pareado é

responsavel pela alta instabilidade e reatividade dos radicais livres, resultando na
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reacdo de forma inespecifica com moléculas vizinhas e consequentemente na
formacao de novos radicais livres (Lobo et al., 2010).

Os radicais livres sdo gerados a partir de processos metabdlicos comuns,
em condicbes fisiolégicas normais do organismo, como durante a respiracao
celular, fagocitose, inflamacédo, agregacdo plaquetaria e angiogénese ou por
agentes externos, como fumaca de cigarro, poluentes ambientais, radiacdo
ultravioleta, pesticidas, solventes industriais, dentre outros (Sultan, 2014).
Portanto, as espécies formadas como subprodutos do processo redox celular
podem desempenhar tanto funcéo benéfica quanto téxica no organismo.

Durante o processo de respiracao normal, o oxigénio molecular é reduzido
nas mitocondrias através da transferéncia de quatro elétrons para gerar duas
moléculas de agua (Valko et al., 2006). Essa converséo € catalisada por enzimas
oxidativas, sendo geradas pequenas quantidades de espécies intermediarias
reativas, como O;’, HO,', H,O, e ion ‘OH (Ferreira e Matsubara, 1997). Tal reagéo
€ restritamente controlada pela enzima citocromo C oxidase, e somente uma
pequena porcentagem de elétrons pode se perder no processo (Halliwell, 1994).

Dentre as espécies mais comumente formadas estdo as espécies reativas
de oxigénio (ERO): radicais anion superéxido (O3, hidroxila (‘OH), peroxila
(RO;™), alcoxila (RO") e hidroperoxila (HO'); e espécies reativas de nitrogénio
(ERN): 6xido nitrico ('NO) e diéxido de nitrogénio (NO;") (Fang et al., 2002; Sultan,
2014). Estes podem ser convertidos em espécies reativas nao radicalares, como o
peroxido de hidrogénio (H»0,), acido hipocloroso (HOCI) e o peroxinitrito (ONOQO")
gue embora ndo contenham um elétron desemparelhado, sdo altamente reativos
(Ferreira e Matsubara, 1997).

O H,0, € um metabdlito do oxigénio extremamente deletério, pois participa
da reacdo que produz ‘OH, a espécie mais reativa nos sistemas bioldgicos, sendo
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capaz de produzir danos nas moléculas de DNA (Valko et al., 2006). O H,0O, tem
vida longa e € capaz de atravessar as membranas lipidicas celulares, sendo
altamente toxico para as células (Halliwell, 1994).

Estes radicais, quando em excesso nho organismo, podem atacar
biomoléculas importantes ao funcionamento das células, como lipidios, proteinas e

acidos nucleicos, acarretando em danos celulares e teciduais (Lobo et al., 2010).

2.6.1.2. Danos ao DNA

O excesso de radicais livres no organismo € capaz de promover danos
oxidativos no material genético, resultando nas primeiras etapas envolvidas na
mutagénese, carcinogénese e envelhecimento (Frei, 1994; Valko et al.,, 2007,
Robbins e Cotran, 2010).

Dentre as espécies reativas de oxigénio, o radical ‘OH é capaz de reagir
com todas as moléculas do DNA, danificando as bases purinicas e pirimidinicas
(Valko et al., 2006). Este radical reage com o DNA ao ser adicionado as suas fitas
duplas ou pode sequestrar atomos de hidrogénio a partir do grupo metil de timina
e das ligacbes C-H da desoxirribose, resultando na quebra da cadeia de DNA
(Cooke et al., 2003).

Os danos gerados ao DNA podem estimular vias que estdo associadas
com a carcinogénese, como a parada ou indu¢ao da transcricéo, inducao da via de
transducdo de sinal, erro na replicacdo e instabilidade gendémica (Valko et al.,

2006).

2.6.1.3. Danos a proteinas
As proteinas sdo um dos principais alvos dos danos gerados pelas ERO e
ERN, pois sdo encontradas abundantemente nos sistemas bioldgicos e sao
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responsaveis por grande parte dos processos funcionais celulares (Dalle-Donne et
al., 2006). Estas espécies reativas podem promover a oxidacdo das cadeias
laterais dos aminoacidos, induzir a formacéo de ligacdes cruzadas entre proteinas
ou clivar ligacdes peptidicas (Robbins e Cotran, 2010).

O radical ‘OH pode inativar varias proteinas, ao oxidar grupos sulfidrilas ou
ligacdo dissulfeto (Ferreira e Matsubara, 1997). Este radical pode sequestrar um
atomo de hidrogénio da estrutura de polipeptideos de proteinas, para formar um
radical centrado no carbono, que em condi¢cdes aerdbias, reage com O, para
formar radicais RO, (Valko et al., 2006).

Em geral, os danos gerados nas proteinas podem comprometer sua
estrutura e consequentemente sua funcéo. A modificacdo desta biomolécula pode
resultar na inibicdo das atividades enzimaticas, aumento da susceptibilidade a
agregacao e protedlise (Xiao et al., 2014) e alteracdo no transporte de proteinas
através das membranas celulares (Valko et al., 2006).

Como consequéncia destas alteracdes protéicas, outras biomoléculas séo
prejudicadas, como a inativacdo da DNA polimerase e enzimas reparadoras do
DNA, o que contribuirA para o processo de envelhecimento precoce,

mutagenicidade, além de diversas outras doencas (Dalle-Donne et al., 2006).

2.6.1.4. Peroxidacao lipidica

Outro tipo de dano acarretado pelo excesso de ERO e ERN no organismo
€ a peroxidagdo lipidica. Este processo € decorrente do ataque de espécies
reativas, geralmente "OH, que captura um atomo de H" de um grupo metileno
alilico, entre uma ligacdo dupla do acido graxo poli-insaturado, resultando em um
radical lipidico centrado em carbono, altamente reativo, caracterizando a etapa de
iniciacao (Frei, 1994; Biesalski e Grimm, 2007).
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Este radical geralmente é estabilizado por rearranjo molecular, formando
um dieno conjugado, que pode reagir com o O,, formando o radical RO;’, que por
sua vez pode abstrair outro H' da cadeia lateral de acidos graxos poli-insaturados,
propagando o processo oxidativo, sendo denominada etapa de propagacao
(Ferreira e Matsubara, 1997).

O radical RO," também pode formar um peréxido ciclico, que se decompde
em seguida, formando uma série de produtos de degradacdo, como os aldeidos
malondialdeido, 4-hidroxi-2-nonenal e 2-propenal (Dalle-Done et al., 2006). Estes
produtos apresentam facil reatividade com varias biomoléculas, incluindo
proteinas, DNA e fosfolipidios, gerando danos estruturais e funcionais, e
consequentemente contribuindo para a patogénese de varias doencas (Frei, 1994;
Turunen et al.,, 2004). Tais aldeidos podem ser mensurados no plasma e urina
como indice indireto de estresse oxidativo (Dalle-Done et al., 2006).

Como resultado deste processo oxidativo, os lipidios presentes nas
membranas plasmaticas e nas organelas sofrem mudancas fisicas e quimicas,
alterando a fluidez e a permeabilidade celular, favorecendo a liberacdo do liquido
intracelular, aumentando o risco de ruptura das membranas e, consequentemente,

levando a morte celular (Ferreira e Matsubara, 1997).

2.6.1.5. Antioxidantes enddgenos: enzimaticos e ndo-enzimaticos

Os antioxidantes sdo moléculas naturais ou sintéticas que inibem a reacao
de espécies reativas com biomoléculas ou impedem a formacédo descontrolada
destes radicais (Porth e Matfin, 2010).

