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Resumo

JANSEN, Cristina. Propolis: fitoquimicos e atividade antioxidante,
antibacteriana e citotéxica. 2015. 95 f. Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo e
Alimentos). Programa de PoOs-Graduacdo em Nutricdo e Alimentos. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

A colmeia constitui-se em uma fonte de geragéo de produtos de alto valor nutritivo e
com grandes potencialidades farmacoldgicas. A prépolis € um dos produtos obtidos
da colmeia, que é produzida pelas abelhas através da coleta de resinas e gomas de
arvores, de plantas e de flores, materiais que sdo parcialmente digeridos e
acrescentados de cera e pédlen. As propriedades biolégicas da propolis séo
atribuidas principalmente ao contetdo de fitoquimicos. Dentre estes compostos, 0s
que estdo presentes em maior propor¢do sao o0s compostos fendlicos,
majoritariamente os da classe dos flavonoides. Porém, varios sdo os fatores que
interferem na composigéo quimica da prépolis, o que acaba refletindo no contetdo e
proporcao dos diferentes fitoquimicos, e, portanto, em suas propriedades. O Brasil,
sendo um pais com grande diversidade de vegetacao, favorece ampla variacdo na
composicao da propolis, contribuindo para dificultar a padronizacao deste produto no
pais. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a composicdo de fitoquimicos em
amostras de prépolis oriundas do Sul do Rio Grande do Sul, afim de testar suas
propriedades biolégicas. Parte das amostras de propolis foram analisadas quanto
aos principais parametros fisico-quimicos, e de outra parte foram preparados
extratos hidroalcodlicos concentrados. Os extratos foram submetidos a
determinacdo quimica de compostos fendlicos, flavonoides e carotenoides, e da
andlise de espectroscopia Ultravioleta-Visivel. Também foram avaliados quanto a
capacidade antioxidante, através dos métodos de DPPH, ABTS e FRAP; quanto a
atividade antibacteriana frente a cepas de bactérias patogénicas (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes); e quanto ao efeito citotoxico, o
qual foi realizado através do método de reducdo do MTT em células da linhagem
melanoma B16F10. Dentre os parametros fisico-quimicos, apenas uma amostra
apresentou contetdo de umidade acima do permitido pela legislacao brasileira. A cor
foi definida como amarela para as amostras oriundas de Rio Grande e de Cangucu,
e castanho claro para as amostras oriundas de Pelotas e de Pedro Osério. Todas as
amostras apresentaram alto teor dos fitoquimicos analisados (compostos fendlicos,
flavonoides e carotenoides); porém, houve variacao significativa no contetdo destes
compostos entre as diferentes amostras. Pelo espectro UV observou-se absorc¢ao
méaxima entre 290 e 400 nm, regido caracteristica da absorcéo dos flavonoides. As
amostras de propolis de Pelotas e de Rio Grande apresentaram alta capacidade
antioxidante determinada pelos métodos com o radical DPPH e FRAP, sendo
comparaveis aos obtidos com o padrdo quercetina. Constatou-se uma relacéo
positiva entre as amostras com maior teor de fitoquimicos e a elevada acao
antioxidante. Todas as amostras apresentaram atividade antibacteriana frente as
cepas testadas; porém, os resultados foram superiores na inibicdo das bactérias
Gram-positivas (S. aureus e L. monocytogenes) do que para a bactéria Gram-
negativa (E. coli O157:H7), sendo que as amostras de Pelotas e Rio Grande tiveram
alta acéo bactericida. Todas as amostras de propolis analisadas demonstraram acéo
citotoxica em 48h no combate as células de cancer de melanoma de camundongo,
nas concentracdes de 250 e 500 pug.mL™. Apés 72h a prépolis causou citotoxicidade



na concentracdo de 25 pg.mL™. Amostras oriundas de Pelotas e de Rio Grande
apresentaram resultados promissores no combate a linhagem testada.

Palavras-chave: cancer, compostos fendlicos; Escherichia coli; Listeria
monocytogenes; Staphylococcus aureus.



Abstract

JANSEN, Cristina. Propolis: phytochemicals and antioxidante, antibacterial and
cytotoxic activity. 2015. 95 f. Dissertation (Master of Nutrition and Food). Graduate
Program in Foods and Nutrition. Federal University of Pelotas, Pelotas, 2015.

The beehive is a source of nutritious high-value products and with great
pharmacological potential. Propolis is one of the products obtained from the beehive,
produced by honey bees by collecting resin and gum trees, plants and flowers, which
are partially digested and added of wax and pollen. Its biological properties are
mainly attributed to phytochemicals. Among these, the highest contend are phenolic
compounds, mainly the class of flavonoids. However, there are several factors that
influence the chemical composition of propolis, which ends up reflecting on their
properties. The Brazil is a country with great diversity of vegetation that enhances the
variations in the composition of propolis, contributing to hinder its standardization in
the country. Therefore, the aim of this study was to evaluate the composition of
phytochemicals of propolis samples of South of Rio Grande do Sul, and test their
biological properties. Part of the propolis samples were analyzed for major physical
and chemical parameters and another part was used to obtain the etanolic extracts.
The extracts were subjected to determination of phenolic compounds, flavonoids and
carotenoids, and analysis of Ultraviolet-visible spectroscopy. Also it was determined
the antioxidant capacity that was measured by the methods DPPH, ABTS and FRAP.
The antibacterial activity was evaluated against strains of pathogenic bacteria
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes). The cytotoxic
effect was performed using the MTT reduction method melanoma cell line B16F10.
For the physico-chemical parameters, only one sample showed humidity values
above those permitted by brasilian legislation. The color was defined as yellow for
the Rio Grande and Cangucu samples, and light brown to Pelotas and Pedro Osorio
samples. The samples showed high concentration of the analyzed phytochemicals
(phenolics, flavonoids and carotenoids), but there was significant variation between
samples. The UV spectrum showed absorption maxima between 290 and 400 nm,
characteristic of the region flavonoids. Propolis from Pelotas and Rio Grande showed
the highest antioxidant capacity by method with DPPH radical and FRAP,
comparable to those obtained with the standard quercetin. It was found a positive
relationship between the samples with higher levels of phytochemicals and
antioxidant effects. All samples showed antibacterial activity against all tested strains,
but the results were better in the inhibition of Gram-positive bacteria (S. aureus and
L. monocytogenes) than for Gram-negative (E. coli O157: H7), and samples of
Pelotas and Rio Grande had high bactericidal action. The propolis samples analyzed
showed cytotoxic action in 48 hours in fighting cells of mouse melanoma cancer at
concentrations of 250 and 500 pg.mL™. After 72h propolis caused decrease in
carcinogenic lineage in concentrations 25ug.mL™>. Samples of Pelotas and Rio
Grande showed promising results in combating tested lineage.

Key-words: cancer; phenolic compounds. Escherichia coli; Listeria monocytogenes;
Staphylococcus aureus.
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1. Introducéao

A colmeia é fonte de produtos de alto valor nutritvo e com grandes
potencialidades farmacologicas, como o mel, a propolis, o pdlen, a cera, a geleia
real e a apitoxina (LOPES, 2014). A propolis é um dos produtos apicolas que tém
alcancado destaque internacional devido a sua composicdo quimica e
propriedades bioldgicas e, apesar disso, ainda € pouco explorada em algumas
regides (CASTALDO, CAPASSO, 2002; PEREIRA et al., 2002).

A propolis € um produto elaborado pelas abelhas através de substancias
resinosas e gomosas, que sao coletadas de brotos, flores e exsudados de
plantas. As abelhas digerem parcialmente estes materiais através da acdo das
enzimas contidas nas suas secrecdes salivares, e apos acrescentam ainda cera e
pélen, formando assim a prépolis (MARCUCCI, 1995; BRASIL, 2001; SILVA et al.,
2012).

O significado da palavra propolis vem do Grego, pro “em defesa” e polis “a
cidade”, ou seja, o material é utilizado como defesa para a colmeia, servindo para
cobrir frestas, protegendo assim da entrada de invasores; no preparo de alvéolos
assépticos para a postura da abelha rainha; para mumificacdo de insetos
invasores quando estes ndo podem ser removidos, evitando a proliferacdo de
micro-organismos patogénicos; além de atuar como isolante térmico para a
colmeia (BARDANA, 1998; CASTALDO, CAPASSO, 2002; SALATINO et al.,
2005; SILVA et al., 2006; TOSI et al., 2007).

A propolis vem sendo utilizada desde as civilizacBes antigas no tratamento
de diversas doencas, devido as suas propriedades biolégicas e terapéuticas
(BANKOVA, 2005; MOREIRA et al., 2008; CARDOSO et al., 2010). Propriedades,
como a antimicrobiana (MARCUCCI et al., 2001; UZEL et al., 2005; TOSI et al.,
2007), anti-inflamatoéria (SILVA et al., 2012), antitumoral (FROZZA et al., 2013),
cicatrizante (PARK et al., 1998), no combate a bactérias causadoras de caries
(ISHIDA, NEGRI, SALATINO, 2011), anestésica (MARCUCCI, 1995) e
antioxidante (BANKOVA, 2005; MOREIRA et al.,, 2008), s&o atribuidas a
complexa composi¢do quimica, principalmente pela presenca de fitoquimicos

oriundos do metabolismo secundario das plantas, incluindo majoritariamente o0s
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compostos fenodlicos. Os beneficios atribuidos ao uso da propolis e de seus
produtos tém sido considerados devido a presenca de alguns compostos isolados
e ao sinergismo entre compostos presentes (BANKOVA, DE CASTRO,
MARCUCCI, 2000; MOREIRA et al., 2008).

A prépolis € constituida basicamente por 50% de resina, 30% de cera e 5%
de polen, alem de 10% de Oleos essenciais e outros 5% de compostos diversos
(BURDOCK, 1998; PARK et al., 2002). Pesquisas realizadas em diferentes paises
identificaram mais de 300 diferentes compostos em amostras de propolis
(BANKOVA, DE CASTRO, MARCUCCI, 2000). Os compostos fendlicos presentes
na propolis tem atraido muita atencdo devido a sua relacdo com a atividade
antioxidante, aos efeitos na protecdo contra doencas corondrias, cardiaca e
cancer, e recentemente, pelas evidéncias do efeito de inibicdo da invasao tumoral
e da metastase (MIGUEL, ANTUNES, 2011; WENG, YEN, 2012).

O comércio da prépolis no mercado nacional e internacional tem alcancado
lugar de destaque, em parte devido ao grande niumero de pesquisas que revelam
atividades biolégicas atribuidas a sua composi¢do quimica. Devido aos possiveis
beneficios que a propolis proporciona a saude, seu usoO aumentou
consideravelmente, passando inclusive a ser adicionada em alimentos e bebidas,
e utilizada como um suplemento alimentar, fatores que auxiliaram para o aumento
do valor agregado deste produto (SILVA, 2009).

Estudos demonstraram que amostras de propolis oriundas de regides
tropicais, especialmente brasileiras, apresentam diferencas na composicao
quimica em relagéo a propolis oriunda da zona temperada. O Brasil possui clima e
vegetacdo que torna possivel as abelhas produzirem uma prépolis de alta
qualidade, o que pode ser um diferencial dentre os paises produtores. Mesmo a
propolis brasileira apresenta variacdes na sua composi¢cdo quimica e, portanto,
nas suas propriedades biolégicas, de acordo com as diferentes regides do pais
onde sao coletadas, e esta variacdo ocorre em virtude da grande biodiversidade
de plantas encontradas no Brasil (PEREIRA et al.,, 2002). Por essa razéo, a
prépolis brasileira tém se tornado objeto de grande interesse por parte dos
pesquisadores de todo o mundo (TRUSHEVA et al., 2006).

Todavia, em comparacdo com outros paises, como Argentina, China,

Australia e Bulgaria, a producéo de propolis no Brasil € muito baixa, por ser ainda
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pouco explorada e incentivada, e faltam estudos sobre os diferentes tipos de
propolis brasileira. Para valorizar economicamente o produto e torna-lo mais
exploravel industrialmente, é essencial assegurar a padronizacdo quimica,
qualidade e seguranca deste produto (BANKOVA, 2005).

Diversos fatores externos proporcionam alteracdes nas caracteristicas
fisicas, quimicas e sensoriais da propolis, influenciando diretamente nas suas
propriedades quimicas e biologicas. Os principais agentes causadores desta
variac8o sdo: as espécies vegetais e sua origem botanica; a localizacéo
geografica; a época do ano; a espécie de abelha (no caso brasileiro também o
grau de "africanizacdo" da Apis mellifera); e da forma de coleta e extracdo do
produto (SFORCIN et al., 2000; MURAD et al., 2002; TRUSHEVA et al., 2006;
SILVA, 2009; CARDOSO et al., 2010; FROZZA et al., 2013).

Por esta razdo, se tornam muito importantes pesquisas que caracterizem a
propolis de diferentes microrregibes brasileiras, distinguindo a composicdo e a
atividade biolégica das amostras, e assim, sua melhor aplicacdo. Em funcéo
disso, este estudo visa a caracterizacdo quimica de amostras de propolis oriundas
da regidao Sul do Rio Grande do Sul, avaliando sua capacidade antioxidante, acado
antibacteriana e efeito citotéxico.

2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Determinar o teor dos principais fitoquimicos e testar a atividade

antioxidante, antibacteriana e citotoxica de extratos hidroalcodlicos de propolis
oriundas da regido Sul do Rio Grande do Sul.
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2.20bjetivos especificos

Analisar a propolis bruta quanto a coloragdo, condutividade e teor de

umidade;

Caracterizar os extratos hidroalcodlicos das prépolis quanto ao teor de

compostos fendlicos, de flavonoides e de carotenoides;

Avaliar a capacidade antioxidante dos extratos hidroalcodlicos das prépolis
através dos métodos: capacidade redutora de ferro (FRAP), capacidade de
remocéao do radical 2,20-azino-bis (acido 3-ethylbenzthiazoline-6-sulfénico)
(ABTS) e capacidade de sequestro do 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DDPH);

Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos hidroalcoodlicos das propolis
frente as bactérias patogénicas Gram-positivas Staphylococcus aureus e
Listeria monocytogenes e Gram-negativa Escherichia coli, através da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo Bactericida
Minima (CBM);

Avaliar o efeito citotoxico dos extratos hidroalcodlicos das propolis na
linhagem de melanona (B16F10) através do ensaio de brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio) (MTT) nos tempos de 48 e 72h.

3. Hipoteses

Amostras de prépolis procedentes de cidades do sul do estado do Rio

Grande do Sul apresentam alto teor de fitoquimicos, principalmente compostos

fendlicos da classe dos flavonoides, e por isso possuem alta capacidade

antioxidante, atividade antibacteriana frente a bactérias patogénicas e efeito

citotébxico em células de melanona.



4. Revisdo bibliografica

4.1 Propolis

Produtos apicolas tém despertado grande interesse em todas as partes do
mundo, ndo somente pela producdo de mel, mas também de prépolis, geleia real,
cera, polen e apitoxina (SILVA et al., 2012). No Brasil, a atividade apicola esta
presente em todos os estados (IBGE, 2014), sendo que na producdo e
exportacdo de propolis destacam-se os Estados de Minas Gerais e Sao Paulo
(SEBRAE, 2013). No entanto, ndo se tem dados oficiais sobre a quantidade de
prépolis produzida anualmente no Brasil.

Dentre os desafios para tornar a apicultura uma atividade profissional e
alcancar maior competitividade no mercado nacional, destaca-se a melhor
organizacdo da cadeia produtiva, uma maior utilizacdo de tecnologias que
aumentem a produtividade, investimento em tecnologia nos apiarios e qualificacao
do apicultor, implantacdo de gestéo técnica e financeira nos apiarios, adequacao
as normas de producdo de qualidade, e a necessidade de pesquisas e estudos
sobre a flora apicola das diferentes regides do Brasil (SEBRAE, 2013).

Este produto natural vem sendo utilizado ha séculos para diversas
finalidades: os egipcios a utilizavam para embalsamar os mortos, 0s gregos na
cicatrizacdo de ferimentos e os romanos para amenizar dores e diminuir inchagos
(CASTALDO, CAPASSO, 2002; PEREIRA et al., 2002). Atualmente, a prépolis
tem grande importancia para uso veterinario no tratamento de mastite bovina e na
cicatrizacdo de cortes; na agricultura, no combate a doencas pdés-colheita dos
frutos; na producdo de cosméticos vem sendo utilizada em cremes, xampu e
sabonetes; na industria de alimentos aplicada em bebidas, alimentos saudaveis e
suplementos nutricionais; e na industria farmacéutica na forma de xaropes,
pastilhas, capsulas e extratos (CASTALDO, CASSAPO, 2002; ORDONEZ et al.,
2011; ALVES, KUBOTA, 2013).

Park et al. (2000) classificaram a propolis brasileira em 12 grupos, de
acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas (Tabela 1), destacando a maior
diversidade entre as amostras das regidoes Nordeste (6) e Sul (5) e em razdo da

variacdo na vegetacdo. Em 2007 um novo tipo de propolis, denominada de
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“propolis vermelha”, foi encontrada em manguezais no litoral da regido Nordeste,
sendo classificada como grupo 13, tornando-se uma importante fonte de
pesquisas nacionais e internacionais, inclusive alcancando altos valores
comerciais (SILVA, 2009; FROZZA et al., 2013).

Tabela 1. Classificacdo da préopolis brasileira de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas.

Extrato etandlico de Propolis
Grupos Cor Substancias Origem

Solaveis (%) Geografica

1 (RS 5) Amarelo 63,0 Sul
2(RS1) Castanho claro 57,5 Sul
3(PR7) Castanho escuro 65,0 Sul
4 (PR 8) Castanho claro 54,5 Sul
5(PRY9) Marrom esverdeado 58,7 Sul
6 (BA 11) Marrom avermelhado 45,9 Nordeste
7 (BA1) Marrom esverdeado 43,8 Nordeste
8 (PE 5) Castanho escuro 41,3 Nordeste
9 (PE 3) Amarelo 46,7 Nordeste
10 (CE 3) Amarelo escuro 24,1 Nordeste
11 (P11) Amarelo 23,1 Nordeste
12 (SP,MG 12) Verde/marrom esverdeado 61,0 Sudeste
13 (AL, BA, PB 13) Vermelha Nordeste

(RS: Rio Grande do Sul; PR: Parana; BA: Bahia; PE: Pernambuco; CE: Ceard; PI: Piaui; SP: S&o
Paulo; MG: Minas Gerais; AL: Alagoas; BA: Bahia; PB: Paraiba).
Fonte: adaptado de PARK et al., 2000.

Os compostos encontrados na propolis sdo variaveis de acordo com as
plantas utilizadas pelas abelhas para a polinizacdo o que acaba interferindo na
sua aparéncia, tanto em termos de coloracdo quanto de textura (Figura 1). Em
periodos de dificil coleta de resinas nas plantas, as abelhas acrescentam maior
quantidade de cera, o que confere maior maleabilidade a propolis. Uma
consisténcia mais rigida € indicativa de maior presenca de resinas, sendo
desejavel, pois as atividades bioldgicas verificadas na propolis tém sido atribuidas

as substancias contidas nas resinas (BARDANA, 1998).
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Figura 1. Diferentes tipos de propolis: a) propolis verde; b) propolis vermelha; c) propolis marrom.
Fonte: adaptado de SILVA, 2009.

A cera é composta por uma mistura de acidos graxos, ceroleina, vitamina A
e outras substancias, que conferem as propriedades bactericidas, emolientes,
cicatrizantes e anti-inflamatorias deste produto, sendo muito empregada na
industria cosmética e farmacéutica pelas suas propriedades (LOPES, 2014).

A coleta da propolis, normalmente, é feita através de raspagem da tampa
da caixa que contém a colmeia, mas atualmente ja existem técnicas que visam
aumentar o rendimento e diminuir o risco de contaminagcdo, como 0 uso de telas
coletoras, que facilitam a retirada da propolis e preservam sua qualidade
(MENDONCA, 2011). As épocas de maior producdo de prépolis sédo registradas
na primavera e no outono (LOPES, 2014).

ApOs a coleta, a propolis bruta passa por um processo de purificacdo, para
que fique isenta de compostos que ndo sejam sollveis em solventes organicos ou
que nado sejam digeriveis (CASTALDO e CAPASSO, 2002). Alguns autores
afirmam que a extracdo com agua pode originar um produto com um baixo teor
em espécies alergénicas (ALIBONI et al., 2011), e segundo Park et al. (1998) com
baixo teor de flavonoides, ndo apresentando atividade antimicrobiana e anti-
inflamatoria. De acordo com Silva et al. (2012), o uso de solventes muito polares
como a agua, reduz sua solubilidade, pois a prépolis possui compostos
hidrofilicos e hidrofébicos, sendo mais apropriado o uso de solventes de
polaridade intermediaria, como o alcool. Segundo Cabral et al. (2009), a escolha
do solvente tém influéncia nos extratos de propolis, incluindo o teor de compostos
fendlicos e a atividade bioldgica.

Misturas de etanol e agua tém sido mais comumente utilizadas para

dissolver a resina e remover as ceras presentes na propolis bruta (PARK et al.,
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1998; ALIBONI et al., 2011). Dos Santos et al. (2003), determinaram a melhor
concentragcdo alcodlica para se obter extratos de propolis com maior atividade
antimicrobiana, de 50 a 90% de etanol. Park et al. (1998), realizaram a extracéo
de flavonoides em extrato hidroalcodlico de propolis (EHP) com diferentes
concentragdes de etanol, e testaram sua atividade antimicrobiana, antioxidante e
anti-inflamatorio, encontrando os melhores resultados com a concentragdo de
etanol 80%.

No Brasil a legislacdo que regulamenta e aprova os produtos apicolas
(Apitoxina, Cera de Abelha, Geléia Real, Geléia Real Liofilizada, Pdlen Apicola,
Prépolis e Extrato de Propolis) através de suas caracteristicas fisico-quimicas, é a
Instrucdo Normativa n°® 3, de 19 de Janeiro de 2001, do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA). A legislacdo estabelece para a propolis
valores padrdes para a quantidade de flavonoides, compostos fendlicos,
caracteristicas sensoriais (aroma, cor, sabor, consisténcia e granulometria), além
do teor de cinzas, ceras e de sélidos sollveis, entre outros critérios (BRASIL,
2001).

