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RESUMO

A prépolis € uma resina complexa produzida por abelhas cuja composicdo quimica
depende da biodiversidade botanica da regido onde ela é produzida. Na medicina
popular € utilizada para o tratamento de varias doencas. Em vista de sua ampla
utilizacéo terapéutica e poucos estudos sobre seu mecanismo de acdo e também
considerando que as propriedades biologicas da préopolis produzida no Cerrado de
Mato Grosso do Sul que ndo tenham sido previamente investigados, o objetivo do
presente estudo foi avaliar a efeito genotdxico de propolis obtida neste bioma em
células da asa de Drosophila melanogaster, por meio do teste SMART/asa. A
prépolis foi sucessivamente extraida com hexano e etanol para obtencdo dos
extratos PEH e PEE, respectivamente. O extrato PEE foi adicionalmente submetido
a particdo com hexano (PFH), diclorometano (PFD), acetato de etila (PFA) e n-
butanol (PFB). Avaliou-se também a atividade antirradicalar (ensaio do DPPH) e
determinou-se o0 teor de fendis totais (FT) das amostras de interesse. Os
constituintes volateis foram obtidos por destilacdo de arraste a vapor tipo Clevenger,
em seguida, uma aliquota de 6leo essencial (POE) foi submetido a CG/EM para em
seguida ser analisado pelo indice de Kovats. Para avaliar os efeitos genotoxicos de
PEH, PEE, PFA e PFB em células da asa D. melanogaster, dois cruzamentos foram
utilizados: o padrdo (ST) e o de alta bioativagcdo (HB). Vérias técnicas
cromatograficas resultaram no isolamento de nove substancias: acido
acetilisocupréssico (1), artepilina C (2), acido p-cumarico (3), acido diidrocumarico
(4), acido cafeico (5), aromadendrina (6), trans-nerolidol (7), espatulenol (8) e 3-epi-
lupeol (9), as suas estruturas foram estabelecidas com base em dados de 'H e *C
de RMN. Os valores mais significativos de atividade antirradicalar e FT foram
observados nas fases mais polares: PEE, PFA, e PFB. Sob as condi¢des
experimentais, nao foi observado genotoxicidade para PEH, PEE, PFA e PFB em
todas as concentracdes testadas (12,0, 6,0 e 3,0 mg/mL). O tratamento simultaneo
com diferentes concentracdes de PEE associado a doxorrubicina (DXR) induziu a
reducdo da frequéncia de manchas em comparacdo com o tratamento com DXR
sozinha no cruzamento ST, enquanto que no HB observou-se efeitos genotoxicos,
indicando a caracteristica "Janus". Efeitos inibitérios também foram observados para
todas as doses da PFB (1,37, 0,69 e 0,345 mg/ml) associada a DXR em ambos
cruzamentos (ST e HB), sendo que a concentracdo mais elevada (1,37 mg/mL) do
HB apresentou inibicdo de 96,2% das manchas mutantes. Entre os compostos
isolados, o 1 foi testado e mostrou genotoxicidade na maior concentracdo (1,0
mg/mL) no cruzamento HB, ou seja, este diterpeno requer bioativacdo pelo
citocromo P450. Este é o primeiro relato sobre o efeito genotdéxico do acido
composto &cido acetilisocupréssico (1). Nao foi observada genotoxicidade para POE
em todas as concentracdes testadas (0,05, 0,1 e 0,2%) no cruzamento ST, este
resultado pode ser relacionado com compostos principais presentes no POE: trans-
cariofileno, ©&-cadineno, espatulenol e allo-aromadendreno. Estes resultados
contribuem para o conhecimento da composi¢cdo quimica e atividade biologica de
uma amostra de propolis do Cerrado de Mato Grosso do Sul como candidatos
promissores para novos agentes anticancerigenos.



ABSTRACT

Propolis is a complex resinous bee product whose chemical composition depends on
the botanic biodiversity of the region where it is produced. It is used as a folk
medicine against several diseases. In view of its widespread therapeutic use and few
studies on its mechanism of action and also considering that the biological properties
of the propolis produced in the Cerrado of Mato Grosso do Sul have not been
previously investigated, the aim of the present study was to evaluate the genotoxic
effect of propolis obtained from this biome on Drosophila melanogaster wing cells,
through SMART/wing test. A sample of propolis was successively extracted with
hexane and ethanol to yield the crude extracts HEP and EEP, respectively. The EEP
extract was further submitted to partition with the hexane (HPP), dichloromethane
(DPP), ethyl acetate (APP) and n-butanol phase (BPP). We evaluated the activity
against the DPPH radical and determined the total phenolic content (TP) of the
samples of interest. The volatile constituents were obtained by steam distillation
method in Clevenger extractor, then an aliquot of essential oil (OEP) was subjected
to GC/MS for after analysis of Kovats index. To access the genotoxic effects of HEP,
EEP, APP and BPP in D. melanogaster wing cells, two different crosses were used:
the standard (ST) and the high bioactivation (HB) crosses. Several chromatographic
techniques resulted in the isolation of nine substances: acetilisocupressic acid (1),
artepillin C (2), p-coumaric acid (3), dihydrocoumaric acid (4), caffeic acid (5),
aromadendrin (6), trans-nerolidol (7), spathulenol (8) and 3-epi-lupeol (9), their
structures have established on the basis of 1H and 13C NMR data. The most
significant activity antirradicalar and TP were observed at polar phases: EEP, APP
and BPP. Under the experimental conditions, no genotoxicity was shown by PEH,
PEE, PFA and PFB at all evaluated concentrations (12.0, 6.0 and 3.0 mg/mL).
Simultaneous treatment with different concentrations of EPP and Doxorubicin (DXR)
led to a reduction in the frequency of spots compared to the treatment with DXR
alone at ST cross, while at HB cross it display genotoxic effects, indicating the
caracteristic of a “Janus”. Inhibitory effects were also observed for all doses of the
PFB (1.37, 0.69 and 0.345 mg/mL) associated with DXR in both crosses (ST and
HB), and the highest dose (1.37 mg/mL) in HB cross showed inhibition of 96.2% of
the spots. Among the compounds isolated, the 1 was tested and showed genotoxicity
at the highest concentration (1.0 mg/mL) in HB cross, namely this diterpene requires
bioactivation by cytochrome P450. This is the first report about genotoxic effect of
compound acetilisocupressic acid (1). No genotoxicity was found for EOP at all
concentrations tested (0.05, 0.1 and 0.2%) in fly of the ST cross, this result may be
related to major compounds trans-caryophyllene, &-cadinene, and spathulenol allo-
aromadendrene of EOP. These results contribute to the knowledge of chemical
composition and biological activity of a propolis sample from the Cerrado of Mato
Grosso do Sul as promising candidates for novel anticancer agents.
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1. INTRODUCAO

A proépolis € um produto formado por material resinoso e balsamico, elaborado
na colmeia por abelhas a partir de material coletado de diversas partes de plantas.
De modo geral, os constituintes encontrados em prépolis sdo resinas, balsamos,
Oleos essenciais, acidos graxos e outros compostos organicos (GHISALBERTI et al.,
1978 apud MARCUCCI, 1995).

Sua composicdo quimica, portanto, é dependente da variabilidade genética
das rainhas (KOO; PARK, 1997) e da biodiversidade da flora da regido onde é
produzida (PEREIRA et al., 2002). A flora brasileira possui distintos biomas e esta
caracteristica proporcionou a classificacdo da propolis em 12 grupos: um grupo do
Sudeste, seis do Nordeste e cinco grupos do Sul (PARK et al., 2000).
Posteriormente, a prépolis vermelha encontrada no Nordeste foi classificada no
grupo 13 (DAUGSCH et al., 2006).

Em relacdo a origem botéanica, a prépolis do grupo 3 (regido Sul) é produzida
principalmente a partir de Populus (Salicaceae), do grupo 6 (Nordeste) de Hyptis
divaricata (Lamiaceae), 12 (Sudeste) de Baccharis dracunculifolia (Asteraceae)
(PARK et al., 2000) e 13 (Nordeste) de Dalbergia ecastophyllum (Leguminosae)
(DAUGSCH et al., 2006).

