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RESUMO

SANCHES, Marcia Aparecida, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, Junho de 2014.
Acdo da propolis de Scaptotrigona aff. postica (Latreille, 1807) (Hymenoptera,
Apidae, Meliponini) em diferentes linhagens de células tumorais. Orientador:
José Eduardo Serrao.

A proépolis de abelhas sem ferrdao (Apidae, Meliponini) vem sendo estudada nos
ultimos anos em varias linhagens de células tumorais quanto a citotoxidade de
seus componentes. Neste estudo, extratos etandlicos de prépolis de Scaptotrigona
aff. postica nas concentragdes: 1 mg/mlL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL e 0,125 mg/mL
foram avaliados em linhagens de adenocarcinoma mamario (MCF7), melanoma
murino (B16-F10), astrocitoma (U343MG-a) e fibroblastos de camundongos (3T3).
Os resultados evidenciaram que a prépolis de S. aff. postica apresenta atividade
citotéxica em todas as linhagens celulares nas concentracdes utilizadas.As fracées
do extrato etandlico obtidas a partir de diferentes solventes (hexano,
hexano:acetato, acetato, acetato:metanol, metanol) mostraram atividade citotoxica
para todas as linhagens celulares, com exce¢do para a fracdo hexano, cujas
porcentagens de mortalidade foram baixas ou nulas. Determinag¢des analiticas da
fracdo hexano:acetato evidenciaram a presenca do esteroide etisterona e de
cardanol I. Os resultados apresentados confirmam a possibilidade de uso da

propolis de S. aff. postica como fonte de substancias antitumorais.
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ABSTRACT

SANCHES, Marcia Aparecida, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 2014.
Effect of the propolis from Scaptotrigona aff. postica (Latreille, 1807)
(Hymenoptera, Apidae, Meliponini) in some tumoral cells. Adviser: José
Eduardo Serrao.

Propolis of stingless bees (Apidae, Meliponini) has been studied as potential
cytotoxic agent against some tumor cell. In this study, ethanolic extracts of
propolis of Scaptotrigona aff. postica at concentrations of 1mg/mlL, 0.5 mg/ml, 0.25
mg/mL and 0.125 mg/mL were tested against breast adenocarcinoma (MCF7),
murine melanoma (B16-F10), astrocytoma (U343 MG-a) and mouse fibroblasts
(3T3). The results showed that propolis S. aff. postica has cytotoxic activity in all
cells at the concentrations used. The fractions of the ethanolic extract obtained
from different solvents (hexane, hexane:acetate, acetate acetate:methanol,
methanol) showed cytotoxic activity for all cell, except for the hexane fraction.
Analytical determinations of hexane:acetate fraction showed the presence of
steroid ethisterone and cardanol I. The results presented confirm the possibility of

using propolis S. aff. postica as a source of antitumor substances.



1 INTRODUCAO

A Ordem Hymenoptera é uma das maiores em diversidade de espécies da
Classe Insecta e possui aproximadamente 150 mil espécies descritas, entre elas,
espécies fosseis desde o Periodo Triassico (Triplehorn & Johnson, 2005). Nessa
Ordem, os representantes da Familia Apidae sao caracterizados pela modificacdo
do ovipositor em ferrdo e, de todas as Tribos dessa Familia, somente os
representantes da Tribo Meliponini sofrem atrofia do ferrdo durante o seu
desenvolvimento, sendo por esse motivo, chamados abelhas sem ferrdao (Nogueira-
Neto, 1997).

As abelhas da Tribo Meliponini formam um grupo de 15 géneros
neotropicais com 619 espécies descritas (Camargo & Pedro, 2013). Caracterizam-
se por serem altamente eussociais (Michener, 2000) e por produzirem cera, pélen,
mel e prépolis.

A polinizagdo de plantas nativas e cultivadas pelas abelhas Meliponini sao
de grande importancia ecolégica e econémica (Kerr et al., 1996; Slaa et al., 2006) e
ha mais de uma década a prépolis ou geoprdpolis de varias de suas espécies tem
sido estudada quanto as atividades biolégicas.

Em razdo da diversidade de biomas e da variedade de plantas visitadas
pelas abelhas sem ferrdo, a prépolis apresenta constituicdo variada (Dutra et al,
2008; Manrique & Santana, 2008). Determina¢des quimicas evidenciaram a
presenca de compostos fenoélicos e terpenoides em maior quantidade nas propolis
dessas abelhas, possivelmente as substiancias responsaveis pelas agdes:
antioxidante (Adelmann, 2005; Manrique & Santana, 2008; Dutra et al., 2008;
Cunha et al, 2009; Sawaya et al, 2009; Souza, 2012; Silva et al, 2013);
imunomoduladora (Liberio et al, 2011), antimicrobiana (Bankova et al., 1999;
Miorin et al, 2003; Adelmann, 2005; Duailibe et al, 2007; Manrique & Santana,
2008; Campos et al., 2008; Farnese et al., 2009; Liberio et al., 2011) e antitumoral
(Akatsu, 2009; Aratjo et al, 2010; Borges et al, 2011) encontradas, como
antiproliferativa e de inibicdo da viabilidade celular.

A agdo antitumoral da prépolis de abelhas Meliponini ocorre por inibicdo da
proliferacao e da viabilidade celular como evidenciado em estudos realizados em

diversas linhagens de células tumorais (SCC-158, Silva et al., 2011; OSA, Cinegaglia



et al, 2013). Em estudos com prépolis de Scaptotrigona sp. e S. aff. postica foi
identificada acdo antiproliferativa contra células das linhagens U343, U251 e MRV-
5 in vitro (Borges et al., 2011) e MCF7, in vivo (Araujo et al., 2010).

A determinacdo da constituicdo da propolis de diferentes espécies de
abelhas Meliponini, nas diversas regides do pais, pode levar a identificagdo de
substancias com atividades bioldgicas, que possam ser de interesse farmacoldgico

e orientar o estudo dos mecanismos de acdo dessas substancias a nivel celular.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial citotéxico do extrato
etanodlico da propolis de Scaptotrigona affinis postica e identificar compostos

presentes nesse extrato que apresentem uma agéo antitumoral.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Preparar o extrato etanoélico da prépolis de S. aff. postica a partir de

metodologia utilizada para identificacao fitoquimica.

2.2.2 Caracterizar o extrato etandlico da prépolis e realizar o seu

fracionamento.

2.2.3 Testar o extrato etandlico da prépolis e suas fracdes em células
normais (fibroblastos de camundongos 3T3) e em linhagens de células tumorais
(adenocarcinoma mamario MCF7, astrocitoma U343 MG-a, melanoma murino B16-

F10), a fim de verificar a taxa de morte celular em cada linhagem.

2.2.4 ldentificar compostos com agdo citotéxica no extrato etandlico de
propolis de S. aff. postica por métodos analiticos de Cromatografia Comparativa em
Camada Delgada, Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas e de

Ressonancia Magnética Nuclear.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Scaptotrigona affinis postica (LATREILLE, 1807)(APIDAE, MELIPONINTI)

O género Scaptotrigona Moure (1942) é composto por 24 espécies
(Fernandez, 2008) conhecidas popularmente como abelhas canudo, mandaguari,
tubi e tubiba. A espécie Scaptotrigona affinis postica (Latreille, 1807), conhecida
como timba amarela, tem distribuicdo geografica na Regido Neotropical, nos
seguintes paises: Bolivia (Santa Cruz), Brasil (Bahia, Ceara, Goias, Maranhdo, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Pernambuco, Piaui, Sdo Paulo,
Tocantins) e Peru (Huanaco) (Camargo & Pedro, 2013).

Essas abelhas sociais constroem seus ninhos em darvores vivas ou em
cavidades artificiais (Roubik, 1992; Knoll et al., 1993), que apresentam uma
entrada caracteristica, semelhante a um tubo, daf a referéncia do nome popular.

A propolis dessas abelhas pode ser facilmente coletada no lado interno das
caixas de criacdo, na tampa e na regiao superior das paredes. De modo geral, sdao
abelhas facilmente manipulaveis, embora apresentem comportamento um pouco
agressivo quando perturbadas, com mordiduras na pele das maos e bracos e na

regido da cabeca.

Figura 1. Foto de um ninho de Scaptotrigona aff. postica com tubo de entrada
caracteristico, em Terras de Ismael, Jardinépolis, SP.



3.2 CONSTITUIGAO DA PROPOLIS DE ABELHAS SEM FERRAOQ

A propolis constitui-se de substancia formada por 6leos e resinas coletadas
pelas abelhas em diferentes partes dos vegetais, a partir de exsudatos
provenientes de cortes ou em brotos e botdes florais (Bankova et al., 2000), que
sdo misturados com cera produzida por elas, em seu aparato bucal. Essa substancia
é utilizada em estruturas do ninho (tubos de entrada, invélucro), nas vedacdes de
frestas e, em pequenas porg¢oes, para protecdo contra invasores (Nogueira-Neto,
1970; Roubik, 2006; Santos et al., 2009; Gastauer, et al., 2011).

A propolis pode ser encontrada na forma pura e pegajosa ou em mistura
com outros compostos. Na forma pura é encontrada em ninhos de Tetragonisca
angustula (Latreille, 1811) e em vdrias espécies de Plebeia (Santos et al., 2009,
Gastauer et al., 2011), porém, na maioria das espécies, a préopolis é misturada a
ceras, formando o cerume e também com o solo, formando o geoproépolis (por
exemplo, no género Melipona) (Roubik, 2006).