4.2 Origem botéanica da propolis

A origem botanica da propolis confere ao produto variacdes na composicao
fisico-quimica. A fonte vegetal utilizada pelas abelhas em paises da América do
Sul, especialmente no Brasil, € muito diferente da encontrada em outros paises, 0
gue torna a composicdo quimica da prépolis brasileira diferenciada das demais
(BANKOVA, DE CASTRO, MARCUCCI, 2000; MARCUCCI et al.,, 2001). No
entanto, o Brasil por apresentar ampla diversidade vegetal tem a correlacdo do
tipo de propolis com a origem botanica dificultada, o que fez com que até o
presente momento apenas alguns tipos de propolis tivessem sua origem botanica
identificada (PARK et al., 2002).

A proépolis produzida no Brasil possui como principais fontes botanicas a
Baccharis dracunculifolia (Alecrim), Eucalyptus citriodora, Araucaria aungustifolia,
Hyptis divaricata (familia Lamiaceae), Populus nigra e a Dalbergia ecastophyllum.

A prépolis oriunda da regido Sul do Brasil caracteriza-se pela riqueza em
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flavonoides, tendo como a principal origem botanica identificada a Myrceugenia
eurosma (Myrtaceae), sendo seu cultivo encontrado em maior abundancia em
regides da fronteira com o Uruguai (DAUGSCH et al., 2007). Segundo Marcucci e
Bankova (2000), a propolis oriunda da regido Sudeste do Brasil possui como
principal resina o género Baccharis dracunculifolia, cuja origem botanica € o
alecrim-do-campo, que é encontrada exclusivamente no Estado de Minas Gerais,
no leste de Sdo Paulo, norte do Parana e regides serranas do Espirito Santo e
Rio de Janeiro.

A propolis vermelha pode ser encontrada no Brasil, em Cuba e no México,
sendo coletada a partir das espécies de jacaranda (Dalbergia spp.); este produto
caracteriza-se pela presenca de flavonoides em sua composi¢do (LOPES, 2014).
A origem botanica da propolis vermelha oriunda do estado de Alagoas é a
Dalbergia ecastophyllum, conhecida como rabo-de-bugio (MENDONCA, 2011).

Nos paises da Europa, América do Norte e oeste da Asia encontra-se
como principal fonte vegetal para a prépolis o choupos (Populus sp.), espécie que
nao € nativa em paises tropicais como o Brasil (LUSTOSA et al., 2008). Mesmo
ndo sendo nativa, esta espécie ja foi identificada como a principal fonte vegetal
em pesquisas com amostras de propolis marrom de regides Sul do Brasil,
Venezuela, Argentina e Uruguai. A justificativa ocorre porque a Populus alba
mesmo ndo sendo nativa dos tropicos pode ser encontrada em regifes de clima
ameno, e as abelhas acabam preferindo este tipo de resina, o que pode ser
atribuida as caracteristicas genéticas de cada espécie de abelha (Park et al.,
2002). No entanto, estudos da composi¢cao das resinas utilizadas pelas abelhas
na Venezuela e no Brasil demonstraram uma composicdo quimica diferenciada,
por ndo apresentarem os flavonoides presentes na choupos (MARCUCCI et al.,
2001; ISHIDA, NEGRI, SALATINO, 2011).

Espécies vegetais como a aroeira, alecrim, assa-peixe, acacia e eucalipto
também s&o utilizadas pelas abelhas na producdo da propolis em regides
brasileiras (MENDONCA, 2011).

De acordo com pesquisas, alguns fitoquimicos encontrados na propolis
estdo presentes em todos os tipos de prépolis, mas outros somente sao

encontrados em propolis coletadas de determinadas espécies vegetais (VARGAS
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et al., 2004). Por isso € muito importante elucidar quais sao as plantas utilizadas
como fonte de resinas na elaboragéo da propolis.

4.3 Fitoquimicos da prépolis

Os fitoquimicos sdo um grande grupo de substancias produzidas pelo
metabolismo secundario das plantas, exercendo importante acdo na interacao
com o meio ambiente, além dos impactos positivos proporcionados a saude. A
grande maioria destes compostos possui acdo antioxidante, protegendo as
células dos danos causados por radicais livres e, prevenindo contra algumas
doencas como cancer, doencas inflamatorias, degeneracdo neurologica e
doencas cardiovasculares (FRAGA et al., 2010).

O metabolismo secundério pode ser dividido em trés grandes classes de
compostos: alcaloides, terpenos e compostos fendlicos. A classe dos alcaloides é
derivada de aminoacidos aromaticos (triptofano e tirosina) e inclui alguns
compostos que atuam na defesa das plantas contra os parasitas e herbivoros
(MITHEN et al., 2000).

Os terpenos sdo derivados do &cido malénico ou do piruvato 3-
fosfoglicerato, exercendo funcdo no crescimento e desenvolvimento das plantas.
Nesta classe estdo os carotenoides, que atuam como pigmentos para absorcao
de luz durante a fotossintese devido as duplas ligagdes conjugadas, conferindo as
coloracbes amarela, laranja ou vermelho, sendo responsaveis pela pigmentacdo
de grande numero de frutas, folhas e flores (UENOJO, MAROSTICA JUNIOR,
PASTORE, 2007). Os carotenoides atuam também como fotoprotetores contra
danos oxidativos, interagindo e inativando eletronicamente os radicais livres
atraves da absorcéo de energia do oxigénio singlete, formando oxigénio na forma
fundamental (*02) e carotenoide na forma excitada (*CAR*), o qual pode
facilmente voltar ao estado fundamental, dissipando a energia absorvida na forma
de calor (UENOJO; JUNIOR; PASTORE, 2007).

Estes compostos possuem oito unidades de isoprenos unidos por ligacdes
duplas conjugadas, e devido ao alto grau de insaturagcdo da molécula tonam-se

instaveis quando expostos a luz, calor, pH acido e O,. A isomerizagdo torna os
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carotenoides trans (forma habitual) para as formas cis, resultando em perdas de
cor e atividade de provitamina A (RODRIGUEZ-AMAYA,1999). Esses compostos
sdo classificados em dois grupos: 0s carotenos que Ss&8o0 exclusivamente
compostos por hidrocarbonetos; e as xantofilas, que possuem oxigénio em sua
molécula. Alguns carotenoides s&o precursores da vitamina A, ou seja,
apresentam pelo menos 1 anel B-ionona ligado a uma cadeia poliénica de 11
carbonos. O carotenoide com maior potencial pro-vitaminico A € o B-caroteno
(Figura 2), que pode ser convertido em 2 moléculas de vitamina A. Os
carotenoides a-caroteno e a [B-criptoxantina podem ser convertidos em uma
molécula de vitamina A, porém a luteina, a zeaxantina e o licopeno nao possuem
atividade provitamina A (Figura 2) (RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-
FARFAN, 2008).
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Figura 2. Estrutura quimica dos carotenoides mais encontrados em alimentos.
Fonte: RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008.

No entanto, dentre os principais fitoquimicos presentes na prépolis, os
compostos fendlicos sdo o grupo mais importante. S&o sintetizados pelas plantas
durante seu desenvolvimento, e participam de diferentes processos como
lignificacdo, pigmentacdo, crescimento, resisténcia em situagfes de estresse,
radiacdo Ultravioleta, micro-organismos patogénicos, além de atuarem como
atrativos para animais polinizadores, como as abelhas (MARCUCCI, 1995).
Diversos estudos investigaram os compostos fendlicos presentes na propolis, e
entre 0s mais comumente encontrados estdo: quercetina, kaempferol,

pinocembrina, &cido cumarico, acido galico, acido ferdlico, acido cafeico e seus
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ésteres, acido cinamico, galangina, apigenina, crisina, tectocrisina e luteolina
(Figura 3) (MARCUCCI et al., 2001; CHAILLOUA, NAZARENO, 2009; GULCIN et
al., 2010).
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Figura 3. Estruturas quimicas de compostos fendlicos presentes em prépolis.
Fonte: Adaptado de Miguel, Antunes (2011).

Estas substancias sédo obtidas a partir de hidratos de carbono através da
via do acetato e do chiquimato (fenilpropandide), apresentando diferentes
estruturas, porém todas tem em comum um anel aroméatico com um ou mais
substituintes hidroxila (OH). Estes compostos sao classificados de acordo com a
sua estrutura basica (Figura 4) em flavonoides (flavonas, flavonois, flavanonas,
flavanonais, flavanois, antocianidinas, isoflavonas, e chalconas) e nao flavonoides
(acidos fendlicos) (ANDERSEN; MARKHAM, 2006; FRAGA, 2010). Podem ser
encontrados nos vegetais na forma livre ou ligados a proteinas e acUcares
(ANGELO; JORGE, 2007).
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Figura 4. Estrutura quimica basica dos flavonoides e suas subclasses.
Fonte: ANGELO; JORGE, 2007.
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A sintese dos compostos fendlicos inicia com a producdo de aminoacidos

com anel aromético, como a fenilalanina, produzida durante a via do &cido

chiguimico (Figura 5), que posteriormente, recebe uma cadeia lateral de trés

carbonos, o qual é sintetizado a partir da fenilalanina na primeira etapa na

biossintese de fenilpropandides. (AKATSU, 2009).

OH
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— Anel derivado da via do acetato
— Esqueleto fenilpropandide

Figura 5. Estrutura quimica da quercetina, flavonoide presente na propolis.

Fonte: adaptado de de la ROSA, ALVAREZ-PARRILLA, GONZALEZ-AGUILAR, 2010.
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Os flavonoides compreendem uma subclasse de compostos fendlicos
muito encontrados nas resinas utilizadas para a produgdo da propolis,
apresentando-se como o maior grupo de substancias isoladas da prépolis. Sua
estrutura basica € composta por 15 carbonos (C6-C3-C6) com 2 anéis aromaticos
(A e B), unidos por trés carbonos, formando um anel heterociclico (C) (ANGELO;
JORGE, 2007). O anel C dos flavonois apresenta uma dupla ligacdo entre as
posicdes 2 e 3, uma cetona na posicdo 4 e um grupamento OH na posicéao 3 do
segundo anel. Dentre os flavonois agliconas, os mais comuns séo a quercetina e
o kaempferol (FRAGA, 2010). As flavononas, grupo pertencente aos flavonoides,
se caracterizam pela falta de um acucar (aglicona), tém origem nos exsudatos de
plantas, e ligadas as flavonas sdo considerados como parte responsavel pela
atividade biolégica da prépolis (ALVES, KUBOTA, 2013).

Estudos tém indicado os flavonoides como o0s responsaveis pela acdo
antimicrobiana, antifungica e anti-inflamatéria da propolis (MENDONCA, 2011).
Segundo Park et al. (1998), durante a coleta da propolis, onde as abelhas
acrescentam a cera suas secregoes salivares contendo a enzima -glicosidase,
ocorre a hidrélise dos flavonoides glicosilados em flavonoides agliconas. Segundo
Kuskoski et al. (2004), a eficacia dos flavonoides € atribuida ao grau de
hidroxilacado, e portanto, diminui com a substituicdo das hidroxilas por acucares, e
por isso os glicosideos possuem menor atividade antioxidante que suas agliconas
correspondentes.

Os acidos fendlicos pertencem a classe dos néo flavonoides caracterizam-
se pela presenca de um anel aromético, um ou mais grupamentos hidroxila e/ou
metoxila e um grupamento carboxilico. Sado subdivididos em dois grupos, 0s
acidos hidroxibenzoicos e os &cidos hidroxicindmicos. Dos acidos
hidroxibenzoéicos derivam o acido galico, acido p-hidroxibenzéico, vanilico e
siringico com estrutura disposta na configuracdo C6-C1 (Figura 6a), derivado do
acido benzoico. Como derivados do acido hidroxicindmico tem-se o &cido caféico,
ferdlico e p-cumarico, dispostos estruturalmente na configuragdo C6-C3 (Figura
6b) (TAIZ; ZEIGER, 2004; ANGELO; JORGE, 2007).
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Figura 6. Estrutura quimica dos acidos fendlicos: a) acido hidroxibenzoico: acido galico (R1 = R2 =
OH), acido p-hidroxibenzdico (R1 = R2 = H), acido vanilico (R1 = OCHj, R2= H), acido siringico
(R1 = R2 = OCHy). b) acido hidroxicinamico: acido p-cumarico (R1 = R2 = H), acido cafeico (R1 =
OH, R2 = H), &cido ferulico (R1 = OCH3; R2 = H).

Fonte: ANGELO; JORGE, 2007.

4.4 Propriedades bioldgicas da préopolis

4.4.1 Capacidade antioxidante

Os radicais livres sdo formados pela perda ou ganho de elétrons,
apresentando ao menos um elétron ndo pareado na sua camada externa
(GUTTERIDGE, HALLIWELL, 2000). O desequilibrio entre a producédo de radicais
livres e o sistema de defesa antioxidante enddégeno € o fator predominante que
pode causar uma série de mudancas fisiolégicas, denominadas de estresse
oxidativo (GUTTERIDGE, HALLIWELL, 2000).

O estresse oxidativo origina um excesso de radicais livres e espécies
reativas de oxigénio (EROs), causando reducédo da velocidade de remocéao destas
espécies. Este desequilibrio provoca uma série de reacdes envolvidas no
desenvolvimento de vérias doencgas crbnicas, como cancer, doencas cardiacas,
diabetes e envelhecimento, com inicio na oxidagdo dos acidos graxos poli-
insaturados das membranas celulares (lipoperoxidacdo) (SHAMI, MOREIRA,
2004; DIAS, MOURA, D’ANGELIS, 2011).

O radical OH é o mais potente oxidante entre as EROs, com um tempo de
vida muito curto e alta reatividade a diversas moléculas organicas, devido a falta
de um elétron para sua estabilizagao (DIAS, MOURA, D’ANGELIS, 2011). Porém,
apesar das EROs causarem a oxidagdo de macromoléculas e estarem envolvidas

em diversas patologias, elas também atuam na defesa contra a infeccao,
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estimulando os fagocitos a produzirem as EROs para a destruicdo dos micro-
organismos (DIAS, MOURA, D’ANGELIS, 2011).

A propolis contém diversas substancias com capacidade antioxidante,
dentre as quais destacam-se as do grupo dos compostos fendlicos,
principalmente os flavonoides (DEGASPARI, WASZCZYNSKYJ, 2004; SILVA,
2009). Varios estudos relatam uma correlacdo positiva entre a presenca destes
compostos e a atividade antioxidante (LOPES, 2014). Chailloua e Nazareno
(2009), relacionaram a alta atividade antioxidante da propolis com o teor de
quercetina, acido siringico, kaempferol, cido caféico, acido clorogénico e acido 3-
4 dihidroxibenzoéico (RUSSO et al., 2002).

Estes compostos minimizam a peroxidacdo lipidica, interferindo néo
apenas na propagacao e formacao dos radicais livres, mas quelando metais,
inibindo enzimas envolvidas no inicio da reacdo, e podem ainda inibir o dano
oxidativo resultante da reacédo de Fenton (RUSSO et al., 2002; FROZZA et al.,
2013). A reacdo de Fenton consiste na reacdo entre Fe?* e o peroxido de
hidrogénio (H202), conhecida como a reacdo de Fenton, que gera os radicais OH
que possuem elevado potencial de oxirreducdo, atacando indistintamente todas
as espécies presentes no meio reacional (AGUIAR et al., 2007).

Alguns compostos fendlicos possuem a capacidade de quelar metais de
transicdo, evitando que radicais livres se formem na presenca de metais. Eles
podem inibir a oxidacdo por metais e a formacdo de radicais de oxigénio, por
coordenacdo com Fe®*, aumentando a auto-oxidacdo de Fe?*, ou formando
complexos inativos, com interagdo mais fraca. O desencadeamento dessas
reaces de oxidacdo ocorre quando fons metalicos ativos como Cu® ou Fe?'
interagem com o H,O, para formar o radical OH" (JOMOVA, VALKOB, 2011). O
ferro e o cobre sdo metais de transicdo que possuem a capacidade de catalisar a
formacdo de lesdes oxidativas decorrentes da producdo do radical OH
(GUTTERIDGE, HALLIWELL, 2000).

A atividade antioxidante dos flavonoides e &acidos fendlicos € determinada
por suas estruturas, particularmente pelo deslocamento do elétron do ndcleo
aromatico. O deslocamento do elétron ganho e a estabilidade conferida pelo efeito
da ressonancia do nucleo aromético previnem a continuacdo da reacdo em cadeia
do radical livre (TSAO, DENG, 2004).
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Diversas técnicas sao encontradas para avaliar a atividade antioxidante de
compostos e misturas. Os métodos mais comuns para determinar a atividade
antioxidante de modo préatico, rapido e sensivel envolvem um radical cromaoforo
qgue simula as EROs, e se a presenca de antioxidantes leva ao desaparecimento
da cor destes radicais (ARNAO, 2000).

4.4.2 Atividade antimicrobiana

Atualmente, o uso indiscriminado de antibiéticos tem propiciado a selecao
de bactérias resistentes, e ainda tem tornado possivel a transferéncia de genes
de resisténcia em bactérias ainda ndo expostas aos medicamentos (ANDRADE,
2010).

A conscientizacao por parte dos consumidores para uma alimentacdo sem
0 uso de conservantes sintéticos, fez com que se tornassem necessarias mais
pesquisas para agentes antimicrobianos mais eficientes e com menos efeitos
adversos na saude humana (FRANCO et al., 2007). Esta realidade atual
despertou o interesse de pesquisas para a descoberta de novas substancias
conservantes com efeito antimicrobiano, menos agressivo, € 0S compostos
naturais, elaborados a partir de matérias-primas como a prépolis podem ser uma
alternativa futura para utilizacdo como antimicrobiano.

O efeito inibitorio da prépolis de diversas regibes esta sendo amplamente
estudado contra uma variedade de bactérias, apresentando até o momento maior
efetividade nas espécies Gram-positivas na tentativa de substituir drogas
convencionais (Figura 7) (CARDOSO et al., 2010). Estes resultados tém sido
atribuidos as diferengas na estrutura celular das bactérias Gram negativas em
comparacao das Gram positivas, como a presenca do lipopolissacarideo nas

Gram-negativas.



32

Cépsula, protaina, dcido
teicdico, polissacarideos

st Peptidoglicans

m - Membrana citoplasmitica

} Ciépsula, polissacarideos

MF Membrana axterng
E:mzsmm { //_\ =~ Peptidoglicano
/—\ -

Membrana citoplasmdtica
Gram:negativa

Figura 7. Diferengas na parede celular das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
Fonte: FOX, 2010.

O lipopolissacarideo é composto por trés partes: um antigeno O, uma parte
central contém alguns acucares (heptoses e cetodeoxioctanato), ndo encontrado
em outro lugar na natureza e uma regido interna de lipidio A contendo acidos
graxos B-hidroxilicos (incomuns na natureza) (figura 8) (VARGAS et al., 2004;
JUNIOR et al., 2006).

Lipopolissacaridec

membrana
exierna

aspago
periplésmico

membran;
“~ embrana

fosfolipidecs proteoglicanos plasmitica

Gram negativo

Figura 8. Parede celular das bactérias Gram-negativas
Fonte: Fox, 2010.

Pesquisas evidenciam acéo inibitoria da propolis contra as bactérias Gram-
positivas: Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Bacillus sp. e
Micobacterium sp., e as Gram-negativas: Escherichia coli, Pesudomonas

aeruginosa, Salmonella e Klebsiella. No entanto, a maior parte dos estudos que
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avaliaram a atividade antibacteriana da propolis frente a bactérias Gram-negativas
encontrou baixa atuacdo dos extratos testados (VARGAS et al, 2004,
FERNANDES JR et al., 2006).

A atividade fungicida deste produto também foi investigada in vitro, sendo
efetiva em varios fungos, como por exemplo, contra o Candida albicans
(LUSTOSA et al., 2008).

A acdo antibacteriana e antifungica da propolis € atribuida principalmente a
presenca de flavonoides, como a flavona pinocembrina, o flavonol galangina e ao
éster feniletil de acido caféico (CAPE), juntamente com &cidos fendlicos e ésteres,
aldeidos fendlicos e cetonas (UZEL et al., 2005).

A sinergia entre a propolis e alguns antibiéticos como benzilpenicilina,
tetraciclina e eritromicina, foram relatadas em algumas pesquisas, evidenciando
seu uso como uma alternativa no combate a micro-organismos resistentes a
drogas (LUSTOSA et al., 2008).

Segundo um estudo realizado por Park, Alencar e Aguiar (2002), com
prépolis de diversos estados do Brasil, a propolis oriunda do Rio Grande do Sul é
uma das que apresentou melhor acao antimicrobiana, juntamente com a proépolis
encontrada nos estados da Bahia e Minas Gerais.

Staphylococcus aureus €é um patégeno Gram-positivo, produtor de
enterotoxinas e causador de intoxicacdo alimentar, sendo um dos agentes
etiologicos mais envolvidos em surtos de doencas transmitidas por alimentos
(DTA’s). Sua presenca em plantas de processamento de alimentos é indicativa de
contaminacdo por manipuladores (TORTORA, 2005). Também possuem
capacidade de adquirir resisténcia genética a antimicrobianos e metais pesados,
devido a capacidade de adaptacédo e resisténcia a antibiéticos, tornando-se uma
das espécies de maior importancia em infeccbes hospitalares (SANTOS et al.,
2007). Segundo Kujumgiev et al. (1999), S. aureus é uma das estirpes
bacterianas mais resistentes e, por isso é amplamente utilizada na analise de
resisténcia antibacteriana.

Listeria monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva, causadora de
Listeriose responsavel por casos de meningite e septicemia, encefalite e infeccéo
cervical em gestantes, podendo causar até mesmo o aborto. Esta amplamente

distribuida na natureza, sendo encontrada em varios tipos de alimentos,
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principalmente em produtos lacteos, até mesmo apods tratamentos térmicos ou
quimicos (TORTORA, 2005). Estas bactérias possuem a habilidade de sobreviver
em ambientes extremos, com ocorréncia em areas rurais e urbanas (SILVA et al.,
2006).

Escherichia coli € uma bactéria Gram-negativa, habitante comum do trato
intestinal dos seres humanos e causador de diarréia, atingindo principalmente
criancas menores de cinco anos. E um indicador de contaminacéo fecal quando
presente em agua e alimentos, e por ndo apresentar muita resisténcia ao calor,
sua presenca em alimentos processados indica falhas no processamento ou
ocorréncia de contaminacdo cruzada. Apesar de normalmente ndo ser
patogénica, pode causar infec¢ao do trato urinario, além de que cepas produtoras
de enterotoxinas podem causar DTA’s (TORTORA, 2005).