Para inibir a acdo danosa dos radicais livres no organismo, a propria célula
desenvolve meios de se proteger, por meio da sintese de antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos. Dentre as enzimas que atuam na neutralizagdo de

16



Revisdo bibliogréafica

radicais livres estdo a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx) (Valko et al., 2007).

A enzima SOD esta presente em células aerdbicas e fluidos extracelulares
e catalisa a dismutacdo do anion O, em O, e H,0O; (Frei, 1994). A enzima CAT
esta presente nos peroxissomos e atua na decomposicdo do H,O, em H,O e O,
(Halliwell, 1994; Ferreira e Matsubara, 1997). A enzima GPX, pertencente ao
sistema glutationa, atua na quebra do H,O, e hidroperdxidos organicos, com a
utilizacao de glutationa como co-fator (Porth e Matfin, 2010).

Os mecanismos antioxidantes ndo enzimaticos envolvem a atuacdo da
glutationa, coenzima Q e do acido Urico. A glutationa € um tripeptideo, que
apresenta importantes funcées nas células, como a acdo antioxidante devido a
presenca do grupo tiol, além de ser um co-fator da familia de enzimas GPx (Lobo
et al., 2010). A coenzima Q ou ubiquinona, € um lipidio que atua como
antioxidante na cadeia respiratéria mitocondrial, impede a peroxidacdo em
membranas lipidicas ao inibir a formacdo de radicais RO,’, além de atuar na
regeneracao da vitamina E, outro importante agente antioxidante (Turunen et al.,
2004; Deichmann et al., 2010). Além destes, o &cido Urico, derivado do
metabolismo das purinas, atua como potente inibidor da peroxidacéo lipidica
(Ames et al., 1981). Em condi¢des fisiolégicas no corpo humano o acido Urico é
dissociado a urato, que tem a capacidade de quelar metais de transicdo e impedir

que radicais RO, penetrem a membrana celular (Vasconcelos et al., 2007).

2.6.1.6. Antioxidantes exdgenos naturais

Além de produzir antioxidantes necessarios para sua protecdo, 0
organismo também pode utilizar compostos antioxidantes provenientes da dieta,
como o &cido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno (pro-
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vitamina A), compostos fendlicos e alguns terpenos. Estas substancias séo
amplamente encontradas em fontes vegetais.

O acido ascorbico, conhecido como vitamina C, € um poderoso
antioxidante que atua em ambientes aquosos no corpo, capturando ERO pela
rapida transferéncia de elétrons, inibindo a peroxidacdo lipidica (Flora, 2009).
Também atua na protecao contra a oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade,
reduzindo a progressao da aterosclerose (Frei, 1994). Em sistemas biologicos, o
acido ascorbico se encontra na forma de ascorbato, que € a forma que age como
antioxidante (Vasconcelos et al., 2007). Apesar da ampla gama de beneficios, em
altas concentracbes o0 &acido ascorbico atua como pré-oxidante, levando a
peroxidacao lipidica (Halliwell, 1994; Ferreira e Matsubara, 1997).

O a-tocoferol, também conhecido como vitamina E, € o mais importante
antioxidante de membranas e lipoproteinas, pois inibe a peroxidacéo lipidica ao
capturar radicais RO, (Frei, 1994). Durante este processo, o a-tocoferol doa um
atomo de hidrogénio para estabilizar o radical RO,’, deste modo ele interrompe a
reacao e é estabilizado por ressonancia (Biesalki e Grimm, 2007). Adicionalmente,
protege proteinas e DNA contra as espécies reativas (Fang et al., 2002).

Carotenoides, como o B-caroteno, apresenta acao antioxidante ao reagir
com o radical RO, para formar um radical centrado em carbono, assim inibindo a
propagacéo de ERO (Fang et al., 2002).

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundéarios de plantas, que
possuem em sua estrutura pelo menos um anel aromatico ligado a um ou mais
grupo hidroxila (Michalak, 2006; Carocho e Ferreira, 2013). Estes compostos
desempenham poderosa atividade antioxidante, e quanto maior o numero de
hidroxilas livres na molécula, maior este potencial (Kurek-Gorecka et al., 2014).
Apds atuarem na captura do radical livre, os compostos fendélicos conseguem se
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estabilizar devido a propriedade de ressonancia do anel aromatico, o que permite
reter o elétron desemparelhado sem promover danos as estruturas das células
(Dai e Mumper, 2010).

Dentre os principais grupos de compostos fenodlicos estdo os acidos
fendlicos, taninos, ligninas e flavonoides (Carocho e Ferreira, 2013). Os
flavonoides compdem o maior grupo dos compostos fendlicos, totalizando
aproximadamente 6.500 compostos (Biesalki e Grimm, 2007), e se destaca como
importante inibidor de radicais RO;’, devido sua capacidade de doar atomo de
hidrogénio, que est4 associada com a presenca do anel B dihidroxilado (Valko et

al., 2006).

2.6.2. Anti-inflamato6rio

2.6.2.1. Inflamacéo

Ao se deparar com agentes nocivos como infec¢gdes microbianas, necrose
tecidual ou corpos estranhos, nosso organismo ativa diferentes mecanismos para
combater estes agentes. Esta resposta protetora € denominada inflamacéo, que
pode ser aguda ou crbnica, dependendo do tipo de estimulo e da efetividade da
reacao inicial em eliminar o agente responsavel pelo dano (Robbins e Cotran,
2010).

A inflamag¢do aguda inicia rapidamente e apresenta curta duracao,
podendo levar poucos minutos a alguns dias (Porth e Matfin, 2010). Tem como
finalidade direcionar leucdcitos e proteinas do plasma, como anticorpos, até o local
lesionado ou que contém agentes invasores (Robbins e Cotran, 2010). Durante
este processo, ocorre um aumento no fluxo sanguineo, decorrente de alteragbes
no calibre vascular (Montenegro e Franco, 2004). Em seguida, ocorre a emigragao
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dos leucdcitos da microcirculacdo, sendo direcionados ao foco da injuria, onde €
ativado para eliminar o agente nocivo (Filho, 2013). Quando este processo € bem
sucedido na eliminacdo deste agente, a reacdo é cessada. Porém, se a resposta
falha em neutralizar o agente invasor, a reacao progride para uma inflamacéo
cronica, que pode suceder a inflamacéo aguda ou ser intensa no inicio do controle
do dano (Robbins e Cotran, 2010).

A inflamacao cronica geralmente € de longa duracéo e esta associada ao
recrutamento de linfocitos e macrofagos, proliferacdo de vasos sanguineos, fibrose
e destruicao tecidual (Montenegro e Franco, 2004). O processo inflamatério €
finalizado quando o agente agressor € eliminado, consequentemente os leucocitos
sdo dissipados e 0s mecanismos anti-inflamatorios sdo ativados, sendo
responsaveis pelo controle deste processo, além de prevenir 0 dano excessivo
gerado ao organismo hospedeiro (Dinarello, 2010).

O processo inflamatério é descrito por possuir cinco sinais cardinais, que
sdo vermelhidao (rubor), inchaco ou edema (tumor), calor, dor e perda da funcéo
(Montenegro e Franco, 2004; Porth e Matfin, 2010). Este ultimo sinal € decorrente
da acado prejudicial da inflamacdo ao organismo, onde, em alguns casos, 0S
tecidos normais podem ser lesionados. Quando a inflamacéo é inapropriadamente
direcionada contra os tecidos normais ou ndo € adequadamente controlada, ela se
torna responsavel por processos que resultam em diversas doencas (Filho, 2013).