Por sua vez, estudos sobre a prépolis da regido Centro-oeste sdo escassos,
no Estado de Mato Grosso do Sul, por exemplo, existem apenas estudos de
guantificacdo por meio de Espectrometria de massas (SAWAYA et al., 2004) e HPLC
(MATSUDA; ALMEIDA-MURADIAN, 2008).

O uso de proépolis na medicina popular € praticado desde a Antiguidade para
o tratamento de lesdes e Ulceras por gregos, romanos e egipcios (GHISALBERTI,
1979 apud MARCUCCI, 1995). No Egito, fazia parte da composicdo da féormula
utilizada no embalsamento de cadaveres, sendo conhecidas suas propriedades
antiputrefativas. Aristételes, Dioscéridese Galeno, dentre outros, utilizavam este
composto como antisséptico e cicatrizante para o tratamento de feridas. No entanto,
somente no século XVII a prépolis foi reconhecida oficialmente pela Farmacopeia de
Londres (CASTALDO; CAPASSO, 2002).

Desde entdo, mais de 300 substancias foram caracterizadas em amostras de
prépolis, com a predominancia de compostos fendlicos, tais como fenilpropanoides e
flavonoides (TAZAWA et al., 1998; HAYASHI et al., 1999; PEREIRA et al., 2002;
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TEIXEIRA et al.,, 2006; SFORCIN, 2007), além de triterpenos e outras classes de
metabodlitos secundarios (PEREIRA et al, 2002, SILVA et al, 2005;
ALBUQUERQUE et al., 2007). Essas substancias apresentam diversas atividades
biologicas, as quais garantem seu uso no tratamento e prevencdo de doencas
(BANSKOTA et al., 2000; SFORCIN, 2007).

Embora algumas amostras de propolis brasileiras estejam caracterizadas
guanto a sua composicao e origem vegetal, as produzidas em outras regides do pais
sdo carentes de estudo, sobretudo aquelas que apresentam indices elevados de
desmatamento. Este € o caso, do bioma Cerrado, o qual esté relacionado entre os
mais ameacados de extincdo na lista de hot spots (CONSERVATION, 2009). A
grande diversidade vegetal do Cerrado torna-se uma importante fonte de metabdlitos
secundarios para a propolis, e consequentemente, pode contribuir para o seu
potencial farmacolégico. O fato de ndo existirem na literatura relatos sobre a
composicdo quimica e avaliacdo de atividades biol6gicas de amostras de propolis do

Cerrado de Mato Grosso do Sul estimulou, o desenvolvimento do presente trabalho.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Propriedades bioldgicas

As abelhas utilizam a prépolis para proteger a colmeia, sendo tal caracteristica
a responsavel pela sua denominacao de origem grega (pro = em defesa, + polis =
cidade). Essa funcdo abrange desde o fechamento das frestas da colmeia até a
esterilizacdo do local e mumificagdo dos invasores (MARCUCCI, 1995). De fato, a
prépolis apresenta propriedade antibacteriana (BANKOVA et al., 1995, CASTRO et
al., 1995, BURIOL et al.,, 2009) e antifungica (OTA et al.,, 2001) as quais s&o
primordiais para a vida na colmeia. Além disso, a propolis pode ser empregada no
combate de diversas doencas, ndo s6 as de origem microbiana, como também as
degenerativas do sistema nervoso central e de doencas genéticas (particularmente o
cancer), devido a sua potencial atividade antitumoral (ORSOLIC; BASIC, 2005;
VELIKOVA et al., 2000). A literatura ainda sugere sua atividade antiviral contra a
Influenza (SHIMIZU et al., 2008) e varia¢des do HIV-1 (GEKKER et al., 2005).

Nesse contexto, identificar os efeitos da prépolis no DNA é de suma
importancia, uma vez que substancias antimutagénicas presentes em vegetais
(PATEL et al., 2007) podem auxiliar na prevencdo de doencas como o cancer, pois a
propolis mostrou-se capaz de reduzir danos no material genético (BARILIAK et al.,
1996, VALADARES et al., 2008). Dentre os testes empregados para avaliacdo de
toxicidade genética, destaca-se o teste SMART em asa de Drosophila melanogaster
(GRAF et al.,1984).

2.2. Teste para Deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Soméatica (SMART)

O sequenciamento do genoma de Drosophila melanogaster revelou uma alta
conservagao evolutiva quando comparado ao genoma humano, ndo apenas em
nivel de sequéncia de DNA, mas principalmente em relacdo as funcbes génicas,
demonstrando alta homologia genética entre as espécies (BIER, 2005; LEHMANN et
al., 2004).

Sao também relevantes os dados obtidos a partir de andlises do proteoma,
uma vez que 60% dos 289 genes relacionados a doengas humanas apresentam

homologos em Drosophila, dos quais 75% portam sequéncias protéicas similares
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nestes dois organismos (TINCKOO; RUSSELL, 2002), dessa forma, existe uma alta
conservacao entre rotas bioquimicas e fungdes regulatorias entre as duas espécies
(ST. JOHN e XU, 1997).

Tais informagdes colocam a Drosophila melanogaster como um modelo
promissor ndo apenas para o estudo de doencas humanas, mas também para a
avaliacdo de substancias que possam ser efetivamente utilizadas no seu combate
(BIER, 2005; LEHMANN et al., 2004).

Conhecendo as vantagens promissoras desse modelo biologico, Graf e
colaboradores (1984) desenvolveram o teste para deteccdo de mutagdo e
recombinacdo somatica (Somatic Mutation And Recombination Test - SMART) a
partir de distintas linhagens de Drosophila melanogaster, o qual apresenta
resultados considerados confidveis, inequivocos e altamente reproduziveis (GRAF et
al.,, 1984). Esse ensaio apresenta alta eficiéncia na deteccdo de atividade de
substancias mutagénicas de diversas classes quimicas (GRAF et al.,1984). Além
disso, tem sido utilizado em tratamentos simultdneos com agente mutagénico
conhecido para avaliar efeitos os inibitérios de compostos, dentre eles a préopolis
(VALADARES et al., 2008). Assim, a bioprospeccao de substancias com potencial
genotdxico e/ou antigenotdxico € uma area correlata e complementar da pesquisa

de substancias com atividade anticancer.

2.3. Teste para avaliacdo de atividade antirradicalar

Como relatado anteriormente, a propolis pode ser associada a
quimioprevencado de diversas doencas devido suas propriedades farmacoldgicas,
dentre elas, a imunomodulatoria (SFORCIN, 2007) e antioxidante (HAYASHI et al.,
1999; ISLA etal., 2001).

De modo geral, as atividades biol6gicas conferidas a prépolis tém sido
atribuidas principalmente a compostos fendlicos, como os flavonoides e
fenilpropanoides, os quais se destacam por suas atividades antioxidantes
significativas, reduzindo os efeitos téxicos dos radicais livres e o surgimento de
doencas associadas (BANSKOTA et al., 2000; BARREIROS et al., 2006; SFORCIN,
2007; ESTRADA et al.,, 2008). De fato, estudos sobre medicina preventiva

mostraram que os compostos fendlicos, incluindo aqueles encontrados em algumas
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amostras de prépolis, sdo os antioxidantes naturais mais eficientes (HAYASHI et al.,
1999; BANSKOTA et al., 2000).

Por outro lado, substancias antioxidantes em situacfes adversas podem se
tornar pro-oxidantes (CASTRO et al.,, 2008) e dessa forma provocar lesdes no
material genético (MERSCH-SUNDERMANN et al., 2004). Por esse motivo, avaliar o
potencial antioxidante de uma substancia é de grande relevancia, bem como
conhecer sua acao no organismo.