Outros materiais como flores, folhas e sementes podem estar aderidos a
entrada dos ninhos (Nogueira-Neto, 1970), como em ninhos de Melipona seminigra
merrilae Cockerell (1919), cujo geopropolis é formado com barro e resinas
misturados com sementes de Vismia sp. (Clusiaceae) (Absy & Kerr, 1977). Esse
comportamento de aderir sementes e folhas também foi observado para M.
fuliginosa Lepeletier (1836) (Roubik, 1989), porém, as sementes e resinas do ninho
dessa espécie e de outras da Amazodnia Central sdo de Coussapoa asperifolia
magnifolia (Cecropiaceae) (Garcia et al., 1992).

A constituicdo da propolis de Meliponini é variavel e dependente de varios
fatores, como:

a. da espécie de abelha. As espécies podem ter preferéncia por algumas
espécies vegetais, como T. angustula por Euphorbia milii (Gastauer et al.,
2011) e Schinus terebenthifolius (Sawaya, 2006), ambas Euphorbiaceae.

b. da planta fornecedora de resinas e 6leos e dependente do bioma onde o
ninho esta localizado. As abelhas dessa tribo coletam material botanico em
plantas préximas aos seus ninhos (Velikova et al.,, 2000b).

c. de fatores internos da col6nia. As abelhas podem ser seletivas na coleta das

resinas de acordo com diferentes situacdes, como foi observado para



operarias de M. scutellaris Latreille (1811), que modificam seus habitos de

coleta e de incorporacdo de resinas apds a invasdo de operarias de M.

rufiventris Lepeletier (1836) (Pianaro, 2007), resultando em uma prépolis

com diferente composi¢do quimica.

d. das condi¢cdes ambientais. O comportamento diferenciado de coleta de
propolis de acordo com a sazonalidade foi observado por Santos et al.
(2009), que avaliaram a deposicao de acumulo de prdpolis viscosa em
coldonias de Plebeia emerina (Friese, 1900) do Rio Grande do Sul, com maior
quantidade de propolis no periodo de abril a setembro. A influéncia da
sazonalidade nas atividades de coleta de prépolis também foi registrada
para M. scutellaris na Bahia (Souza et al., 2011), para Scaptotrigona spp. no
Maranhao e para S. depilis e S. bipunctata (Lepeletier, 1836) em Sdo Paulo
(Sawaya et al., 2009).

O estudo da constituicdo da prépolis de diferentes espécies de abelhas
Meliponini, nas diversas regides do pais, pode indicar a presenca de moléculas com
atividades biologicas, bem como as plantas que serviram como fonte de suas
resinas.

A constituicdo quimica da proépolis de Meliponini no Brasil tem sido
estudada por varios autores, como por Bankova et al. (1998), que detectaram mais
de cinquenta compostos na geoprépolis de M. fasciculata Smith (1854), M.
quadrifasciata Lepeletier (1836) e no proépolis de Tetragona clavipes (Fabricius,
1804).

A proépolis de T. angustula e de Apis mellifera de mesma localidade (Brotas,
SP), foram comparadas, pois onde havia referéncia de visita de ambas as abelhas a
planta Tipuana tipo (Fabaceaea). Nesse estudo, um padrdao cromatografico
semelhante foi detectado na prépolis de ambas as espécies e mais de trinta
substancias quimicas foram caracterizadas para T. angustula, com predominancia
de triterpenos (lupeol e lupenona) (Dos Santos Pereira et al., 2003).

Os compostos: terpenos com grupamentos acidos foram identificados na
propolis de T. angustula e em outras espécies de Meliponini (Plebeia sp., P. remota
(Holmberg, 1903), P. droryana (Friese, 1900), Lestrimelitta spp., M. quadrifasciata
Lepeletier (1836), Trigona spinipes (Fabricius, 1793), T. clavipes (Fabricius, 1804),



Nannotrigona testaceicornis (Lepeletier, 1836), S. bipunctata (Lepeletier, 1836), M.
scutellaris Latreille (1811), M. favosa (Fabricius, 1798) (Sawaya, 2006).

Na comparagdo da proépolis de Scaptotrigona sp. (Barra do Corda,
Maranhao) e de S. aff. depilis (Moure, 1942) (Luiz Antdnio, Sdo Paulo) verificou-se
que apresentavam constituicdo quimica diferente, onde foram encontrados os
compostos terpenos com grupamentos acidos, na propolis de Scaptotrigona sp. e
triterpenos (a-amirina, lupeol) e grupos acidos E/Z-comunico, agatalico e agatico,
na propolis de S. aff. depilis (Akatsu, 2009). Em outro estudo, substancias fenoélicas
e triterpenos em altas concentragdes e auséncia de esteroide foram detectadas na
propolis de S. aff. postica (Barra do Corda, Maranhdo) (Araujo et al, 2010).

A geopropolis de M. fasciculata Smith, 1854 (Baixada Maranhense) foi
caracterizada por possuir compostos fenélicos em maior concentragao, triterpenos
e saponinas (Dutra et al., 2008). Adicionalmente, Freitas et al. (2008) isolaram
triterpenos cicloartanos e flavonoides na prépolis de T. spinipes.

Os flavonoides representam uma das substancias responsaveis pelas acdes
antioxidantes de diversos tipos de prépolis. No geopropolis de M. subnitida Ducke
(1910) (Paraiba) foram identificados sete flavondides e dois fenilpropanoides
glicosilados (Souza, 2012). Semelhantemente, quatro outros tipos de flavondides
foram encontrados na geopropolis de M. interrupta Latreille (1811), da regido
amazonica (Silva et al, 2013), mas diferengas significativas nos teores dessas
substancias podem ocorrer em diferentes amostras, como foi relatado para M.
fasciculata, da Baixada Maranhense (Dutra et al., 2008).

Um resumo das substancias encontradas em proépolis de Meliponini no

Brasil pode ser observado na Tabela I.



Tabela I. Compostos detectados em amostras de prépolis de Meliponini.

ESPECIE

COMPOSTOS DETECTADOS

REFERENCIAS

Melipona compressipes
Tetragona clavipes
Melipona quadrifasciata

Melipona compressipes
Tetragona clavipes
Melipona quadrifasciata

Melipona quadrifasciata

Tetragonisca angustula

Tetragonisca angustula

Tetragonisca angustula, Plebeia
sp., Plebeia remota, Plebeia
droryana, Lestrimelitta spp.,
Trigona spinipes, Tetragona

clavipes, Nannotrigona

testaceicornis, Scaptotrigona
bipunctata, Melipona scutellaris,
Melipona favosa, Melipona

quadrifasciata
Melipona scutellaris
Melipona rufiventris

Melipona fasciculata

Melipona quadrifasciata,
Melipona compressipes,
Tetragonisca angustula,
Nannotrigona sp.
Trigona spinipes

Scaptotrigona sp.
Scaptotrigona aff. depilis
Melipona fasciculata
Scaptotrigona aff. postica
Melipona fasciculata

Scaptotrigona aff. Postica

Melipona subnitida

Melipona interrupta

Acidos diterpenos e triterpenos

Acidos, ésteres, alcoois, fenois, aldeidos,
monoterpenos, sesquiterpenos,
hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos

diterpenos, triterpenos

Acidos: 3-prenil-4-hidroxicinamico,
3,5-diprenil-4-hidroxicinamico,
2,2-dimetil-8-prenil-2H-1-benzopiran-6-
propenoico, 1 derivado acido cindmico
Mais de 33 substancias, principalmente
Triterpenos: lupeol, lupenona

Terpenos com grupamentos acidos

Terpenos e compostos fenolicos

Compostos fenolicos, triterpenos e
saponinas e auséncia de alcaloides
Flavonoides

Triterpenos cicloartanos: acido
magniferdlico, acido 3 hidroxi-24-
metilenocicloartan-26-oico e flavonoides:
3’'metilquercetina, sakuranetina, éter7
metil campferol, tricetina, éter 7 metil
aromadendrina
Terpenos com grupos acidos

Acidos E/Z comunico, agatalico, agatico
Triterpenos: a-amirina, lupeol
Flavonoides, polifenois
Terpenos e cumarinas
Flavonoides e triterpenos
Fendlicos, triterpenos, auséncia de
esteroides
Flavonoides: 7-metoxinarigenina; 7-metoxi
aromadendrina; 5-metoxi aromadendrina;
7-4’-dimetoxiaromadendrina; 3-metoxi
quercetina; 4’-metoxicanferol; 5-
metoxicanferol e fenilpropanoides
glicosilados: 6-0-p-coumarinol-D-
galactopiranosa e 1-0-coumarinol 6-0-
cinamoil-B-D-glicopiranosideo
Flavonéides: 5,7,4-triidroxiflavonona;
3,5,6,7,4’-pentahidroxiflavonol;
naringenina-4’-0-f3-D-glicopiranosideo;
miricetina-3-0-3-D-glicopiranosideo

BANKOVA et al. (1998)

BANKOVA et al. (1999)

VELIKOVA et al. (2000a)

MIORIN et al. (2003)

DOS SANTOS PEREIRA et.
al. (2003)

SAWAYA (2006)
SAWAYA et. al. (2007)

PIANARO (2007)

DUTRA et al. (2008)

MANRIQUE & SANTANA
(2008)

FREITAS et al. (2008)

AKATSU (2009)

CUNHA et al. (2009)
ARAUJO et. al. (2010)
LIBERIO et. al. (2011)

ARAUJO et. al. 2011

SOUZA (2012)

SILVA et al. (2013)




3.3 ORIGEM BOTANICA DA PROPOLIS DE ABELHAS MELIPONINI

As plantas que podem servir de fonte de resinas e éleos para os Meliponini
foram citadas em diferentes trabalhos. Representantes de Melastomataceae
(Mouriri), Gesneriaceae (Drymonia) e Malpighiaceae (Stigmaphyllon) foram
mencionadas como sendo plantas de importancia para essa tribo (Buchmann,
1987).