As reac0Oes inflamatorias podem ser responsaveis pelo desencadeamento
de doengas crbnicas comuns, como artrite reumatoide, aterosclerose, fibrose
pulmonar, reacdes alérgicas, diabetes tipo 2, desordens degenerativas e cancer
(Dinarello, 2010).

Deste modo, medicamentos anti-inflamatorios sédo utilizados para controlar
os danos promovidos pela acdo do processo inflamatorio, como os glicocorticoides
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e anti-inflamatérios ndo esteroidais (Dinarello, 2010; Filho, 2013). Apesar dos
beneficios promovidos por estes farmacos, em geral, estes apresentam
importantes  efeitos colaterais, como complicagcdes gastroduodenais e
cardiovasculares (Coutinho et al., 2009). Desta maneira, € necessaria a busca por
novas moléculas, que apresentem eficiéncia ao inibir a inflamacéo e demonstrem

efeitos colaterais minimos.

2.6.2.2. Enzima hialuronidase e acido hialurénico

Uma das enzimas envolvidas no processo inflamatério é a hialuronidase,
que degrada substratos como o acido hialurbnico, e esta envolvida na
permeabilidade vascular (El-Safory et al., 2010). Portanto, substancias que
promovam a inibicdo da atividade desta enzima pode indicar seu efeito anti-
inflamatério (Zeng et al., 2015), como ja foi evidenciado em diversos estudos com
produtos naturais (Bralley et al., 2008; Silva et al., 2012; Bazylko et al., 2013).

As hialuronidases séo classes de glicosidases amplamente distribuidas no
reino animal (Girish e Kemparaju, 2007). Dentre as funcfes desempenhadas por
estas enzimas, esta a degradacdo do acido hialurénico, também conhecido como
hialuronan ou hialuronato, além da decomposicdo de condroitina e sulfatos de
condroitina (Schulze et al., 2008).

Estas enzimas séo classificadas em trés tipos, de acordo com as analises
bioguimicas e seu produto de reacao (El-Safory et al., 2010):

(1) Hialuronato 4-glicanohidrolases hialuronidases (hialuronidase de
mamiferos) (E.C. 3.2.1.35), que cliva ligagbes glicosidicas B-1-4 no &cido
hialurdénico, condroitina e sulfato de condroitina, resultando em moléculas de
tetrassacarideo como produto final. Estdo presentes em testiculos, lisossomos e
veneno de abelhas.
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(2) Hialuronato-3-glicanohidrolases (E.C. 3.2.1.36), presentes nas
glandulas salivares de sanguessugas e nematoides parasitas, que degradam
acido hialurénico pela clivagem de ligagdes glicosidicas $-1-3, resultando em &cido
glicurénico como produto final;

(3) Hialuronidases microbianas (E.C. 4.2.2.1) clivam ligacdes glicosidicas
B 1-4 do acido hialurénico para produzir dissacarideo como produto final. Enzimas
desta classe estdo presentes em varios micro-organismos, incluindo cepas de
Clostridium, Micrococcus, Streptococcus e Streptomyces.

O acido hialurénico, um dos substratos utilizados pela hialuronidase, é um
polissacarideo de alto peso molecular, encontrado na matriz extracelular,
especialmente em tecidos conjuntivos, sendo responsavel pela propriedade
viscoelastica de fluidos teciduais e como componente de estabilizacdo e
hidratacéo de tecido conjuntivo mole (El-Safory et al., 2010).

Este polimero desempenha importante funcdo em muitos processos
biolégicos, incluindo fertilizacdo, desenvolvimento embriolégico, migracdo e
diferenciacédo celular, crescimento e metastase de células tumorais e inflamacéo

(Girish e Kemparaju, 2007).

2.6.3. Citotoxicidade

2.6.3.1. Céancer

Em um organismo normal, as células do corpo crescem, se dividem para
dar origem a novas células e morrem de forma ordenada. Quando a célula
apresenta proliferacdo rapida e anormal, perda de diferenciacdo com consequente
alteracdo de suas caracteristicas e propriedades originais, € denominada
cancerigena (Porth e Matfin, 2010). Além destas caracteristicas, estas células tem
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poder de invasdo e metastase, que € a disseminacdo para outras cavidades
corporais através de vias sanguineas ou linfaticas (Rang et al., 1999).

O cancer é caracterizado pelo disturbio da proliferacédo e diferenciacdo de
células cancerigenas, e pode ter causas diversas e complexas. A patogenia
molecular da maioria dos canceres é atribuida a lesées ou mutacdes genéticas,
resultando em alteracgdes fisiologicas da célula (Hanahan e Weinberg, 2000).

A etiologia do cancer € multifatorial, podendo ser predisposicdo genética,
fatores ambientais e/ou decorrente do estilo de vida, como tabagismo, consumo
excessivo de alcool, obesidade, exposicdo a radiacfes ionizantes e agentes

infecciosos especificos (Robbins e Cotran, 2010).

2.6.3.2. Leucemia

Leucemias séo tipos de canceres que acometem as células sanguineas
brancas (Yan et al., 2014), responsaveis pela ativacdo do sistema imunoldgico.
Podem ser classificadas de acordo com a origem celular, sendo linfoide ou
mieloide, e quanto a evolucédo da doenca, podendo ser aguda, quando as células
alteradas se encontram em fase muito imatura, ou crbnica, quando sdo mais
maduras (American Cancer Society, 2013).

Leucemia mieloide crénica (LMC) € caracterizada como desordem
mieloproliferativa que se desenvolve principalmente em adultos, com
predominancia em individuos do sexo masculino (Cortes, 2004).
Aproximadamente 95 % dos casos diagnosticados de LMC séo decorrentes de
alteracdo genética, que acontece devido a translocacdo entre genes dos
cromossomos 9 e 22, resultando no cromossomo denominado Philadelphia (Ph)
(Faderl et al.,, 1999). Esta translocacdo envolve a fusdo do oncogene Abelson
(ABL) do cromossomo 9 com o gene breakpoint cluster region (BCR) do
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cromossomo 22, que juntos resultam na formacdo do oncogene BCR-ABL que
expressam a oncoproteina de mesmo nome, Bcr-Abl (Jabbour e Kantarjian, 2012;
Moraes et al., 2013). Esta proteina promove alteracdo de adeséao celular, ativagéo
de sinalizadores mitogénicos e inibicdo da apoptose ao interagir com varias vias
de sinalizacao, resultando no desenvolvimento e manutencéo da LMC (An et al.,
2010).

Para controlar ou inibir a proliferacdo destas células alteradas em
pacientes leucémicos, sao realizados diferentes tratamentos combinados, como
terapias quimicas, radiolégicas e transplantes de células-tronco (Porth e Matfin,
2010). Recentemente, estudos fitoquimicos vém sendo descritos, buscando novas
alternativas que possam auxiliar na prevencdo e ou tratamento do cancer,
incluindo os diferentes tipos de leucemias (Asmaa et al., 2014).

Nas ultimas décadas, das 128 drogas anticancer disponibilizadas no
mercado, aproximadamente 10 % sdo de origem natural e 25 % derivadas de
produtos naturais (Newman e Cragg, 2012), o que estimula a busca por novas
fontes de compostos bioativos para a terapia do cancer.

Os compostos fendlicos sdo um dos principais responsaveis pela acao
citotoxica de linhagens tumorais. Dentre seus principais mecanismos de acao
estdo supressdo da angiogénese, inibicdo de oncogenes como BCR/ABL, ciclo-
oxigenase-2 (COX-2) (enzima promotora da divisdo celular e inibidora da
apoptose), ativacdo de caspases, ativacdo de macrofagos e parada do ciclo

celular (Ferreira e Carocho, 2013).