Um dos ensaios utilizados para investigar o potencial antioxidante de
produtos naturais est4 baseado na facilidade com que o radical livre estavel 2,2-
difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) recebe um atomo de hidrogénio de uma substancia
antirradicalar (BLOIS, 1958 apud YAMAGUCHI et al.,1998). E possivel realizar este
ensaio quantitativamente, pois em solucao o radical DPPH apresenta uma cor violeta
muito intensa, consequéncia da conjuncdo do elétron desemparelhado. O radical
DPPH absorve em 517nm, no entanto um decréscimo nesse comprimento devido a
estabilizacdo do radical pelo recebimento de um hidrogénio radicalar de uma
substancia doadora, promove a mudanca da cor da solucdo para o amarelo (Figura
1) (BLOIS, 1958 apud YAMAGUCHI et al., 1998).

sV oV

O2N NO; + RH — Oz2N NOz + R
NO> NO2
DPPH DPPH
517 nm (violeta) 590 nm (amarelo)

Figura 1 - Esquema da neutralizacdo do radical do DPPH (coloracédo violeta) por uma substancia com
atividade antirradicalar (RH, antioxidante) com forma¢do do DPPH reduzido (colocacdo amarelada)
(Adaptado de YAMAGUCHI et al., 1998).

2.4. Oleo essencial

As abelhas possuem habilidade de coletar na natureza as melhores

substéancias para proteger sua colmeia de ataques por micro-organismos (MELLIOU
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et al., 2007) e essa aracteristica impulsionou estudos com 06leo essencial da prépolis
que comprovaram sua atividade antifungica in vitro (IOSHIDA et al., 2010) e
antibacteriana in vitro (MELLIOU et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2010).

No entanto, além de propriedades antimicrobianas, o 6leo essencial da
propolis pode apresentar outras atividades, como efeito terapéutico sobre a
ansiedade, relatado recentemente numa amostra de origem chinesa (LI et al., 2012),
sugerindo linhas de investigacdes ainda ndo exploradas.

A avaliacdo sobre a toxicidade génica de produtos naturais € primordial para
se conhecer os riscos ou beneficios para os organismos vivos, inclusive os seres
humanos (PICULO et al., 2010). Uma vez que a presenca de substancias
carcindgenas podem induzir alteracdes no material genético permanente por meio
de interacdes com o DNA (SUGIMURA, 1992).

Nesse sentido, as alteracdes genéticas que promovem o desenvolvimento
do cancer ocorrem em genes reguladores do crescimento presentes em células
normais: 1) os proto-oncogenes 0S quais promovem 0 crescimento; 2) e 0S genes
supressores de tumor que inibem o crescimento celular. As alteracbes ocorridas
nesses dois genes podem provocar o desenvolvimento de células com crescimento
descontrolado (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2008).

Dessa forma, a identificacdo dos constituintes quimicos majoritarios de
produtos naturais, como 0s presentes no 0leo essencial auxilia a interpretacdo dos

resultados de avaliacdo dos seus possiveis efeitos genotoxicos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar as propriedades antioxidantes, genotdxicas e/ou antigenotoxicas de
uma amostra de prépolis produzida na regido do Cerrado de Mato Grosso do Sul, a

partir do estudo quimico.

3.2. Objetivos especificos

- Realizar o estudo quimico da prépolis a partir dos extratos hexanico e etandlico e
fases das particdes do extrato etandlico.

- Avaliar o potencial antirradicalar dos extratos e fases obtidas, por meio do ensaio
com DPPH.

- Determinar o teor de fendis totais do extrato etandlico e suas particoes.

- Avaliar os efeitos genotoxicos e/ou antigenotdxicos (por meio do ensaio SMART)
dos extratos, fases obtidas da particdo do extrato etandlico e de pelo menos uma
das substancias isoladas;

- Correlacionar o potencial antioxidante com o0s efeitos genotdxicos ou
antigenotoxicos.

- Extrair, identificar e isolar os constituintes do 6leo essencial da propolis e avaliar

sua atividade genotoxica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencéao da proépolis

A amostra de propolis foi adquirida na forma de resina (1 kg) do Apiario Vovd
Pedro® localizado no municipio de Campo Grande — Mato Grosso do Sul, em janeiro

de 2010 (resultante da florada de 2009), e mantida sob refrigeracéo.

4.2. Cromatografia classica em coluna e em camada delgada (CCD)

As separacdes cromatograficas foram realizadas utilizando-se como fase
estacionaria, silica gel (70-230 e 230-400 mesh, Merck), silica gel 60 RP-18 (40-63
pm, Merck), Sephadex LH-20 (100 um, Sigma®) e resina Amberlite XAD-2Aldrich®.
As analises comparativas foram realizadas por meio de cromatografia em camada
delgada analitica (CCDA) realizada em placas cromatogréfica silica G TLC-UV 254

(200 pm, Sorbent Technologies®).

4.3. Reagente revelador

As placas cromatogréficas foram inicialmente visualizadas por irradiacao de
luz ultravioleta (Monitor UV, modelo UVGL - 25, UVP com lampada Black Ray de
254 e 365 nm), em seguida reveladas com solucao acida de Sulfato Cérico (solucdo
a 2% de sulfato de cério em H,SO,4 2N). As placas cromatogréficas foram colocadas

sobre chapa de aquecimento a 100 °C até a revelacdo dos compostos.

4.4. Espectros de RMN

Os espectros de RMN unidimensionais de *H e **C e bidimensionais HSQC
e HMBC foram registrados no espectrometro Bruker, modelo DPX-300, operando a
300 MHz para *H e a 75 MHz para *3C. As amostras foram solubilizadas em CD;OD
ou CDCl3. Como referéncia interna foram utilizados os sinais relativos ao hidrogénio
residual do solvente para o RMN *H e do solvente e/ou ao tetrametilsilano (TMS)
para o RMN de °C.



25

4.5. Estudo quimico dos constituintes fixos da propolis
4.5.1. Extracdo da propolis e fracionamento dos extratos

A propolis (500g) previamente congelada foi triturada em liquidificador e
extraida com hexano, para obtencdo do extrato hexanico (PEH). Em seguida, foi
extraida com etanol a temperatura ambiente. O extrato etanolico (PEE), foi
submetido a particbes sucessivas, das quais originaram as fases hexanica (PFA),
diclorometéanica (PFD), acetato de etila (PFA) e n-butandlica (PFB) (Figura 2). Todos

0s extratos e fases foram concentrados sob presséo reduzida.

Prépolis (5009)

-Extrag@o com Hexaﬂ -Extragéo com EtOH
Extrato Hexanico (77,229)
Extrato Etanollco (268,329)

Extrato Etanélico (30,309)

| - Metanol/H,O (9:1)
[ ] - Particdo com hexano

Fase Hexéanica (1,97g) Metanol/H,O (1:1)

|
[ ] -Particao com DCM

Fase Diclorometéanica (22,109) Metanol/H,O (1:1)
[ | | -AcOet
Fase Acetato de Etila (1,359) Metanol/H,O (1:1)
I | |-n-BUOH
Fase n-Butandélica (2,009) Metanol/H,O (1:1)

Figura 2 - Esquema do fracionamento da prépolis para a obten¢éo dos extratos etandlico e hexanico,
e das fases hexanica, diclorometanica, acetato de etila e n-butandlica.

4.5.2. Estudo quimico do extrato hexanico

Parte do PEH (75,0 g) foi submetida a cromatografia em coluna de silica gel
(70-230 mesh), eluida com misturas de hexano-acetato de etila e acetato de etila-
metanol, em gradiente de polaridade crescente. Sessenta e cinco fragées de 125 mL
cada (denominadas PEH 1 a 65) foram recolhidas, as quais foram concentradas num

evaporador rotativo. As fracOes obtidas foram submetidas a separacdes posteriores,
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em funcdo de sua complexidade, pelo método cromatografico que se mostrou mais
adequado.