O dleo floral de Lophantera lactensis Ducke (Malpighiaceae) foi detectado na
propolis de T. angustula no sudeste do Brasil (Pianaro, 2007). Verificou-se para
essa abelha preferéncia por uma espécie de planta, apds estudos da proépolis e de
partes vegetais da mesma, em varias regioes do pais. Schinus terebenthifolius Raddi
(Anacardiaceae) é tida como a principal fonte de resina vegetal para a producdo de
prépolis para T. angustula, além de Araucaria, no sul do Brasil (Sawaya, 2006).

Gastauer et al. (2011) observaram T. spinipes e P. lucii Moure, 2004
coletando resinas em Clusia fluminensis no sul do Brasil e T. angustula e P. emerina
em Euphorbia milli. Na Venezuela, espécies de abelhas sem ferrdao também coletam
resina de flores em C. minor e C. major (Tomas-Barberan et al., 1993). A espécie T.
spinipes ainda foi observada coletando resina em Eucaliptus sp. (Gastauer et al.,
2011) e E. citriodora (Freitas et al,, 2008).

Em estudos comparativos das resinas da prépolis por espectrometria de
massas por ionizagdo por eletro spray, verificou-se que a prépolis de Scaptotrigona
spp. (Maranhao) apresentou ions marcadores de S. terebenthifolius e de coniferas,
e a proépolis de S. aff depilis (Sdo Paulo), ions de Hymenaea courbaril
(Caesalpinioideae) (Akatsu, 2009). Em um trabalho similar, diferencas regionais e
sazonais foram verificadas na constituicao quimica da prépolis, entre as espécies
Scaptotrigona spp. (Maranhao), S. bipunctata e S. depilis (Sao Paulo), embora para
todas as espécies as amostras de propolis apresentaram ions de S. terebenthifolius
e de coniferas (Sawaya et al., 2009).

A partir de algumas observacdes pudemos notar abelhas Meliponini
coletando resinas em caule de E. citriodora e em caules e folhas de Jatropha sp.

A andlise polinica da prépolis associada ao estudo da origem botanica das
amostras, pode ser utilizada como ferramenta para caracterizar regionalmente

amostras de propolis, ja que partes estruturais das plantas podem ficar aderidas as



suas resinas (Barth & Da Luz, 2003). Em um estudo realizado por essas autoras,
utilizando propolis de quatro espécies de Meliponini (7. angustula, M.
quadrifasciata, M. orbignyi (Guérin, 1844), Trigona sp.) de trés regides do Brasil,
foram detectados sessenta e quatro tipos polinicos.

Para a geopropolis de M. subnitida (Paraiba) foi observado um espectro
polinico relacionado as familias Leguminosaeae e Anacardiaceaea, onde foram
encontrados quatorze tipos polinicos, sendo os principais Senna (49 %), Astronium
spp- (11,76 %) e Piptadenia moniliformis (11,76 %) (Souza, 2012) e para a
geopropolis de M. fasciculata um estudo analisou amostras de trés regides
diferentes do Estado do Maranhdo, com a identificacdo de 38 tipos polinicos

pertencentes a 26 familias e a 29 géneros de plantas (Barros et al.,, 2013).

3.4 A PROPOLIS DE Apis mellifera AFRICANIZADA E SUAS PROPRIEDADES
BIOLOGICAS

A prépolis de A. mellifera africanizada é utilizada pelas abelhas nas paredes
internas para vedacdao de frestas e na entrada dos ninhos, e para embalsamar
invasores. O estudo da prépolis verde demonstrou que as resinas sdo coletadas
sempre no mesmo grupo de plantas e tém como principais fontes: B.
dracunculifolia, E. citriodora e A. angustifolia, nas regides sul e sudeste (Bankova et
al, 1999; Sousa et al., 2007). Na regiao do cerrado, a origem botanica da prépolis
caracteriza-se pelas plantas dos géneros Baccharis, Vernonia, Diclenia, Hyptis,
Mpyrcia, Schinus e Weinmania (Santos et al, 2003).

Essa propolis é formada por: resinas e balsamos (cerca de 55 %), ceras (30
%), Oleos volateis (10 %) e 5 % de pdlen e impurezas (Woisky & Salatino, 1998).
Mais de 300 compostos foram identificados, entre eles, enzimas, flavonoides,
aldeidos aromaticos, acidos graxos e fenolicos (cindmico, cafeico e seus ésteres),
aminoacidos, ions, vitaminas, entre outros (Bankova et al, 1998). Compostos
fendlicos estdo presentes, como flavonoides e derivados do acido cinamico e do
acido p-cumdrico e varios deles apresentam propriedades antitumoral e
antimicrobiana. As propriedades biol6gicas conhecidas da préopolis de A. mellifera
africanizada sdo: antimicrobiana (Sforcin et al, 2000; Orsi et al, 2005),

antiparasitaria (De Castro & Higashi, 1995; Freitas et al., 2006), antiinflamatéria
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(Paulino et al., 2008; Sforcin, 2010), antiviral (Shimizu et al., 2011; Finger et al,,
2010; Silva et al., 2010), antitumoral(Bazo et al., 2002; Orsolic et al., 2006; Bufalo
et al., 2007; Missima, 2009), imunomoduladora (Orsi et al. 2005; Sforcin et al.,
2002, 2005, 2008, 2010; Fischer et al., 2008), indutora de morte celular (Castro et
al., 2011), entre outras.

A agdo antimicrobiana da propolis de abelhas africanizadas se deve
principalmente a presenca de substancias como acidos p-cumaricos, prenilados e
diterpenos (Bankova et al, 2005). Mirzoeva et al. (1997) observaram que
substancias contidas na propolis alteravam a permeabilidade da membrana
bacteriana e inibiam a motilidade celular e sugeriram que essa acao era decorrente
da presenca de compostos derivados do acido cindmico e de flavonoides. Esses
autores sugeriram que tais substancias poderiam atuar como ionéforos, moléculas
de baixo peso molecular, soliveis em lipidios, que atuariam nos canais i6nicos da
membrana celular.

Orsi et al. (2005) avaliaram ac¢des da prépolis associada a antibiéticos
contra Salmonella typhimurium e observaram maior sinergismo com antibioticos
que atuam na parede bacteriana e na sintese proteica.

A atividade antifingica dessa propolis foi avaliada em ensaios de dele¢ado
génica em Saccharomyces cerevisae (Castro et al., 2011) e foi verificada inducao de
morte celular, mediada pela citocromo C e por acimulo de substancias oxigénio
reativas (ROS). Nesse estudo, os mecanismos celulares sensibilizados pela prépolis
foram aqueles relacionados a acidificagdo vacuolar, a regulacdo de autofagia, a
resposta celular a privacao de nutrientes, a regulacao do agente promotor da RNA
polimerase Il e a cadeia transportadora de elétrons mitocondrial.

Os efeitos dessa propolis no sistema imunoldégico tém mostrado que a
mesma pode induzir o aumento na geracdo de peroxido de hidrogénio em
macrofagos e a formacdo de anticorpos (Orsi et al, 2005; Sforcin et al., 2002,

2005).

3.5 A PROPOLIS DE ABELHAS MELIPONINI E SUAS ACOES BIOLOGICAS

As propriedades bioldgicas da prépolis de Meliponini do Brasil tém sido

investigadas por varios autores (Tabelas II e III). As substancias que podem ser
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responsaveis pelas atividades biolégicas encontradas (antibacteriana, antifingica,
antioxidante, imunomoduladora, anticancerigena) podem ser os compostos
fenolicos e os flavondides que, mesmo ocorrendo em baixas concentragdes, podem
apresentar tais propriedades (Adelmann, 2005; Manrique & Santana, 2008;
Farnese et al., 2009).

Varios estudos relacionaram a atividade antimicrobiana a presen¢a desses
compostos na propolis (Tabela II). Bankova et al. (1999) observaram fraca
atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e inatividade para
Escherichia coli para amostras de propolis de M. fasciculata, T. clavipes e M.
quadrifasciata. Para extratos da propolis de T. angustula foram detectadas
atividade antibacteriana em S. aureus (Miorin et al.,, 2003).

Em estudo comparativo entre a propolis de A. mellifera e propolis de
abelhas (P. remota, S. bipunctata e T. angustula) foram detectadas baixas
quantidades de flavonoides e de compostos fenolicos associadas a menor atividade
biologica antimicrobiana e antioxidante em amostras de prépolis de Meliponini
(Adelmann, 2005).

A atividade antimicrobiana foi registrada contra cepas de S. aureus e
Micrococcus luteus para amostras de propolis de M. quadrifasciata, M. compressipes,
T. angustula e Nannotrigona sp., do Brasil e da Venezuela, sendo que a proépolis
dessa ultima apresentou maior atividade (Manrique & Santana, 2008). A a¢do da
geopropolis de M. fasciculata avaliada sob a forma de enxaguatério bucal contra
Streptococcus mutans resultou em uma reducdo de cerca de 49 % das colonias
bacterianas bucais (Duailibe et al., 2007). A atividade antibacteriana dessa propolis
também foi observada contra S. mutans e Candida albicans em amostras que
continham flavonoides e triterpenos, em sua constituicao (Liberio et al., 2011).