Héa seis principais grupos de E. coli patogénicas: E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli enterotoxigenica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli
enteroagregativa (EAggEC ou EAEC), E. coli de aderéncia difusa (DAEC) e E. coli
Shiga Toxigénica (STEC), as quais sdo responsaveis por um amplo conjunto de
doencas, que variam de diarréias brandas a colite hemorragica e sindrome
hemolitico-urémica (SHU), que causa faléncia dos rins, podendo levar a morte
(FRANCO, LADGRAF, 1996).

A E. coli 0157:H7 é uma bactéria enterohemorragica que compde 0 grupo
das STEC, e um dos mais importantes micro-organismos responsaveis pelas
DTA’s, gerando um numero consideravel de vitimas, principalmente pacientes
imunodeprimidos. O principal reservatério € o bovino e 0 meio de transmissao
mais comum é o consumo de alimentos contaminados, como carne cruas ou mal
cozidas e o leite cru. O grande namero de casos em alimentos frescos de origem
animal € indicativo de manipulacdo em condicbes de higiene precéaria ou
armazenamento inadequado (BARROS et al., 2013).

A concentracdo inibitéria minima (CIM) € um método quantitativo de
atividade antimicrobiana, que consiste na concentracdo minima da substancia
testada capaz de inibir o micro-organismo de interesse. A técnica utiliza diferentes
concentracbes do extrato em uma placa de microdiluicdo contendo uma
suspensao padronizada do micro-organismo a ser testado. A partir das diluicdes

do extrato que ndo apresentam crescimento, pode-se repicar para placa de agar e
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verificar a concentracdo bactericida minima (CBM) que é a concentracdo de
extrato capaz de inibir o crescimento, mas também inativar o micro-organismo
(BISCAIA, 2007). Esta técnica tem sido utilizada em diversos estudos (JUNIOR et
al. 2006; FERNANDES et al.,, 2007; LONGHINI et al. 2007; TUKMECHI;
OWNAGH; MOHEBBAT, 2010).

4.4.3 Efeito citotdoxico

O céancer representa a segunda causa de morte no Brasil, somente
perdendo para as doencas cardiovasculares. Fatores ambientais, alimentares
e/ou estilo de vida tém sido associados ao aumento do risco da doenca
(BARROS, OPPERMANN, 2014; INCA, 2014). A formacdo do cancer € um
processo complexo, ocorrendo em varias etapas com diferentes alteracdes
celulares, apresentando como caracteristicas o crescimento celular desordenado
e acelerado (MATSUZAKI et al., 2006). Segundo Barros, Oppermann (2014), a
incidéncia de cancer deve crescer mais de 75% até o ano de 2030 nos paises
desenvolvidos, e mais de 90% nos paises em desenvolvimento. Por isso, ha uma
crescente busca por alternativas eficazes para prevencgao e tratamento do cancer.

De acordo com varios estudos, a propolis, devido principalmente aos
compostos fendlicos presentes, exercem um efeito protetor contra varias
linhagens celulares, principalmente o cancer de pele, mas também de colon,
pancreas, colo do utero, pulméo, entre outros. Dentre os mecanismos de acao ja
relatados incluem-se a parada do ciclo celular, a inducdo de apoptose e inibicdo
da proliferacdo de células cancerigenas e do crescimento do tumor (LOPES,
2014).

O céancer de pele é um dos tipos mais comuns de cancer humano, e de
grande preocupacdo devido a sua incidéncia aumentar a um ritmo acelerado,
representando atualmente o correspondente a 25% de todos os tumores malignos
registrados no Pais (INCA, 2015). E mais comum em individuos com mais de 40
anos, sendo relativamente raro em criangas e negros, com excec¢ao daqueles que
apresentam doencas cutaneas prévias. Individuos de pele clara, sensiveis a acao

dos raios solares, ou com doengas cutaneas prévias, sdo as principais vitimas do
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cancer de pele (NORA et al.,, 2004). Esse tipo de cancer pode apresentar
neoplasias de diferentes linhagens, sendo que os mais frequentes sdo o
carcinoma basocelular (70% dos casos), o carcinoma epidermdide (25% dos
casos) e 0 melanoma (4% dos casos). O carcinoma basocelular € 0 menos
agressivo, e juntamente com o carcinoma epidermoide sdo chamados de cancer
de pele ndo melanoma, enquanto o melanoma e outros tipos, com origem nos
melandcitos, sdo denominados de cancer de pele melanoma (MELNIKOVA,
ANANTHASWAMY, 2005). O cancer de melanoma apesar de representar apenas
4% das neoplasias malignas desse 6rgao, é o mais grave devido a sua alta
possibilidade de metastase (INCA, 2015).

O cancer de melanoma apesar de nao ser o tipo mais comum de cancer de
pele, € 0 mais agressivo e com elevada propensdo para metastase. Este tipo de
cancer ocorre nos melandcitos, células que produzem a melanina e sédo
encontrados na epiderme (Figura 9) (NORA et al., 2004; KUDUGUNTI et al.,
2010).

MELANOCITOS

MELANOMA

 EPIDERME
DERME

Figura 9. Imagem de um melanoma da epiderme que se apresenta como uma mancha de
coloragéo escura.
Fonte: http://cancer-de-pele.blogspot.com.br/

Estudos epidemioldgicos relatam um aumento significativo na incidéncia de
cancer de melanoma nos paises ocidentais, sendo que 0 numero de casos

mundiais dobrou nas ultimas décadas (VALENTE et al., 2011). Novas fontes
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naturais para producdo de agentes quimioterapicos para o tratamento de
melanoma tem se tornado alvo de pesquisas (KUDUGUNTI et al., 2010).

Segundo Castaldo, Capasso (2002), o consumo da prépolis aumenta a
resisténcia natural do corpo contra infeccdes, além de auxiliar no tratamento de
Ulceras géstricas. Sua aplicacdo direta sobre a pele também ameniza varios tipos
de dermatite de origem bacteriana e fungica. Gregoris et al. (2011) aplicaram
amostras de propolis provindas da Italia em protetores solares, e os resultados
demonstraram que a propolis e alguns de seus fitoquimicos podem ser utilizados
em formulacdes de protetores solares devido as suas propriedades antioxidantes,
atribuidas aos flavonoides, além de ter apresentado um amplo espectro de
fotoprotecao ultravioleta A (UVA) e ultravioleta B (UVB).

Dentre os flavonoides, a quercetina € um dos mais encontrados, estando
presente em frutas, vegetais e em proépolis. A quercetina possui uma ampla gama
de propriedades farmacologicas, dentre as quais a capacidade de inibir sistemas
enzimaticos de mamiferos e a capacidade de se ligar a ATP de um grande
namero de proteinas (CONSEIL et al., 1998). Estudos tém encontrado excelentes
resultados utilizando este composto no combate ao cancer, inclusive o cancer de
pele. Segundo Formica e Regelson (1995), este flavonoide conseguiu bloquear as
etapas iniciais da formacao do cancer de melanona quando aplicado em ratos.

Braganhol et al (2006) analisou o efeito da quercetina na linhagem tumoral
de células de glioma humano (U138MG), e os resultados demonstraram que este
flavonoide teve um efeito antiproliferativo, induzindo a morte celular através da
ativacdo de apoptose e paragem na barreira G2 do ciclo celular. A quercetina
também regula muitos sistemas enzimaticos, e segundo os resultados de
Braganhol et al. (2007) a quercetina em baixas concentracdes (30 e 100 pM)
inibiu a atividade da enzima ecto-5'-NT/CD73 em células de glioma humano apés
72 h de exposigao. Esta enzima participa da motilidade celular e a sua atividade e
expressdo estd relacionada com a maturagdo, migragdo e crescimento das
células tumorais, ou seja, a quercetina tem capacidade de impedir a migracéo e
invasdo tumoral (STEFANOVIC, MANDEL, ROSENBERG,1976).


http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=7103134533&amp;eid=2-s2.0-0017128117
http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=36045822400&amp;eid=2-s2.0-0017128117
http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=7402585576&amp;eid=2-s2.0-0017128117

5. Materiais e métodos
5.1 Materiais

Para as analises de compostos fendlicos, flavonoides e carotenoides foram
utilizados é&cido galico (Fluka® = 98,0%), reagente Folin-Ciocalteu (Sigma
Aldrich®), quercetina (Sigma®, 298,0%) e B-caroteno (Bio Chemika®, > 98,0%). Os
demais reagentes foram com grau de pureza para analise (P.A.) para analises
realizadas em espectrofotdmetro.

Para a determinacdo da atividade antioxidante foram utilizados: 2,2-difenil-
1-picrilhidrazila (DPPH) (Sigma Aldrich®); ABTS 2,2’azinobis (3-etilbenzotiazolina-
6-acido  sulfonico) (Sigma Aldrich®); &cido 2-carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano (Trolox) (Sigma-Aldrich®) e 2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina (TPTZ)
(Fluka®).

Para as andlises de atividade antibacteriana foram utilizados Agar Infusdo
Cérebro e coracdo (BHI) (Fluka®), caldo Infusdo Cérebro e coracdo (BHI)
(HIMEDIA®) e corante Resazurina (Sigma Aldrich®).

Para a realizacdo do efeito citotdxico utilizou-se Meio de Eagle Modificado
por Dulbecco (DMEM) (GIBCO®), Dimetil Sulféxido (DMSO) (Sigma Aldrich®), e
brometo de 3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil tetrazélio) (MTT) (Sigma Aldrich®).

5.1.1 Amostras de propolis

Cinco amostras de propolis foram coletadas por apicultores na primavera,
entre 0s meses de setembro a novembro de 2013, a partir de quatro cidades da
regido Sul (Figura 10) do Estado do Rio Grande do Sul do Brasil: Pelotas 1, Bairro
Trés Vendas (Zona Norte) (31°42’10.3”S e 52°22'34.9”W) e Pelotas 2 do 5°
Distrito — Cascata (Zona Rural) (31°35'55.0”S e 52°31°06.0”W); Rio Grande
(32°02°06.2”S e 52°05'56.4”W); Cangugu, localizada na Zona Rural (31°23’33.8”S
e 52°39’58.8”"W); e Pedro Osério, Zona Rural (31°52'37.4”S e 53°01'25.2”"W). As
amostras contendo cerca de 1 kg foram obtidas em cada localidade logo apés a

extragcdo do mel, pelo raspamento das paredes e quadros das caixas que
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continham as colmeias. Cada amostra foi inspecionada a fim de remover
fragmentos de abelhas e de madeira, dentre outras impurezas sélidas. Apos a
remocao das principais impurezas visiveis, a propolis foi pesada, acondicionada
em embalagens plasticas e congeladas (-20°C) até o momento das analises. Para

cada amostra foram realizadas trés repeticoes.

Legenda:
1- Cangucgu
2-Pelotas 1
3-Pelotas 2
4-Pedro Osério
5-Rio Grande

Figura 10. Mapa do Rio Grande do Sul, dividido em sete mesorregides.
Fonte: adaptado de http://www.ibge.gov.br/estadosat

Segundo o IBGE (2015), o estado do Rio Grande do Sul é dividido em sete
mesorregides, trinta e cinco microrregides e quatrocentos e noventa e sete
municipios. O clima do Estado é subtropical imido ou temperado, constituido por
quatro estacbes bem definidas, com invernos moderadamente frios, verbes
guentes e chuvas bem distribuidas ao longo do ano. Quanto a vegetacdo dos
municipios, a maior parte é composta por campos, com vegetacao rasteira e
herbadcea, com arvores plantadas, como eucaliptos, pinhos e acacias. A
vegetacado nativa, tanto no dominio dos campos quanto no das matas, apresenta
ocorréncia de arvores como aroeiras, corticeiras e araucarias, inclusive a espeécie

Araucaria angustifélia (pinheiro).
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5.2 Métodos

5.2.1 Determinacao da cor

A determinacado da coloracdo das amostras de propolis foi obtida apdos sua
trituracdo em moinho de bola (MARCONI 350) com auxilio de nitrogénio liquido,
até a obtencdo de um po fino, conforme metodologia de Kalogeropoulos et al.
(2009).

A medida da cor foi realizada com o emprego do colorimetro Minolta (CR-
300), com fonte de luz D 65, com 10 mm de abertura no padrao C.L.E. L*a*b*, de
acordo com metodologia de Pastor et al. (2011). O eixo L* representa a
luminosidade, e varia do preto (0) ao branco (100), o eixo a* do verde (—a) ao
vermelho (+a) e o eixo b* do azul (—b) ao amarelo (+b). Através dos valores a* e
b* calculou-se o angulo Hue (°h* = tang-1b*.a*-1). O croma (C*) corresponde a
saturacédo ou intensidade da cor, e 0 angulo de matiz (h°) indica a cor observavel,
sendo definido em graus e iniciando no eixo +a*, em que 0° € +a* (vermelho), 90°

€ +b* (amarelo), 180° é -a* (verde), e 270° é -b* (azul).

5.2.2 Condutividade

A condutividade eléctrica de uma solugdo a 20% de propolis bruta (m/v)
(com base na matéria seca) em metanol foi medida a 20°C em um condutivimetro
(HANNA INSTRUMENTS HI 98311) previamente calibrado, de acordo com a
metodologia descrita por Dias, Pereira e Estevinho (2012). Os resultados foram
expressos em miliSiemens por centimetro (mS.cm™).

A condutividade indica a facilidade com a qual um material € capaz de
conduzir uma corrente elétrica, caracterizando a dissociacao ibnica atraves de
uma diferenca de potencial. Seus valores sdo diretamente proporcionais a
concentracdo de ions dissolvidos, ou seja, quanto mais ions, maior sera a

corrente elétrica conduzida pela amostra.
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5.2.3 Umidade

A umidade foi determinada através do método gravimétrico, onde 2 g de
amostra foram submetidas a secagem em estufa a 105°C (QUIMIS) até atingirem
peso constante, sendo os resultados expressos em porcentagem (%) de umidade
(A.O.A.C., 2005).

5.2.4 Preparacao dos extratos hidroalcodlicos de propolis (EHP)

Inicialmente as amostras de propolis bruta foram trituradas com auxilio de
nitrogénio liquido (item 5.2.1).

ApOs preparou-se 0s extratos de acordo com Silva et al. (2012), pesando
10g de propolis e ap6s diluindo com um volume 10 vezes maior de solugdo de
etanol 80% para obtengcdo de um extrato a 10% (1:10 m/v). A extragdo foi
realizada sob agitacdo em shaker (QUIMIS®) a temperatura ambiente por 3
horas. Apds, os extratos foram filtrados em papel filtro Quali® , para remover as
ceras e substancias menos sollveis. O sobrenadante foi removido e mantido sob
refrigeracdo overnight, e posteriormente centrifugado a 150rpm a 5°C por 15
minutos.

Os filtrados finais foram evaporados em evaporador rotativo (LABOROTA
4000) sob pressao reduzida a 40°C, e, em seguida, liofilizados (LIOBRAS L101).
O material solido (p6s) resultante foi dissolvido novamente em etanol 80% e
através da diferenca de peso foram determinados os rendimentos da extracéo.

Esta solucao final corresponde ao extrato hidroalcoélico de propolis (EHP).

5.2.5 Potencial hidrogeniénico (pH)

O potencial hidrogeniénico corresponde a leitura do teor de ions
hidrogénios efetivamente dissociados na solugcédo, que foi realizada com o auxilio
de pHmetro (HANNA INSTRUMENTS HI 2221), previamente calibrado com os
tampdes 4,0 e 7,0. A leitura foi realizada nos extratos hidrolcodlicos (A.O.A.C.,
2005).
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5.2.6 Determinacédo do teor de compostos fendlicos

Para a determinacéo do total de compostos fendlicos foi utilizado o método
de Folin-Ciocalteu (ALVES, KUBOTA, 2013). As amostras foram diluidas na
proporcéo de 1:10, com etanol 80%. Desta solugéo 500 pL foram misturados com
2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu 0,2 N, e ap0s cinco minutos foram
adicionados 2 mL de solucdo de carbonato de sodio (7,5%). Apos a incubacéo, a
temperatura ambiente, no escuro por 2 horas, a absorbancia foi medida a 725 nm
em espectrofotometro (JENWAY 6705 UV/Vis), tendo como branco o etanol (80%).

O &cido galico nas concentracdes de 30 a 500 pg.mL™ foi utilizado para
construir a curva de calibracdo y = 0,0109x - 0,0573 e R2 = 0,9982 (Apéndice A).
O teor de compostos fendlicos foi expresso em mg equivalente de acido galico por
g de matéria seca de propolis (mg EAG.g™).

5.2.7 Determinagéao do teor de flavonoides

O método colorimétrico utilizando cloreto de aluminio (AICI3) foi utilizado
para a determinacédo do teor de flavonoides, conforme metodologia descrita por
Mello, Petrus e Hubinger (2010).

O teor do total de flavonoides foi determinado adicionando-se 100 uL de
AICl; a 10% , misturados com o mesmo volume da solucéo do extrato (diluido em
etanol 1:10). Ap6s 0,1 mL de acetato de potassio (1M) e 4,3 mL de etanol 80%
foram adicionados. A mistura foi agitada em vortex e mantida a temperatura
ambiente por 40 min. A absorbancia da mistura foi determinada a 415 nm em
espectrofotometro (JENWAY 6705 UV/Vis.).

Para a curva de calibragéo, solucdes de quercetina em etanol (80%), com
concentracBes variando de 10 a 100 pg.mL™ foram utilizados, obtendo-se a
equacdao da reta y = 0,0093x - 0,0243 e R2 = 0,9977 (Apéndice B). Os resultados
foram expressos em termos de equivalentes de miligrama de quercetina por

grama de matéria seca de prépolis (mg EQ.g™).
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5.2.8 Determinacdao do teor de carotenoides

A determinacdo do teor total de carotenoides foi realizada segundo o
método descrito por Rodriguez-Amaya (1999), com adaptacdes. A leitura foi
realizada diretamente dos EHP em espectrofotometro (JENWAY 6705 UV/Vis.) a
450nm, usando etanol 80% como branco, sendo o teor total de carotenoides
determinado pela equacdo 1, e os resultados foram expressos em ug de [-

caroteno.g™ de matéria seca de prépolis.

C = ABS x 50mL x 1000000 (eq. 1)
2620 x 100 x g

Em que: C= teor de carotenoides da amostra, ABS= absorbancia, g=

gramas de amostra.

5.2.9 Espectroscopia de absorcao naregido Ultravioleta-Visivel

A determinacgéo dos espectros de UV-visivel dos extratos hidroalcodlicos foi
realizada de acordo com Silva et al. (2012), com algumas modificagdes. Os
espectros dos extratos a 10% (m/v) foram determinados no intervalo de
comprimento de onda de 190 a 650 nm em espectrofotdometro (JENWAY 6705
UVIVis.).

5.2.10 Capacidade antioxidante

5.2.10.1 Ensaio de sequestro de radicais DDPH

A atividade antioxidante pelo método de sequestro de radicais livres DPPH
dos extratos foi realizada segundo o método descrito por Vicentino e Menezes
(2007), com poucas alteragoes.

Preparou-se uma solucéo 0,3 mM de DPPH em etanol e, em 1,0 mL desta

solucdo adicionou-se 2,5 mL das amostras de extratos de propolis diluidas em
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etanol 80% com concentracdes de 25-250 pug.mL™. No branco, ao invés dos
extratos, adiciona-se 2,5 mL de etanol 80% e 1 mL de DPPH. A quercetina foi
utilizada como substancia de referéncia, nas mesmas concentracdes das
amostras, por ser um flavonoide, principal classe de substancias com
propriedades antioxidantes presentes na propolis.

Posteriormente, as solu¢gdes foram homogeneizadas em agitador de tubos,
e as absorbancias obtidas apos 30 minutos de repouso na auséncia de luz, em
espectrofotometro (JENWAY 6705 UV/Vis.) no comprimento de onda 517 nm.

O efeito bloqueador do DPPH foi calculado pela porcentagem de
descoloracdo do DPPH usando a seguinte equacao:

% = [(Abs branco — Abs extrato)/Abs branco] x 100 (eq. 2)

Todas as leituras foram realizadas em triplicata e, com a média dos dados
obtidos foi calculada a diferenca de absorbancia entre a amostra e o branco. Os
resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo de 50% do extrato,
sendo calculados a partir da construcdo de uma curva analitica para cada
amostra, com a porcentagem da atividade antioxidante versus concentracdo do
extrato. Através da equacédo de regressao linear resultante foi entdo calculada a

concentracéo capaz de inibir 50% (IC 50) dos radicais livres de DPPH.

5.2.10.2 Capacidade redutora de ferro (FRAP)

A capacidade redutora de ferro (FRAP- ferric reducing antioxidant power)
foi determinada de acordo com o método descrito por Silva et al. (2013), com
algumas modificagdes. O ensaio consistiu em preparar uma solugdo complexante
de Fe** (reagente FRAP) na proporcao 1:1:10 misturando-se 2,5 mL de solucéo
de TPTZ 10 mM e 2,5 mL de solugéo de cloreto férrico 20 mM em 25,0 mL de
solucédo tampéao de acetato de sodio 0,25 M, pH = 3,5. Foram misturados 100 uL
do extrato de prépolis na concentracdo de 1 mg.mL™* em 300 pL de agua ultra-
pura, em seguida adicionam-se 3,0 mL do reagente FRAP, homogeneizados em

agitador de tubos e mantidos em banho-maria a 37°C por 30 minutos. A reducéo
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do complexo de Fe®*" para Fe*" foi obtida através da leitura da absorbancia no
comprimento de onda a 595 nm em espectrofotometro (JENWAY 6705 UV/Vis.).

O procedimento foi realizado em triplicata e os valores de Fe*? encontrados
foram obtidos por meio da equacdo de regressao linear, que foi obtida pela
construcé@o da curva analitica do sulfato ferroso nas concentra¢des de 100 a 2000
MM (Apéndice C). Os valores de FRAP foram expressos em mmol de Sulfato

ferroso por grama de matéria seca (Fe (I1).g™>).

5.2.10.3 Capacidade de remocéo do radical ABTS

O experimento foi realizado de acordo com metodologia descrita por
Gulgin et al. (2010). Neste método, um antioxidante é adicionado a uma solucao
de radical ABTS pré-formado, e apos um periodo de tempo fixo, o restante ABTS
do radical+ é quantificado espectrofotometricamente (JENWAY 6705 UV/Vis.) a
734 nm. O radical ABTS é produzido através da reacédo de ABTS com o persulfato
de potassio, que apds 0 armazenamento no escuro a temperatura ambiente
durante 16 h, apresenta cor esverdeada.