A fracdo PEH40 (2.49 g) foi cromatografada em coluna de Sephadex LH-20
eluida em sistema isocratico (cloroformio), originando 112 fracdes (PEH40. 1 a 112).
A fracdo PEH40.32 (51,0 mg) foi recromatografada em coluna de Sephadex LH-20
com hexano-diclorometano (2:8), resultando 50 fracbes de 5 mL cada.

As fracOes semelhantes, definidas por analise em cromatografia de camada
delgada analitica (CCDA) foram combinadas, sendo a fracdo PEH40.32.21-33
constituida pelo acido acetilisocupréssico. Na fracdo PEH40.112 foi identificada a

substancia artepilina C como o componente majoritario.

4.5.3. Estudo quimico do extrato etandlico

45.3.1. Estudo da fase acetato de etila

Uma aliquota da fase acetato de etila (1,0 g) foi submetida primeiramente ao
método cromatogréafico em coluna de silica de fase reversa C-18 (coluna PFA-1). O
sistema foi eluido, seguindo um gradiente de polaridade decrescente, com
agua/metanol (8:2), 4gua/metanol (6:4), agua/metanol (2:8), metanol e acetato de
etila; resultando em 11 fracbes de 200 mL cada, que apdés concentradas em
evaporador rotatorio, foram analisadas por CCDA e escolhida a terceira fracdo (PFA-
1-3) para novo fracionamento.

A fracdo PFA-1-3 (0,72 g), eluida em agua/metanol (6:4) da coluna PFA-1,
foi fracionada em coluna de Sephadex LH-20 em metanol (Coluna PFA-2),
coletando-se 5 mL de cada fracdo. Foram obtidas 51 fracdes, sendo estas
submetidas a CCDA e reunidas as de perfil cromatografico semelhante, resultando
em cinco fragoes.

Nas fracbes 4 (PFA-2-4) e 5 (PFA-2-5) foram identificados os compostos
acido p-cumarico (3,2 mg) e uma mistura de acido p-cumarico e acido
diidrocumarico (9,6 mg), respectivamente.

A fracdo 3 (PFA-2-3) também foi submetida a uma coluna de silica gel 230-
400 mesh (Coluna PFA-3) em cloroformio/metanol de 5% a 30%, coletando-se 5 mL

em cada fracdo. Foram obtidas 197 fracBes, sendo estas submetidas a CCDA e



27

reunidas as de perfil cromatografico semelhante, resultando em 24 fracdes. Na
fracéo resultante 4 (PFA-3-4) foi identificado o flavanonol aromadendrina (1,7 mg).
Outra aliquota da fase acetato de etila (0,30 g) foi fracionada por
cromatografia em coluna de silica gel de fase reversa C-18 (Coluna PFA-4). A
coluna foi eluida com agua/metanol 6:4, agua/metanol 2:8, metanol e acetato de
etila, sendo obtidas 4 fragcbes de 300 mL cada. As fragGes foram concentradas em
evaporador rotativo, submetidas e analisadas por CCDA. A fracdo 1 (PFA-4-1, com
0,26 g) foi selecionada para fracionamento em coluna de Sephadex LH-20 (Coluna
PFA-5) em metanol/agua 7:3, coletando-se 5 mL de cada fracdo. Foram obtidas 115
fracOes, estas submetidas & CCDA e reunidas as de perfil cromatogréfico
semelhante, resultando 21 fracBes. Na fracdo 15 (PFA-5-15) foi obtido o acido

cafeico (6,5 mg).

4.6. Estudo quimico dos constituintes voléateis da propolis

4.6.1. Obtencdo do 6leo essencial da prépolis (POE)

A extracdo do 6leo essencial da prépolis foi realizada a partir de 500 g de
propolis (Apiario Vovd Pedro®) do Cerrado de Mato Grosso do Sul, empregando-se
a técnica de hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger. O 6leo essencial obtido foi

mantido sob refrigeracdo (4 °C) até a analise.

4.6.2. Analise por cromatografia gasosa/espectrometria de massas (CG/EM)

A andlise da composicdo do 6leo essencial foi realizada em cromatografo
gasoso acoplado a espectrobmetro de massas marca Shimadzu, modelo GCMS-
QP2010 plus em coluna Rtx® de 30 m de comprimento, ¢0,25 mm e espessura de
filme de 0,25 um, nas seguintes condic¢des: injetor a 220 °C, e coluna de 60-240 °C,
3 °C . min com vazdo do gas de arraste (He) de 1 mL . min™, com razéo split de

1:10, interface e fonte de ions a 240 °C.
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4.6.3. ldentificacdo dos compostos volateis

Os compostos cuja porcentagem de area apresentou valores maior ou igual
a 0,1%, foram identificados por comparacdo dos espectros de massas obtidos com
0s registros da biblioteca virtual NISTO5/FFNSC e pela determinacdo experimental
do indice de Kovats (IK), calculado a partir de um padrdo de n-alcanos (C8-C20
Sigma®, C21 Fluka®):

IK=100 (TR amostra — T R alcano anterior)

(TR alcano posterior — TR alcano anterior) + numero de carbonos alcano anterior

A andlise foi realizada com os dados obtidos da injecado simultanea do 6leo
essencial e dos padroes supracitados. Dessa forma, os valores obtidos foram
comparados com os indices de Kovats disponiveis na literatura (ADAMS, 2009).

4.6.4. Fracionamento do POE

O dleo essencial (POE, 252,8 mg) também foi submetido a cromatografia em
coluna de silica gel (230-400 mesh) acoplada a uma pré-coluna de silica gel (70-230
mesh), eluida com hexano e posteriormente com hexano/acetato de etila 2%,
hexano/acetato de etila 10%; resultando em 314 fracdes de 5 mL cada. Nas fracdes
POE.270 e POE.295 foram identificados os compostos, trans-nerolidol (6,8 mg) e
espatulenol (5,2 mg), respectivamente.

4.6.5. Estudo quimico do residuo da extracdo do POE

A fase aquosa residual resultante da extracdo do Oleo essencial foi
submetida a particdo liquido-liquido com acetato de etila. A fase acetato de etila
obtida (POEAc) foi concentrada sob pressédo reduzida, originando 5,18 g. Este
material foi fracionado por cromatografia em coluna de Amberlite XAD-2 em
gradiente de metanol/agua 2:8, metanol/agua 4:6, metanol/agua 8:2, metanol,
hexano, acetato de etila e acetona, da qual foram coletadas 17 frac6es contendo 50

mL cada.



29

A fracdo eluida com AcOEt (POEAcAc, 500 mg) foi fracionada em coluna de
Sephadex LH-20 no sistema de eluente hexano/diclorometano 2:8,
hexano/diclorometano 1:1 e hexano/acetona 3:2, resultando em 121 fracdes de 5
mL, aproximadamente. A cromatografia de coluna em silica gel (230-400 mesh) no
eluente hexano, hexano:acetato de etila 2%, hexano: acetato de etila 50%, acetato
de etila (122 fragbes de 5 mL cada) foi utilizada para purificar a substancia 3-

epilupeol (3,4 mg) presente na fracdo POEAcCAc20.

4.7. Avaliacéo da atividade antirradicalar

A avaliacdo quantitativa da atividade sequestradora de radicais livres
(capacidade antioxidante) foi determinada em espectrofotdmetro, utilizando-se o
radical estavel 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH), por meio do método da
microdiluicdo com algumas modificacdes (ZHANG et al., 2007; YAMAGUSHI et al.,
1998), em triplicata, tendo como controle positivo o acido cafeico.

A atividade sequestradora de radical (ASR) foi determinada de acordo com a

formula:

ASR(%) = (Absorbancia do controle negativo — Absorbancia da amostra)

Absorbancia do controle negativo x 100

O célculo foi efetuado de acordo com o método de regresséo linear para a
obtencdo da concentracdo que inibe 50% (Clsp) do teor de DPPH, ou seja, quanto
maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor sera a Clsp. O mesmo

procedimento foi realizado com o controle positivo.