Em testes com a prépolis de M. quadrifasciata e M. orbignyi contra as
bactérias E. coli e Pseudomonas aeruginosa e em C. albicans, somente foi observada
acao antifungica em C. albicans (Trindade et al., 2008; Campos et al., 2008).

A avaliacdo da propolis d&aptotrigona sp. apresentobaixa atividade contra
S. aureus para extratos de S. aff. depilis (Sao Paulo) e de Scaptotrigona sp.
(Maranhdo) embora nenhuma atividade contra E. coli e C. albicans tenha sido
observada, os extratos foram inibitérios para o crescimento do fungo Aspergillus

brasiliensis (Akatsu, 2009).
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Na comparacdo da atividade antimicrobiana da prépolis de A. mellifera
africanizada, de Scaptotrigona sp. e de M. quadrifasciata houve agdo inibitéria
contra M. luteus, S. aureus e Pseudomonas aeruginosa para todas as espécies, mas
contra E. coli, somente as prépolis de Scaptotrigona sp. e de A. mellifera foram
efetivas (Farnese et al, 2009). Os autores do trabalho sugeriram que o efeito
bactericida estaria relacionado a presenca de flavonoides, que poderiam atuar em
canais idnicos e em reagdes de fosforilacdo e defosforilacdo da membrana celular.

Varios estudos foram realizados para avaliar a atividade antioxidante da
propolis de abelhas Meliponini. As espécies estudadas foram: P. remota, S.
bipunctata e T. angustula (Adelmann, 2005), M. quadrifasciata, M. fasciculata e
Nannotrigona sp. (Manrique & Santana, 2008), M. subnitida (Souza, 2012), M.
fasciculata (Dutra, 2008; Cunha et al, 2009), Scaptotrigona spp., S. depilis e S.
bipunctata (Sawaya et al., 2009) e M. interrupta e M. seminigra (Silva et al., 2013).
Nesses trabalhos, a atividade antioxidante foi observada, mesmo quando as
amostras apresentavam baixas concentragoes de flavonoides.

Na avaliacdo da prépolis em modelo animal, camundongos tratados com a
geopropolis de M. fasciculata nao apresentaram sinais de toxicidade (Liberio et al.,
2011) e para a prépolis de S. aff. postica, apresentaram sinais de baixa toxicidade
em 6rgaos e em analises séricas e nenhuma morte, apds quatorze (Aradjo et al.,
2010).

A associagdo da prépolis com a atividade antiinflamatéria pode estar
relacionada a presenca de substiancias que atuam diretamente na inibicdo de
enzimas ou estimulam a producao de citocinas antiinflamatérias. A producao de
citocinas antiinflamatorias IL-4 e IL-10, observada em camundongos tratados com
a geopropolis de M. fasciculata (Liberio et al., 2011) sugere uma atividade
antiinflamatoria para esse apiproduto. Sawaya (2006) sugeriu que a propolis de T.
angustula pode apresentar tal atividade, pela presenca dos acidos masticadienoico

e masticadiendlico em sua constituicao.
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Tabela II. Atividade antimicrobiana da prépolis de Meliponini.

ESPECIE DE ABELHA

ATIVIDADE DETECTADA/ MICROORGANISMO

REFERENCIAS

Melipona compressipes
Trigona clavipes
Melipona quadrifasciata
Melipona quadrifasciata

12 espécies

Nannotrigona testaceicornis
Tetragonisca angustula
Trigona spinipes
Scaptotrigona sp.
Partamona sp.

Melipona scutellaris
Melipona sp “monduri”
Melipona quadrifasciata
Tetragonisca angustula
Tetragonisca angustula

Plebeia remota
Scaptotrigona bipunctata
Tetragonisca angustula
Melipona compressipes
fasciculata

Melipona quadrifasciata
Tetragonisca angustula
Plebeia droryana
Scaptotrigona bipunctata
Friesiomielita varia
Nannotrigona testaceicornis
Melipona compressipes
fasciculata

Melipona quadrifasciata
Melipona compressipes
Tetragonisca angustula
Nannotrigona sp.
Melipona orbignyi

Melipona quadrifasciata

Scaptotrigona sp,
Scaptotrigona aff. depilis

Scaptotrigona sp.
Melipona quadrifasciata

Melipona fasciculata

+S. aureus (fraca)
-E. coli

+S. aureus

+E. coli

E. coli (fraca ou nenhuma)
C. albicans (fraca)

+S. aureus

+Enterococcus sp.

+S. aureus

+E. coli (-susceptivel)

(N. testaceicornis -efetiva)

+S. aureus

-Bacillus subtilis

-Candida albicans

-E. coli

+S. aureus

+S. aureus (meticilina resistente)
+Streptococcus piogenes

+Streptococcus mutans

+ Pseudomonas aeruginosa (+s para M.
quadrifasciata

-Aspergillus nidulans

+Trichophyton rubrum (-T. angustula)
+S. aureus (+s para M. quadrifasciata e
Scaptotrigona)

+E. coli (+ s para Scaptotrigona)

+M. luteus (+s para Scaptotrigona e M.
quadrifasciata)

+S. aureus

+M. luteus

-E. coli

+C. albicans

- P. aeruginosa

-E. coli

-P. aeruginosa

+C. albicans

-E. coli

-S. aureus

-C. albicans

+Aspergillus brasiliensis
+P. aeruginosa

+M. luteus

+S. aureus

+ E. coli (s6 para Scaptotrigona)
+S. mutans

+C. albicans

-L. acidophilus

Alta producdo de citocinas

BANKOVA et al. (1999)
VELIKOVA et al. (2000a)

VELIKOVA et al. (2000b)

FERNADES JR. (2001)

MIORIN et al. (2003)
DOS SANTOS PEREIRA et
al. (2003)

ADELMANN (2005)

DUAILIBE et al. (2007)

FARNESI (2007)

MANRIQUE& SANTANA
(2008)

CAMPOS et al. (2008)

TRINDADE et al.(2008)

AKATSU (2009)

FARNESE et al.(2009)

LIBERIO et al. (2011)

+ inibi¢do /-ndo inibigdo
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3.6 A ATIVIDADE ANTITUMORAL DA PROPOLIS DE ABELHAS MELIPONINI

A acdo antitumoral da proépolis de Meliponini foi relatada primeiramente
para a propolis de S. aff. postica em células de tumor de Erlich (MCF7,
adenocarcinoma mamario), em camundongos (Araujo et al., 2010). Nesse estudo
verificou-se a reducdo no tamanho do tumor e inibicdo da producao de 6xido
nitrico pelos macrofagos.

A proépolis de Scaptotrigona sp. (Maranhdo) e de S. aff. postica foram
testadas in vitro em células de glioblastoma (U251 e U343) e em fibroblasto
humano (MRC-5), onde se constatou inibicdo da proliferacdo celular dos extratos
de ambas as espécies (Borges et al., 2011). Nesse estudo, ndo foi registrada morte
celular por apoptose e ambas as amostras apresentaram como resultado um efeito
sinérgico antiproliferativo, quando foram associadas ao TMZ (Temozolomide),
uma droga quimioterapica, que atua na alquilagio do DNA. Esses resultados
sugerem a capacidade de moléculas da proépolis de interagir com macromoléculas
celulares, como o DNA.

Extratos de prépolis de T. angustula (Rio Grande do Sul) foram testados em
células escamosas de carcinoma oral de ratos (SCC-158), onde foi detectada a
inibicdo da proliferacdo e da viabilidade celular (Silva et al, 2011). De modo
semelhante, a geoprdpolis de M. fasciculata foi testada em cultura celular de
osteossarcoma canino (OSA) e apresentou efeito citotéxico sobre essas células
(Cinegaglia et al., 2013).

No presente estudo a proépolis de S. aff. postica, coletada em um ninho
situado em uma area com produc¢do de plantas medicinais, foi avaliada em seu
extrato etandlico, quanto a citotoxicidade em células normais e tumorais e seus
principais componentes foram identificados.

Um resumo dos trabalhos realizados com propolis de Meliponini em

linhagens de células tumorais e normais foram resumidos na Tabela III.
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Tabela III. Efeitos da propolis de Meliponini em células normais e tumorais.

ESPECIE DE ABELHA CELULAs ESTUDADAS ATIVIDADE DETECTADA REFERENCIAS
Scaptotrigona - Tumor de Ehrlich MCF7 Inibicdo da progressao ARAUJO et. al.
postica do tumor (2010)
Scaptotrigona sp. - Glioblastoma U343 e BORGES et. al.
U251 Inibicdo da proliferacio (2011)
-Fibroblastos celular
normais MRV-5
Tetragonisca - Carcinoma oral Inibicdo da proliferacdo SILVA et. al.
angustula SCC-158 e da viabilidade celular (2011)
Melipona fasciculata -Osteossarcoma Inibicao da viabilidade CINEGAGLIA et al.
0SA celular (2013)




4 MATERIAL E METODOS

4.1 AREA DE COLETA DE PROPOLIS

A propolis de S. aff. postica foi coletada na area da Casa Espirita Terras de
Ismael, Distrito Jurucé, Jardinoépolis, SP (21° 03" 53" S; 47° 44’ 41” W), area
caracterizada pela presenca de cerca de 600 espécies de plantas medicinais. As
abelhas foram identificadas pela Profa. Dra. Silvia R. M. Pedro, da Faculdade de

Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo.

4.2 COLETAS DE PROPOLIS

As coletas da proépolis foram realizadas em setembro 2012 e em janeiro
2013. Amostras de proépolis de S. aff- postica foram coletadas em trés ninhos que ja
existiam no local e foram realizadas com auxilio de espatula esterilizada,
coletando-se nas tampas e nas bordas superiores dos ninhos. Apés a coleta, as
amostras foram acondicionadas, separadamente, em frascos ambar esterilizados e

mantidas a -20 °C.