2.6.3.3. Morte celular
Em geral, os métodos empregados no tratamento do cancer visam a
remogdo das ceélulas tumorais ou a morte destas. A maioria dos agentes
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antineoplasicos sao antiproliferativos, os quais promovem danos no DNA e,
portanto, desencadeiam o processo de apoptose (Rang et al., 1999). Além desta
via, a acao citotéxica também pode ser decorrente de necrose, ou da combinacéo
destes dois tipos de morte (Krysko et al., 2008; Kroemer et al., 2009).

A apoptose € um processo responsavel por varios processos fisioldgicos,
como na involugcédo dos tecidos dependentes de hormonio, morte das células que
ja tenham cumprido sua funcdo, como em processos inflamatorios ou do sistema
imune, bem como na destruicho programada das células durante o
desenvolvimento embrionario ou que sofreram algum dano irreversivel em seu
material genético (Porth e Matfin, 2010). Neste ultimo caso, a interferéncia deste
processo acarreta um mecanismo que contribui para a carcinogénese.

Durante o processo da apoptose, ocorre a retracdo celular, condensacao
da cromatina, formacédo de bolhas citoplasméaticas e corpos apoptoticos e, por
ultimo, ocorre a fagocitose destes corpos pelos macréfagos (Patel et al., 2005).

A inducdo da apoptose € regulada por duas vias principais: a via
extrinseca, que é dependente do receptor de morte, ativando receptores como do
fator de necrose tumoral e do Fas ligante, e a via intrinseca, que é mediada pela
mitocondria, ou seja, requer a perda do potencial da membrana mitocondrial, e
apresenta maior sensibilidade para inducdo de morte celular (Porth e Matfin,
2010).

Em ambas as vias, a fase de execucao é realizada pelas caspases, que
sdo uma familia de cisteina proteases aspartato-especificas, que estao presentes
no citoplasma celular na forma inativa, sendo denominada procaspase, e sao
ativadas pela autoproteodlise induzida pela interacdo com proteinas adaptadoras
(dominios efetores de morte ou dominios de recrutamento de caspase) ou pela
clivagem de outras proteases (Krysko et al., 2008).
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A caspase 3 é a enzima responsavel, parcial ou totalmente, pela clivagem
proteolitica de proteinas importantes, como a poli(ADP-ribose)polimerase, uma
enzima reparadora de DNA (Cohen, 1997) e é responsavel pelas etapas finais de
execucao da apoptose (Sakulnarmrat et al., 2013).

A morte celular induzida por necrose € caracterizada pelo aumento no
volume celular (oncosis), inchago das organelas, ruptura da membrana plasmatica
e, consequentemente, ocorre a liberacdo do conteudo intracelular (Kroemer et al.,
2009).

Outro processo de morte celular é a apoptose tardia, também conhecido
como poés-apoptético ou necrose secundaria (Patel et al.,, 2006). Neste tipo de
morte celular ocorrem eventos moleculares e bioquimicos tipicos da apoptose e
necrose. E caracterizado como um processo apoptético que néo ocorre fagocitose
e que sao ativados mecanismos semelhantes aos da necrose (Krysko et al., 2008).

A apoptose tardia €é iniciada por fragmentacdo nuclear, intensa
condensacdo da cromatina e liberacdo da caspase-3 ativada, caracteristicas
tipicas da apoptose, e finalizando o processo apresentando inchaco citoplasmatico
e permeabilizacdo da membrana celular, o que resulta na perda da integridade de
membrana, processos que caracterizam a morte celular por necrose (Silva, 2010).

Drogas que promovem a morte de células cancerigenas por diferentes
mecanismos sao de extrema importancia, especialmente em linhagens celulares

gue apresentam resisténcia a determinados tipos de morte celular.

2.6.4. Toxicidade

A busca por novas moléculas que tenham potencial terapéutico vem
crescendo nas Uultimas décadas, especialmente as provenientes de produtos
naturais. Apesar do grande beneficio encontrado nestes produtos, é fundamental a
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investigacdo de seus possiveis efeitos toxicos ao organismo. Diversos modelos
bioldgicos sao utilizados antes de iniciar os ensaios clinicos, que irdo comprovar
as potencialidades destes possiveis medicamentos.

Um dos modelos animais que vem sendo amplamente utilizado em
estudos farmacolégicos e toxicolégicos é o nematoide de vida livre Caenorhabditis
elegans. Vérios estudos tém avaliado as atividades biologicas de extratos de
produtos naturais ou compostos isolados em C. elegans, inclusive demonstrando
seu mecanismo de acao (Kampkoétter et al., 2008; Bonomo et al., 2014; Cheng et
al., 2014).

Este individuo apresenta varias caracteristicas que o torna uma excelente
ferramenta de estudo (Altun e Hall, 2009). Pode ser cultivado facilmente em
laboratério, em agar ou meio liquido contendo bactéria Escherichia coli OP-50, que
é a fonte de alimento para C. elegans (Stiernagle, 2006). Apresenta pequeno
tamanho, em torno de 1 mm de comprimento na fase adulta, ciclo de vida curto,
aproximadamente 21 dias. Possui grande capacidade de reproducdo, pois a
maioria dos individuos € hermafrodita, no qual um unico individuo € capaz de
produzir aproximadamente 300 ovos por autofecundacédo (Kaletta e Hengartner,
2006). O ovo de C. elegans, ap0s eclosdo passa por quatro estagios larvais (L1,
L2, L3 e L4) até atingir a fase adulta (Altun e Hall, 2009).

Seu genoma ja foi completamente mapeado, sendo identificada homologia
em cerca de 80 % do genoma humano, o que contribui para que um grande
namero de doencas seja investigado utilizando estes individuos (Kaletta e

Hengartner, 2006).
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3. Objetivos

Investigar a composicdo quimica e atividades antioxidante, anti-
inflamatoria, citotdxica e toxicidade da propolis das abelhas sem ferrdo Melipona

orbignyi e Tetragonisca fiebrigi.
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4. Material e métodos

4.1. Coleta e preparo dos extratos etandlicos de prépolis (EEP)

Amostras de propolis das abelhas M. orbignyi e T. fiebrigi foram coletadas
em Dourados (22° 13’ 12” S - 54° 49’ 2” O), Mato Grosso do Sul, na regido
Centro-Oeste do Brasil. Para obtencdo da propolis da espécie M. orbignyi foram
realizadas quatro coletas a partir de uma colbnia, resultando 15,2 g. Quanto a
espécie T. fiebrigi, trés colénias foram identificadas e seis amostras de propolis
foram coletadas, totalizando 12,8 g. Os extratos etandlicos de propolis (EEP)
foram preparados de acordo com Alencar et al. (2007), na proporcdo de 4,5 mL
de etanol 80 % para cada grama de prépolis. Estes foram mantidos em banho-
maria a 70 °C em recipiente fechado até total dissolucdo e em seguida foram

filtrados para obter o EEP-T (T. fiebrigi) e EEP-M (M. orbignyi).