4.8. Determinacdo de fenois totais

A determinacdo do teor de fendis totais dos compostos presentes na
amostra da prépolis, presentes nos extratos e fases das particoes, foi realizada de
acordo com o protocolo descrito na literatura (SOUSA et al., 2007a) utilizando-se o
reagente de Folin—Ciocalteau e empregando-se espectrofotometria na regidao do

visivel. As amostras (100,0 mg) foram dissolvidas em metanol, transferidas
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quantitativamente para um baldo volumétrico de 100 mL e seus volumes
completados com metanol.

Aliquotas de 7,5 mL de cada uma destas solu¢cdes foram transferidas para
balbes volumétricos de 50 mL e completadas com metanol. Aliquotas de 100 pL
destas ultimas solugdes foram agitadas cada uma com 500 pL do reagente Folin—
Ciocalteau e 6 mL de agua destilada por 1 minuto; passado esse tempo, 2 mL de
Na,CO3z; a 15% foram adicionados as misturas, seguido de agitacdo por 30
segundos.

Finalmente, as solugdes tiveram seus volumes acertados para 10 mL com
adgua destilada. Apos 2 horas, a absorbancia das amostras foi medida em um
espectrofotometro a 750 nm, utilizando-se cubetas de vidro e tendo como “branco” a
mistura de todos os reagentes e solventes, menos as amostras provenientes da
propolis.

Determinou-se o teor de fendis totais por interpolacdo da absorbancia das
amostras contra uma curva de calibracdo construida com padrbes de &cido galico
(12,5 a 400 ug/mL) e expresso em mg de equivalentes de acido galico (EAG) por g
de extrato.

4.9. Ensaio SMART em asas de D. melanogaster

4.9.1. Manutencéo das linhagens

As linhagens de Drosophila melanogaster foram cedidas pelo Prof. Dr. Mario
Antdnio Spand, responsavel pelo Laboratério de Mutagénese da Universidade
Federal de Uberlandia. Os individuos foram mantidos em recipientes contendo uma
aliquota de meio de cultura para D. melanogaster (25 g de fermento bioldgico -
Saccharomyces cerevisae - Fleischmann®, 11g de Agar-agar, 156 g de banana e 1
g de Metil Parabeno P.A. Vetec® e 820 mL de agua) a temperatura aproximada de
22 °C e umidade relativa do ar de 65% em camara B.O.D. (Biological Oxigen

Demand) com fotoperiodo de 12 horas.
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4.9.2. Linhagens, cruzamento, coleta de larvas e tratamento

Foram utilizadas trés linhagens de D. melanogaster “multiple wing hairs”
(mwh), flare® (fir®) e Oregon R, flare® (ORR; fIr%).

A linhagem mwh (com constituicdo genética y; mwh jv) possui o marcador
mwh que se localiza no cromossomo 3 (3-3,0) e que tem sua manifestacao

fenotipica caracterizada por trés ou mais pelos por célula da asa (Figura 3).

Linhagem “mwh”

r < Pelos “mwh”
+ + ) {,Lb A
mwh | | mwh (LL,L Lf;LL'

Cromossomo 3 ! LL .&:‘(;’.

Figura 3 - Caracterizagdo da linhagem mwh de D. melanogaster utilizada no teste SMART; Estrutura
do par de cromossomos 3, com énfase dos genes mutantes e caracteristicas dos pelos das asas;
Morfologia da asa em esquema e fotografia (VALADARES, 2000).

A linhagem "fir*" (de constituicdo genética fIr3 / In(3LR)TM3, ri p° sep
I(3)89Aa bx**® e Bd®) possui o marcador flr}, também no cromossomo 3, numa
posicao mais proximal (3-38,8) e sua manifestacéo fenotipica é caracterizada por um
pelo modificado em forma de chama. O marcador fl* em homozigose leva a
letalidade dos individuos (GRAF et al., 1984; GUZMAN-RINCON; GRAF, 1995).

Dessa forma, pra manter a heterozigose da linhagem, foi construido um
cromossomo balanceador TM3, Bd® (Third Multiple 3, beaded-serrate). As mdltiplas
inversdes presentes nesse cromossomo impedem que haja recombinacdo entre os
cromossomos homoélogos (LINDSLEY; ZIMM, 1992 apud GRAF et al., 1996) (Figura
4).
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3
Linhagem “flr ”

3

Ir
- TM3, BdS f
+

Cromossomo 3

Pelos normais

Figura 4 - Caracterizacdo da linhagem flr* de D. melanogaster utilizada no teste SMART; Estrutura do
par de cromossomos 3, com énfase dos genes mutantes e caracteristicas dos pelos das asas;
Morfologia da asa em esquema e fotografia (VALADARES, 2000).

Na linhagem "ORR; flr*" (de constituicdo genética ORR; fIr® /In(3LR)TM3, ri
p? sep I(3)89Aa bx*** e Bd®) o marcador flr® também encontra-se presente. No
entanto, esta linhagem difere da linhagem “flare™"
1 e 2 uma alta atividade das enzimas citocromo P450 (HALLSTROM; BLANCK, 1985

apud GRAF; SCHAIK, 1992) as quais sdo responsaveis pela metabolizacdo e

por apresentar nos cromossomos

ativacdo de promutagenos e procarcindgenos (DAPKUS; MERELL, 1977) derivados
da linhagem Oregon R, resistente ao Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT) construida
por FROLICH; WURGLER (1989) (Figura 5).

3
Linhagem “ORR;flr ”

3
s flr
TM3, Bd
+

Cromossomo 3

Pelos normais

*Cromossomos 1 e 2 possuem alta atividade do citocromo P450

Figura 5 - Caracterizacdo da linhagem Oregon R de D. melanogaster utilizada no teste SMART,;
Estrutura do par de cromossomos 3, com énfase dos genes mutantes e caracteristicas dos pelos das
asas; Morfologia da asa em esquema e fotografia (VALADARES, 2000).
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Foram realizados dois tipos de cruzamentos, (1) o Padrdo (ST) (GRAF et al.,
1984), no qual fémeas virgens da linhagem flr® foram selecionadas e cruzadas com
individuos machos mwh (Figura 6a) e (2) o cruzamento de alta capacidade de
bioativacdo metabdlica (HB) (GRAF; SCHAIK, 1992), cujas fémeas virgens da
linhagem ORR/flr® foram cruzadas com os machos mwh.

Ambos os cruzamentos originam dois tipos de descendentes heterozigotos
com composicdo genética distinta. Os heterozigotos balanceados (BH) e os

individuos trans-heterozigotos marcados (MH) (Figura 6b).

FEMEAS VIRGENS “fIr*" MACHOS “mwh"”
fir® + + AN gL
. .} 'L, Jd it
TM3, Bd x L“‘b d ‘,LL‘
+ mwh mwh AT T
1'% ‘L W ‘L
& .L-'L'
4 ' g

+

. flr® +
TM3, Bd
mwh + mwh

Descendentes Descendentes
heterozigotos balanceados (BH) trans-heterozigotos marcados (MH)

Figura 6 : Representacdo do cruzamento padrdo (ST) entre as linhagens mutantes de D.
melanogaster (A) produzindo os descendentes heterozigotos balanceados (BH) com a borda da asa
recortada e também com pelos normais na asa e, descendentes trans-heterozigotos marcados (MH),
caracterizados pela borda da asa lisa e a presenca de pelos normais (VALADARES, 2000).

Apos esse periodo, os individuos foram transferidos para recipientes contendo
0 meio de cultura, especifico para ovoposi¢cdo composto por uma camada solida de
agar (3% de agar em agua) e outra camada superficial composta de fermento

bioldgico - Saccharomyces cerevisae (Fleischmann®) e sacarose.
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Nessas condi¢des, as fémeas realizaram a postura durante um periodo de 8
horas. Apés o intervalo de 72 £ 2 h, individuos no terceiro estagio de
desenvolvimento larval provenientes dos cruzamentos ST e HB foram coletados,
lavados com agua corrente e selecionados por meio de uma peneira de malha fina,
em seguida foram transferidos para recipientes de tratamento contento 1,5 g de meio
de cultura alternativo (Puré de batata instantaneo, Yoki®) e 5 mL de diferentes
concentracdes dos extratos, particdes e substancias.