4.3 PREPARAGCAO DO EXTRATO ETANOLICO DE PROPOLIS

As amostras de proépolis dos trés ninhos foram pesadas e submetidas,
primeiramente, a processo de extracdo por maceracdo em etanol. A amostras de
propolis foram picadas e acondicionadas em frascos escuros e a elas foi acrescido
etanol para a concentracao de 1:10 (prépolis:solvente). Os frascos permaneceram
no escuro por 10 dias e as misturas foram maceradas e agitadas uma vez ao dia.

Decorrido esse periodo de tempo, o contetido de cada frasco foi filtrado em

papel Wattman n° 1 e o solvente foi rotaevaporado em temperatura < 50 °C e
rotacdo entre 60 e 70 rpm. O solvente residual foi evaporado em capela com ar
circulante e posteriormente, todas as amostras foram pesadas e mantidas a -20 °C.

Os procedimentos de purificagdo dos constituintes quimicos foram

realizados nos Laboratérios de Quimica de Produtos Naturais da Universidade de

Ribeirdo Preto, em Ribeirdo Preto, SP.
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4.4 EXTRATO ETANOLICO DA PROPOLIS DE Scaptotrigona aff. postica

4.4.1 OBTENCAO E FRACIONAMENTO DO EXTRATO ETANOLICO

Os procedimentos para isolamento e purificacdo dos compostos quimicos
da proépolis iniciaram-se com o preparo do extrato etandlico seco (127,49 g) da
propolis de S. aff. postica do ninho 3, por este ter apresentado maior rendimento.

O extrato etanolico foi fracionado por cromatografia em coluna de vidro
com 325 g silica (Silica gel Acrés®, 0,060-0,200mm, 60A), que foi eluida
primeiramente com solvente apolar e posteriormente com solvente de maior
polaridade, da seguinte forma: hexano (3L), hexano:acetato de etila 1:1 (3L),
acetato de etila (3L), acetato de etila:metanol 1:1 (3L) e metanol (3L).

As fracbes obtidas foram rotaevaporadas em temperaturas ndao excedendo

50 °C e secas em temperatura ambiente.

4.4.2 PARTICIONAMENTO DA FRACAO HEXANO:ACETATO

A fracdo hexano:acetato (FHA) por ter apresentado maior rendimento foi
utilizada para o particionamento e separacao dos compostos quimicos.

Uma aliquota de 45 g da fracao FHA foi solubilizada em solugdo de 600 mL
de metanol e 600 mL de agua e foi transferida para funil de decantac¢do, onde foi
adicionado 1 L de hexano. Apés a separacdo da fase organica, foram acrescentados
1,615 L de acetato de etila. As particdes obtidas de hexano e de acetato foram
rotoevaporadas a 50 °C. Os extratos secos foram pesados e armazenados a -20 °C

até a utilizacdo nos testes celulares e nas analises cromatograficas.

4.4.3 AVALIACAO DO PERFIL QUIMICO DAS SUBFRACOES HEXANO (SFH) E
ACETATO (SFA)

Para avaliacdo do perfil quimico das substancias, as subfracées SFH e SFA
foram analisadas por cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC),

utilizando como eluente os solventes hexano:acetato (9:1) e hexano:acetato (7:3),



respectivamente. As placas foram reveladas com luz ultravioleta (254 nm) e

posteriormente com anisaldeido.

4.4.4 PURIFICACAO DAS SUBFRACOES HEXANO (SFH) E ACETATO (SFA)

A purificagdo das subfracdes SFH e SFA foi realizada utilizando colunas
cromatograficas classicas (CC), com fase estacionaria silica (Silica gel Acros®,
0,060-0,200mm, 60A). As subfracdes foram recolhidas e analisadas em placas de
silica gel (Macherey-nagel).

A subfracao SFH (17,4 g) foi cromatografada em coluna empacotada com
silica gel, utilizando-se hexano:acetato (9:1), hexano:acetato (8:2), acetato de etila
e metanol como eluente; sendo retiradas 100 aliquotas de 10 mL cada.

As fragdes recolhidas foram denominadas da seguinte forma:

e hexano:acetato (9:1) - SFHal até SFHa100
e hexano:acetato (1:1) - SFHb1 até SFHb100
e acetato - SFHc1 até SFHc100

e metanol -SFHd1 até SFHd100

Estas fracdes foram analisadas por CCDC, usando hexano:acetato (85:15)
como eluente e anisaldeido como revelador.

As fragdes SFHa1l0 a SFHal3 foram reunidas por similaridade e analisadas
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).A
subfracdo SFA (19,5 g) foi cromatografada em coluna empacotada com silica gel,
utilizando-se hexano:acetato (7:3), hexano:acetato (1:1), acetato de etila e metanol
como eluente; sendo retiradas 100 aliquotas de 10 mL cada. As fragdes recolhidas
foram denominadas da seguinte forma:

e hexano:acetato (7:3) - SFAal até SFAa100

e hexano:acetato (1:1) - SFAb1 até SFAb100

e acetato - SFAc1 até SFAc100

e metanol - SFAd1 até SFAd100

As fracdes denominadas SFAal a SFAa100 e SFAb1 a SFAb100
foram analisadas por CCDC, usando hexano:acetato (9:1) como eluente e
anisaldeido como revelador. As fragdes foram reunidas por similaridade do perfil

cromatografico.
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As fracbes SFAb10 até SFAb20 foram reunidas e submetidas a
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP), em placas de aluminio
(marca Whatman), eluidas com hexano:acetona (9:1), resultando no isolamento da
substancia P2a. Tal substancia foi identificada por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (Espectrometro Bruker-DPX 500, 500MHz para RMN de 1H e
125MHZ para RMN de 13C).

As etapas do processo de fracionamento e purificacdo das substancias
presentes no extrato etanolico da propolis podem ser observadas na Figura 2.

A anadlise qualitativa das substancias presentes nas particoes hexano e
acetato foi realizada por cromatografia em coluna, cromatografia em camada
delgada, e as fracdes semi purificadas foram reunidas e analisadas em
cromatografia em fase gasosa, acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)
utilizando-se aparelho Varian 3900® com detector seletivo de massa, modelo
Saturn® 2100T. As condi¢des de analise foram: coluna capilar DB-5 (30 m x 0,25
mm x 0,25 pm); injetor: 240 °C; detector: 230 9C; impacto de elétrons: 70eV; gas de
arraste: He; fluxo: 1,0 mL.min"1; split: 1/20; programa de temperatura: 60 2C - 240
9C, 32C/minuto; volume de injecdo: 1 uL de solu¢ao/1mL de hexano. O fluxo da
coluna foi de 1,2mL/min, a temperatura do injetor foi de 250°C e o split foi de 50.

Para a identificacdo das substancias foi utilizada a Biblioteca NIST 62

(National Institute Standards Technology).

20



Figura 2. Extracao e purificacao

de Scaptotrigona aff. postica.
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4.5. AVALIAGAO CITOTOXICA in vitro DO EXTRATO ETANOLICO DA
PROPOLIS DE Scaptotrigona aff. postica EM LINHAGENS TUMORAIS E
NAO-TUMORAIS

4.5.1 CULTIVO CELULAR

As linhagens celulares que nos foram cedidas para esse estudo foram: tumor
de cérebro humano (astrocitoma) U343 MG-a (Prof. Dr. Carlos Gilberto Carlotti Jr,
Departamento de Cirurgia, FMRP-USP); melanoma murino B16-F10 (Prof. Dr.
Claudio Miguel da Costa-Neto, Departamento de Bioquimica, FMRP-USP);
adenocarcinoma mamario MCF7 e fibroblasto de camundongos (Dra. Enilza Maria
Espreafico, Departamento de Biologia Celular e Molecular e Bioagentes
Patogénicos, FMRP-USP). Todas as linhagens foram cultivadas no Laboratério de
Cultivo de Células Animais, da Universidade de Ribeirdo Preto (UNAERP), em
Ribeirao Preto (SP).

As células estocadas em nitrogénio liquido foram descongeladas em banho-
maria a 37 °C e semeadas em garrafas de 25 cm? em meio de cultura HAM
F10+DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Sigma®), suplementado com
soro fetal bovino (Cultilab®) a 15% e com os antibidticos: penicilina (100 U/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL) em incubadora a 37 °C e com atmosfera com 5% de
CO2.

Para a manuteng¢do das culturas celulares, o meio de cultura foi reposto a
cada dois dias e, quando as células apresentavam 90% de confluéncia celular, elas
foram subcultivadas (repique). Para o subcultivo, o meio de cultura foi retirado e 3
mL de solucdo de Hanks (Sigma®) foi adicionado a garrafa, por 2 vezes. Apds a
retirada dessa solugdo, foi acrescentado 1 mL de solugdo de tripsina-EDTA
(Sigma®) e a garrafa permaneceu em estufa por 1 ou 2 minutos. Apds esse tempo,
as células foram soltas com agitacdo e 10 mL do meio de cultura para cada 1,5 mL
de solucao com as células por garrafa foi adicionado, a fim de desativar a acao da

tripsina.
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4.5.2 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

Os ensaios de toxicidade celular foram realizados fazendo uso do kit MTT
(Roche®) (MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-Cl)-2,5-brometo de difenil tetrazolio), com a
utilizagdo da doxorrubicina (Dox), como droga referencial.