4.2. Determinacgdo dos teores de compostos fendlicos e flavonoides

A concentracdo de compostos fendlicos nos EEP foi determinada de
acordo com o método colorimétrico Folin-Ciocalteu (Meda et al., 2005). Para isto,
0,5 mL de EEP-M ou EEP-T (100 pg/mL) foi misturado com 2,5 mL do reagente
Folin—Ciocalteu e 2,0 mL de solucdo de carbonato de sddio (Na,COs3) 14 %. A
absorbancia foi lida a 760 nm apés 2 h de incubacdo a temperatura ambiente, no
escuro. Acido galico (0,4 — 11 pg/mL) foi utilizado como padrédo para produzir a
curva de calibracdo. A média de trés leituras foi utilizada para determinagédo do
conteudo de compostos fendlicos, expresso em mg equivalente ao acido galico

(EAG)/100 g de propolis.
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O teor de flavonoides nos EEP foi determinado de acordo com o método
descrito por Liberio et al. (2011), com pequenas modifica¢des. Para isto, 0,5 mL de
EEP-M ou EEP-T (100 pg/mL) foi misturado com 4,5 mL de cloreto de aluminio
hexahidratado 2 % (AICl3.6H,0) em metanol. A absorbancia foi lida a 415 nm apos
30 min de incubacédo a temperatura ambiente, no escuro. Quercetina (0,4 — 11
pg/mL) foi utilizada como padrao para produzir a curva de calibracdo. A média de
trés leituras foi utilizada para determinacdo do conteudo de flavonoides, que foi

expresso em mg equivalente a quercetina (EQ)/100 g de propolis.

4.3. Analise quimica

Um miligrama dos extratos foi misturado a 50 pL de piridina, 100 pL
de bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) e trimetilclorosilano (TMCS) em tubo
de vidro fechado, por 30 min a 100 °C, para preparar a amostra para cromatografia
gasosa (Greenaway et al.,, 1988). O procedimento foi realizado em triplicata.
Amostras foram injetadas e analisadas por cromatografia gasosa-espectrometria
de massa (GC-MS). A andlise de GC-MS foi realizada em cromatdgrafo gasoso
(GC-17A, Shimadzu, Kyoto, Japao) equipado com detector espectrobmetro de
massa (QP 5050a), usando DB-5 (J&W, 5% fenil-dimetilpolisiloxano), coluna de
capilaridade de silica fundida (30 m de comprimento x 0,25 mm de largura e 0,25
um de espessura da pelicula), nas seguintes condi¢cfes: gas carregador hélio
(99,999 % e fluxo de 1,0 mL/min), volume de injecdo de 1 uL, relacdo (1:10),
conjunto de temperatura inicial de 85 °C e aquecimento de 85 para 315 °C a 4 °C/
min. A temperatura do injetor foi 280 °C, e a temperatura do detector quadrupolo
foi 315 °C. Os parametros scan MS incluiu um ionizador de impacto de elétron de
voltagem 70 eV, intervalo de massa de 45-600 m/z, e intervalo de verificagdo de
0,5 s. Indice de temperatura programada (Zhao et al., 2005) foi calculado
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utilizando misturas de alcano linear (C8-C30) como referéncia externa. A
identificacdo foi completada pela comparacdo de espectro de massa obtida na
biblioteca QP5050. Em alguns casos, quando o espectro identificado néo foi
encontrado, somente o tipo estrutural do componente correspondente foi proposto
sobre a base da fragmentacao do espetro de massa. Quando possivel, compostos
de referéncia foram co-cromatografados para confirmar os tempos de retencéo

CG.

4.4. Atividade antioxidante

4.4.1. Ensaio de captura do radical ABTS

A capacidade de captura de radicais livres pelo EEP-M e EEP-T foi
avaliada conforme descrito por Re et al. (1999), por meio da avaliagéo da captura
do radical 2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS). Para isto,
foram preparadas as solucfes estoque ABTS 7 mM e persulfato de potassio 140
mM, ambas em agua destilada. O radical ABTS™* foi preparado pela mistura das
duas solucdes estoque (5 mL da solugdo ABTS e 88 L da solugcédo de persulfato
de potassio) e mantidas por 12-16 h a temperatura ambiente, no escuro. A solucéo
foi diluida ao misturar o radical ABTS™ com etanol absoluto até obter uma
absorbéancia de 0,70 £ 0,05 a 734 nm utilizando espectrofotdbmetro. Em seguida,
20 pL de cada EEP (0,1 — 500 pg/mL) foram misturados com 1980 pL do radical
ABTS™ e a absorbancia foi lida a 734 nm ap6s 6 min da reacdo, utilizando
espectrofotdbmetro. Acido ascorbico e butylated hydroxytoluene (BHT) foram
utilizados como controles positivo. Dois experimentos independentes foram
realizados em triplicata. A porcentagem de inibicdo do radical ABTS foi calculado

de acordo com a seguinte equacao:
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% de inibicdo do ABTS = ((Ao — A1)/ Ag) X 100

Onde A, € a absorbéancia do controle ABTS, sem amostra avaliada, e A; é
a absorbancia da amostra. A curva de inibicdo foi preparada e os valores de ICs

(concentracdo necessaria para inibir 50 % dos radicais livres) foram calculados.

4.4.2. Inibicdo da peroxidacdao lipidica em eritrécitos humanos

4.4.2.1. Preparo de suspensao de eritrocitos

Apos aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Centro
Universitario da Grande Dourados (UNIGRAN), Brasil (nUmero do processo no
CEP: 123/12), 10 mL de sangue periférico foi coletado de doadores saudaveis em
tubos contendo citrato de sodio e posteriormente centrifugados a 1500 rpm
durante 10 min. Apés centrifugacao, o plasma sanguineo e camadas de leucécitos
foram descartadas, e os eritrocitos foram lavados 3 vezes com solugdo salina e
centrifugados. Finalmente, uma suspensao de eritrocitos 10 % foi preparada em

solucéo de cloreto de sadio (NaCl) 0,9 %, para obter 2,5 % ap0s os tratamentos.

4.4.2.2. Atividade hemolitica e inibicdo de hemadlise oxidativa

O efeito protetor do extrato de prépolis foi avaliado de acordo com o
meétodo descrito por Campos et al. (2014), com pequenas modificacdes. Os
ensaios foram realizados com suspensao de eritrocitos. Os eritrocitos foram pré-
incubados a 37 °C por 30 min na presenca de diferentes concentracdes de EEP ou

acido ascorbico (25-125 pg/mL). Em seguida, 500 pL de NaCl 0,9 % ou de solugéo
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de 2,2’-azobis-(2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH) 50 mM foram
adicionados, para avaliacdo da atividade hemolitica e inibicdo da hemodlise
oxidativa pelos extratos, respectivamente. Uma amostra de etanol 0,2 % foi
utilizada como controle negativo e como controle de hemdlise basal foram
incubados eritrocitos somente com NaCl 0,9 %. Hemodlise total foi induzida pela
incubacéo de eritrocitos com agua destilada. Esta mistura foi incubada a 37 °C por
240 min, com agitacdo periddica. O teor de hemolise foi determinado a cada 60
min de incubacdo da amostra durante 240 min, onde aliquotas eram retiradas,
diluidas em solucdo salina e centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos. A
absorbancia do sobrenadante foi lida espectrofotometricamente a 540 nm. A
percentagem de hemolise foi medida utilizando a formula A/B x 100, onde (A) € a
absorbancia da amostra e (B) é a hemodlise total. Dois experimentos

independentes foram realizados em duplicata.