Como controle negativo, foi utilizado o solvente (Composto por agua, 3% de
Etanol e 1 % de Tween®40) e como controle positivo, foi utilizado o Cloridrato de
Doxorrubicina Gleirmark® (DXR) na concentracédo de 0,125 mg/mL. Para os ensaios
de antigenotoxicidade a DXR (0,125 mg/mL) foi utilizada no tratamento simultaneo
com a amostra.

As larvas foram submetidas ao tratamento crénico, por aproximadamente 48
horas. Apés esse intervalo, as larvas sobem pelas paredes do recipiente e atingem o
préximo estagio de desenvolvimento, a pupa.

Durante o periodo larval, caso haja alteracdo nas células primordiais dos
discos imaginais das asas, devido a acdo dos compostos testados, a perda da
heterozigose podera ser detectada nos pelos mutantes da asa do individuo adulto
(Figura 7).

Desenvolvimento:

Ovo Estagios larvais I-111 Pupa (Metamorfose)
| | , , | > Adulto
0 24 48 72 120 horas

Exposicao NS L2
As amostras: : | 48 h T

Analise das manchas mutantes mwh
elou fir’da asa

Figura 7- Esquema do tratamento cronico (48 h) das larvas trans-heterozigotas mwh +/+ fir® com as
substancias testadas. As asas dos individuos adultos s&o pontuadas como: manchas simples (mwh
ou fIr3) e manchas gémeas (mwh e fIr3) (Adaptado de GRAF et al., 1984).

Durante esse intervalo os individuos permaneceram em condi¢cbes de
temperatura ambiente controlada (22 °C) em camara B.O.D. apropriadas para

manutencdo de linhagens de D. melanogaster. Apos se alimentarem do meio e
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completarem a metamorfose, os adultos emergentes foram coletados e preservados
em etanol 70%.

4.9.3. Montagem e Andlise das Laminas

Os individuos (fémeas e machos) foram separados aleatoriamente e suas
respectivas asas foram destacadas e dispostas aos pares sobre laminas (Figura 8).
Em seguida, foram fixadas com solucéo de Faure (goma arabica 30 mg, glicerol 20

mL, hidrato de cloral 50 mg e 50 mL de agua).

Figura 8 - Esquema representativo de uma lamina com ponta fosca em vidro lapidado contendo asas
de D. melanogaster para analise microscoépica.

A célula que sofreu perda do alelo selvagem ir4d desenvolver o fendétipo
mutante, durante a metamorfose no estagio de pupa, e pode ser diferenciada
facilmente das demais (GUZMAN-RINCON; GRAF, 1995).

A andlise dos individuos MH permite detectar a ocorréncia de mutacdes de
ponto, dele¢Bes, ndo-disjuncdes (Figura 9) e recombinacdes mitdticas proximais,
distais e duplas (Figura 10). Por outro lado, nos individuos BH sé é possivel detectar
a ocorréncia de mutacfes de ponto e pequenas aberracdes cromossémicas, pois a
presenca de inversfes multiplas no cromossomo balanceador impede que as células

resultantes de recombinacao mitética sejam viaveis.



Célula Mae Mitose Células Filhas Fendtipo
: ¢
i e
y + firé orma
1 |
T r:lfllﬂs . - g
o myh H
+ A T ® -
Mormal .|'. ;jfs Mormal
B
mh
et . —e T
T I -~ + # Normal
mwh + p -~
+ i':fﬁ P
o
¢t/
——® .. 3
firr T ° -
g mwh
Delegao fir?
C
3
e N ° -
: : y I f:i 2 Normal
mwih + _.-'f.f
-
+ i':.fra °.
mwh +
T T . e 1 1 V
+—mwh  fiFf R ° ) a
Mutacéio de Ponto mwh fir3 mwh
D
mn___
myih i YA
T T mwh
mwh +
H i':ffa ° mwh +
1 1
T - + fird
+ flr2 ® - ' I = -
1 T
Mo disjuncio mwh frs Normal

36

Figura 9 - llustracdo do esquema %enético de véarios caminhos de formac¢do de manchas no teste
SMART com marcadores mwh e flr’ nas células das asas. A prevaléncia de heterozigose promove
pelos normais (A). No entanto, delecdes (B), muta¢gBes de ponto (C) e eventos de nado-disjungéo (D)

resultam em manchas simples mwh (Adaptado de GRAF et al., 1984).
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Figura 10 - llustracdo do esquema genético de varios caminhos de formagdo de manchas ano teste
SMART com marcadores mwh e flr* nas células das asas. Manchas gémeas sdo obtidas por
recombinacao proximal para o marcador flr® (E), enquanto que a recombinacéo distal produz somente
manchas mwh (F). Eventos de dupla recombinagéo originam somente pelos fIr3(G). (Adaptado de

GRAF et al., 1984).

A analise das manchas mutantes foi realizada em microscépio 6ptico de luz

(Motic®) no aumento de 400x onde se analisou cerca de 24.400 células (foliculos
pilosos) das sete regides (A, B, C’, C, D’, D e E) de cada asa (Figura 11) (GRAF et

al., 1984).
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Figura 11 - Esquema representativo do mesotdrax de e as regides A-E da superficie da asa de D.

melanogaster para o score das manchas mutantes (GARCIA-BELLIDO; MERRIAM, 1971 apud GRAF
et al., 1984).

Os grupos de pelos sdo classificados em manchas simples, quando
expressam apenas um dos marcadores (mwh ou flr’), ou manchas gémeas, quando
expressam os dois marcadores (mwh e fIr¥) na mesma mancha (Figura 12). Em
relacdo ao tamanho, as manchas foram classificadas em “pequenas”, no caso de

expressdo com um ou dois pelos mutantes e “grandes” ao apresentarem mais de
dois tricomas.

Tipos de manchas mutantes

2 [

,,...-,,..1_,.;_1""5-” N kku
. -
;f'-":_d.-’__;__ WO y W \ (Y Y
- S22 YWV TG
Tipos de pelos i i L LA
—~— Selvagem :}.r"mwh \ fird Selvagem Mancha simples Mancha Gémea

Figura 12 - Esquema representativo da classificagdo de manchas mutantes obtidas pelo teste
SMART em asas de D. melanogaster. Destaque para pelos no aumento de 400x em microscopia
Optica.

4.9.4. Anélise estatistica

ApoOs a analise das asas, os dados foram tabelados por tipo e tamanho das
manchas mutantes, posteriormente receberam tratamento estatistico segundo a
metodologia descrita por Frei e Wiirgler (1988), onde se utiliza o teste do X? para
proporgdes, bicaudal, com nivel de significancia a=p=0,05. Diagndstico estatistico de

acordo com Frei e Wurgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo.
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O calculo de percentagem de inibicdo (PI) foi realizado a partir das
frequéncias de mutacdes obtidas dos individuos que foram tratados com as

amostras associadas a DXR, de acordo com Abrahan (1994):

Pl = (frequéncia de mutagﬁesDXR_ frequéncia de mutagéesAmOStra com DXR)

frequéncia de muta(;()esDXR x 100
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Trata-se do primeiro relato sobre o estudo das atividades biolégicas de uma
amostra de propolis do Cerrado de Mato Grosso do Sul e dos seus constituintes
fixos e volateis.

No presente trabalho, foi realizado o estudo do extrato hexanico, do extrato
etandlico (especificamente, a fase AcOEt resultante de sua particdo) e do Oleo
essencial. O estudo dos dois primeiros diz respeito aos constituintes fixos da
propolis, enquanto que o estudo do Oleo essencial forneceu informagdes sobre seus

constituintes voléateis.