A solucéo do radical ABTS foi diluida até se conseguir uma absorbancia de
0,750+ 0,025 a 734 nm. Em seguida, 3,9 mL da solucdo de ABTS diluida foram
adicionadas a 0,1 mL do extrato hidroalcodlico na concentracdo de 30 pg.mL™.
Apdés 7 minutos realizou-se a leitura em espectrofotdmetro a 734nm (JENWAY
6705 UV/Vis.). Uma curva padrdo com concentracdes de 10-200 pg.mL™* de
Trolox 2 mM foi construida (Apéndice D). Os resultados foram expressos em
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) por mL de extrato seco
(ug.TEAC.mL™), a partir da curva de calibracdo do padrdo antioxidante Trolox,

determinado por regressao linear.

5.2.11 Atividade antibacteriana
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A atividade antibacteriana foi realizada pela técnica de microdiluicdo em
caldo, por meio da determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) de acordo com a metodologia descrita
por Cabral et al. (2009) com pequenas modificacdes. Foram utilizadas cepas
padrdo de Staphylococcus aureus ATCC 2913, Escherichia coli O157:H7 ATCC
43895 e Listeria monocytogenes ATCC 7644. Estes micro-organismos eram
mantidos sob congelamento em Caldo BHI e Glicerol (propano-1,2,3-triol) na
proporcao 3/1 (v/v). A partir da cultura congelada, as cepas foram reativadas em
Caldo BHI com incubacdo a 37°C por 24h, apés uma alcada de cada cepa foi
transferida para placas de Agar BHI. Apos o crescimento bacteriano, as colonias
individuais foram removidas com auxilio de uma al¢ca de platina e resuspendidas
em uma solucédo de NaCl 0,89% estéril.

Apés a homogeneizacdo, a concentracdo do inéculo foi ajustada em
espectrofotdometro (JENWAY 6705 UV/Vis.) para corresponder a turbidez de 0,5 da
escala Mc Farland, sendo ajustadas para o valor de absorbancia de 0,08 a 0,10 a
660 nm em espectrofotdmetro, o que equivale entre 1-2x102UFC.mL™. Um volume
de 100 pL das suspensdes bacterianas foi inoculado em 30 mL do caldo BHI, para
se obter uma concentracdo bacteriana em torno de 1-2x10° UFC.mL™.

A técnica foi desenvolvida em microplacas de 96 pocos, nos quais foram
adicionados 100 uL de caldo BHI previamente inoculado. Em seguida, foram
adicionados 100 uL do extrato hidroalcodlico de prépolis (EHP) em concentragbes
que variaram de 0,1-12 mg/mL (diluicdo seriada de razdo 2). Como controle
negativo foi utilizado o etanol 80% (v/v), solvente utilizado para solubilizar o EHP.
As microplacas foram incubadas a 37°C por 24 h. Ap6s a incubacdo, foram
adicionados 30 pL do corante Resazurina (0,01%; m/v) para verificar 0os po¢os em
que houve crescimento bacteriano. Apds 3 h de incubacéo, nos pocos em que
nao houve mudanca na cor do corante, ou seja, permaneceu roxo, foi considerada
a auséncia de bactérias viaveis. Qualquer evidéncia na mudanca da coloragéo se
considerou crescimento bacteriano.

Para a determinacdo da CBM, aliquotas de 10 pL do meio de cultura dos
pocos considerados com efeito inibitério foram semeadas em placas de Petri

contendo &gar BHI e incubados a 37°C por 24 h. A CBM foi considerada como a
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menor concentracado na qual ndo houve crescimento de colbnias na superficie do

meio de cultura.

5.2.12 Ensaio citotéxico

5.2.12.1 Tratamento celular

As células ATCC B16F10, de melanoma de camundongo, foram adquiridos
da American Type Culture Collection (ATCC), EUA. O cultivo das células foi feito
em Meio de Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM), suplementadas com soro
fetal bovino (SFB) a 10%. As células aderida as garrafas de cultivo foram lavadas
com 0,25% de tripsina e &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,53 mM para
remover todos os vestigios de soro que contém o inibidor da tripsina.

Adicionou-se 3,0 mL de solucdo de Tripsina-EDTA e observou-se as
células sob um microscépio até que a camada de células se desprendem.
Adicionou-se 8,0 mL de células do meio de crescimento para novos frascos de
cultura, e incubou-se as culturas a 37°C e 5% de CO,. Os meios foram renovados
a cada 2 a 3 dias. O estudo de citotoxicidade foi realizado quando as células

atingiram 70-80% de confluéncia.

5.2.12.2 Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pela reducédo do MTT, um sal que apos ser
clivado pelas desidrogenases presentes na mitocondria das células, forma cristais
de formazan, tonando-se soluvel em solventes organicos (MOSMANN, 1983). Em
meio de cultura com ceélulas, apés adicdo de DMSO, o MTT convertido em
formazan € solubilizado e pode ser lido por espectrofotometria em funcdo desta
converséo, proporcionando uma medida quantitativa do numero de células
metabolicamente viaveis.

Apbs a tripsinagdo, as células foram suspensas em DMEM contendo 10%

(v/v) de SFB e distribuidos 100puL em placas de 96 pocos a uma densidade de
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5x10*células/poco em DMEM e incubadas a 37°C, de acordo com Frozza et al.
(2013).

Os EHP foram diluidos em DMSO em concentracfes variadas (25-500
ng.mL™), para apés 24 h as células serem tratadas com a prépolis e incubadas a
37°C em 5% de CO; durante 48 h e 72h. O meio foi entdo removido e 50uL do
corante MTT foi adicionado aos poc¢os. O controle utilizado foi DMSO (0,1%), na
auséncia do extrato de propolis. As placas foram incubadas a 37°C com 5% de
CO; durante 2 h. Posteriormente a solucdo de MTT foi removida e os cristais de
formazan violeta foram solubilizados em 100 pL de DMSO.

A absorbancia foi medida utilizando um leitor de microplacas (Spectra Max
190, Molecular Devices, EUA) a 492 nm. Todas as leituras foram comparadas
com o controle, o que representava 100% de viabilidade. A analise foi efetuada
em triplicata. O resultado foi expresso em percentual de inibicdo celular (%) de
acordo com a absorbancia obtendo-se o percentual da viabilidade celular. Os

resultados obtidos foram analisados utilizando o programa GraphPad Prism®.

5.2.13 Anélise estatistica

Os resultados foram expressos em médias referentes as determinacfes
realizadas em triplicata e posteriormente submetidos a analise de variancia
(ANOVA), e para comparacado das médias foi utilizado o teste de Tukey (p <0,05),
através do programa estatistico SAS v.8.

O teste Dunnet (p <0,05) foi utilizado na andlise de capacidade antioxidante
pelo método de capacidade de sequestro do DPPH, comparando a quercetina

com as amostras.

6. Resultados e discussao



49

6.1 Andlises fisico-quimicas

Na tabela 2, estdo representadas as médias das analises de umidade e
condutividade elétrica realizadas na propolis bruta, e do rendimento e pH apés a

elaboracao dos extratos hidroalcodlicos.

Tabela 2. Teor de umidade, andlise de condutividade elétrica, rendimento de extracdo e pH das
amostras de propolis.

Amostras Umidade Condutividade Rendimento pH
(%) (mS.cm™) (%)
Cangucgu 5,29b 0,84 e 17,80 b 5,09 bc
Pedro Osorio 9,90 a 1,35¢ 18,33 b 4,95c
Pelotas 589D 2,10b 15,00 ¢ 5,44 a
Pelotas 2 3,83¢c 1,23d 12,38 d 531ab
Rio Grande 5,78Db 245a 26,62 a 555a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
mS.cm™ = miliSiemens por centimetro.

De acordo com a legislacdo vigente para prépolis bruta (BRASIL, 2001), o
maximo permitido para a umidade é 8%, portanto, a amostra oriunda de Pedro
Oso6rio € a Unica que ndo encontra-se de acordo com a legislacdo, pois
apresentou 9,90%. As demais amostras tiveram seu teor de umidade variando de
3,83 a 5,89%, a amostra oriunda de Pelotas 2 apresentou menor percentual de
umidade, diferindo significativamente das demais amostras. Sousa et al. (2006)
analisou cinco amostras de cidades de Sdo Paulo e uma de Minas Gerais,
encontrando valores de 5,35 a 7,02 %. Dias, Pereira, Estevinho (2012) analisaram
quatro amostras de prépolis de quatro regibes de Tras-os-Montes em Portugal,
encontrado valores semelhantes ao deste estudo, entre 3,4 a 5,3%.

A importancia em se analisar a umidade da propolis esta diretamente
relacionada com a qualidade do produto, tornando-se possivel identificar se houve
adulteracdo e quais as melhores condicbes para 0 seu armazenamento
(MARCUCCI, 1995). O baixo teor de umidade das amostras de propolis € uma

caracteristica benéfica, pois permite maior periodo de armazenamento, devido a
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menor probabilidade de decomposi¢cdo microbiana, principalmente por fungos
(BOZAN, TEMELLI, 2008).

Para os valores de condutividade elétrica, todas as amostras diferiram
significativamente entre si. A ordem decrescente de condutividade encontrada nas
propolis foi de amostras de Cangugu<Pelotas 2<Pedro Osorio<Pelotas<Rio
Grande. Dias, Pereira, Estevinho (2012) encontraram valores semelhantes a este
estudo, quando analisaram prépolis Portuguesa, variando de 1,2 a 2,4 mS.cm™
entre amostras de cidades distintas.

Segundo Lopes (2014), valores elevados podem refletir diferencas na
composi¢cdo de sais minerais, acidos organicos, pH e outras substancias idnicas
gue podem estar presentes. O valor da condutividade elétrica encontrado neste
estudo pode ser associado com a cor da prépolis, onde amostras oriundas de Rio
Grande e de Pelotas apresentaram coloragdo mais amarela, de acordo com a
variavel b* (Tabela 3), e também apresentaram as maiores condutividades.

O rendimento dos extratos foi calculado apds a sua liofilizagdo, ocorrendo
variacdo de 12,38 a 26,62% (m/m). Houve baixo rendimento em relacdo ao
descrito por outros autores, sendo a amostra oriunda de Rio Grande a que
apresentou o maior rendimento, diferindo significativamente das demais amostras.
As amostras oriundas de Pelotas diferiram significativamente entre si,
evidenciando a existéncia de diferencas entre amostras da mesma cidade, porém
coletadas de locais distintos. Kalogeropoulos et al. (2009) determinaram o
rendimento dos extratos etandlicos de propolis da Grécia, encontrando variacfes
de 23,9% a 61,2%, valores acima dos encontrados neste estudo.

Existem diversos métodos para a preparacdo dos extratos de propolis,
variando em diversos parametros. Em relacdo ao tempo de imersdo da propolis
no solvente, os estudos demonstram que ha grande variacdo, desde extratos
obtidos em algumas horas (PARK et al., 1998; CABRAL et al., 2009), dias ou até
meses (SFORCIN et al., 2000), o que influencia diretamente na solubilidade e
consequentemente, no rendimento dos extratos. Segundo Jug, Koncic, Kosalec
(2014), extratos obtidos pelo processo de maceracdo, o0 mesmo utilizado neste
trabalho (descrito em 5.2.4), necessitam de aumento na temperatura de extracao

para aumentar o rendimento de extracdo. Neste estudo optou-se por utilizar


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852407010176

51

temperatura ambiente, sem aumento de temperatura na extracdo para que nao
houvesse degradacédo dos fitoquimicos presentes na propolis.

Os valores de pH néo variaram muito entre as amostras, sendo que o
maior valor foi de 5,55 para a prépolis oriunda da cidade de Rio Grande e o menor
foi da amostra de Pedro Osorio (4,95). A legislacao brasileira ndo inclui valores de
pH entre os critérios de qualidade estabelecidos para prépolis (BRASIL, 2001);
porém, esta determinacdo € importante para estabelecer padrées microbioldgicos
e de conservacdo do produto. Resultados semelhantes a este estudo foram
encontrados por Dias, Pereira, Estevinho (2012), ao avaliar o pH de amostras de
propolis Portuguesa, com variacdes nos valores de acordo com as regides
analisadas de 4,7 a 5,3. Heinzen et al. (2012) encontraram o valor de 5,08 em
amostras de propolis oriundas do Parana, valor semelhante ao encontrado no

presente estudo para a amostra oriunda de Cangugu.

6.2 Analise colorimétrica

Para avaliar o parametro da cor da prépolis, recorreu-se ao sistema de cor
C.l.LE.L*a*b*. O sistema C.I.LE.L*a*b* € uma escala de cor tridimensional (Figura
11), aproximadamente uniforme, amplamente utilizada para avaliar cor em
alimentos (LOPES, 2014).

=100
White

Figura 11. Sistema de cor CIELAB.
Fonte: LOPES, 2014.
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Na tabela 3 estdo os dados da coloracdo da propolis bruta oriunda de
cidades do sul do RS obtidas em 2013. A varidvel L* apresentou grande variagao,
de 39,32 a 66,93, sendo que todas as amostras de prépolis diferiram
significativamente entre si. A amostra com maior luminosidade foi a oriunda da
cidade de Cangucu, seguida da amostra de Rio Grande, demonstrando serem de
coloracdo mais clara que as demais. Lopes (2014) analisou amostras da Guiné
Bissau, onde o valor de L* foi de 36, valor proximo ao encontrado para a propolis

oriunda de Pelotas.

Tabela 3. Coloracéo da prépolis bruta de cidades do sul do RS obtidas em 2013, pelo sistema
CIELAB.

Cor
Amostras L* a* b* Hue (°H) Croma
Cangucgu 66,93 a 2,23 ¢ 15,93 b 82,57 b 15,80 b
Pedro Oso6rio 51,46 d 4,18 a 1151 c 70,51 e 12,06 c
Pelotas 39,32 e 4,42 a 16,13 b 74,89 d 16,72 b
Pelotas 2 55,28 ¢ 3,18 b 16,95 b 80,04 c 17,23 b
Rio Grande 64,54 b 1,89 ¢ 26,33 a 85,93 a 2551 a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Ambas as amostras de propolis oriundas de Pelotas e de Pedro Osorio

apresentaram menor valor de L* ou seja, coloragdo mais escura (Figura 12),

porém diferiram significativamente entre si.

Pelotas 2 Pelotas Cangucgu Rio Grande Pedro Osério

Figura 12. Fotografia da coloracdo de amostras de prépolis apés trituracao.
Fonte: Arquivos do autor (JANSEN, 2013)
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A componente cromatica a* (tonalidade vermelha) variou de 1,89 a 4,42,
enquanto o valor de b* (tonalidade da cor amarela) variou de 11,51 para amostra
oriunda de Pedro Osoério a 26,33 para amostra de Rio Grande, ou seja, a amostra
oriunda de Rio Grande foi a que apresentou coloracdo mais amarela, diferindo
significativamente das demais. O valor encontrado para o parametro b* j4 era
esperado, pois Park et al. (2000) em estudos com amostras de propolis de todo
Brasil, classificaram as propolis encontradas no Rio Grande do Sul com coloracéo
de amarelo a castanho claro.

O angulo hue expressa a intensidade da tonalidade ou a cor propriamente
dita, constatando que a amostra oriunda de Rio Grande (85,93) e a amostra de
Cangucu (82,57) sdo mais amarelas que as demais amostras, confirmando a
indicacdo do parametro b*, apesar das duas amostras diferirem significativamente
entre si. A amostra oriunda de Pedro Osério apresentou 70,51 para o angulo hue,
corroborando com os resultados do parametro b*, evidenciado a diferenca de cor
desta amostra para as demais, a qual apresentou coloracdo castanho claro. Pela
definicdo, iniciando no eixo +a, em graus, 0° (+a) corresponde ao vermelho, 90°
(+b) corresponde ao amarelo, 180° (-a) corresponde ao verde e 270° (-b)
corresponde ao azul (BIBLE, SINGHA, 1997).

O croma expressa a relagdo entre os valores de a* e b*, assim se obtém a
intensidade da cor ou a saturacdo. A amostra oriunda de Rio Grande foi superior
as demais, diferindo significativamente, enquanto as duas amostras de Pelotas e
Cangucu nao diferiram entre si, e a amostra oriunda de Pedro Osorio foi a que
apresentou menor valor de croma, diferindo significativamente. Os resultados
obtidos para esta variavel evidenciam que a amostra oriunda de Rio Grande
apresenta coloracdo amarela mais intensa que as demais, confirmando os valores
de b* e hue (°), e também constata-se que a amostra oriunda de Pedro Osoério
apresenta coloracdo castanho claro opaco, conforme os valores obtidos em b*,
hue e croma.

Pode-se observar que as maiores variagdes entre as amostras ocorrem
nos parametros L* e angulo Hue, onde todas as amostras diferiram
significativamente entre si, ou seja, apresentam diferencas na luminosidade e na

intensidade da cor, variando de amarela a castanho claro.
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A coloragéo da propolis pode variar de amarelo, vermelho, verde, castanho
claro ou escuro. Dias, Pereira e Estevinho (2012) relatam diferengas significativas
na cor de quatro amostras de propolis de Portugal, o que foi atribuida a anélise

polinica que demonstrou ser composta por diferentes fontes botanicas.

6.3 Fitoquimicos

A importancia dos resultados encontrados para os fitoquimicos consiste no
fato de que as acbes biologicas atribuidas a propolis tém sido diretamente
relacionadas com a presenca desses compostos.

Na tabela 4 estdo os teores de compostos fendlicos, flavonoides e
carotenoides presentes nos extratos hidroalcodlicos de prépolis oriundas das

cidades do Sul do estado do Rio Grande do Sul.

Tabela 4. Teor total de compostos fendlicos, flavonoides e carotenoides de extratos de propolis
oriundos de diferentes cidades do RS.

Compostos fendlicos Flavonoides Carotenoides
Amostras T T 1
mg EAG.g % mg EQ.g % Mg B-caroteno.g
Cangucu 56,92 c 1,39c¢c 10,04 e 0,25e 8,72d
P. Osoério 60,08 c 1,24 c 16,70d 0,33d 22,20 c
Pelotas 12252 b 3,43 Db 60,40 c 159c 4408 b
Pelotas 2 189,81 a 3,57 a 102,87 b 2,68Db 2490 c
Rio Grande 200,39 a 3,68 a 112,48 a 2,78 a 55,67 a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
%- porcentagem de compostos fendlicos e flavonoides sobre a prépolis bruta (m/m).

O teor de compostos fendlicos foi determinado pelo método de Folin-
Ciocalteu, os quais variaram de 56,92 a 200,39 mg EAG.g'. As amostras
oriundas de Rio Grande e de Pelotas 2 apresentaram valores superiores as
demais, diferindo significativamente, apresentando teores trés vezes superiores
aos encontrado para as amostras de Pedro Osorio e Cangugu. As amostras de
propolis oriundas de Pelotas diferiram entre si, demonstrando que existe variagdo
na composi¢cao quimica da propolis mesmo em amostras coletadas na mesma

cidade.
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Houve uma relacdo entre a componente cromética b* (tonalidade da cor
amarela) e o valor de croma (intensidade da cor) com o teor total dos fitoquimicos
analisados, sendo que guanto mais intensa a coloracdo amarela das propolis,
maior o teor total de compostos fendlicos e flavonoides.

Houve grande variagédo para o teor total de flavonoides, de 10,04 a 112,48
mg EQ.g*, sendo que estes contetdos diferiram entre todas as amostras. Assim
como para a analise de compostos fendlicos, a amostra oriunda de Rio Grande foi
a que apresentou maior quantidade, diferindo significativamente das demais. O
segundo maior teor de flavonoides foi encontrado na amostra de Pelotas 2, a qual
diferiu da outra amostra de Pelotas. Amostras de propolis de Pedro Osoério e de
Cangucu apresentaram os menores teores de flavonoides, com 16,70 e 10,04 em
mg EQ.g™, respectivamente.

De acordo com a normativa 03, de 19 de Janeiro de 2001 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (Brasil, 2001), os extratos de
prépolis devem conter, no minimo, 0,25% de flavonoides e 0,50% de compostos
fendlicos. O teor de flavonoides para os extratos hidroalcodlicos de propolis
oriunda de Pelotas, Cangucu, Rio Grande e Pedro Osoério foi 1,59%; 2,68%;
2,78%; 0,25% e 0,33%; e para o teor de compostos fendlicos foi de 3,43%;
3,57%; 1,39%; 3,68% e 1,24%, respectivamente. Portanto, todas as amostras
estdo dentro dos padrbes estabelecidos pela legislacdo, apesar de diferirem
significativamente entre si.

As amostras das cidades de Rio Grande e Pelotas apresentaram maior
percentual de flavonoides em relagéo ao teor total de compostos fendlicos, e seus
valores tiveram relacdo com o valor encontrado para o pH e para o croma (na
analise de cor), ou seja, as amostras com maior percentual de flavonoides
apresentaram pH maior e coloragcdo mais intensa que as demais.

Silva et al. (2012) analisaram o teor de compostos fendlicos e de
flavonoides de trés cidades de Portugal, encontrando diferengas significativas
(p<0,05) entre as amostras de diferentes origens, assim como o ocorrido no
presente trabalho. Moreira et al. (2008) analisaram o teor total de compostos
fendlicos nos extratos de prépolis de Portugal, encontrando diferencas de acordo

com a regido de procedéncia, de 151,00 mg EAG.g* a 329,00 mg EAG.g™.
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Alencar et al. (2007) encontraram 232 mg EAG.g*" para o teor de
compostos fendlicos em extratos etanolicos de prépolis vermelha de Alagoas, no
Brasil; resultados superiores ao presente estudo. Para flavonoides o valor foi de
43 mg EQ.g*, demonstrando que a prépolis vermelha possui baixo teor de
flavonoides. Porém, o autor relata que o fracionamento realizado com diferentes
solventes resultou em fracdes com maior teor de fitoquimicos.

Frozza et al. (2013) em estudos com propolis vermelha do estado de
Sergipe, encontraram 151,55 mg EAG.g™ de compostos fenélicos, valor inferior ao
encontrado neste estudo para as amostras de Rio Grande e de Pelotas 2, e
também inferior ao encontrado por Alencar et al. (2007) para prépolis vermelha
oriunda do Estado de Alagoas.