4.4.2.3. Dosagem de malondialdeido (MDA)

O efeito protetor contra a peroxidacao lipidica dos EEP foi avaliado de
acordo com o método descrito por Campos et al. (2014), com pequenas
modificacdes. Eritrécitos foram pré-incubados a 37 °C por 30 min com diferentes
concentracfes de EEP ou acido ascérbico (25-125 pg/mL). Uma amostra de etanol
0,2 % foi utilizada como controle negativo. Em seguida, 500 pL de solucdo AAPH
50 mM foram adicionados e incubados a 37 °C com agitacdo periddica. A
concentracdo de malondialdeido (MDA), um subproduto derivado da peroxidacdo
lipidica, foi determinada a cada 60 min de incubacdo da amostra durante 240 min.
As amostras foram centrifugadas a 1500 rpm durante 10 min. Aliquotas (500 pL)
do sobrenadante foram transferidas para tubos contendo 1 mL de acido

tiobarbitdrico (TBA) 10 nM. Como controle padréo, 500 pL da solu¢cdo de MDA 20
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mM foi adicionado a 1 mL de TBA. As amostras foram incubadas a 96 °C por 45
min. Apds as amostras serem resfriadas, 4 mL de alcool n-butilico foi adicionado,
entdo as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 5 min. O sobrenadante da
amostra foi removido e a absorbéancia lida a 532 nm em espectrofotbmetro. Dois
experimentos independentes foram realizados em duplicata. O nivel de MDA das

amostram foram expressos em nM/mL, obtido pela seguinte férmula:

MDA = Absorbanciaamostra X ( 20 x 220,32 /Absorbanciapadrzo)

4.5. Atividade anti-inflamatéria: inibicdo da enzima hialuronidase

A inibicdo da atividade da enzima hialuronidase foi determinada utilizando
o método descrito por Silva et al. (2012), com pequenas modificacdes. A mistura
de reacéo foi constituida por 50 uL de EEP-M ou EEP-T (0,2 — 75 mg/mL) e 50 uL
(350 unidades) da enzima hialuronidase (tipo IV-S: testiculos bovinos), incubada a
37 °C por 20 min. Em seguida, foi adicionado cloreto de célcio (CaCl,) (1,2 uL, 2,5
x 10° M/L) para ativar a enzima. A mistura foi incubada a 37 °C por 20 min. Para
iniciar a reacdo, 0,5 mL do sal de sédio do &cido hialurénico (0,1 M/L) foi
adicionado. A mistura foi incubada a 37 °C por 40 min. Em seguida, foi adicionado
0,1 mL de tetraborato de potassio 0,8 M, sendo incubado em banho-maria a 100
°C por 3 min. A mistura foi resfriada a 10 °C. Em seguida, 3 mL de p-
dimetilaminobenzaldeido foi adicionado e a solucédo foi incubada a 37 °C por 20
min. Por fim, a absorbéancia foi lida a 585 nm, utilizando 4gua como controle.
Foram realizados dois experimentos em duplicata. A porcentagem de inibicdo da

enzima hialuronidase foi calculada de acordo com a seguinte equacao:
Inibicdo (%) = ((Ao — A1)/ Ag) X 100

Onde A, € a absorbancia do controle incubado com agua e A; é a

absorbéancia da amostra.
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4.6. Atividade citotéxica e perfil de morte celular

A linhagem celular eritroleucémica K562 foi cultivada em suspensdo em
meio RPMI 1640 (Cultilab, Campinas, Sdo Paulo, Brasil) suplementada com soro
fetal bovino (SFB; Cultilab), 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina
em ambiente umidificado a 37 °C em 5 % CO,. A atividade citotoxica e perfil de
morte celular foram avaliados de acordo com o método descrito por Paredes-
Gamero et al. (2012), com pequenas modificagdes. As células foram cultivadas em
placas de 96 pocos (10° células/mL) e mantidas em meio com 10 % de SFB na
auséncia ou presenca de EEP (31 — 500 pg/mL) por 24 h. ApOs este periodo,
células K562 foram lavadas com PBS e ressuspendidas em tampao de marcacao
anexina (0,01 M HEPES, pH 7,4, 0,14 M NaCl e 2,5 mM CacCl,). As suspensdes
foram marcadas com anexina-FITC e iodeto de propideo (PI) (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA), de acordo com as instrucfes do fabricante. As células
foram incubadas a temperatura ambiente por 15 min. Dez mil eventos foram
coletados por amostra, e as analises foram realizadas em citdbmetro de fluxo
FACSCalibur (Becton Dickinson) com o programa CellQuest (Becton Dickinson).

Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

4.7. Toxicidade in vivo
4.7.1. Criacdo e manutencdo de Caenorhabditis elegans

Para realizagcdo do ensaio de toxicidade in vivo, foi utilizado o nematoide
C. elegans, linhagem selvagem N2. Os individuos foram incubados a 20 °C em
placas de petri contendo agar Nematode Growth Medium (NGM), sendo

alimentados com bactérias Escherichia coli OP50-1. A sincronizagcédo da cultura
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dos nematoides foi realizada com o tratamento com hipoclorito de sédio (2 %) e

hidroxido de sédio (5 M) em hermafroditas gravidas.

4.7.2. Avaliacao de toxicidade

O ensaio de toxicidade dos EEP foi realizado no modelo in vivo C. elegans
em placas de 96 pocos, de acordo com meétodo realizado por Dengg e Meel,
(2004). Foram utilizados individuos jovens adultos (fase L4), os quais foram
incubados por 24 horas a 20 °C com EEP-M ou EEP-T em diferentes
concentracfes (31-500 pg/mL) em meio M9. Apos este periodo, a viabilidade dos
nematoides foi avaliada ao serem tocados repetidamente com uma microespatula.
Para manipulacdo e analise dos nematoides, foi utilizado um estéreo microscopio
Motic SMZ-140 & W10X/23. Os dados foram calculados a partir de trés
experimentos independentes, contendo aproximadamente 10 nematoides por
poco, em duplicata. Para calcular a dose letal para 50 % dos individuos (DL50) foi
realizada a equacédo da reta, em funcdo da porcentagem de mortalidade dos

animais e das concentracfes avaliadas.

4.8. Anélises estatisticas

Os dados sdo mostrados como média + erro padrdo da média (EPM) e
foram analisados por diferencas estatisticamente significativas entre os grupos,
usando o teste t de Student ou por analise de variancia (ANOVA), seguido pelo
teste de Dunnett, comparando os tratamentos com o controle, usando o programa
GraphPad Prisma 5. Os resultados foram considerados significativos quando P <

0,05.
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5. Resultados

5.1. Composic¢ao quimica

As concentracdes de compostos fendlicos presentes no EEP-M e EEP-T
foram 211 e 12,3 mg EAG/100 g de prépolis, respectivamente. O teor de
flavonoides totais foi de 23 mg (EEP-M) e 6,6 mg (EEP-T) EQ/100 g de prépolis.

A identificacdo dos componentes dos EEP baseou-se na interpretacao de
espectros de massa, indice de retencdo e dados de base. Os principais
componentes presentes no EEP-M e EEP-T foram terpenos, alcoois e acidos
aromaticos, em diferentes propor¢cdes. Os compostos minoritarios foram acgulcares

e acidos fendlicos (Tabela 1).
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Tabela 1. Composicao quimica do EEP-M e EEP-T (% de ICT: ion corrente total, CG-MS)*.

Compostos % ICT
EEP-M EEP-T

Acidos aromaticos

Acidos benzoicos 11,6 9,2
Acidos fendlicos

Acidos dihidrocinamicos 1,5 1,9

Acidos cinamicos 3,2 3,6

Fenil, benzil, cafeatos de cadeia longa 2,9 3,1

Acidos coumaricos C-prenilados 2,8 3,2
Alcool e terpenos

Acidos diterpénicos 24,4 27,3

Alcool triterpénico 10,7 12,4
Outros

AcuUcares 1,6 2,1

* A corrente de ion gerado depende das caracteristicas dos compostos.
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5.2. Atividade antioxidante
5.2.1. Ensaio de captura do radical ABTS

Considerando a presenca de substancias potencialmente antioxidantes,
uma avaliacdo in vitro da atividade de captura do ABTS™ pelos EEP foi realizada.
O ICs e a atividade maxima de captura do radical ABTS™ pelos EEP e controles
utilizados séo apresentados na Tabela 2. O EEP-M apresentou ICs, semelhante ao

antioxidante sintético BHT.