Para os ensaios, as células foram semeadas em meio de cultura DMEM
(exceto para B16, cultivada em meio F-10 a 10%) em placas com 96 pogos (1x10°
células/poco), apdés a contagem celular em camara de Neubauer (Alves &
Guimaraes, 2010). Ap6s 24 h, o meio de cultura foi substituido por meio DMEM
acrescido da solucao com propolis diluido em DMSO (dimetil sulféxido) a 20%, nas
concentracoes: 1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL e 0,125 mg/mL, sem
antibiéticos e as células foram cultivadas por 48h. Nas placas foram utilizados trés
controles: o controle negativo, somente com o meio; o controle com o meio
acrescido de DMSO a 0,2 %, utilizado nos calculos de morte celular e o controle
positivo, constituido por meio acrescido de Doxorrubicina a 0,2 %.

Decorrido o periodo de 48 h, o meio de cultura das placas foi substituido por
meio DMEM contendo 20 uL de MTT, preparado no momento da preparagao, na
quantidade de 5 mg de MTT por cada 1 mL de solucdo de Hanks. As placas foram
incubadas em estufa (37 °C e 5% de CO2) por 3 h e depois foram centrifugadas por
5 minutos a 4.000 rpm; apos centrifugacao, o meio foi descartado e 200 ul de
DMSO puro foi colocado em cada pogo utilizados e as placas foram novamente
deixadas em estufa por 40 minutos.

Decorrido esse tempo, procedeu-se a revelacao das células vivas em leitor de
ELISA, com filtro de 550 nm e com branco constituido por DMSO puro.

Os resultados obtidos em densidade o6ptica foram transformados em
porcentagem a partir do calculo da média das leituras em cada concentragdo e no
controle de DMSO, por placa. O calculo foi feito a partir da diferenca da leitura
média optica do controle de DMSO pela leitura média da substancia, dividido pela

leitura média do controle de DMSO e o valor foi multiplicado por 100.
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4.5.3 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados em pelo menos trés placas, com
triplicatas em cada uma delas e com quatro repeticdes por tratamento e nos
controles. A média das leituras do controle de DMSO de cada placa foi utilizada
para o calculo da porcentagem de morte celular nos diferentes tratamentos e
concentracdes. Os dados de porcentagem obtidos foram submetidos a analise de
variancia ANOVA de duas vias e comparados pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 %

de significancia, pelo programa SAS (Sistema de Analise Estatistica).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ

5.1 RENDIMENTOS E ABORDAGEM QUIMICA DOS EXTRATOS DA PROPOLIS
DE S. aff. postica

Os rendimentos obtidos da prdépolis de S. aff. postica com a extracdo em
etanol variaram entre os ninhos de 26,1 a 60,8 %, com o maior rendimento para o
ninho 3 (Tabela IV). Para todos os ninhos, os valores de rendimentos foram
maiores que os relatados para esse mesmo género de abelha em amostras de
propolis do Maranhdo (Barra do Corda), que apresentaram 4% da massa total
(Aragjo et al. 2010), provavelmente devido ao tempo de extra¢do ter sido menor
(24 h) em comparacao com os 10 dias do presente estudo e por ter sido extraido
de outra forma, em 4alcool 70 %.

A metodologia com extracdo em etanol puro tem sido considerada como a
melhor para a extracdo de compostos fendlicos e flavonoides (Adelmann, 2005;
Cunha et al, 2009), quando comparados com extracbes aquosas ou

hidroetandlicas.

Tabela IV. Peso (g) inicial, peso do extrato etanélico e rendimento (%) da prépolis
de trés ninhos de Scaptotrigona aff. postica, de Jardinoplis, SP.

Ninhos Peso inicial Peso extrato etanolico Rendimento
1 207,86 54,25 26,10
2 62,26 27,13 43,58
3 209,58 127,49 60,83

Como o ninho 3 apresentou maior rendimento, a sua prépolis foi utilizada
para a preparacdo do extrato etandlico total e fracionamento do mesmo. Das
fracdes obtidas, a fracdo hexano:acetato (1:1) apresentou maior rendimento

(64,69 %) e fracao hexano, o menor rendimento (0,35 %), conforme Tabela V.
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Tabela V. Peso (g) e rendimento (%) das fragdes do extrato etanolico da propolis
de Scaptotrigona aff. postica de Jardinépolis, SP.

Fracao Peso Rendimento
Hexano 0,45 0,35
Hexano:Acetato 1:1 82,47 64,69
Acetato 9,54 7,48
Acetato:Metanol 1:1 4,42 3,46
Metanol 1,26 0,99

A andlise das fragoes reunidas SFHal0-SFHal3 por CG-EM (Figura 3A)
permitiu identificar, com 74% de similaridade, o esteroide etisterona (Figura 3B).

A etisterona comercial (Danazol®) é um horménio progestina, que tem
acdo androgénica e ¢é classificado como substincia antineoplasica
(de.oddb.org:opendrugdatabase). Essa substancia é utilizada na contracep¢ao e em
tratamentos de disfungao hormonal e em alguns tipos de canceres.

Terpenoides, originados do metabolismo secundario dos vegetais, sao
comumente encontrados em diferentes espécies, na propolis de Meliponini
(Bankova et al,, 1998, 1999; Velikova et al., 2000a; Dos Santos Pereira et al., 2003;
Sawaya, 2006; Sawaya et al., 2007; Pianaro, 2007; Dutra et al, 2008; Freitas et al.,
2008; Akatsu, 2009; Araujo, et al.,, 2010) (Tabela I).

Sawaya (2006) identificou substancias terpénicas com grupamentos acidos
na propolis de T. angustula e Akatsu (2009), em prépolis de Scaptotrigona sp. e S.
aff- depilis.

As substancias terpénicas, pela sua caracteristica hidrofébica, tém afinidade
com a bicamada lipidica da membrana plasmatica e podem se ligar a proteinas de
membrana. Para Molnar et al. (2006), diterpenos (derivados de Euphorbiaceae)
podem se ligar a dominios transmembrana através de diferentes tipos de ligacdes,
modificando a configuracdo de sitios de ligacdo de proteinas de membrana e a

permeabilidade.
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Figura 3. Cromatograma (A) e espectro de massas (B) da fracdo reunida SFHa10-
SFHa13.

Na prépolis de S. aff. postica do Maranhdo (Araujo et al, 2010; 2011) nao
foram identificadas substancias da classe dos esteroides. A auséncia dessas
substancias reforca a idéia de que a proépolis de abelhas Meliponini pode
apresentar variacdo quimica na constituicao, de acordo com o ecossistema no qual
as abelhas estdo inseridas.

A presenca de esteroides na prépolis pode estar relacionada as plantas que

serviram de recurso para a coleta de resinas, no local onde os ninhos se

27



encontravam. Os vegetais sdo as fontes dessas substancias e os principais
responsaveis pelas variacdes na constituicio da prépolis. Dependendo do habitat
em que um ninho de uma dada espécie estd inserido e do periodo do ano, os
recursos em oOleos e resinas ao seu redor sao variaveis, bem como, as diferencas
entre as espécies de vegetais, nos diferentes ecossistemas. As abelhas, contudo,
podem viver em diferentes habitats e se adaptam a eles utilizando os recursos
préximos que estiverem a sua disposicao.

A variacgdo na constituicdo quimica da prépolis de abelhas sem ferrdo tem
sido relacionada ao ambiente e a sazonalidade (Sawaya et al, 2009; Santos et al.,
2009; Souza et al., 2011), haja visto que as abelhas percorrem distancias curtas na
coleta de recursos (Velikova et al. 2000b).

Para a proépolis de Scaptotrigona, foram encontrados constituintes quimicos
de S. terebenthifolius, de coniferas e de Hymenaea courbaril (Akatsu, 2009; Sawaya
et al, 2009). No presente estudo foram observadas abelhas coletando resinas em E.
citriodora e em Jatropha sp., além de outras plantas. Um estudo detalhado da
origem botdnica da propolis de S. aff. postica no ambiente estudado poderia
esclarecer se as abelhas utilizam as plantas medicinais ao redor dos ninhos para a
produgdo de prépolis e se essa escolha interfere na sua constituicdo quimica.

As abelhas Meliponini coletam resinas em exemplares das Familias
Anacardiaceae, Myrtaceae, Leguminosae, Euphorbiaceae, Clusiaceae e em
coniferas, entre outras plantas. Varias espécies vegetais dessas familias sdo
consideradas medicinais e produzem substancias ativas com propriedade
antitumoral (Correia et al, 2003; Laszczyk, 2009; Vasquez et al, 2012; Levy &
Carley, 2012; Teh et al., 2012; Tanih & Ndip, 2013).

A planta Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae) foi estudada quanto a sua
constituicdo quimica e as atividades biologicas em ensaios antimicrobianos,
antioxidantes e antitumorais. Nestes estudos foram identificados compostos
fenolicos (acido galico, pirogalol), flavonoides (rutina, miricetina) e saponinas, em
seu extrato metandlico (Oskoueian et al., 2011). Para esse extrato houve atividade
antimicrobiana contra bactérias gram positivas e gram negativas, atividade
antioxidante e inibicdo do crescimento e da proliferacdo em células MCF7, HeLa e

em hepatd6citos humano.



Outros estudos com J. curcas foram realizados e propriedades antitumorais
em seus constituintes foram observadas, a exemplo da curcina (Lin et al., 2003) e a
curcusona B, um diterpeno antimetastatico (Muangman et al, 2005). Porém,
também foram encontradas substancias promotoras de tumor no 6leo de suas
sementes (Hirota et al., 1988).

As espécies representantes da Familia Euphorbiaceae, como aquelas dos
géneros Jatropha e Euphorbia (entre elas, E. milli), apresentam um latex leitoso e
algumas exibem propriedades medicinais (Mahbubur Rahman & Akter, 2013).