Lopez et al. (2014), caracterizaram prépolis vermelha das regibes de
Sergipe, Alagoas, Paraiba e Roraima, e os resultados indicaram que ha, pelo
menos duas espécies vegetais como principais fontes de resinas utilizadas pelas
abelhas, e que a quantidade de cada espécie utilizada na producédo da prépolis
varia de acordo com a regido e possivelmente, com a sazonalidade, resultando
em dois tipos de prépolis vermelha brasileira.

Apesar da variacdo no teor de compostos fendlicos que ocorreu nas
amostras analisadas no presente estudo, o conteldo das amostras oriundas de
Pelotas e de Rio Grande estdo de acordo com os dados obtidos por Fernandes et
al. (2014) para prépolis marrom do Mato Grosso do Sul (194 mg EAG.g'EEP).
Amostras de propolis da regido Sudeste do Brasil, do Estado de Minas Gerais,
apresentaram valores inferiores, entre 81,70 e 94,98 mg EAG.g' e para
flavonoides de 43,00 e 47,31 mg EQ.g™; e para a regido Nordeste, na Bahia, de
22,03 239,38 mg EAG.g" e 2,47 a 4,41 mg EQ.g™ (CASTRO et al., 2007).

De fato, os dados encontrados sugerem que a propolis de diferentes
localidades apresentam diferentes contetdos de compostos fendlicos, o que pode
ser resultante dos diferentes métodos de extracdo, além da localizacdo
geografica, a origem botanica das plantas, as grandes distancias entre o local de
origem e as diferentes praticas apicolas (FROZZA et al., 2013). Segundo Falcao
et al. (2010), a diversidade de compostos fendlicos presentes na propolis esta

relacionada com a complexidade das resinas vegetais utilizadas pelas abelhas,
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mas também pela combinacdo de varias espécies botanicas visitadas,
principalmente em locais de grande diversidade de plantas.

Segundo Cabral et al. (2009), a escolha do solvente tém influéncia nos
compostos que sao extraidos da propolis, incluindo o teor de compostos fendlicos
e consequentemente, influenciando a atividade biologica. De acordo com Silva et
al. (2012), o uso de solventes muito polares como a 4gua, reduz sua solubilidade,
pois a propolis possui compostos hidrofilicos e hidrofébicos, sendo mais
apropriado o uso de solventes de polaridade intermediaria, como o alcool etilico.
Misturas de etanol e agua tém sido utilizadas para dissolver a resina e remover as
ceras presentes na propolis (PARK et al.,, 1998; ALIBONI et al.,, 2011). Além
disso, extratos hidroalcodlicos apresentam a vantagem de ndo serem toxicos ao
consumo humano.

De acordo os resultados de Kalogeropoulos et al. (2009), as prépolis
Gregas e Chipriotas apresentam compostos individuais que as diferenciam das
prépolis europeias, como a presenca de antraguinonas e terpenos em
guantidades significativas, e baixo teor de acidos fendlicos e seus ésteres. Quanto
ao teor total de compostos fendlicos, os autores relatam conteddos de 80,2 a
338,5 mg EAG.g™* em EEP; superiores aos encontrados no presente estudo.

Ahn et al. (2007) avaliaram EEP de propolis oriundos de diversas areas da
China, encontrando grande variacdo para o teor de compostos fendlicos e de
flavonoides, de 42,9 a 302 mg EAG.g e de 8,3-188 mg EQ.g, respectivamente.

Para o teor total de carotenoides, a amostra de propolis oriunda de Rio
Grande apresentou 55,67 pg de PB-caroteno.g™, resultado significativamente
superior as demais. A amostra oriunda de Pelotas apresentou 44,08 ug B-
caroteno.g™, resultado superior ao de Pelotas 2 (24,90 ug B-caroteno.g™). J& as
amostras de Pelotas 2 e Pedro Osério (22,20 ug B-caroteno.g™) néo diferiram
entre si, mas ambos apresentaram teores superiores a amostra de Cangugu (8,72
ug B-caroteno.g™).

N&o foi observado uma relacao direta entre 0s componentes cromaticos b*
e croma com o teor total de carotenoides encontrado nos extratos de propolis
(Tabela 4), o que indica que a coloragcdo amarela também esta relacionada a
presenca de outros compostos quimicos que conferem essa coloragédo a propolis,

e ndo apenas da presenca dos carotenoides.
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No entanto, houve uma relacdo positiva entre o teor de compostos
fendlicos e de flavonoides com o teor de carotenoides, sendo que as amostras de
Rio Grande e de Pelotas foram as que apresentaram maior teor desses
fitoquimicos.

Pinto et al (2011) encontraram concentracdes variadas de carotenoides em
amostras de propolis coletadas no outono, que foram superiores na regiao Leste
do Estado de Santa Catarina (35,61 pg B-caroteno.g™), seguida da regido Sul
(31,05 pg B-caroteno.g™), e menores teores destes pigmentos foram encontrados
para as propolis das regides Serrana, Oeste e Norte de Santa Catarina (14,59;
7,92 e 6,79 ug B-caroteno.g™, respectivamente).

Os contetudos de carotenoides encontrados em amostras de préopolis
oriundos de Santa Catarina se aproximaram aos encontrados para as amostras
de proépolis do Sul do Rio Grande do Sul, apesar das amostras de Rio Grande e
Pelotas terem apresentados valores superiores. As diferencas no teor de
carotenoides podem ser atribuidas a biossintese de carotenoides, a qual passa
por modificagdes durante todo o ciclo de vida da planta (RODRIGUEZ-VILLALON,
GAS, RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2009).

Levando-se em conta a escassez de trabalhos que relatam o teor de
carotenoides na propolis, em comparacdo com outras fontes alimentares, este

produto se mostrou com uma fonte em potencial desses compostos.

6.4 Espectroscopia de absorcado na regido Ultravioleta-Visivel

O espectro de absorcdo dos extratos hidroalcodlicos de amostras de
propolis esta representado na figura 13. As amostras apresentaram espectros
semelhantes, com a absor¢cdo maxima entre 290 e 400nm. Apenas a amostra
oriunda de Pedro Osério apresentou um espectro de absorcao inferior, de 290 a
350nm, o que pode ser relacionado ao seu menor teor de compostos fendlicos e
de flavonoides. O resultado € coerente com a absorcéo da maioria dos compostos
fenolicos que é de 250 a 350 nm (MOURAO, 2013).
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Figura 13. Gréfico do espectro de absor¢do no UV-visivel de extratos hidroalcodlicos de propolis
de diferentes regioes.

Os resultados encontrados estdo de acordo a legislacdo Brasileira para
extratos de propolis, o qual define que o extrato de prépolis deve apresentar picos
caracteristicos das principais classes de flavonoides entre 200 nm e 400 nm
(Brasil, 2001). Esta analise € um dos parametros fisico-quimicos mais utilizados
para se avaliar os extratos de prépolis, devido as suas atividades farmacoldgicas
serem relacionadas ao contetdo de compostos fendlicos, como os grupos dos
flavonoides e dos acidos fendlicos, os quais absorvem na regido do ultravioleta.

Mourdo (2013) encontrou absorbancia maxima em 280 nm para EEP
vermelha do Brasil. De acordo com Castro et al.(2007) as prépolis dos tipos 6
(Nordeste) e 12 (Sudeste) do Brasil apresentam um perfil de absor¢do com
absorbancias maximas em 279 e 302 nm, respectivamente.

Silva et al. (2012) encontraram espectros semelhantes ao do presente
estudo, com amostras de propolis Portuguesa, com absor¢do maxima entre 290
nm e 370 nm. Silva (2009), analisando extratos etandlicos e aquosos de propolis
verde do Estado de Minas Gerais, constatou maiores espectros de absorcdo para
o EEP (299 nm) do que o extrato aquoso (290 a 297 nm), sugerindo que a

variacdo pode ser devido ao solvente extrator e que solventes muito polares,
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como a agua, ndo sao indicados na extracdo dos compostos fendlicos e

flavonoides presentes na propolis.

6.5 Capacidade antioxidante

Sdo encontradas diversas metodologias para a determinacdo da
capacidade antioxidante, porém cada uma pode estar sujeita a interferéncias,
além de se basearem em fundamentos diferenciados (MOURAO, 2013). Dessa
forma, levando-se em consideracéo as diferencas existentes entre as técnicas e a
aplicabilidade de cada ensaio, optou-se neste estudo em utilizar trés técnicas para

a analise da capacidade antioxidante.

6.5.1 Sequestro do radical DPPH

Dentre os métodos aplicados para avaliagdo do potencial antioxidante, o
método de sequestro do DPPH é um dos mais utilizados. Este método é
considerado simples e rapido, e € empregado em grande parte dos trabalhos que
avaliam o potencial antioxidante de substancias puras e de amostras complexas.

Na tabela 5, estdo dispostos os resultados da andlise de capacidade de
sequestro do DPPH de extratos alcodlicos de propolis, expressos em IC50, ou
seja a concentracao capaz de inibir 50% dos radicais livres.
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Tabela 5. Capacidade antioxidante de extratos de propolis através da capacidade de sequestro do
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

25 pg.mL™ 125 pg.mL™* 250 pg.mL™ IC50
Amostras (%) %) %) (Hg.mL)
Quercetina 40,87 95,86 97,14 74,11
Cangucu 7,38 c* 24,23 c* 36,06 b* -7
Pedro Os6rio 4,55 c* 13,33 d* 36,34 b* -7
Pelotas 21,03 b* 83,49 ab* 90,16 a 90,23 a
Pelotas 2 7,39 c* 79,03 b* 90,02 a 108,69 a
Rio Grande 38,32 a 90,66 a 91,35a 50,35 a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
*Diferem na coluna do controle quercetina, pelo teste de Dunnet (p<0,05). - **Amostra néo tingiu o
IC50 nas concentraces testadas.

Analisando as diferentes concentracdes de extratos testadas, pode-se
observar que da menor até a maior concentragcdo empregada, a amostra oriunda
de Rio Grande apresentou capacidade antioxidante préxima ao valor do padrao
quercetina utilizada como um controle. Na maior concentracéo testada, de 250
ng.mL?, as duas amostras de prépolis oriundas de Pelotas e a amostra de Rio
Grande apresentaram valores proximos ao do controle, inibindo aproximadamente
90% dos radicais DPPH, enquanto a quercetina apresentou 97,14%. Porém, as
amostras da cidade de Cangucu e de Pedro Oso6rio, mesmo em concentracées
maiores, ndo conseguiram inibir 50% dos radicais livres (IC50), inibindo somente
36,06 e 36,34%, respectivamente.

As amostras de Rio Grande e de Pelotas apresentaram maior capacidade
antioxidante (IC50) dentre as amostras de propolis analisadas, nao diferindo
significativamente do controle de quercetina.

N&ao foi possivel encontrar o valor de IC50 para as amostras de propolis
oriundas de Cangucu e de Pedro Osorio, sendo necessérias concentragdbes de
extrato de propolis superiores das empregadas no presente estudo.

As amostras que apresentaram maior capacidade antioxidante (Rio Grande
e Pelotas) também apresentaram altos teores de compostos fendlicos, de
flavonoides e de carotenoides. As amostras com menores teores desses

compostos (Cangucu e Pedro Osbério) apresentaram acgdo antioxidante
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significativamente inferior, sugerindo uma grande influéncia desses compostos na
acao contra os radicais livres.

Campos et al. (2014) analisando EHP provindas do Estado de Mato
Grosso-Brasil, pelo método de DPPH, encontraram IC50 de 40 upg.mL*,
demostrando que esta prépolis apresenta capacidade antioxidante superior as
amostras analisadas neste trabalho. No entanto, Frozza et al. (2013) encontraram
um IC50 de 270,13 pg.mL™* para prépolis brasileira da regido Nordeste, valor este
bem superior ao encontrado neste estudo para as amostras de Pelotas, Pelotas 2
e Rio Grande, demonstrando menor capacidade antioxidante que as amostras
analisadas no presente estudo. Fernandes et al. (2014) avaliaram extratos de
prépolis marrom do Estado do Mato Grosso do Sul — Brasil, encontrando baixa
capacidade antioxidante para os extratos com hexano, etanol e para a fracdo
obtida com diclorometano (IC50 de >1000, 532, >1000 ug.mL™, respectivamente);
para as fragOes de acetato de etila e n-butanol, as concentragdes foram de 109,3
e 38,8 ug.mL™, valores préximos ao encontrado para a amostra de Pelotas 2 e
Rio Grande, respectivamente. O acido caféico foi usado como padrao e seu IC50
foi de 3,47 pg.mL™?, possuindo atividade antioxidante bem superior ao do padréo
quercetina utilizado no presente estudo.

Laskar et al. (2010) encontraram capacidade antioxidante superior através
do método de IC50 para extrato aquoso de propolis, de 50 pg.mL™* e de 70
ng.mL™? para EEP, sendo que o padréo de acido gélico utilizado apresentou 1C50
de 10 pug.mL™. Os flavonoides isolados dessa prépolis Indiana, apresentaram
valores de IC50 de 8420 pg.mL™ de pinocembrina, e 50 ug.mL™ de galangina.
Essa Ultima exibiu acdo antioxidante superior ao da pinocembrina, e esta
diferenca entre os dois flavonoides podem ser atribuidos a presenca do
grupamento OH anel C que a galangina possui (MOREIRA, ROGAO,
ESTEVINHO, 2011).

As variagfes nos resultados da capacidade antioxidante entre os estudos
com propolis podem ter ocorrido devido a diferentes técnicas de extragdo, bem

como variagdes no periodo de coleta e localizagao.
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6.5.2 Capacidade antioxidante através do ABTS e FRAP

Sao apresentados na Tabela 6 os valores médios para a capacidade

antioxidante da propolis analisadas pelos métodos de ABTS e FRAP.

Tabela 6. Capacidade antioxidante dos extratos de prépolis pelos métodos ABTS e FRAP.

Amostras ABTS (ug TEAC.mL™) FRAP (mmol de Fe(ll).g™)
Cangucu 18,00 a 0,75d
Pedro Osorio 2,45d 1,04 d
Pelotas 16,16 b 4,67 a
Pelotas 2 14,13 c 3,00c
Rio Grande 14,30 c 3,83b

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
ug TEAC.mL"'= ug equivalente ao Trolox por mL de extrato seco. mmol de Fe(ll).g” = mmol de
Sulfato ferroso por grama de extrato seco.

Os resultados da capacidade antioxidante com o radical ABTS variaram de
2,45 a 18 pg TEAC.mL™, para as amostras de Pedro Osério e Cangucu,
respectivamente. As amostras ndo seguiram a mesma tendéncia do obtido com o
radical DPPH, sendo que neste ensaio a amostra oriunda de Cangucu apresentou
resultado significativamente superior as demais. A amostra oriunda da cidade de
Cangucu mesmo ndo apresentando os maiores teores de compostos fendlicos e
de carotenoides, apresentou a maior capacidade antioxidante quando avaliada
pelo método ABTS, o que sugeri a presenca de outros compostos com
capacidade de sequestro de radicais livres que nao foram analisados neste
estudo.

Miguel et al. (2014) analisou amostras de extratos metandlicos de propolis
de Portugal, encontrando valores de IC50 entre 6 e 36 pg.mL™. Giilcin et al.
(2010) encontraram valores para IC50 de 14,29 pg.mL™ para extrato aquoso de
prépolis da Turquia, e IC50 de 16,61; 6,11; 6,05 e 4,95 ug.mL* para os
antioxidantes a-Tocoferol, Trolox, BHT e BHA, respectivamente, utilizando o
ensaio com ABTS. O valor do extrato de prépolis foi equivalente ao do
carotenoide a-Tocoferol (vitamina E) e significativamente inferior aos

antioxidantes sintéticos utilizados.
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Os valores encontrados para o FRAP para as propolis analisadas variaram
de 0,75 & 4,67 mmol de sulfato ferroso.g™ de extrato seco. A amostra oriunda de
Pelotas demonstrou maior capacidade antioxidante, significativamente superior as
demais amostras analisadas, com valor semelhante ao encontrado por Mourdo
(2013), de 4,26 mmol de Fe(ll).g™ para prépolis vermelha do Estado de Alagoas.

Mohammadzadeh et al. (2007b) encontrou valores entre 0,03 a 1,65
mmol.g™* de extrato etanélico de prépolis Iraniana, valores inferiores ao encontrado
neste estudo para as amostras das cidades de Pelotas e Rio Grande.

As amostras de Rio Grande e de Pelotas apresentaram valores bem
superiores ao encontrado nas amostras de Pedro Osorio e Cangugu, o que
também foi constatado pelo método de capacidade de sequestro do DPPH. Essas
amostras apresentaram altos teores de carotenoides e compostos fendlicos totais.
Os compostos fendlicos por serem doadores de elétrons, possuem capacidade de
converter o Fe** a Fe?* e as amostras que continham significativas quantidades
desses compostos demonstraram maior atividade de reducdo de FRAP (LASKAR
et al., 2010).

Os resultados obtidos pelo método de FRAP foram equivalentes ao
encontrados para a capacidade antioxidante pelo método de DPPH. Porém, pelo
método de ABTS a amostra de propolis oriunda de Cangucu demonstrou maior

acao antioxidante, resultado diferente dos métodos anteriores.

6.6 Atividade antibacteriana

Os resultados para a atividade antimicrobiana das amostras estdo expostos
na tabela 7. Todas as amostras de propolis testadas apresentaram atividade
antibacteriana, porém os resultados variaram de acordo com concentragcdo e com

a origem da amostra.
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Tabela 7. Concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM) de
extratos hidroalcoolicos de prépolis de cidades do Sul do RS frente a bactérias patogénicas
Staphylococcus aureus ATCC 2913, Escherichia coli O157:H7 ATCC 43895 e Listeria
monocytogenes ATCC 7644.

S. aureus* L. monocytogenes* | E. coli*

Amostras CIM CBM CIM CBM CIM CBM

(mg.mLY  (mgmLY | (mg.mL?) (mg.mL?) | (mg.mL?) (mg.mL?)
Cangucu 0,53 aB 3,13 bB 0,36 aB 3,13 bB 6,25aA 12,50 aA
P. Osorio 0,2 aC 6,25 aB 065aB 6,25aB | 6,26 aA 12,50 aA
Pelotas 0,1aA 1,25cB 1,33aA 156cCcA 1,56 cA 1,56 cA
Pelotas 2 0,43 aA 1,25cB 1,04 aA 1,56 cA 1,31 cA 1,56 cA
Rio Grande 0,2 aB 1,56 dB 0,91 aB 1,56 cB 3,13 bA 3,13 bA

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05). *Concentracéo das bactérias utilizadas: 1-2 x 10°UFC.mL™

Foram feitas comparacdes entre a CIM e a CBM de cada bactéria para
cada amostra pelo teste de Tukey (p<0,05). No geral, todas as amostras
apresentaram valores inferiores para S. Aureus, um pouco superiores para L.
monocytogenes, e bem superiores para a E. coli, Unica bactéria Gram-negativa
testada; portanto, foram menos efetivas contra esta bactéria.

Para a E. coli, as duas amostras de propolis de Pelotas foram as que
apresentaram maior potencial inibitorio, pois provocaram inibicbes bacterianas em
menores concentracdes de extrato, apresentando o menor CIM, com 1,31 e 1,56
mg.mL™? para Pelotas 2 e Pelotas, respectivamente. As amostras de prépolis
oriundas de Cangucu e de Pedro Osério necessitaram de maiores concentracfes
de propolis para causar a inibicdo de E. coli O157:H7, de 6,25 e 6,26 mg.mL™,
respectivamente.

A concentracdo bactericida (CBM) dos extratos foi superior ao CIM na
maioria das amostras, e em algumas foi a mesma concentragdo (Tabela 7). As
amostras de proépolis oriundas de Rio Grande e de Pelotas foram mais eficazes
em todas as bactérias testadas, apresentando boa atividade bactericida em
relacdo ao encontrado por outros autores, 3,1 mg.mL™* (CAMPOS et al., 2014),
12,5 mg.mL™ (JUG, KONCIC, KOSALEC, 2014) 13,3 mg.mL™ (CARDOSO et al.,

2010). De acordo com Tosi et al. (2007), os efeitos bactericidas e bacteriostaticos
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de extratos de prépolis dependem da concentracdo adicionada e sao
influenciadas pelo método de extracao.

Houve grande variacdo entre as CIM e as CBM, enquanto para a S.
aureus e L. monocytogenes a CBM de algumas bactérias necessitou da
concentracdo de propolis seis vezes superior a CIM. Para E. coli a concentracdo
duas vezes superior foi suficiente para a CBM. No entanto os valores da CIM para
S. aureus e L. monocytogenes foram, na sua maioria, inferiores as necessarias a
E. coli, diferindo significativamente.

Como esperado, a E. coli apresentou maior resisténcia ao extrato de
propolis, sendo que sua CIM e CBM foram superiores as CIM e CBM necessarias
para S. aureus e L. monocytogenes. Varios autores tém estudado a atividade
antimicrobiana da propolis, enquanto alguns trabalhos encontraram acdo somente
em bactérias Gram-positivas e alguns fungos, alguns outros encontraram
atividade também contra as bactérias Gram-negativas, porém utilizando maior
concentracdo do extrato de propolis, segundo 0 que ocorreu no presente estudo
(MARCUCCI, 1995; KUJUMGIEV et al., 1999).

Junior et al. (2006) avaliaram o efeito antimicrobiano frente a bactérias
Gram positivas e Gram negativas de extrato metandlico de propolis (EMP) dos
estados de SP, SC e RN, e constataram que a CIM variou de acordo com a regiao
de producdo da propolis, sendo que as bactérias Gram positivas foram mais
suscetiveis ao EMP, independente do local, o que corrobora com resultados de
outros trabalhos.

Acredita-se que 0s compostos presentes na propolis, como flavonoides,
acidos e ésteres aromaticos atuem na parede celular destas bactérias, e como as
Gram-negativas possuem estrutura quimicamente mais complexa, apresentando
a membrana externa contendo proteinas, fosfolipidios e lipopolissacarideos, reduz
a efetividade desses compostos. Os lipopolissacarideos promovem uma barreira
a permeabilidade de substancias hidrofébicas, e sdo o0s responsaveis pela
antigenicidade, toxicidade e patogenicidade das Gram negativas, o que as tornam
mais resistentes a acao da propolis do que as bactérias Gram-positivas (VARGAS
et al., 2004; FOX, 2010).