Tabela 2. IC50 e atividade méxima da captura do radical ABTS pelos antioxidantes
padréo e EEP

Inibicdo maxima

ICs0 (Mg/mL) % pg/mL
Amostras
Acido ascorbico 1,4+0,1 99,3+0,1 5
BHT 14,8 +4,5 90,0+ 3,0 50
EEP-M 18,1+ 1,7 99,2+0,1 100
EEP-T 119,6 £ 20,5 86,5+28 500

Valores sao representados pela média + EPM
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5.2.2. Ensaio de inibicdo da hemalise oxidativa

Os EEP também foram avaliados por sua atividade hemolitica e
capacidade de proteger os eritrocitos contra a hemdlise induzida por AAPH.
Quando os eritrécitos foram incubados somente com acido ascoérbico, EEP-M ou
EEP-T, ndo foram observadas hemdlises nos tempos e concentracdes avaliadas
(Figuras 3 A e 4 A), indicando que, nas condi¢cdes avaliadas, EEP-M e EEP-T né&o

sao toxicos para este modelo celular.

Posteriormente, a capacidade de protecdo contra a lise celular induzida
por AAPH em eritrécitos humanos foi avaliada. O EEP-M mostrou atividade
antihemolitica até os 120 min de avaliacdo, de maneira concentracdo e tempo
dependente, sendo observada uma reducdo de 37,55 = 7,8 % de hemdlise na
maior concentracdo avaliada (Figura 3 B). O EEP-T inibiu a hemolise durante todo
periodo experimental de maneira concentracdo e tempo dependente. Apos 240
min de incubacéo dos eritrécitos com EEP-T, foi observada uma reducéo de 46 *

3,6 % de hemdlise na maior concentracdo avaliada (Figura 4 B).

5.2.3. Dosagem de malondialdeido

A capacidade dos EEP em proteger contra a peroxidacao lipidica em
eritrocitos humanos induzidos por AAPH foi avaliada por meio da dosagem de
MDA. O EEP-M apresentou reducdo nos niveis de MDA ap6s 120 min de
incubacédo, sendo observada reducao de 83,86 + 1,3 % de MDA na concentragéo
de 125 pg/mL (Figura 3 C). O EEP-T apresentou redugdo nos niveis de MDA
durante todo periodo experimental, de maneira concentracdo e tempo dependente.
Apds 240 min de incubacdo dos eritrocitos com EEP, foi observada reducdo de

39,5 + 2,4 % de MDA na maior concentracéo avaliada (Figura 4 C).
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Figura 3. Eritrécitos humanos incubados aos 120 min com &cido ascérbico e EEP-M (50-125
pg/mL). (A) Atividade hemolitica dos tratamentos sem a presenca de AAPH, e eritrécitos incubados
somente com NaCl 0,9 % como controle. (B) Avaliacdo da hemdlise apos adicdo de AAPH em
eritrocitos incubados com acido ascorbico e EEP-M. (C) Concentracdo de malondialdeido (MDA)
em nM/mL apés adi¢cdo do agente oxidante em eritrécitos incubados com diferentes concentragées
dos tratamentos. * Representa resultados estatisticamente significativos (P < 0,05) quando o grupo
tratado foi comparado com o controle AAPH (eritrdcitos incubados somente com agente oxidante).
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Figura 4. Eritr6citos humanos incubados aos 240 min com acido ascérbico e EEP-T (25-125
pg/mL). (A) Atividade hemolitica dos tratamentos sem a presenca de AAPH, e eritrocitos incubados
somente com NaCl 0,9% como controle. (B) Avaliagdo da hemolise apés adicdo de AAPH em
eritrocitos incubados com &cido ascorbico e EEP-T. (C) Concentragdo de malondialdeido (MDA)
em nM/mL apés adi¢céo do agente oxidante em eritrécitos incubados com diferentes concentragées
dos tratamentos. * Representa resultados estatisticamente significativos (P < 0,05) quando o grupo
tratado foi comparado com o controle AAPH (eritrdcitos incubados somente com agente oxidante).
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5.3. Atividade anti-inflamatéria

Ambos o0s extratos apresentaram acdo anti-inflamatoria, pois foram
capazes de inibir a atividade da enzima hialuronidase, de maneira concentracao
dependente. O EEP-M apresentou atividade maxima na concentracdo de 3,75
mg/mL, sendo capaz de inibir 87,3 + 3,3 % da atividade enzimética (Figura 5 A). A
maior concentragéo avaliada do EEP-T (75 mg/mL) foi capaz de inibir 43,06 + 3,06

% da atividade da enzima hialuronidase (Figura 5 B).
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Figura 5. Inibicdo da atividade da enzima hialuronidase por diferentes concentracdes de (A) EEP-
M e (B) EEP-T.
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5.4. Atividade citotoxica e perfil de morte celular

Células eritroleucémicas K562 tratadas com diferentes concentracbes de
EEP-M e EEP-T foram marcadas com anexina V-FITC/PI para verificar o perfil de
morte celular. Os EEP apresentaram citotoxicidade concentracdo dependente. Na
maior concentracao avaliada (500 pg/mL), houve uma reducgéo de 83 + 0,4 e 67 *
2,5 % de células viaveis apos tratamento com EEP-M (Figura 6 A) e EEP-T (Figura
7 A), respectivamente. Nesta concentracdo, 63 + 2 e 56 £ 1,4 % das células
morreram por necrose apods tratamento de 24 h com EEP-M e EEP-T,
respectivamente. Os extratos também promoveram a morte por necrose
secundaria em 21 + 3 % (EEP-M) e 13 £ 0,8 % (EEP-T) das células K562 (Figuras

6Be7B).
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Figura 6. Acéo citotoxica de EEP-M contra a linhagem celular eritroleucémica K562. (A) Diagramas
representativos obtidos por citometria de fluxo de células marcadas com anexina V-FITC/PI:
quadrante inferior esquerdo (PI-/An-) representa células viaveis; quadrante inferior direito
(PI-/An+) representa células apoptéticas; quadrante superior esquerdo (Pl+/An-) representa
células em necrose; e quadrante superior direito (PI+/An+) representa células em necrose
secundéria. (B) Frequencia de morte celular, obtida a partir dos diagramas correspondentes das
concentracdes avaliadas.* P < 0,05 grupo tratado versos células controle viaveis. # P < 0,05 grupo
tratado versus controle necrose.
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Figura 7. Acdo citotéxica de EEP-T contra a linhagem celular eritroleucémica K562. (A) Diagramas
representativos obtidos por citometria de fluxo de células marcadas com anexina V-FITC/PI:
quadrante inferior esquerdo (PI-/An-) representa células viaveis; quadrante inferior direito
(PI-/An+) representa células apoptéticas; quadrante superior esquerdo (Pl+/An-) representa
células em necrose; e quadrante superior direito (PI+/An+) representa células em necrose
secundéria. (B) Frequencia de morte celular, obtida a partir dos diagramas correspondentes das
concentracdes avaliadas.* P < 0,05 grupo tratado versos células controle viaveis. # P < 0,05 grupo
tratado versus controle necrose.
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5.5. Toxicidade in vivo

Ao avaliar a agdo toxica dos extratos de propolis in vivo, utilizando o
nematoide C. elegans, foi verificado que o EEP-M nao apresenta toxicidade nas
menores concentracdes avaliadas (31 e 62 pg/mL). Entretanto, apresentou DLsg
(dose letal para 50 % dos individuos) de 491,8 + 65 ug/mL (Figura 8 A). Ja o EEP-
T ndo reduziu a populagdo de C. elegans, indicando que nas concentracdes
avaliadas este extrato ndo apresenta toxicidade neste modelo biolégico (Figura 8

B).
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Figura 8. Toxicidade de (A) EEP-M e (B) EEP-T contra os nematoides C. elegans. * P<0,05 grupo
tratado versos grupo controle néo tratado.
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6. Discussao

A propolis € um produto natural que apresenta composicdo quimica
complexa. As substancias presentes na composicdo da prépolis sédo responsaveis
por suas atividades biolégicas e podem atuar sinergicamente e de maneira
isolada. Neste estudo, compostos fendlicos, acidos aromaticos, alcool, terpenos e
acucares foram observados nos EEP de M. orbinyi e T. fiebrigi, mas em
proporcdes diferentes, fator que pode influenciar diretamente nas atividades
biolégicas. Estes compostos, ja foram identificados em outros estudos de prépolis
de abelhas sem ferrdo (Miorin et al., 2003; Bankova e Popova, 2007).