5.1. Estudo quimico da prépolis

5.1.1. Constituintes fixos

5.1.1.1. Identificacdo das substancias isoladas do extrato hexanico

5.1.1.1.1. Acido acetilisocupréssico

No presente estudo, foi isolado um diterpeno de esqueleto labdanico,
identificado como acido acetilisocupréssico (Figura 13) apds analise de seus
espectros de RMN de *H e de *3C, seguida de comparacédo com dados espectrais
disponiveis na literatura (POPOVA et al., 2009). A ocorréncia deste composto ja foi
relatada na prépolis brasileira (BANSKOTA et al., 1998) e grega (POPOVA et al.,
2010).

Diterpenos séo encontrados em prépolis de diversas regiées do mundo. Na
Grécia, por exemplo, a provavel fonte dessa classe de substancias sdo espécies da
familia Cupressaceae (POPOVA et al., 2010). No Brasil, sdo as araucarias na regido
Sul (BANKOVA et al, 1996), enquanto que a Baccharis dracunculifolia
provavelmente origina esses terpenoides nas regidoes Centro-Oeste e Sudeste
(MISSIMA et al., 2007).

A literatura descreve o0 acido acetilisocupréssico como antibacteriano
(POPOVA et al., 2009) e citotoxico em células tumorais (BANSKOTA et al., 1998).

No entanto, ndo existem relatos sobre sua toxicidade genética.
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Figura 13 - Estrutura do acido acetilisocupréssico.
5.1.1.1.2. Artepilina C

No presente trabalho, foi identificado como componente majoritario da fragao
PEH40.112 o fenil propanoide prenilado conhecido por artepilina C (Figura 14). A
elucidacdo estrutural deste composto foi efetuada com base na andlise de seus
dados espectrais de RMN de 'H e de °C, os quais apresentaram uma boa
correlagdo com os descritos na literatura para a artepilina C (CAMPOS et al., 2011).

Em analises quimicas realizadas com amostras de propolis brasileiras,
compostos do tipo fenilpropanoides prenilados e seus derivados foram detectados
cOomo 0sS mais comuns e mais abundantes, principalmente para a regido Sudeste
(SALATINO et al., 2005).

Artepilina C é um dos &cidos fendlicos mais encontrados na espécie
botanica Baccharis dracunculifolia D.C. (Asteraceae), popularmente denominada de
“alecrim-do-campo” (PARK et al., 2004). As folhas (KUMAZAWA et al., 2003) e a
resina dessa espécie sdo reconhecidas como a principal fonte botanica para a
producédo da prépolis brasileira (ALENCAR et al., 2005).

De fato, os extratos etandlicos de B. dracunculifolia e da propolis verde
(denominada “verde” por conta da marcante presenca dessa espécie vegetal na sua
composicdo) apresentam similaridade no perfil cromatografico (ALENCAR et al.,
2005) e na atividade bioldgica (LEITAO et al., 2004), tendo a substancia artepilina C

como componente principal em ambos os extratos.



42

Figura 14 - Estrutura quimica da substéncia da artepilina C.

Devido a sua presenca majoritaria em amostras de prépolis brasileira, esse
fenilpropanoide tem sido avaliado biologicamente. Os estudos mostram diversos
efeitos como, antitumoral (KIMOTO et al., 2001), antitripanossoma (MARCUCCI et
al., 2001), antifangico (FERESIN et al., 2003), sendo sugerido que este composto
seja provavelmente o responsavel pela acdo antibacteriana da propolis (AGA et al.,
1994).

Além disso, o seu potencial antioxidante (KUMAZAWA et al., 2004) indica
gue essa substancia reduz danos genéticos. De fato, a artepilina C inibiu mutacdes
em células pelo teste do cometa e micronucleo (NETO et al., 2011).

Na prépolis sul-matogrossense, a artepilina C foi quantificada por HPLC em
amostras coletadas nas cidades de Angélica, Mundo Novo e Campo Grande, sendo
gue a maior concentracdo foi observada na amostra da capital do estado
(MATSUDA; ALMEIDA-MURADIAN, 2008).

5.1.1.2. Identificagao das substancias isoladas da fase acetato de etila (PFA)
proveniente da particao do extrato etandlico

5.1.1.2.1. Acido p-cumarico

O composto isolado da fracdo PFA-2-4 foi identificado como sendo o acido
p-cumarico (Figura 15), com base na andlise de seus espectros de RMN de 'H e de
3¢, confirmado posteriormente por meio da comparacado com dados disponiveis na
literatura (AN et al., 2008).
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Figura 15 - Estrutura do acido p-cumarico.

Previamente, esse fenilpropanoide havia sido identificado apenas por HPLC
na propolis brasileira (PARK et al, 2002; SOUSA et al., 2007), europeia
(SCHNITZLER et al.,, 2010) e israelense (CROCI et al., 2009) e portanto, seu
isolamento e caracterizacado por meio de dados de RMN a partir de uma amostra de
propolis estd sendo descrito pela primeira vez.

A atividade antioxidante da propolis verde esta relacionada, sobretudo a
presenca de flavonoides e derivados do acido p-cumarico (SIMOES et al., 2004). De
fato, esse acido atua como agente antioxidante, pois inibe a peroxidacdo do &cido
linoleico (HAYASHI et al., 1999).

Além disso, Vauzour e colaboradores (2010) descreveram seu efeito
neuroprotetor como sendo o mais eficaz que o dos flavonoides catequina e
epicatequina. Outro ponto importante do &cido p-cumdrico esta na sua para-
hidroxilacdo, a qual esta associada a sua elevada atividade antitumoral (SZLISZKA
et al., 2009).

5.1.1.2.2. Acido cumarico + acido diidrocumarico

A andlise dos sinais presentes nos espectros de RMN de *H e de *°C da
fracdo PFA-2-5 revelou que a mesma se tratava de uma mistura, contendo acido p-
cumarico como componente principal (ja isolado da fracdo PFA-2-4, item 5.1.1.2.1.)
e outro fenilpropanoide como constituinte minoritario, o qual foi identificado como
sendo acido diidrocumarico (Figura 16). Tais compostos sao diferenciados apenas
pela auséncia de insaturacdo nos carbonos 7 e 8 do acido diidrocumarico. Os dados
de RMN de 'H e de *C do &cido diidrocumarico apresentaram uma boa correlacdo

com os descritos na literatura para este composto (OWEN et al., 2003).
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Figura 16 - Estrutura do acido diidrocumérico.

A ocorréncia do &cido diidrocumarico em amostras de propolis brasileira e
egipcia foi detectada apenas por HPLC (CHANG et al., 2008; EL-HADY et al., 2007).
Assim, este é o primeiro relato do isolamento deste composto de prépolis e de sua

identificacdo por dados espectrais de RMN.

5.1.1.2.3. Acido cafeico

Da fracdo PFA-5-15 foi isolado um sélido amorfo, cujos espectros de RMN
de 'H e de *3C permitiram caracteriza-lo como sendo o fenilpropanoide acido cafeico
(Figura 17). Os dados espectrais deste composto mostraram-se bastante
semelhantes aos do acido cafeico descrito na literatura (JEONG et al., 2011).

O isolamento do acido cafeico a partir de prépolis foi relatado na Bratislava
por Cizmarik; MATEL em 1970, posteriormente este composto foi identificaso em
amostras de propolis produzidas no Irda (MOHAMMADZADEH et al., 2007) e no
Brasil (BANKOVA et al., 1995). Entretanto, esse é o primeiro relato de isolamento

do acido cafeico na prépolis brasileira.

HO

HO

Figura 17 - Estrutura do &cido cafeico.

Em relacdo a suas atividades farmacoldgicas, o acido cafeico apresenta

potencial terapéutico, devido a sua acdo antimetéstica, antitumoral (CHUNG et al.,
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2004), neuroprotetora (SUL et al., 2009), antioxidante (GULCIN, 2006) e bactericida
(CIZMARIK; MATEL, 1970).

Quanto a toxicidade genética, esse composto apresentou antigenotoxicidade
no teste de Ames e no cruzamento ST do ensaio SMART/asa (KAREKAR et al.,
2000).