Kalogeropoulos et al (2009), testaram a atividade antimicrobiana de

extratos etandlicos de propolis de regides distintas da Grécia e do Chipre. Ambas
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as amostras exibiram atividade antibacteriana, inibindo as bactérias Gram-
positivas S. aureus (0,15-0,60 mg.mL™), L. monocytogenes (0,08-0,3 mg.mL™) e
B. cereus (0,02-0,15 mg.mL™) em menores concentracdes do que as Gram-
negativas E. coli 0157:H7 (5 mg.mL™) e Salmonella Typhimurim (2,50 mg.mL™).
No entanto, os extratos ndo inibiram as bactérias acido-laticas L. delbrueckii
subsp., L. delbrueckii plantarum, L. bulgaricus e L. casei. Esses resultados
apontam para seu potencial para ser utilizado como conservante e antimicrobiano
em alimentos, especialmente os fermentados, pois inibiu bactérias patogénicas e
nao causou inibicdo em bactérias 4cido-laticas.

Os resultados encontrados pelo autor se aproximam aos encontrados neste
estudo, sendo que o CIM do S. aureus foi superior, ou seja, possui menor
atividade antibacteriana, para L. monocytogenes foi inferior e para E. coli foi
semelhante. As variacdes encontradas na determinacdo da CIM podem ser
atribuidas a fatores, como o micro-organismo e a cepa utilizada no teste, a origem
da amostra de propolis, a época da coleta, entre outros (FENNEL et al., 2004).
Kalogeropoulos et al. (2009), atribuem a atividade antimicrobiana ao sinergismo
entre os compostos da classe dos flavonoides, terpenos, acidos fendlicos e seus
ésteres, 0 que poderia ser a razdo para a alta atividade antimicrobiana da propolis
de diferentes regides.

No entanto, para Uzel et al. (2005) a atividade antimicrobiana é devido aos
flavonoides, em especial a pinocembrina, a galangina e ao CAPE, agindo através
do mecanismo de acao de inibicdo da RNA polimerase. Outros estudos revelam
que o acido caféico, acido benzéico e 4cido cindmico causam danos a membrana
citoplasmatica e a parede celular, o que causaria perda dos ions potassio e
posterior autélise. A quercetina é apontada por aumentar a permeabilidade da
membrana, fazendo com que a célula perca a capacidade de produzir adenosina
trifosfato (ATP) (MOREIRA, ROGAO, ESTEVINHO, 2011).

Estudos tém relatado que S. aureus € uma das espécies bacteriana
suscetivel a propolis. Dias, Pereira e Estevinho (2012), analisaram cepas de S.
aureus resistentes a meticilina, que foram isolados a partir de fluidos biolégicos de
origem hospitalar e comparam com uma cepa de referéncia (ATCC 6538). A cepa
de referéncia foi mais sensivel a acdo do EEP, quando comparados as cepas

isoladas.
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Mirzoeva, Grishanin, Calder (1997) verificaram efeito sinérgico da propolis
com Vvarios antibiéticos. A adicdo de 100 pg.mL™ aumentou a sensibilidade da
bactéria Gram-positiva Bacillus subtilis aos antibiéticos acido nalidixico (1,2
vezes), tetraciclina (1,7 vezes), penicilina G (1,5 vezes) e ampicilina (1,4 vezes), e
na concentracdo de 200 pg.mL™? aumentou a sensibilidade da E. coli para a
tetraciclina (1,3 vezes) e acido nalidixico (1,5 vezes). Um mutante de E. coli
resistente a canamicina, neomicina e ampicilina ndo adquiriu sensibilidade aos
antibiéticos na presenca de 200 ou 400 pug.mL™ de prépolis. Dessa forma, o uso
da propolis associado a um antibiético, pode diminuir a resisténcias dos micro-
organismos, evitando o uso de antibidticos mais fortes (MOREIRA, ROGAO,
ESTEVINHO, 2011).

O estudo realizado por Marcucci et al. (2001), com propolis oriundos de
diferentes regifes de Taiwan verificou que a CIM e a CBM dos extratos etandlicos
para S. aureus variou de acordo com periodo e o local em que foi realizada a
coleta com um CIM de 15 pg. mL™ e CBM variando entre 15 e 60 pg. mL™. Castro
et al. (2007) também encontraram variacées nos valores de CIM de acordo com
os periodos de sazonalidade envolvendo as safras apicolas em amostras de
propolis da regido Sudeste e Nordeste do Brasil. No periodo de inverno houve
diminuicdo da atividade antimicrobiana e aumento em periodos de seca, isto
porque no inverno ha uma menor concentracdo dos fitoquimicos no vegetal onde
as abelhas coletam a resina. No entanto, os valores da CBM nao foram alterados
com as mudancas de clima.

Porém, o trabalho desenvolvido por Sforcin et al. (2000), ndo encontrou
diferenca significativa em amostras de propolis brasileira em diferentes
sazonalidades para a atividade antibacteriana contra S. aureus e E. coli. Os
autores também verificaram que o crescimento de bactérias Gram positivas foi
inibido por concentracdes baixas de propolis (0,4%), e as bactérias gram
negativas somente foram inibidas em concentracbes mais elevadas (4,5% a
8,0%) do extrato.

Ordoiiez et al. (2011) aplicaram extratos etandlicos de propolis oriundas da
Argentina em bactérias fitopatogénicas. Os resultados demonstraram o efeito
bactericida da propolis quando aplicada em tomates, sendo eficaz na prevencao

de doencas pos-colheita.
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No geral, as amostras de Pelotas e Rio Grande apresentam os melhores
resultados para a atividade antibacteriana, havendo uma associagao entre a
concentracdo de fitoquimicos e atividade antimicrobiana, ou seja, quanto maior o
teor de compostos fendlicos e de carotenoides, maior a acdo antibacteriana,
corroborando os resultados encontrados por Silva et al. (2012).

Observou-se que as amostras com maior capacidade antioxidante
apresentaram também as melhores atividades bactericidas (método da CBM),

porém essa relacdo nao foi constatada para a CIM.

6.7 Atividade citotoxica

A figura 14 demonstra os resultados dos extratos hidroalcodlicos de
prépolis em concentracdes variadas (25-500 pg.mL™), administrados & linhagem
de melanoma (B16F10) apds 48h do tratamento. Observa-se que 0s extratos de
amostras de propolis Pelotas 1, Rio Grande e Cangucu demonstraram-se mais
efetivas na atividade antiproliferativa frente a linhagem tumoral estudada, pois
causaram reducao de células viaveis na linhagem em que foram testadas. Com
relagdo as demais amostras, houve baixa capacidade em inibir o crescimento das

células tumorais, apo6s 48h de exposicao ao tratamento.
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48h of treatment
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Figura 14. Gréfico da viabilidade das células de linhagem de melanoma de
camundongo B16F10 expostas a diferentes concentracdes e diferentes extratos
hidroalcoodlicos de prépolis apds 48h. Os valores apresentados no eixo X sao
referentes & concentracées utilizadas e sdo expressas em pg.ml™. No eixo Y sdo
apresentados os valores, em porcentagem, de viabilidade celular pelo ensaio do
MTT apods 48h em comparagcdo com o grupo controle (DMSO). Os dados foram
analisados por ANOVA de duas vias seguido de Tukey como teste post-hoc (* =
p<0,05; ** = p<0,01).

Analisando as concentracdes testadas apos 48hs, pode-se constatar que

as duas amostras de propolis da cidade de Pelotas apresentaram comportamento
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citotoxico diferentes, apesar de ambas terem diferido estatisticamente do controle
(DMSO) quando aplicadas em concentracées a partir de 250 pg.mL™, a amostra
de Pelotas 1 demonstrou-se mais citotdxica. Na concentragédo de 250 pg.mL™
ambas as amostras fizeram com que restasse em média 35% de células viaveis, e
aproximadamente 30% na concentracdo de 500 upg.mL:. Porém nas
concentracdes de 50, 75 e 100 pug.mL™, a amostra de Pelotas 1 demonstrou-se
mais efetiva na inibicdo das células viaveis do que a amostra de Pelotas 2.

No entanto, o extrato da propolis oriunda da cidade de Pedro Osoério
somente diferiu significativamente do controle na concentracdo de 500 pg.mL™,
restando 33% de células viaveis.

As amostras de propolis oriundas das cidades de Rio Grande e Cangucu
diferiram do controle a partir da concentracdo de 50 pg.mL™, apresentando maior
capacidade citotdéxica que as prépolis oriundas das demais cidades, com
resultado de 53% e 64% de células vidveis, respectivamente. Estas mesmas
amostras testadas na concentracdo de 500 pg.mL™ possibilitaram somente 30%
de viabilidade celular na linhagem de melanoma. O extrato da amostra de propolis
oriunda de Rio Grande apresentou elevado teor de fitoquimicos e alta capacidade
antioxidante (Tabelas 4 e 5); e portanto, sendo esperado seu efeito citotdxico.

Entretanto, o extrato da amostra de prépolis de Cangucu ndo apresentou
altos teores de flavonoides e de compostos fendlicos, sugerindo que a atividade
citotoxica desta prépolis ndo estd somente relacionada com a presenca deste
grupo de fitoquimicos tradicionalmente presentes em outros tipos de prépolis
brasileira. Ainda, que esta amostra possua algum composto especifico da classe
geral destes compostos que ndo esteja presente nas demais amostras; e isto
poderia ser justificado devido a grande variedade de vegetacdo que as abelhas
podem utilizar no preparo da propolis.

Apés 72h de tratamento observou-se que todas as amostras sao
termoestaveis em temperaturas de 37°C, pois permaneceram agindo contra as
células tumorais, mesmo ap0s este periodo a temperatura de incubagéo (37°C).

O extrato da amostra da cidade de Rio Grande causou inibigdo no
crescimento da célula de melanoma, restando 44,14% de viabilidade celular,
mesmo na menor concentracdo testada (25 pg.mL™) (Figura 15). O extrato da

amostra de Pelotas 1 apresentou resultados mais efetivos apds 72h do que em
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48h de exposicdo ao EHP, permanecendo 55,55% de células de melanoma

vidveis na concentracéo de 25 pg.mL™.

72h of treatment

A Pelotas 1 B Pelotas 2
100- 150~

© ©

2 2

s 2 1004

= | - |

o L

8 8

‘e ‘6

X R

Rio Grande Cangucgu
D
804 150+
O 3
> > 1004
d -
= 404 *x L
© ©
o *k  kk  dkk kk o 504 ki
6 ‘6
2 204 2 *% %%k Jek %k
0- 0-
DR S R P P L & FH S
E Pedro Osorio
150+
©
2
2 100+
=
[}
—— *
8 *%
S 50+
e\° *% *%
o-

Figura 15. Gréafico da viabilidade das células de linhagem de melanoma de camundongo B16F10
expostas a diferentes concentracfes e diferentes extratos hidroalcodlicos de prépolis, apds 72h.
Os valores apresentados no eixo X séo referentes as concentracfes utilizadas e sdo expressas
em ug.mL™. No eixo Y s&o apresentados os valores, em porcentagem, de viabilidade celular pelo
ensaio do MTT apds 72h em comparacao com o grupo controle solvente (DMSO). Os dados foram
analisados por ANOVA de duas vias seguido de Tukey como teste post-hoc (* = p<0,05; ** =

p<0,01).
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A amostra de Cangucu apresentou bons resultados, e houve diferenca
significativa com o controle DMSO a partir da concentracdo de 50 pg.mL™” de
EHP, restando 41,60% de células viaveis. Mas seus resultados foram
semelhantes nas concentracdes de 75, 100, 250 e 500 pg.mL™, restando 25% de
células vidveis para 75 pg.mL™, e aproximadamente 20% para as demais
concentragcbes. A amostra de Cangucu ndo apresentou grande quantidade dos
fitoquimicos analisados quando comparado as demais amostras; portanto, isto
indica que outros compostos presentes nesta amostra possam ser 0S
responsaveis pela atividade citotéxica.

Para o extrato da amostra de propolis oriundas de Pelotas 2 houve
diferenca significativa com o controle DMSO a partir da concentracdo de 50
ng.mL™* de EHP, restando 28,93 % de células viaveis. No geral, essa amostra ndo
demonstrou-se téo efetiva na inibicdo da linhagem testada (B16F10) quando
comparada com a amostra de Pelotas 1 (Bairro Trés Vendas). Foi observado uma
relacdo entre os melhores resultados citotéxicos dessa amostra e sua alta
capacidade antioxidante, avaliada pelos métodos com DPPH e FRAP. Essa
amostra também apresentou maior teor de carotenoides do que a amostra de
Pelotas 2.

Estes resultados demonstram que as prépolis oriundas das cidades de Rio
Grande, Pelotas 1 e Cangucu possuem alta capacidade antitumoral nas
concentracfes testadas, e por isso, a continuidade de mais estudos utilizando
menores concentragfes do EHP, seria interessante. Segundo critérios do Instituto
Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI, 2014), para um extrato bruto ser
considerado promissor para posterior isolamento, purificacdo e elucidacao
estrutural dos seus principios ativos, sua IC50 deve ser menor que 30 pg.mL™, o
que classifica o extrato do presente estudo como sendo promissor para a
linhagem tumoral investigada.

Estes resultados sdo extremamente positivos e encorajadores para 0
desenvolvimento de novas pesquisas que analisem a integridade da membrana
celular e investiguem o mecanismo de acdo da propolis do Sul do Rio Grande do
Sul, e com o objetivo de que, futuramente, a prépolis passe a ser utilizada na

prevencao e no tratamento do cancer.
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O extrato da amostra da cidade de Pedro Osério apresentou menor efeito
citotéxico em relacdo as demais, sendo necessario 75 ug.mL* de EHP para
causar inibicdo celular e diferir significativamente do controle. Mesmo nesta
concentracédo, ainda restaram 60,72% de células viaveis.

Percebeu-se uma relacdo positiva entre o teor de compostos fendlicos, a
atividade antioxidante e a atividade citotoxica, sendo que, no geral os extratos das
amostras com maior teor de compostos fendélicos causaram maior percentual de
inibicdo nas células cancerigenas, e os extratos das amostras com menor teor
desses fitoquimicos ndo foram tédo efetivas na inibicdo da linhagem tumoral de
melanoma de camundongo (B16F10).

Segundo Frozza et al. (2013), os compostos fendlicos encontrados na
prépolis sdo conhecidos por possuirem capacidade antioxidante, e estas
propriedades podem ter fungcdo essencial na atividade anticancerigena.

Aos ésteres do acido cafeico tem sido atribuida a capacidade de aumentar
a fosforilacdo e a expressao da proteina p53, que podem acelerar o processo de
apoptose celular. Ha relatos de que a acdo destes compostos resulta da inducéo
pela via das caspases na apoptose (MOREIRA, ROGAO, ESTEVINHO, 2011).
Grunberger, Banerjee, Eisinger (1988) testaram o efeito do ester fenitil do acido
cafeico (CAPE) isolado da prépolis em células de melanoma e carcinoma renal,
através do método de MTT, onde a inibicdo das células cancerosas ocorreu na
concentracdo de 10pg.mL™*. Kudugunti et al. (2010) também investigaram o uso
do CAPE em células de cancer de melanoma, e os resultados demonstraram que
este composto apresentou maior capacidade no combate as células cancerigenas
gue o proprio acido cafeico. Isto se deve, em parte, a solubilidade deste composto
em meio oleoso, 0 que permite sua passagem através da membrana celular e sua
entrada nas células de melanoma, causando entdo apoptose das células.

Varios estudos foram realizados com a propolis, mas nao foram
encontrados relatos de que ela seja téxica para a0 homem ou animais. Em
estudos realizados por Mohammadzadeh et al. (2007a), administrando doses de
prépolis de até 20.000 mg.kg” de peso corporal de ratos, ndo demonstraram
morte alguma ou alteracdo em sinais clinicos e comportamentais em até 48 h.

Fernandes et al. (2014), avaliaram extratos de prépolis brasileira contra um

modelo de Drosophila melanogaster, sem encontrar efeitos genotoxicos nos
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extratos em nenhuma das concentracées testadas (3,0 - 12,0 mg.mL™), e ainda
foram encontrados efeitos antigenotoxicos contra danos induzidos pela
doxorubicina. Os efeitos protetores foram atribuidos ao alto teor de compostos
fendlicos e da atividade antioxidante da propolis. Segundo alguns autores, 0s
compostos presentes na prépolis, tais como os flavonoides, podem agir
potencializando o efeito de algumas drogas utilizadas na quimioterapia, como por
exemplo, o irinotecano, a epirubicina e a doxorubicina (ORSOLIC, BASIC, 2005;
KNEZEVIC et al., 2011; FERNANDES et al., 2014). Os compostos fendlicos s&o
conhecidos por proteger a estabilidade do genoma, devido as suas diversas
propriedades bioldgicas, incluindo a capacidade antioxidante (FERNANDES et al.,
2014).

Frozza et al. (2013) testaram extratos etandlicos de propolis vermelha do
Estado de Sergipe - Brasil, em células tumorais de laringe e da coluna cervical,
encontrado IC50 de 63,48 ug.mL™ para cancer de laringe e IC50 81,40 pg.mL™
para cancer de coluna cervical, apos 24h de tratamento. No entanto, Alencar et al.
(2007) encontrou acdo citotdéxica superior para propolis vermelha de Alagoas
(IC50= 7,45 ug.mL™) em células HeLa (cervical) apds 48h. Banskota et al. (2000),
analisou a citotoxicidade de extratos aquosos e metandlicos de prépolis de
diversos paises em células de carcinoma do célon e de fibrossarcoma, sendo que
extratos com metanol apresentaram maior capacidade (IC50= 3,9 e 14,3 ug.mL™)
no combate as células do que o extrato aquoso (IC50= 100ug.mL™).

Estudo recente utilizando culturas primarias de células normais e
cancerigenas demonstrou que extratos metandlicos de prépolis de origem
Portuguesa apresentaram seletividade in vitro (VALENTE et al.,, 2011). Os
resultados foram observados em células de cancer da prostata em comparacao
com as células epiteliais da prostata humana normal, havendo maior eficacia na
inibicdo das células tumorais tratadas com extratos de prépolis, sem causar morte
celular nas células normais (MORAES et al., 2010). Salienta-se que a seletividade
€ um parametro importante para a prevencgao e tratamento do cancer (FROZZA et
al., 2013).

Produtos naturais, assim como a propolis, tem sido alvo de pesquisas para
o desenvolvimento de novas drogas, especialmente drogas que possam ser

empregadas na quimioterapia, uma vez que estes produtos causam poucos
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efeitos secundarios, se comparados as drogas atualmente utilizadas (CASTALDO
e CAPASSO, 2002). A prépolis tem sido o objeto de muitas pesquisas e tem
demonstrado resultados satisfatorios na atividade antitumoral, como evidenciado

neste estudo e corroborado por outras pesquisas.



7. Consideracdes finais

Constatou-se alto teor de compostos fendlicos e de flavonoides em extratos
alcoolicos de amostras de propolis do Sul do Rio Grande do Sul, principalmente
da propolis oriunda da cidade de Pelotas e de Rio Grande, com valores
comparaveis a amostras de algumas outras regides do Brasil e de outros paises.
Também foi encontrada quantidades apreciaveis de carotenoides, ocorrendo
variacbes de acordo com a cidade de origem. O espectro de absorcdo UV foi
caracteristico dos flavonoides, sendo relacionado com o teor de compostos
fenolicos encontrados nos extratos.

Os extratos das amostras de propolis apresentaram alta capacidade
antioxidante analisada por diferentes métodos, sendo que no geral, os extratos de
propolis oriunda da cidade de Pelotas e de Rio Grande foram superiores as
demais, coincidindo com os teores mais elevados de fitoquimicos nas amostras.

Quanto a atividade antibacteriana, todos os extratos das amostras de
prépolis foram eficazes na inibicdo das bactérias testadas, apresentando atividade
bacteriostatica e bactericida. De uma maneira geral, os resultados foram melhores
na inibicdo das bactérias Gram-positivas (S. aureus e L. monocytogenes).

Constatou-se efeito citotoxico em células de cancer de melanoma, porém
houveram variacfes entre as amostras, e o efeito foi dependente da concentracéo
e do tempo, sendo mais eficazes apdés 72 h de exposicdo aos extratos. Os
extratos das amostras oriundas de Pelotas e de Rio Grande apresentaram
capacidade de diminuir o niumero de células viaveis em concentracdes e tempos
menores que as demais, coincidindo com o maior conteudo de fitoquimicos
nestas amostras.

De acordo com as propriedades biolégicas de extratos alcodlicos de
propolis avaliadas neste estudo, pode-se concluir que o Sul do Rio Grande do Sul
possui propolis de alta qualidade. As amostras de Rio Grande e de Pelotas se
destacaram devido a sua composi¢do fitoquimica e propriedades biologicas.
Estes resultados indicam que as amostras analisadas podem ser utilizadas para
fins alimenticios como conservantes, e para fins farmacolégicos podendo ser
consumida na forma de extratos ou cdpsulas, devido as suas a¢des antioxidante,

antibacteriana e antitumoral.
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Sugerem-se mais estudos com propolis do Rio Grande do Sul, de forma a
caracterizar e identificar os compostos responsaveis pelas atividades biologicas,

bem como de estabelecer relacdo com a fonte botanica.
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APENDICE A - Gréfico da Curva de calibracdo dos compostos fendlicos totais,

expressos em pg.mL™ de Acido galico, pelo método de Folin-Ciocalteu.
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APENDICE B - Gréfico da Curva de calibracdo dos flavonoides totais, expressos

em pg.mL ™ de Quercetina, pelo método de Cloreto de aluminio.
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APENDICE C - Gréfico da Curva de calibracdo do Sulfato Ferroso, expresso em
umol de Fe (I1).g™ , pelo método de FRAP.
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APENDICE D - Gréafico da Curva de calibracio de Trolox, pelo método de ABTS.

y =-0,0038x+ 0,5639
R?=0,9926

Absorbancia (734 nm)

0,1

0 50 100 150 200
Trolox (pg.mL-1)



96

Fitoquimicos e atividades antioxidante, antimicrobiana e citotdxica de extratos de

prépolis do Brasil

Cristina Jansen?*, Rui Carlos Zambiazib, Eliezer Avila Gandrab, Giana de Paula

Cognato®, Carlus Augusto Tavares do Couto®, Josiane Kuhn Rutz®

% Programa de Pds Graduacdo em Nutricdo e Alimentos, Faculdade de Nutric&o,
Rua Gomes Carneiro 1, Centro, CEP 96010-610, RS/Brasil.