A analise da substancia P2a por RMN de hidrogénio e carbono-13,
juntamente com os dados obtidos do espectro de massas de alta resolucao,
permitiu identificar a substancias P2a como o sendo o Cardanol I (Figura 4).

A substancia do grupo cardanol [ estd sendo detectada pela primeira vez em

propolis de abelhas Meliponini.

OH CH, CH, CH, C C —CH, (cH,)

;

H H

CH,

Figura 4. Estrutura quimica do Cardanol I.

Substancias quimicas do grupo cardanol foram detectadas em prépolis de
Apis mellifera (Boonsai et al., 2014; Teerasripreecha et al., 2012). Estas substancias
sdo encontradas em plantas tropicais da familia Anacardiaceae e tém apresentado
atividade antioxidante, antibacteriana, anticancerigena, entre outras (Silva et al,,

2008; Trevisan et al., 2006; Boonsai et al., 2014; Teerasripreecha et al,, 2012).
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5.2 AVALIAGAO CITOTOXICA DOS EXTRATOS DA PROPOLIS DE S. aff
postica EM LINHAGENS CELULARES

Nos ensaios celulares, com a utilizacio do método com o MTT (sal de
tetrazdlio), a atividade celular é medida pela acdo de desidrogenases presentes nas
mitocondrias vivas, que modificam os sais de tetrazolio (insoluveis) e geram o
formazan (Mosmann, 1983; Teicher & Andrews, 2004). A quantidade de formazan
gerada detectada no leitor de ELISA sera proporcional a atividade de células vivas.

Na avaliacdo da citotoxicidade do Extrato Total e de suas fragdes, a fracao
Hexano apresentou citotoxicidade nula ou baixa em todas as linhagens celulares
estudadas. Nas demais fragdes, houve interacao entre os extratos e as doses, com

atividade citotéxica para todas as linhagens, inclusive para os fibroblastos normais.

5.2.1 LINHAGEM B16

Nas células da linhagem B16, a porcentagem de morte celular foi alta, entre
81,90 % e 92,39 % e nao foi verificada diferenca significativa na taxa de morte
celular entre as fracoes e entre as doses estudadas, exceto para a fracdo Hexano,

que diferiu de todas as outras (Tabela VI).

Tabela VI. Porcentagem média de morte celular em células B16, submetidas a
tratamentos com o extrato total de proépolis de Scaptotrigona aff. postica e suas
fracdes, em diferentes concentra¢des (mg/mL).

Concentracao Fracao

Hexano Hexano:Acetato Acetato Acetato:Metanol Metanol Extrato

(1:1) (1:1) Total

1 0,29b 88,14a 81,90a 86,47a 89,56a 90,07a
0,500 0,0b 90,99a 91,11a 91,12a 90,63a 92,04a
0,250 0,0b 91,11a 92,39a 90,80a 90,61a 91,60a
0,125 0,0b 92,19a 91,42a 90,69a 91,01a 91,60a

*letras diferentes entre os tratamentos e as concentragdes, diferencga significativa ao nivel de 0,05
de significancia pelo teste de Tukey. Porcentagem média controle positivo: 92,69% e negativo: 0%.
Valores de F=8,02; p<0,0001
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5.2.2 LINHAGEM MCF7

Nas células da linhagem MCF7, as porcentagens de morte celular foram
altas e semelhantes entre os tratamentos e entre as concentracoes 1, 0,5 e 0,250
mg/mL e variando de 80,98 % a 89,46 %. Variagao significativa foi observada
entre as fragdes na concentracdo 0,125 mg/mL, onde as porcentagens de morte
celular foram similares entre si na fracdo Hexano:Acetato (51,46 %) e no Extrato
Total (52,26 %), bem como nas fragdes Acetato:Metanol (43,67 %) e Metanol
(43,34 %). Na fracao Acetato a 0,125 mg/mL a mortalidade foi nula e na fragdo
Hexano, foi de 2,27 % (Tabela VII).

Pode-se notar que a fragdo Hexano:Acetato apresentou resultado préximo
ao do Extrato Total e que as fracdes extraidas com solventes de maior polaridade,
Acetato e Metanol, apresentaram porcentagens baixas de morte celular, além da
fracao Hexano; e as fracdes Acetato:Metanol e Metanol com resultados similares

entre si (43,67 % e 43,34 %, respectivamente), na concentracao de 125 mg/mL.

Tabela VII. Porcentagem média de morte celular em células MCF7, submetidas a
tratamentos com o extrato total de prépolis de Scaptotrigona aff. postica e suas
fracdes, em diferentes concentragdes (mg/mL).

Concentracao Fracao

Hexano Hexano:Acetato Acetato Acetato:Metanol Metanol Extrato

(1:1) (1:1) Total

1 0,0c 85,10a 80,98a 80,98a 88,06a 85,75a
0,500 0,0c 84,88a 89,10a 87,06a 87,48a 85,76a
0,250 0,0c 89,07a 87,10a 89,46a 87,56a  87,64a
0,125 2,27c 51,46ab 0,0c 43,67b 43,34b 52,26ab

*letras diferentes entre os tratamentos e as concentracdes apresentam diferencas significativas ao
nivel de 0,05 de significancia pelo teste de Tukey. Porcentagem média controle: positivo 83,76% e
0% para o controle negativo. Valores de F=6,05; p<0,0001

Na comparacdo dos resultados pode-se verificar que as altas porcentagens
de morte celular (acima de 85 %) para as células da linhagem MCF7 estdo de
acordo com os resultados verificados por Aradjo et al. (2010), na reducao de
tumor, em camundongos tratados com a propolis de S. aff. postica (tumor de
Ehrlich). Esses autores verificaram, além do efeito de redu¢do do tumor, um efeito

protetor da propolis, com aumento no nimero de células no baco e na medula
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6ssea em animais tratados antes do inéculo de células tumorais, além de reducao
da producao de 6xido nitrico, quando essa era estimulada. Esse efeito protetor da
propolis provavelmente evitaria um dano maior, por acimulo de radicais livres.

Em um estudo com a prépolis de Trigona spp. da Indonésia, foi observado
que esta fora efetiva contra células de cancer mamario (MCF7) com
aproximadamente 52% de morte celular (Hasan et al., 2014).

Além da acao citotdxica, a propolis de abelhas Meliponini pode induzir a
produg¢do de substancias que atuam no sistema imunoldgico, como relatado por
Liberio et al. (2011), que detectaram produg¢do de citocinas interleucina IL-4,
produzida por macrofagos e que estimula o organismo a uma resposta humoral e a
interleucina IL-10, que atua no sistema imune regulatério, em camundongos

tratados com a propolis de M. fasciculata.

5.2.3 LINHAGEM U343

As células U343 apresentaram, de modo geral, taxa de morte celular maior
no Extrato Total e nas fracdes Hexano:Acetato, Acetato e Acetato:Metanol, nas trés
maiores concentragdes estudadas (1 mg/mL, 0,5 mg/ml e 0,25 mg/mL), onde as
taxas de morte celular variaram entre 76,55 a 88,47 %. A fracao Metanol diferiu
das demais nessas concentragdes, com taxas de mortalidade que variaram entre
49,68 % a 64,63 %. Na concentracdo de 0,125 mg/mL as fracdes Hexano:Acetato e
Acetato:Metanol apresentaram porcentagens médias de morte celular (68,39 % e
64,64 %, respectivamente) proximas as do Extrato Total (71,1 %) e diferentes das
fracdes Acetato e Metanol, onde foram obtidas porcentagens mais baixas (21,92 %
e 36,44 %, respectivamente). A fracdao Hexano, semelhante ao que ocorreu com as
células B16 e MCF7, diferiu dos demais tratamentos e apresentou as menores taxas
de morte celular, com variacdo de 0 a 6,05 % (Tabela VIII).

De modo semelhante, estudos com o extrato da prépolis de Scaptotrigona
sp. realizados em células de cancer cerebral U343 e U251 (Borges et al.,, 2011)
revelaram inibicao do crescimento celular nas duas linhagens e que a morte celular
ndo ocorreu por apoptose. Nas células U343, as porcentagens de morte celular
foram de 21 % apds 48h e de 30 % apdés 72h, na dosagem de 1 mg/mlL,

demonstrando que a mortalidade celular da célula U343 foi tempo dependente.
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Tabela VIII. Porcentagem média de morte celular em células U343, submetidas a
tratamentos com o extrato total de prépolis de Scaptotrigona aff. postica e suas
fracdes, em diferentes concentragdes (mg/mL).

Concentracao Fracao

Hexano Hexano:Acetatoo Acetatoo Acetato:Metanol Metanol Extrato

(1:1) (1:1) Total
1 6,05d 87,57a 76,55a 78,49a 52,60ab 85,70a
0,500 1,20d 82,72a 87,19a 85,01a 49,68b  85,30a
0,250 0,0d 84,76a 88,47a 79,64a 64,63ab  83,30a
0,125 0,70d 68,39ab 21,92c 64,64ab 36,44c  71,10ab

*letras diferentes entre os tratamentos e as concentracdes apresentam diferencas significativas ao
nivel de 0,05 de significancia pelo teste de Tukey. Porcentagem média controle positivo: 45,24 % e
1,25 % para controle negativo. Valores de F=4,82; p<0,0001.

No presente estudo, os resultados apresentaram taxa de morte celular
maior em comparag¢do com o trabalho de Borges et al. (2011) e essa diferenga pode
estar relacionada a diferente metodologia utilizada para a extragdo da propolis
(extracdo em alcool 70 % e maceracdo por 20 dias), a origem da proépolis, sendo
aquela proveniente de outro ecossistema, além da espécie de abelha, que pode nao

ter sido a mesma.