Ao avaliar suas propriedades biolégicas, ambos os extratos apresentaram
importantes atividades antioxidantes. Estes resultados foram evidenciados pela
captura direta de radicais livres e capacidade de inibir a lise de eritrocitos
incubados com agente oxidante, o que foi confirmado pela menor geracdo de
MDA, um dos marcadores bioquimicos de peroxidacao lipidica.

As propriedades antioxidantes apresentadas pelos EEP avaliados
provavelmente estéo relacionadas a sua composicdo quimica, especialmente pela
presenca de compostos fendlicos como flavonoides, acido benzoico, acido
cindmico e acido p-coumarico, ja descritos na literatura por sua capacidade de
capturar radicais livres (Gulgin et al., 2010; Kurek-Gérecka et al., 2014). Outros
estudos tem mostrado que estes compostos sdo responsaveis pela atividade
antioxidante de plantas (Casagrande et al., 2014; Raza et al., 2015; Tirloni et al.,
2015) e propolis (Silva et al., 2011; Zhang et al., 2015). De acordo com Valente et
al. (2011), polifenois presentes na propolis sdo capazes de capturar radicais RO,

gerados pelo agente oxidante AAPH, inibindo o processo de peroxidacao lipidica,
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0 que resulta na protecdo contra oxidacdo das biomoléculas presentes na
membrana dos eritrocitos.

A prépolis também tem sido relatada por possuir atividade anti-inflamatoria
tanto in vitro e como in vivo, modulando os principais mediadores inflamatorios,
inibindo a producédo de citocinas pré-inflamatérias, aumentando citocinas anti-
inflamatorias e bloqueando a ativacéo do fator nuclear (NF) kB (Wang et al., 2009;
Machado et al., 2012). Neste estudo, a atividade anti-inflamatoria também foi
observada na propolis de M. orbignyi e T. fiebrigi pela determinacdo da enzima
hialuronidase, uma maneira indireta de avaliar a atividade anti-inflamatoria. Esta
atividade € evidenciada pela inibicdo da atividade da enzima hialuronidase,
quando em contato com o substrato &cido hialurénico.

O EEP-M apresentou melhor potencial de inibicdo desta enzima
inflamatdria, o que pode estar relacionado a maior concentragdo de flavonoides
presentes em sua composi¢cao. Em estudo realizado por Zeng et al. (2015) mostra
que os flavonoides reduzem a atividade da hialuronidase ao se ligar e mudar a
estrutura desta enzima, por meio de forcas eletrostéticas e ligacdes hidrofdbicas.

Além da acdo anti-inflamatoria, os extratos também apresentaram acao
citotoxica contra a linhagem celular K562. A atividade citotoxica demonstrada
pelos extratos pode estar relacionada a presenca de compostos fendlicos como
acido coumaérico, acido cinamico e derivados. Estes compostos ja foram descritos
em amostras de prépolis por sua acdo citotoxica contra as linhagens celulares
K562 (leucemia), HeLa (adenocarcinoma cervical humano), e LNCaP (cancer de
préstata humana) (Barbari¢ et al., 2011; Franchi Jr. et al., 2012; Szliszka et al.,
2013).

Investigando o potencial citotoxico da propolis de T. fiebrigi em células
eritroleucémicas K562, observamos a predominancia de morte por necrose. Este
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tipo de morte celular pode ser promovido pela abertura de poros de transicdo da
permeabilidade mitocondrial, levando a despolarizacdo e consequente morte
celular, devido a falta de ATP (Dorn, 2013). Por muitos anos, a necrose foi vista
como um tipo de morte acidental descontrolada; no entanto, atualmente é descrita
como uma morte programada que pode contribuir para o controle da proliferacao
de célula tumoral (Kroemer et al., 2009), especialmente em linhagens celulares
resistentes a quimioterapia convencional ou células que apresentam resisténcia a
apoptose.

A linhagem de células eritroleucémicas K562 é descrita por apresentar
resisténcia a morte por apoptose (Galeano et al., 2005); portanto, outras
alternativas de morte celular, tais como necrose, sdo necessarias para inibir a
proliferacdo destas células tumorais (Zong e Thompson, 2006). A necrose €
causada por varios mecanismos bioguimicos e sinalizagcbes moleculares, tais
como aumentos nos niveis de calcio no citoplasma da célula, maior interacdo com
receptores da serina-treonina quinase e aumento de ERO, resultando em
interrupcdo das organelas e morte celular (Festjens et al., 2006).

Além do potencial terapéutico apresentado pela propolis, € necessaria a
investigacdo de seus efeitos colaterais, como a toxicidade em células ou
individuos normais.

Estudos prévios demonstram que o nematoide C. elegans € um modelo
experimental rapido e eficiente em estudos de toxicidade de compostos
farmacoldgicos (Dengg e Meel, 2004; Leung et al., 2008), pois € um organismo
multicelular, com alta taxa de progénie e ciclo de vida curto, o que torna-o um
excelente modelo in vivo para complementar sistemas baseados em cultura de

células (Leung et al., 2008).
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Neste estudo, ao investigar os efeitos toxicos dos EEP frente ao modelo C.
elegans, nao foi evidenciada toxicidade do EEP de T. fiebrigi. Entretanto, o EEP-M
promoveu toxicidade, evidenciado pela morte de alguns individuos nas maiores
concentracoes.

Ao investigar a toxicidade de prépolis de abelhas sem ferrdo em Artemia
salina, uma espécie de crustaceo, Velikova et al. (2000) observaram que estes
apresentam efeitos toxicos, com DLso que varia de 0,3 + 0,2 a > 1000 pg/mL.

A toxicidade esta entre o0s principais problemas dos farmacos
disponibilizados comercialmente, desta forma, a busca por terapias com baixa
toxicidade é incessante. No entanto, vale ressaltar que a maioria das drogas
antineoplasicas além de promover a morte de células tumorais, apresenta
toxicidade contra células normais. Estas drogas, mesmo sendo toxicas, continuam
sendo utilizadas na farmaco-terapia pela sua relacdo custo-beneficio. Desta
maneira, mais estudos devem ser realizados para avaliar os riscos e beneficios
promovidos pelos produtos naturais e suas moléculas, visando a descoberta de

potenciais novos farmacos.
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7. Conclusdes

Esses resultados mostram que a prépolis das abelhas sem ferrdo M.
orbignyi e T. fiebrigi apresentam atividades biolégicas importantes, incluindo
antioxidante, anti-inflamatdria e atividade citotoxica contra células eritroleucémicas
humana, sugerindo sua potencial aplicacdo na industria farmacéutica e/ou

alimenticia.
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