PCentro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos, Universidade
Federal de Pelotas, 96010-900, CP 354, RS/Brasil.

‘Programa de Po6s Graduacdo em Bioguimica e Bioprospeccdo, Universidade
Federal de Pelotas, RS 96010-900, Brasil

YPrograma de Pés-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Faculdade
de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, RS 96010-900,

Brasil

*Rua: Gomes Carneiro n°® 1 — CEP: 96010-610 — Pelotas/RS — Faculdade de

Nutricdo — Campus Anglo — cris-jansen@hotmail.com
O manuscrito encontra-se nas normas do periédico Food Chemistry (ISSN 0308-
8146) revista escolhida pelos autores para submisséo, apos apreciacéo da banca

avaliadora.

Resumo



97

A propolis € produzida pelas abelhas através da coleta de resinas, plantas e
flores, sedo parcialmente digeridos e acrescentado-se cera e polen. Porém varios
fatores interferem na sua composi¢cdo quimica, resultando em modificacées nos
fitoquimicos, e, portanto, nas propriedades biologicas. O objetivo deste estudo foi
avaliar a composicao de fitoquimicos em amostras de prépolis do Rio Grande do
Sul - Brasil, afim de testar sua capacidade antioxidante, antimicrobiana e
citotoxica. Os extratos hidroalcodlicos apresentaram alto teor de fitoquimicos,
sendo confirmado pela maxima absorcdo na regido caracteristica dos flavonoides,
porém ocorreram variacdes entre as amostras. As amostras de Pelotas e Rio
Grande apresentaram alta capacidade antioxidante. Todas amostras tiveram
atividade antibacteriana; porém, os resultados foram superiores na inibicdo de
Stafilococcus aureus e Listeria monocytogenes, quando comparados aos de
Escherichia coli. As amostras de Rio Grande, Cangucu e Pelotas apresentaram
resultados promissores contra a linhagem de melanoma (B16F10) apds 72h de

tratamento.

Key-words: cancer; phenolic compounds. Escherichia coli; Listeria

monocytogenes; Staphylococcus aureus.

Highlights:

Propolis possui diversas atividades biologicas atribuidas ao elevado teor de
fitoquimicos.
Houve diferenca significativa nos fitoquimicos e na capacidade antioxidante de

préopolis brasileiro.
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Todas as amostras foram eficazes na inibicao de bactérias patogénicas.
Amostras de Rio Grande, Cangucu e Pelotas demonstraram acdo citotoxica

contra o cancer de melanoma.

1. Introducéo

A colmeia é fonte de produtos de alto valor nutritvo e com grandes
potencialidades farmacologicas, como o mel, a prépolis, o pélen, a cera, a geleia
real e a apitoxina. A propolis € um dos produtos apicolas que tém alcancado
destaque internacional devido a sua composicdo quimica e propriedades
biolégicas e, apesar disso, ainda é pouco explorada em algumas regides
(CASTALDO, CAPASSO, 2002; PEREIRA et al., 2002).

A propolis € um produto elaborado pelas abelhas através de substancias
resinosas e gomosas, que sao coletadas de brotos, flores e exsudados de
plantas. As abelhas digerem parcialmente estes materiais através da acdo das
enzimas contidas nas suas secrecdes salivares, e apds acrescentam ainda cera e
pélen, formando assim a propolis (SILVA et al., 2012).

A prépolis vem sendo utilizada desde as civilizagdes antigas no tratamento de
diversas doencas, devido as suas propriedades biolégicas e terapéuticas
(MOREIRA et al.,, 2008; CARDOSO et al.,, 2010). Propriedades, como a
antimicrobiana (MARCUCCI et al., 2001; UZEL et al., 2005; TOSI et al., 2007),
anti-inflamatoria (SILVA et al., 2012), antitumoral (FROZZA et al., 2013),
cicatrizante (PARK et al., 1998), anticariogénicas (ISHIDA, NEGRI, SALATINO,
2011), anestésica (MARCUCCI, 1995) e antioxidante (MOREIRA et al., 2008) sao

atribuidas a complexa composicado quimica, principalmente pela presenca de
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fitoquimicos oriundos do metabolismo secundario das plantas, incluindo
majoritariamente os compostos fendlicos (MOREIRA et al., 2008).

Os compostos fendlicos presentes na préopolis tem atraido muita atencéo devido a
sua relacdo com a atividade antioxidante, aos efeitos na protecéo contra doencas
coronarias, cardiacas e o cancer, e recentemente, pelas evidéncias do efeito de
inibicdo da invasdo tumoral e da metastase (WENG, YEN, 2012).

Estudos demonstraram que amostras de propolis oriundas de regifes tropicais,
especialmente brasileiras, apresentam diferencas na composicdo quimica em
relacdo a propolis de outras regides. O Brasil possui clima e vegetacdo que torna
possivel as abelhas produzirem uma prépolis de alta qualidade, o que pode ser
um diferencial dentre os paises produtores. Mesmo a propolis brasileira apresenta
variacbes na sua composicdo quimica e, portanto, nas suas propriedades
bioldgicas, de acordo com as diferentes regides do pais onde séo coletadas, e
esta variacdo ocorre em virtude da grande biodiversidade de plantas encontradas
no Brasil (PEREIRA et al., 2002).

Além disso, existem diversos fatores externos contribuem para as alteracdes nas
caracteristicas fisicas, quimicas e sensoriais da propolis, influenciando
diretamente nas suas propriedades quimicas e biolégicas. Os principais agentes
causadores desta variacdo sdo: as espécies vegetais e sua origem botanica; a
localizac&o geogréfica; a época do ano; a espécie de abelha (no caso brasileiro
também o grau de "africanizacdo” da Apis mellifera); e da forma de coleta e
extracdo do produto (CARDOSO et al., 2010; FROZZA et al., 2013).

Por esta razdo, se tornam muito importantes pesquisas que caracterizem a
propolis de diferentes microrregides brasileiras, distinguindo a composicado e a

atividade biologica das amostras, e assim, sua melhor aplicacdo. Em funcao
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disso, este estudo visa a caracterizacdo quimica de amostras de propolis oriundas
da regido Sul do Rio Grande do Sul, avaliando sua capacidade antioxidante, acao

antibacteriana e efeito citotoxico.

2. Materiais e métodos

2.1 Materiais

2.1.1 Amostras de propolis

Cinco amostras de prépolis produzidas por abelhas Appis mellifera foram
coletadas por apicultores na primavera, entre os meses de setembro a novembro
de 2013, a partir de quatro cidades da regido Sul do Estado do Rio Grande do Sul
do Brasil: Pelotas 1 (31°42°10.3”S e 52°22'34.9”"W) e Pelotas 2 (31°35'55.0”S e
52°31°06.0"W); Rio Grande (32°02'06.2"S e 52°0556.4”"W); Cangugu
(31°23'33.8”S e 52°39'58.8"W); e Pedro Osorio (31°52'37.4”S e 53°01'25.2"W).
As amostras contendo cerca de 1 kg foram obtidas em cada localidade logo ap6s
a extracdo do mel, pelo raspamento das paredes e quadros das caixas que
continham as colmeias. Cada amostra foi inspecionada a fim de remover
fragmentos de abelhas e de madeira, dentre outras impurezas soélidas. Apés a
remocao das principais impurezas visiveis, a propolis foi pesada, acondicionada
em embalagens plasticas e congeladas (-20°C) até o momento das analises. Para

cada amostra foram realizadas trés repeticoes.

2.1.2 Reagentes
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Para as analises de compostos fendlicos, flavonoides e capacidade antioxidante
foram utilizados: acido galico (Fluka®, = 98,0%) e reagente Folin-Ciocalteu,
quercetina (298,0%) 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) obtidos da Sigma
Aldrich®. Os demais reagentes foram com grau de pureza para analise (P.A.)
para analises realizadas em espectrofotdbmetro.

Para as analises de atividade antibacteriana foram utilizados Agar Infuséo
Cérebro e coracdo (BHI) (Fluka®), caldo Infusdo Cérebro e coracdo (BHI)
(HIMEDIA®) e corante Resazurina (Sigma Aldrich®). Para a realizacao do efeito
citotoxico utilizou-se Meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) (GIBCO®),
Dimetil Sulféxido (DMSO) (Sigma Aldrich®), e brometo de 3 - (4,5-dimetiltiazol-2-

i) -2,5-difenil tetrazdélio) (MTT) (Sigma Aldrich®).

2.2 Preparacéo dos extratos hidroalcodlicos de propolis (EHP)

Inicialmente as amostras de prépolis bruta foram trituradas com auxilio de
nitrogénio liquido. Apds preparou-se o0s extratos de modo semelhante ao
realizado por Silva et al. (2012), pesando 10g de prépolis e apés diluindo com um
volume 10 vezes maior de solugcédo de etanol 80% para obtencéo de um extrato a
10% (1:10 m/v). A extracao foi realizada sob agitacdo em shaker (QUIMIS®) a
temperatura ambiente por 3 horas. Apés, os extratos foram filtrados em papel filtro
Quali®, para remover as ceras e substancias menos soluveis. O sobrenadante foi
removido e mantido sob refrigeracdo overnight, e posteriormente centrifugado a
150rpm a 5°C por 15 minutos.

Os filtrados finais foram evaporados em evaporador rotativo (LABOROTA 4000)

sob pressédo reduzida a 40°C, e, em seguida, liofilizados (LIOBRAS L101). O
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material soélido (pés) resultante foi dissolvido novamente em etanol 80%. Esta

solucéo final corresponde ao extrato hidroalcodlico de prépolis (EHP).

2.2.1 Determinacao do teor de compostos fendlicos

Para a determinacdo do total de compostos fendlicos foi utilizado o método de
Folin-Ciocalteu (ALVES, KUBOTA, 2013). As amostras foram diluidas na
proporcao de 1:10, com etanol 80%. Desta solu¢do 500 pL foram misturados com
2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu 0,2 N, e apds cinco minutos foram
adicionados 2 mL de solucdo de carbonato de sodio (7,5%). Apos a incubacéo, a
temperatura ambiente, no escuro por 2 horas, a absorbancia foi medida a 725 nm
em espectrofotbmetro (JENWAY 6705 UV/Vis), tendo como branco o etanol
(80%).

O &cido galico nas concentracfes de 30 a 500 pug.mL-1 foi utilizado para construir
a curva de calibracdo y = 0,0109x - 0,0573 e R2 = 0,9982. O teor de compostos
fendlicos foi expresso em mg equivalente de &cido galico por g de matéria seca

de propolis (mg EAG.g-1).

2.2.2 Determinagéo do teor de flavonoides

O método colorimétrico utilizando cloreto de aluminio (AICI3) foi utilizado para a
determinacao do teor de flavonoides, conforme metodologia descrita por Mello,
Petrus e Hubinger (2010).

O teor do total de flavonoides foi determinado adicionando-se 100 uL de AICI3 a
10% , misturados com o0 mesmo volume da solucéo do extrato (diluido em etanol
1:10). Ap6s 0,1 mL de acetato de potassio (1M) e 4,3 mL de etanol 80% foram

adicionados. A mistura foi agitada em vortex e mantida a temperatura ambiente
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por 40 min. A absorbéancia da mistura foi determinada a 415 nm em
espectrofotometro (JENWAY 6705 UV/Vis.).

Para a curva de calibracdo, solucbes de quercetina em etanol (80%), com
concentracbes variando de 10 a 100 pg.mL-1 foram utilizados, obtendo-se a
equacao da reta y = 0,0093x - 0,0243 e Rz = 0,9977. Os resultados foram
expressos em termos de equivalentes de miligrama de quercetina por grama de

matéria seca de propolis (mg EQ.g-1).

2.2.3 Espectroscopia de absor¢ao na regido Ultravioleta-Visivel

A determinacdo dos espectros de UV-visivel dos extratos hidroalcodlicos foi
realizada de acordo com Silva et al. (2012), com algumas modificacdes. Os
espectros dos extratos a 10% (m/v) foram determinados no intervalo de
comprimento de onda de 190 a 650 nm em espectrofotometro (JENWAY 6705

UV/Vis.).

2.2.4 Ensaio de sequestro de radicais DDPH

A atividade antioxidante pelo método de sequestro de radicais livres DPPH dos
extratos foi realizada segundo o método descrito por Vicentino e Menezes (2007),
com poucas alteracoes.

Preparou-se uma solucédo 0,3 mM de DPPH em etanol e, em 1,0 mL desta
solucédo adicionou-se 2,5 mL das amostras de extratos de propolis diluidas em
etanol 80% com concentragcbes de 25 a 250 ug.mL-1. No branco, ao invés dos
extratos, adiciona-se 2,5 mL de etanol 80% e 1 mL de DPPH. A quercetina foi

utilizada como substancia de referéncia, nas mesmas concentracdes das
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amostras, por ser um flavonoide, principal classe de substancias com
propriedades antioxidantes presentes na prépolis.

Posteriormente, as solu¢cdes foram homogeneizadas em agitador de tubos, e as
absorbéancias obtidas apés 30 minutos de repouso na auséncia de luz, em
espectrofotometro (JENWAY 6705 UV/Vis.) no comprimento de onda 517 nm.

O efeito bloqueador do DPPH foi calculado pela porcentagem de descoloracdo do

DPPH usando a seguinte equacao:

% = [(Abs branco — Abs extrato)/Abs branco] x 100 (eq. 2)

Todas as leituras foram realizadas em triplicata e, com a média dos dados obtidos
foi calculada a diferenca de absorbancia entre a amostra e o branco. Os
resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo de 50% do extrato,
sendo calculados a partir da construcdo de uma curva analitica para cada
amostra, com a porcentagem da atividade antioxidante versus concentracdo do
extrato. Através da equacédo de regressao linear resultante foi entdo calculada a

concentracéo capaz de inibir 50% (IC 50) dos radicais livres de DPPH.

2.2.5 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi realizada pela técnica de microdiluicdo em caldo,
por meio da determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) de acordo com a metodologia descrita
por Cabral et al. (2009) com pequenas modificacdes. Foram utilizadas cepas
padrao de Staphylococcus aureus ATCC 2913, Escherichia coli O157:H7 ATCC

43895 e Listeria monocytogenes ATCC 7644. Estes micro-organismos eram
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mantidos sob congelamento em Caldo BHI e Glicerol (propano-1,2,3-triol) na
proporcao 3/1 (v/v). A partir da cultura congelada, as cepas foram reativadas em
Caldo BHI com incubacdo a 37°C por 24h, apés uma alcada de cada cepa foi
transferida para placas de Agar BHI. Apds o crescimento bacteriano, as colénias
individuais foram removidas com auxilio de uma al¢ca de platina e resuspendidas
em uma solucdo de NaCl 0,89% estéril.

Apds a homogeneizacdo, a concentracdo do indéculo foi ajustada em
espectrofotometro (JENWAY 6705 UV/Vis.) para corresponder a turbidez de 0,5
da escala Mc Farland, sendo ajustadas para o valor de absorbéancia de 0,08 a
0,10 a 660 nm em espectrofotdbmetro, o que equivale entre 1-2x108UFC.mL-1.
Um volume de 100 puL das suspensdes bacterianas foi inoculado em 30 mL do
caldo BHI, para se obter uma concentracdo bacteriana em torno de 1-2x105
UFC.mL-1.

A técnica foi desenvolvida em microplacas de 96 pocos, nos quais foram
adicionados 100 uL de caldo BHI previamente inoculado. Em seguida, foram
adicionados 100 uL do extrato hidroalcodlico de propolis (EHP) em concentragbes
que variaram de 0,1-12 mg/mL (diluicdo seriada de razdo 2). Como controle
negativo foi utilizado o etanol 80% (v/v), solvente utilizado para solubilizar o EHP.
As microplacas foram incubadas a 37°C por 24 h. Ap6s a incubacado, foram
adicionados 30 pL do corante Resazurina (0,01%; m/v) para verificar os pogos em
que houve crescimento bacteriano. Apos 3 h de incubacdo, nos pogcos em que
nao houve mudanca na cor do corante, ou seja, permaneceu roxo, foi considerada
a auséncia de bactérias viaveis. Qualquer evidéncia na mudanca da coloracao se

considerou crescimento bacteriano.
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Para a determinagdo da CBM, aliquotas de 10 yL do meio de cultura dos pogos
considerados com efeito inibitério foram semeadas em placas de Petri contendo
agar BHI e incubados a 37°C por 24 h. A CBM foi considerada como a menor
concentracdo na qual ndo houve crescimento de colonias na superficie do meio

de cultura.

2.2.6 Ensaio citotoxico

2.2.6.1 Linhagem celular

As células ATCC B16F10, de melanoma de camundongo, foram adquiridos da
American Type Culture Collection (ATCC), EUA. O cultivo das células foi feito em
Meio de Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM), suplementadas com soro fetal

bovino (SFB) a 10%.

2.2.6.2 Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pela reducdo do MTT, um sal que apds ser
clivado pelas desidrogenases presentes na mitocondria das células, forma cristais
de formazan, tonando-se solivel em solventes organicos (MOSMANN, 1983). Em
meio de cultura com células, ap6s adicdo de DMSO, o MTT convertido em
formazan € solubilizado e pode ser lido por espectrofotometria em funcéo desta
converséo, proporcionando uma medida quantitativa do numero de células
metabolicamente viaveis.

ApoOs a tripsinacao, as células foram suspensas em DMEM contendo 10% (v/v) de
SFB e distribuidos 100uL em placas de 96 pocos a uma densidade de
5x104células/pogco em DMEM e incubadas a 37°C, de acordo com Frozza et al.

(2013).
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Os EHP foram diluidos em DMSO em concentra¢fes variadas (25-500 pug.mL-1),
para apos 24 h as células serem tratadas com a propolis e incubadas a 37°C em
5% de CO2 durante 48 h e 72h. O meio foi entdo removido e 50uL do corante
MTT foi adicionado aos poc¢os. O controle utilizado foi DMSO (0,1%), na auséncia
do extrato de propolis. As placas foram incubadas a 37°C com 5% de CO2
durante 2 h. Posteriormente a solucdo de MTT foi removida e os cristais de
formazan violeta foram solubilizados em 100 uL de DMSO.

A absorbancia foi medida utilizando um leitor de microplacas (Spectra Max 190,
Molecular Devices, EUA) a 492 nm. Todas as leituras foram comparadas com o
controle, o que representava 100% de viabilidade. A analise foi efetuada em
triplicata. O resultado foi expresso em percentual de inibicéo celular (%) de acordo
com a absorbancia obtendo-se o percentual da viabilidade celular. Os resultados

obtidos foram analisados utilizando o programa GraphPad Prism®.

2.3 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos em médias referentes as determinacdes
realizadas em triplicata e posteriormente submetidos a analise de variancia
(ANOVA), e para comparacdo das médias foi utilizado o teste de Tukey (p <0,05),
através do programa estatistico SAS v.8.

O teste Dunnet (p <0,05) foi utilizado na analise de capacidade antioxidante pelo
meétodo de capacidade de sequestro do DPPH, comparando a quercetina com as

amostras.

3. Resultados e discussdo
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3.1 Fitoquimicos
A importancia dos resultados encontrados para os fitoquimicos consiste no fato de
que as acOes bioldgicas atribuidas a propolis tém sido diretamente relacionadas

com a presenca desses Compostos.

Tabela 1. Teor total de compostos fendlicos, flavonoides e capacidade
antioxidante através do 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) de extratos de propolis

oriundos de diferentes cidades do RS.

Amostras Compostos fendlicos Flavonoides DPPH
mg EAG.g-1 mg EQ.g-1 IC50 (mg.g-1)

Quercetina - - 74,11

Cangucu 56,92 c 10,04 e o

P. Osorio 60,08 c 16,70 d b

Pelotas 122,52 b 60,40 c 90,23 a

Pelotas2 189,81 a 102,87 b 108,69 a

Rio Grande 200,39 a 112,48 a 50,35 a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p=<0,05). *Diferem na coluna do controle quercetina, pelo teste de Dunnet

(p=<0,05). _ ** Amostra ndo tingiu o IC50 nas concentragdes testadas.

O teor de compostos fendlicos foi determinado pelo método de Folin- Ciocalteu,
0S quais variaram de 56,92 a 200,39 mg EAG.g-1 (Tabela 1). As amostras
oriundas de Rio Grande e de Pelotas 2 apresentaram valores superiores as
demais, diferindo significativamente, apresentando teores trés vezes superiores

aos encontrado para as amostras de Pedro Osoério e Cangucu. As amostras de
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prépolis oriundas de Pelotas diferiram entre si, demonstrando que existe variacédo
na composi¢cao quimica da propolis mesmo em amostras coletadas na mesma
cidade.

Houve grande variacdo para o teor total de flavonoides, de 10,04 a 112,48 mg
EQ.g-1, sendo que estes conteudos diferiram entre todas as amostras. Assim
como para a analise de compostos fendlicos, a amostra oriunda de Rio Grande foi
a que apresentou maior quantidade, diferindo significativamente das demais.
Amostras de propolis de Pedro Osorio e de Cangucgu apresentaram 0S menores
teores de flavonoides, com 16,70 e 10,04 em mg EQ.g-1, respectivamente.

Silva et al. (2012) analisaram o teor de compostos fendlicos e de flavonoides de
trés cidades de Portugal, encontrando diferencas significativas entre as amostras
de diferentes origens, assim como o ocorrido no presente trabalho. Moreira et al.
(2008) analisaram o teor total de compostos fendlicos nos extratos de prépolis de
Portugal, encontrando diferencas de acordo com a regido de procedéncia, de
151,00 mg EAG.g-1 a 329,00 mg EAG.g-1.

Apesar da variacdo no teor de compostos fendlicos que ocorreu nas amostras
analisadas no presente estudo, o conteido das amostras oriundas de Pelotas e
de Rio Grande estédo de acordo com os dados obtidos por Fernandes et al. (2014)
para propolis marrom do Mato Grosso do Sul (194 mg EAG.g-1EEP). Amostras de
propolis da regido Sudeste do Brasil, do Estado de Minas Gerais, apresentaram
valores inferiores, entre 81,70 e 94,98 mg EAG.g-1 e para flavonoides de 43,00 e
47,31 mg EQ.g-1; e para a regido Nordeste, na Bahia, de 22,03 a 39,38 mg
EAG.g-1 e 2,47 a 4,41 mg EQ.g-1 (CASTRO et al., 2007).