5.2.3.1 AVALIACAO DA CITOTOXIDADE DA SUBSTANCIA P2a NA
LINHAGEM CELULAR U343

A substdncia purificada P2a foi testada na linhagem celular U343 e
apresentou taxa de morte celular de 85,04 % na concentrac¢do de 0,100 mg/mL e,
de modo significativamente diferente, na concentracdo de 0,500 mg/mL, a taxa de
morte celular foi de 20,34 %; nas demais concentracoes estudadas, a taxa de morte
celular encontrada foi nula (Tabela IX).

Esses resultados indicam que a substancia P2a, o cardanol I, pode ser uma
das substdncias responsaveis pela morte celular em células U343, na fragdo

Hexano:Acetato e no Extrato Total.
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Tabela IX. Porcentagem média de morte celular em células U343 submetidas a
tratamento com a substancia P2a, cardanol I, extraida da propolis de Scaptotrigona
aff. postica, em diferentes concentra¢des (mg/mL).

Concentracgao Porcentagem
0,100 85,04a
0,500 20,34b
0,250 Ob
0,125 Ob
0,625 Ob

Letras (a e b) indicam que houve diferenca significativa entre as concentragdes pelo teste de Tukey,
com nivel de significancia de 0,05. Porcentagem média controle positivo: 28,54 % e 0 % para
controle negativo. Valores de F=35,8 e de p<0,001.

5.2.4 LINHAGEM 3T3

Nos testes realizados com fibroblastos normais de camundongos (3T3) a
porcentagem de morte celular das fracdes e do Extrato Total foram altas e
variaram entre 73,25 % a 95,88 %. Os resultados ndo diferiram entre os
tratamentos e entre as concentracdes, com exce¢do da fracdo Metanol na
concentracdo 0,125 mg/mlL, onde a porcentagem foi significativamente menor que
nas demais (73,25 %) (Tabela X).

Os resultados obtidos demonstraram que a propolis de S. aff postica
apresentou citotoxidade alta nas células 3T3, mesmo em concentragdes mais
baixas.

Essa linhagem celular apresentou, de modo geral, maiores porcentagens de
morte celular, sendo provavelmente a linhagem mais sensivel a toxicidade da
propolis de S. aff. postica. Outra linhagem de fibroblastos normais (MRC-5) foi
estudada e nela também houve inibicao do crescimento celular pela prépolis de
Scaptotrigona sp. (Borges et al, 2011), demonstrando a sensibilidade de células

normais ao propolis de abelhas desse género.

34



Tabela X. Porcentagem média de morte celular em células 3T3, submetidas a
tratamentos com o extrato total de prépolis de Scaptotrigona aff. postica e suas
fracdes, em diferentes concentragdes (mg/mL).

Concentragao Fracdo
Hexano:Acetato Acetato Acetato:Metanol Metanol Extrato
(1:1) (1:1) Total
1 90,12a 89,30a 92,80a 94,51a 94,86a
0,500 93,76a 93,76a 94,85a 93,42a 93,42a
0,250 94,44a 93,42a 90,33a 94,51a 95,06a
0,125 95,06a 94,44a 84,36a 73,25b 95,88a

*letras diferentes entre os tratamentos e as concentracdes apresentam diferencas significativas ao
nivel de 0,05 de significancia pelo teste de Tukey. Porcentagem média para controle positivo: 93,41
% e para controle negativo: 2,26 %. Valores de F=15,99; p<0,0001.

Nas linhagens celulares B16, MCF7 e 3T3, as porcentagens de morte celular
pela prépolis foram tdo altas quanto as do controle doxorrubicina (Dox). Essa
substancia, também conhecida como hidroxildaunorrubicina (Adriamicina®) é um
antibiotico do grupo das antraciclinas, utilizado como quimioterdpico no
tratamento de tumores (linfomas, leucemias, outros). Os mecanismos de acdo
dessa substancia estdo envolvidos com alteracbes no DNA, onde age como
intercalante e inibe a sua replicacdo, e ainda é capaz de aumentar a geracdo de
radicais livres na célula (Fossatti et al, 1998, Smith et al, 2010) e induz a
cardiopatias, por gerar estresse oxidativo celular, pela liberagdo de radicais livres
(Chopra et al., 1995).

No presente estudo a acdo citotéxica da prépolis pode estar relacionada com
a presenca de compostos terpenoides esteroides. Os terpenos podem apresentar
atividade antitumoral (Laszczyk, 2009; Vasquéz et al, 2012) e os lipidios
esteroides, dada a sua caracteristica hidrofébica, podem interagir com a bicamada
lipidica da membrana e atravessa-la. Os hormonios esterdide, nas células animais,
atravessam as membranas celulares e se ligam a receptores citoplasmaticos, que os
transportam ao nucleo, onde podem atuar na transcri¢do génica, modificando a
funcao celular.

A etisterona, detectada neste estudo, é uma sustincia utilizada como
quimioterapico contra alguns tipos de canceres. Essa substancia pode atravessar a

membrana plasmatica por difusdo pela bicamada lipidica e interagir com
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receptores intracelulares especificos. A etisterona comercial (Danazol®) possui
capacidade de interagir com enzimas e outras proteinas citoplasmaticas.

A substancia isolada da fragdo hexano:acetato P2a, um fenol do grupo
cardanol, apresentou atividade citotdxica contra células U343. Cardanols tém sido
alvo de interesse por sua a¢do anticancerigena (Teerasripreecha et al, 2012).

No trabalho de Borges et al. (2011), foi relatada uma intera¢do sinérgica
positiva da prépolis de Scaptotrigona sp. com o medicamento Temozolomide, que
atua no DNA. Esse fato reforca o potencial antitumoral da prépolis desse género de
abelhas em células tumorais, que sdo instaveis e que normalmente possuem
muitas mutagdes genéticas acumuladas.

Outra forma de interferéncia celular da prépolis, sugerida por Mirzoeva et
al. (1997) para a prépolis de A. mellifera, seria a interacdo de moléculas ionéforos
H*, moléculas de acidos fracos soliveis em lipidios que podem atuar inibindo a
sintese de ATP, por carrear ions para outras vias metabolicas. Essa hipdtese pode
ser reforcada ao se verificar que muitos compostos da prépolis de Meliponini sdo
terpenos com grupamentos acidos (Bankova et al, 1998; Dos Santos Pereira et al.,
2003; Sawaya, 2006; Akatsu, 2009).

Alguns trabalhos com a propolis Meliponini foram dedicados ao estudo da
sua acao no sistema imunolégico (Liberio et al, 2011; Aradjo et al, 2010), onde os
autores sugerem a acdo de substancias contidas na proépolis no sistema
imunolégico na produgdo de células e na sua regulagao.

Ha muito ainda a ser estudado para o entendimento dos modos de acdo dos
compostos da prépolis de Meliponini em células tumorais e normais, bem como a
identificacdo de suas moléculas constituintes. Outras substancias presentes na
fracao hexano:acetato deste trabalho ainda estdo sendo purificadas e identificadas.

Em conclusdo, podemos notar que, embora este estudo apresente a
necessidade de continuacdo, ele demostra que a prépolis de Scaptotrigona aff.
postica possui substancias com potencial citotoxico contra as células tumorais

estudadas, como a substancia purificada P2a, cardanol |, isolada desse apiproduto.



6 CONCLUSOES

Este trabalho avaliou a atividade citotéxica do extrato etanélico da proépolis
de Scaptotrigona aff. postica, bem como de suas fragdes, em células normais e
tumorais e identificou algumas das substancias presentes na fracdo hexano:acetato

dessa propolis. Pelos resultados apresentados pode-se concluir que:

1. A prépolis de S. aff. postica apresentou potencial citotdxico para a linhagem
de fibroblasto normal 3T3 e para as linhagens tumorais de cancer mamario

MCF7, de melanoma murino B16-F10 e de astrocitoma humano U343.

2. A proépolis de S. aff. postica, na sua fracdo hexano:acetato, apresentou
compostos da classe dos terpenoides esteroides, um deles com esqueleto
quimico semelhante ao do esteroide etisterona, com 74% de similaridade e

a substancia P2a, do grupo Cardanol.

3. A substancia Cardanol I apresentou atividade citotéxica contra as células

U343, de modo dose-dependente.
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APENDICE 1 - TABELA COM DADOS DAS CONDICOES DAS ANALISES DE
ESPECTROMETRIA DE MASSAS E DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Tabela 1. Dados dos espectros de RMN1H, 13C, HMQC e HMBC de cardanol I (CDCl3,

500MHZ).
C/H 5C SH 3JCH
C
1 1455 H3, H7
5 155,9 H3
CH
2 120,9 6,75 dd (8,0; 2,0) H7
3 129,6 7,14t (8,0) -
4 1126 6,63 dd (8,0; 2,0) H2
6 1155 6,65 d (2,0) H2, H7
10 130,1 5,35 m -
11 130,1 5,35 m -
CH2
7 36,1 2,55 H2, H4
8 31,5 1,58 -
9 22,7 1,29 -
12 27,4 2,03 H10
13-19 1,25 29,5-29,9 -
CH3
20 14,28 0,88t -
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APENDICE 2 - ESPECTROS DE RMN DE 13C , RMN DE 'H, HMQC, HMBC DA SUBSTANCIA
P2a

0 Apéndice 2 apresenta os espectros obtidos nas andlises de identificacdo

da substancia P2a.
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