De fato, os dados encontrados sugerem que a propolis de diferentes localidades

apresentam diferentes conteudos de compostos fendlicos, o que pode ser
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resultante dos diferentes métodos de extracdo, além da localizacdo geografica, a
origem botanica das plantas, as grandes distancias entre o local de origem e as
diferentes praticas apicolas (FROZZA et al., 2013). Segundo Falcéo et al. (2010),
a diversidade de compostos fendlicos presentes na propolis esta relacionada com
a complexidade das resinas vegetais utilizadas pelas abelhas, mas também pela
combinacéo de varias espécies botanicas visitadas, principalmente em locais de
grande diversidade de plantas.

Segundo Cabral et al. (2009), a escolha do solvente tém influéncia nos compostos
que sdo extraidos da propolis, incluindo o teor de compostos fendlicos e
consequentemente, influenciando a atividade biol6gica. De acordo com Silva et al.
(2012), o uso de solventes muito polares como a agua, reduz sua solubilidade,
pois a propolis possui compostos hidrofilicos e hidrofébicos, sendo mais
apropriado o uso de solventes de polaridade intermediaria, como o alcool etilico.
Além disso, extratos hidroalcodlicos apresentam a vantagem de ndo serem

toxicos ao consumo humano.

3.2 Espectroscopia de absorcao na regido Ultravioleta-Visivel

O espectro de absorcao dos extratos hidroalcodlicos de amostras de prépolis esta
representado na figura 1. As amostras apresentaram espectros semelhantes, com
a absorcdo maxima entre 290 e 400nm. Apenas a amostra oriunda de Pedro
Osorio apresentou um espectro de absorcéo inferior, de 290 a 350nm, o que pode
ser relacionado ao seu menor teor de compostos fendlicos e de flavonoides. O
resultado é coerente com a absor¢cdo da maioria dos compostos fendlicos que é

de 250 a 350 nm.
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Figura 1. Grafico do espectro de absorcdo no UV-visivel de extratos

hidroalcoolicos de propolis de diferentes regides.

Esta analise € um dos parametros fisico-quimicos mais utilizados para se avaliar
os extratos de prépolis, devido as suas atividades farmacoldgicas serem
relacionadas ao conteudo de compostos fendlicos, como o0s grupos dos
flavonoides e dos acidos fendlicos, os quais absorvem na regido do ultravioleta.

De acordo com Castro et al.(2007) as prépolis dos tipos 6 (Nordeste) e 12
(Sudeste) do Brasil apresentam um perfil de absorcdo com absorbancias
maximas em 279 e 302 nm, respectivamente. Silva et al. (2012) encontraram
espectros semelhantes ao do presente estudo em amostras de propolis

Portuguesa, com absor¢cdo maxima entre 290 nm e 370 nm.

3.3 Capacidade antioxidante

3.3.1 Sequestro do radical DPPH

Dentre os métodos aplicados para avaliacdo do potencial antioxidante, 0 método
de sequestro do DPPH é um dos mais utilizados. Este método é considerado
simples e rapido, e € empregado em grande parte dos trabalhos que avaliam o
potencial antioxidante de substancias puras e de amostras complexas.

Analisando as diferentes concentracdes de extratos testadas, observou-se que da
menor até a maior concentracdo empregada, a amostra oriunda de Rio Grande
apresentou capacidade antioxidante proxima ao valor do padrdo quercetina

utilizada como um controle. Na maior concentracéo testada, de 250 pg.mL-1, as
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duas amostras de prépolis oriundas de Pelotas e a amostra de Rio Grande
apresentaram valores proximos ao do controle, inibindo aproximadamente 90%
dos radicais DPPH, enquanto a quercetina apresentou 97,14%. Porém, as
amostras da cidade de Cangucu e de Pedro Osério, mesmo em concentracfes
maiores, nao conseguiram inibir 50% dos radicais livres (IC50), ndo sendo
possivel encontrar o valor de IC50 para essas amostras (Tabela 1), sendo
necessarias concentracoes de extrato de prépolis superiores das empregadas no
presente estudo.

As amostras que apresentaram maior capacidade antioxidante (Rio Grande e
Pelotas) também apresentaram altos teores de compostos fendlicos e de
flavonoides. As amostras com menores teores desses compostos (Cangucu e
Pedro Osorio) apresentaram acao antioxidante significativamente inferior,
sugerindo uma grande influéncia desses compostos na acdo contra os radicais
livres.

Campos et al. (2014) analisando EHP provindas do Estado de Mato Grosso-
Brasil, pelo método de DPPH, encontraram IC50 de 40 pg.mL-1, demostrando
que esta propolis apresenta capacidade antioxidante superior as amostras
analisadas neste trabalho. No entanto, Frozza et al. (2013) encontraram um IC50
de 270,13 pg.mL-1 para propolis brasileira da regido Nordeste, valor este bem
superior ao encontrado neste estudo para as amostras de Pelotas, Pelotas 2 e
Rio Grande, demonstrando menor capacidade antioxidante que as amostras
analisadas no presente estudo.

As variacdes nos resultados da capacidade antioxidante entre os estudos com
propolis podem ter ocorrido devido a diferentes técnicas de extracdo, bem como

variacdes no periodo de coleta e localizac&o.
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3.4 Atividade antibacteriana

Os resultados para a atividade antimicrobiana das amostras estdo expostos na
tabela 2. Todas as amostras de propolis testadas apresentaram atividade
antibacteriana, porém os resultados variaram de acordo com concentracdo e com

a origem da amostra.

Tabela 2. Concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida
minima (CBM) de extratos hidroalcoodlicos de prépolis de cidades do Sul do RS
frente a bactérias patogénicas Staphylococcus aureus, Escherichia coli O157:H7
e Listeria monocytogenes.
Amostras  S. aureus L. monocytogenes E. coli
CIM CBM CiM CBM CIM CBM
Cangucu 0,53 aB 3,13 bB
6,25 aB
1,25cB 0,36 aB 3,13 bB 6,25 aA 12,50 aA
P. Osorio
Pelotas 0,2 aC
0,1 aA 0,65 aB
1,33 aA 6,25 aB
1,56 cA 6,26 aA
1,56 cA 12,50 aA
1,56 cA
Pelotas2 0,43 aA 1,25cB 1,04aA 156CA 1,31 cA

1,56 cA
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Rio Grande 0,2 aB1,56 dB 0,91 aB 1,56 cB 3,13 bA
3,13 bA
Médias seguidas pela mesma letra minascula na coluna nao diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05). Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Resultados do CIM e da CBM
sao expressos em mg.mL-1.
Para a E. coli, as duas amostras de propolis de Pelotas foram as que
apresentaram maior potencial inibitorio, pois provocaram inibicbes bacterianas em
menores concentracdes de extrato, apresentando o menor CIM, com 1,31 e 1,56
mg.mL-1 para Pelotas 2 e Pelotas, respectivamente. As amostras de prépolis
oriundas de Cangucu e de Pedro Osorio necessitaram de maiores concentracfes
de propolis para causar a inibicdo de E. coli O157:H7, de 6,25 e 6,26 mg.mL-1,
respectivamente.
A concentracdo bactericida (CBM) dos extratos foi superior ao CIM na maioria das
amostras, e em algumas foi a mesma concentracao (Tabela 2). De acordo com
Tosi et al. (2007), os efeitos bactericidas e bacteriostaticos de extratos de prépolis
dependem da concentracdo adicionada e sao influenciadas pelo método de
extracao.
Houve grande variacéo entre as CIM e as CBM, enquanto para a S. aureus e L.
monocytogenes a CBM de algumas bactérias necessitou da concentracdo de
propolis seis vezes superior a CIM. Para E. coli a concentragcdo duas vezes
superior foi suficiente para a CBM. No entanto os valores da CIM para S. aureus e
L. monocytogenes foram, na sua maioria, inferiores as necessarias a E. coli,

diferindo significativamente.
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Como esperado, a E. coli apresentou maior resisténcia ao extrato de propolis,
sendo que sua CIM e CBM foram superiores as CIM e CBM necessarias para S.
aureus e L. monocytogenes. Varios autores tém estudado a atividade
antimicrobiana da propolis, enquanto alguns trabalhos encontraram acdo somente
em bactérias Gram-positivas e alguns fungos, alguns outros encontraram
atividade também contra as bactérias Gram-negativas, porém utilizando maior
concentracdo do extrato de propolis, segundo 0 que ocorreu no presente estudo
(MARCUCCI, 1995).

Acredita-se que os compostos presentes na prépolis, como flavonoides, acidos e
ésteres aromaticos atuem na parede celular destas bactérias, e como as Gram-
negativas possuem estrutura quimicamente mais complexa, apresentando a
membrana externa contendo proteinas, fosfolipidios e lipopolissacarideos, reduz a
efetividade desses compostos. Os lipopolissacarideos promovem uma barreira a
permeabilidade de substancias hidrofébicas, e s@o 0s responsaveis pela
antigenicidade, toxicidade e patogenicidade das Gram negativas, 0 que as tornam
mais resistentes a acao da prépolis do que as bactérias Gram-positivas (VARGAS
et al., 2004).

Kalogeropoulos et al (2009), testaram a atividade antimicrobiana de extratos
etandlicos de propolis de regides distintas da Grécia e do Chipre. Ambas as
amostras exibiram atividade antibacteriana, inibindo as bactérias Gram-positivas
S. aureus (0,15-0,60 mg.mL-1), L. monocytogenes (0,08-0,3 mg.mL-1) e B. cereus
(0,02-0,15 mg.mL-1) em menores concentracdes do que as Gram-negativas E.
coli O157:H7 (5 mg.mL-1) e Salmonella Typhimurim (2,50 mg.mL-1). No entanto,
0S extratos nado inibiram as bactérias acido-laticas L. delbrueckii subsp., L.

delbrueckii plantarum, L. bulgaricus e L. casei. Esses resultados apontam para
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seu potencial para ser utilizado como conservante e antimicrobiano em alimentos,
especialmente os fermentados, pois inibiu bactérias patogénicas e nao causou
inibicdo em bactérias acido-laticas.

As variacfes encontradas nos diferentes estudos na determinacédo da CIM podem
ser atribuidas a fatores, como o micro-organismo e a cepa utilizada no teste, a
origem da amostra de prépolis, a época da coleta, entre outros (FENNEL et al.,
2004). Kalogeropoulos et al. (2009), atribuem a atividade antimicrobiana ao
sinergismo entre os compostos da classe dos flavonoides, terpenos, acidos
fendlicos e seus ésteres, o que poderia ser a razdo para a alta atividade
antimicrobiana da propolis de diferentes regides.

No entanto, para Uzel et al. (2005) a atividade antimicrobiana é devido aos
flavonoides, em especial a pinocembrina, a galangina e ao CAPE, agindo através
do mecanismo de acdo de inibicdo da RNA polimerase. Outros estudos revelam
que o acido caféico, acido benzéico e 4cido cindmico causam danos a membrana
citoplasmatica e a parede celular, o que causaria perda dos ions potassio e
posterior autblise. A quercetina é apontada por aumentar a permeabilidade da
membrana, fazendo com que a célula perca a capacidade de produzir adenosina
trifosfato (ATP) (MOREIRA, ROGAO, ESTEVINHO, 2011).

Um mutante de E. coli resistente a canamicina, neomicina e ampicilina nao
adquiriu sensibilidade aos antibidticos na presenca de 200 ou 400 pg.mL-1 de
propolis. Dessa forma, o uso da propolis associado a um antibidtico, pode diminuir
a resisténcias dos micro-organismos, evitando o uso de antibioticos mais fortes
(MOREIRA, ROGAO, ESTEVINHO, 2011).

O estudo realizado por Marcucci et al. (2001), com propolis oriundos de diferentes

regides de Taiwan verificou que a CIM e a CBM dos extratos etandlicos para S.
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aureus variou de acordo com periodo e o local em que foi realizada a coleta com
um CIM de 15 pg. mL-1 e CBM variando entre 15 e 60 pg. mL-1. Castro et al.
(2007) também encontraram variagcdes nos valores de CIM de acordo com 0s
periodos de sazonalidade envolvendo as safras apicolas em amostras de propolis
da regido Sudeste e Nordeste do Brasil. No periodo de inverno houve diminui¢ao
da atividade antimicrobiana e aumento em periodos de seca, isto porque no
inverno ha uma menor concentracéo dos fitoquimicos no vegetal onde as abelhas
coletam a resina.

No geral, as amostras de Pelotas e Rio Grande apresentam os melhores
resultados para a atividade antibacteriana, havendo uma associacdo entre a
concentracdo de fitoquimicos e atividade antimicrobiana. Observou-se que as
amostras com maior capacidade antioxidante apresentaram também as melhores

atividades bactericidas (método da CBM).

3.5 Atividade citotoxica

A figura 2 demonstra os resultados dos extratos hidroalcodlicos de propolis em
concentracbes variadas (25-500 pg.mL-1), administrados a linhagem de
melanoma (B16F10) apdés 48h do tratamento. Observa-se que o0s extratos de
amostras de prépolis Pelotas 1, Rio Grande e Cangucu demonstraram-se mais
efetivas na atividade antiproliferativa frente a linhagem tumoral estudada, pois
causaram reducéo de células viaveis na linhagem em que foram testadas. Com

relacdo as demais amostras, houve baixa capacidade em inibir o crescimento das

células tumorais, apos 48h de exposicao ao tratamento.
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Figura 2. Gréfico da viabilidade das células de linhagem de melanoma de
camundongo B16F10 expostas a diferentes concentracdes e diferentes extratos
hidroalcoodlicos de prépolis apdés 48h. Os valores apresentados no eixo X sao
referentes a concentragdes utilizadas e sao expressas em ug.ml-1. No eixo Y sao
apresentados os valores, em porcentagem, de viabilidade celular pelo ensaio do
MTT em comparacdo com o grupo controle (DMSO). Os dados foram analisados
por ANOVA de duas vias seguido de Tukey como teste post-hoc (* = p<0,05; ** =

p<0,01).

Os extratos das amostras de prépolis oriundas de Rio Grande e de Pelotas 1
apresentaram elevado teor de fitoquimicos e alta capacidade antioxidante e
portanto, sendo esperado seu efeito citotoxico. Entretanto, o extrato da amostra
de propolis de Cangucu ndo apresentou altos teores de flavonoides e de
compostos fendlicos, sugerindo que a atividade citotoxica desta propolis ndo esta
somente relacionada com a presenca deste grupo de fitoquimicos
tradicionalmente presentes em outros tipos de prépolis brasileira. Ainda, que esta
amostra possua algum composto especifico da classe geral destes compostos
que ndo esteja presente nas demais amostras; e isto poderia ser justificado
devido a grande variedade de vegetacdo que as abelhas podem utilizar no
preparo da propolis.

Apos 72h de tratamento (Figura 3) os resultados demonstram que as prépolis
oriundas das cidades de Rio Grande, Pelotas 1 e Cangucu possuem alta
capacidade antitumoral nas concentracdes testadas, e por isso, a continuidade de
mais estudos utilizando menores concentracdes do EHP, seria interessante.

Segundo critérios do Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI,
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2014), para um extrato bruto ser considerado promissor para posterior isolamento,
purificacdo e elucidacéo estrutural dos seus principios ativos, sua IC50 deve ser
menor que 30 pg.mL-1, o que classifica o extrato do presente estudo como sendo

promissor para a linhagem tumoral investigada.

Figura 3. Gréfico da viabilidade das células de linhagem de melanoma de
camundongo B16F10 expostas a diferentes concentracfes e diferentes extratos
hidroalcoodlicos de propolis, apds 72h. Os valores apresentados no eixo X séo
referentes as concentragdes utilizadas e sdo expressas em pg.mL-1. No eixo Y
sdo apresentados os valores, em porcentagem, de viabilidade celular pelo ensaio
do MTT apo6s 72h em comparacdo com o grupo controle solvente (DMSO). Os
dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguido de Tukey como teste

post-hoc (* = p<0,05; ** = p<0,01).

Estes resultados sdo extremamente positivos e encorajadores para o
desenvolvimento de novas pesquisas que analisem a integridade da membrana
celular e investiguem o mecanismo de a¢do da propolis do Sul do Rio Grande do
Sul, e com o objetivo de que, futuramente, a propolis passe a ser utilizada na
prevencao e no tratamento do cancer.

Percebeu-se uma relacdo positiva entre o teor de compostos fendlicos, a
atividade antioxidante e a atividade citotoxica, sendo que, no geral os extratos das
amostras com maior teor de compostos fendlicos causaram maior percentual de
inibicAo nas células cancerigenas, e os extratos das amostras com menor teor
desses fitoquimicos ndo foram tdo efetivas na inibicdo da linhagem tumoral de

melanoma de camundongo (B16F10). Também foi observado uma relacdo entre
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os melhores resultados citotoxicos das amostras provindas de Rio Grande e de
Pelotas 1 e sua alta capacidade antioxidante, avaliada pelo método com DPPH.
Segundo Frozza et al. (2013), os compostos fenolicos encontrados na prépolis
sdo conhecidos por possuirem capacidade antioxidante, e estas propriedades
podem ter funcéo essencial na atividade anticancerigena.

Gregoris et al. (2011) aplicaram amostras de propolis provindas da Italia em
protetores solares, e os resultados demonstraram que a prépolis e alguns de seus
fitoquimicos podem ser utilizados em formula¢gdes de protetores solares devido as
suas propriedades antioxidantes, atribuidas aos flavonoides, além de ter
apresentado um amplo espectro de fotoprotecado ultravioleta A (UVA) e ultravioleta
B (UVB).

Aos ésteres do acido cafeico tem sido atribuida a capacidade de aumentar a
fosforilacdo e a expressao da proteina p53, que podem acelerar o processo de
apoptose celular. Ha relatos de que a acdo destes compostos resulta da inducao
pela via das caspases na apoptose (MOREIRA, ROGAO, ESTEVINHO, 2011).
Isto se deve, em parte, a solubilidade deste composto em meio oleoso, 0 que
permite sua passagem através da membrana celular e sua entrada nas células de
melanoma, causando entdo apoptose das células.

Braganhol et al (2006) analisou o efeito da quercetina na linhagem tumoral de
células de glioma humano (U138MG), e os resultados demonstraram que este
flavonoide teve um efeito antiproliferativo, induzindo a morte celular através da
ativacdo de apoptose e paragem na barreira G2 do ciclo celular.

Vérios estudos foram realizados com a propolis, mas ndo foram encontrados
relatos de que ela seja toxica para ao homem ou animais. Em estudos realizados

por Mohammadzadeh et al. (2007), administrando doses de propolis de até
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20.000 mg.kg-1 de peso corporal de ratos, ndo demonstraram morte alguma ou
alteracdo em sinais clinicos e comportamentais em até 48 h.

Fernandes et al. (2014), avaliaram extratos de propolis brasileira contra um
modelo de Drosophila melanogaster, sem encontrar efeitos genotoxicos nos
extratos em nenhuma das concentracdes testadas (3,0 - 12,0 mg.mL-1), e ainda
foram encontrados efeitos antigenotoxicos contra danos induzidos pela
doxorubicina. Os efeitos protetores foram atribuidos ao alto teor de compostos
fendlicos e da atividade antioxidante da propolis. Os compostos fendlicos séo
conhecidos por proteger a estabilidade do genoma, devido as suas diversas
propriedades biolégicas, incluindo a capacidade antioxidante (FERNANDES et al.,
2014).

Frozza et al. (2013) testaram extratos etandlicos de propolis vermelha do Estado
de Sergipe - Brasil, encontrado citotoxicidade em células tumorais de laringe e da
coluna cervical apés 24h de tratamento. Estudo recente utilizando culturas
primarias de células normais e cancerigenas demonstrou que extratos
metandlicos de propolis de origem Portuguesa apresentaram seletividade in vitro
(VALENTE et al., 2011). Os resultados foram observados em células de cancer da
prostata em comparacdo com as células epiteliais da préstata humana normal,
havendo maior eficacia na inibicdo das células tumorais tratadas com extratos de
propolis, sem causar morte celular nas células normais (MORAES et al., 2010).
Salienta-se que a seletividade é um parametro importante para a prevencao e
tratamento do cancer (FROZZA et al., 2013).

Produtos naturais, assim como a prépolis, tem sido alvo de pesquisas para o
desenvolvimento de novas drogas, especialmente drogas que possam ser

empregadas na quimioterapia, uma vez que estes produtos causam poucos
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efeitos secundarios, se comparados as drogas atualmente utilizadas (CASTALDO
e CAPASSO, 2002). A propolis tem sido o objeto de muitas pesquisas e tem
demonstrado resultados satisfatorios na atividade antitumoral, como evidenciado

neste estudo e corroborado por outras pesquisas.

4. Concluséo

Constatou-se uma grande variacdo no teor de compostos fendlicos e de
flavonoides nos extratos hidroalcodlicos de propolis do Sul do Rio Grande do Sul.
As amostras provindas de Pelotas e de Rio Grande apresentaram oS maiores
teores, sendo comparaveis com amostras de outras regifes do Brasil e de outros
paises. As amostras de Pelotas e de Rio Grande apresentaram alta capacidade
antioxidante, sendo superiores as demais e coincidindo com o0s teores mais
elevados de fitoquimicos nessas amostras.

Quanto a atividade antibacteriana, todos os extratos das amostras de prépolis
foram eficazes na inibicdo das bactérias testadas, apresentando atividade
bacteriostatica e bactericida. De uma maneira geral, os resultados foram melhores
na inibicdo das bactérias Gram-positivas (S. aureus e L. monocytogenes).
Constatou-se efeito citotoxico em células de céncer de melanoma, porém
houveram variacfes entre as amostras, e o efeito foi dependente da concentragao
e do tempo utilizado, sendo as amostras de Rio Grande, Cangucu e Pelotas as
mais eficazes. Estes resultados indicam que as amostras analisadas podem ser
utilizadas para fins alimenticios como conservantes, e para fins farmacologicos
podendo ser consumida na forma de extratos, capsula ou adicionado em produtos

dermatoldgicos, devido as suas acdes antioxidante, antibacteriana e citotoxica.
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Sugerem-se mais estudos com propolis do Rio Grande do Sul, de forma a
caracterizar e identificar os compostos responsaveis pelas atividades biolégicas,

bem como de estabelecer relacdo com a fonte botéanica.
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