5.1.1.2.4. Aromadendrina

Varios flavonoides foram relatados em amostras de propolis produzidas em
vérias regides do mundo (SALATINO et al., 2011). No presente trabalho, o composto
isolado da fracdo PFA-3-4 foi caracterizado através da andlise de seus espectros de
RMN de 'H e de *C, HSQC e HMBC como sendo o flavanonol aromadendrina
(Figura 18). Os dados espectrais obtidos apresentaram uma boa correlacdo com 0s
descritos na literatura para este flavonoide (HAN et al., 2007).

Embora haja vérios relatos na literatura sobre a presenca de flavonoides em
propolis, raros sdo os exemplos de flavonoides com esqueleto do tipo flavanonol. No
gue se refere especificamente a ocorréncia de aromadendrina em propolis brasileira,
h& apenas um registro em uma amostra de prépolis de Minas Gerais (NAFADY et
al., 2003).

Os flavonoides sdo conhecidos pela sua atividade antioxidante (PIETTA,
2000), a aromadendrina, por exemplo, protege células do estresse oxidativo ao inibir
a producao de espécies reativas de oxigénio (FUNARI et al., 2011). Nesse contexto,
as hidroxilas responsaveis pelo potencial antioxidante, parecem ser essenciais
(aquelas localizadas nos carbonos 5 e 7) também a atividade antimutagénica (CHOI
et al., 1994). Entretanto, seu efeito protetor sobre aflatoxina B; foi relatado como
sendo fraco (CHOI et al., 1994), talvez devido ao seu potencial citotoxico moderado

frente células tumorais (JEON et al., 2008).
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Figura 18 - Estrutura da aromadendrina.

5.1.2. Constituintes volateis

5.1.2.1. Identificagc&o dos compostos do POE

A andlise da composicdo quimica do 6leo essencial extraido da propolis
(POE) foi realizada por meio da técnica de CG/EM (cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas).

A composicdo dos constituintes volateis da propolis do Cerrado de Mato
Grosso do Sul apresentou quase que na sua totalidade de hidrocarbonetos
sesquiterpénicos (95%) dentre os constituintes quimicos identificados. Nas amostras
de Oleo essencial de propolis brasileiras, os sesquiterpenos também foram
predominantes em amostras do estado de Minas Gerais (ALBUQUERQUE et al.,
2008) e no Rio de Janeiro (OLIVEIRA et al., 2010), enquanto que no estado do Piaui
ocorreu variagcao no percentual das classes de mono e sequiterpenos de acordo com
a regido analisada (TORRES et al., 2008).

5.1.2.2. Identificagédo das substancias isoladas do POE

A partir da separacdo cromatografica do POE, foi possivel isolar dois de

seus componentes, 0s sesquiterpenos trans-nerolidol e espatulenol.
5.1.2.2.1. trans-nerolidol
O composto obtido na fracdo POE-270, proveniente da coluna

cromatografica realizada com o 6leo essencial (POE), foi indentificado com base em

seus espectros de RMN de *H e de *3C e confirmado por comparagao com os dados
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da literatura (MIYAZAWA et al., 1996) como sendo o sesquiterpeno trans-nerolidol
(Figura 19). Trata-se do primeiro relato do isolamento desde sesquiterpeno de uma
amostra de propolis brasileira, pois anteriormente este composto apenas havia sido
identificado por CG/EM na propolis brasileira (ALBUQUERQUE et al., 2008).

A presenca de nerolidol (porém sem definicdo da estereoquimica) como
componente principal do 6leo essencial foi descrita em amostras de propolis das
llhas Canarias (BANKOVA et al., 1998) e do Parana (BANKOVA et al., 1999).

A literatura relata para o trans-nerolidol atividade tripanossomicida (HOET et

al., 2006) e apresentou excelente atividade anti-inflamatoria (TUNG et al., 2008).

12 13

Figura 19 - Estrutura do trans-nerolidol isolado do 6leo essencial da prépolis.

5.1.2.2.2. Espatulenol

A substancia espatulenol (Figura 20) foi isolada da fracdo POE-295 e teve
sua estrutura identificada com base na analise dos dados obtidos dos espectros de
RMN 'H e *3C os quais apresentaram grande semelhanca com os do espatulenol
descritos na literatura (MOREIRA et al.,, 2007). Esse sesquiterpeno tem sido
identificado em diversas amostras de prépolis (TORRES et al., 2008, MAROSTICA-
JUNIOR et al., 2008). A literatura descreve seu efeito imunomodulatério (ZIAEI et al.,
2011) e também como sendo um dos principais responsaveis pela atividade
antimicrobiana apresentada pelo 6leo essencial de Helichrysum cymosum e H.
fulgidum (BOUGATSOS et al., 2004).
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Figura 20 - Estrutura do espatulenol isolado do 6leo essencial da prépolis.

5.1.2.3. Estudo quimico do residuo da extragdo do POE

Além do estudo da composicéo quimica do 6leo essencial, optou-se também
por estudar a fase aquosa remanescente no baldo de destilacdo apos a extracao do
Oleo essencial. Embora os componentes presentes nesta fase ndo sejam volateis
(ndo arrastaveis pelo valor d’agua), os resultados obtidos do estudo da fase aquosa
foram inseridos num sub-item do item 5.1.2, uma vez que esta foi obtida a partir do
estudo do oleo essencial.

A fase aquosa foi particionada com AcOEt e a fase AcOEt obtida deste
processo foi submetida a processos cromatograficos, que resultaram no isolamento

de um composto amorfo (item 5.1.2.3.1.3)

5.1.2.3.1. 3-epi-lupeol

O soélido amorfo obtido apds diversos fracionamentos cromatograficos da
fase AcOEt foi identificado, por meio da andlise dos sinais presentes nos espectros
de RMN de *H e de **C, como sendo o triterpeno pentaciclico 3-epi-lupeol (Figura
21).

Este é o primeiro relato na literatura do triterpeno 3-epi-lupeol em uma
amostra de propolis, sua estrutura foi identificada com base na andlise dos dados
obtidos dos espectros de RMN *H *3C.

Adicionalmente, 3-epi-lupeol isolado de Glochidion eriocarpum apresentou

efeitos inibitérios no crescimento de células tumorais (PUAPAIROJ et al., 2005).
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Esse triterpeno também apresentou moderada atividade anti-tuberculose (AKIHISA
et al., 2005).

Figura 21- Estrutura do 3-epi-lupeol isolado da fase aquosa residual proveniente da extragdo do éleo
essencial da prépolis.

5.2. Avaliagdo da atividade antirradicalar

Os resultados obtidos no ensaio com DPPH para avaliacdo do potencial
antioxidante dos extratos hexanico (PEH) e etandlico (PEE) e das fases
provenientes da particdo do segundo [as fases hexanica (PFH), diclorometanica
(PFD), acetato de etila (PFA) e n-butandlica (PFB)] sdo apresentados na Tabela 1.

Com base nos valores de ICsy, Vverificou-se que as propriedades
sequestradoras de radical livre ficaram concentradas no extrato etandlico,
particularmente nas fases n-butandlica e acetato de etila.

Diversas amostras de propolis apresentam elevado potencial antioxidante,
que tem sido atribuido aos compostos fendlicos (KUMAZAWA et al., 2004), os quais
podem estar concentrados nas fases organicas mais polares da particdo do PEE
(Fases PFA e PFB), conforme demonstrado pelos resultados obtidos na
determinacao de fendis totais (item 5.3.).

De modo geral, os polifendis possuem a estrutura ideal para o sequestro de
radicais livres (BARREIROS et al., 2006). Deste modo, a capacidade antioxidante
dos polifendis pode exercer efeitos protetores, por inibir ou estimular proteinas

especificas por meio de sinalizacdo celular em cascata.
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Tabela 1 - Valores de ICsy (ug/mL) obtidos no ensaio com DPPH para o extrato bruto da propolis e
das fases obtidas da particAo do extrato, valores superiores a 1000 pg/mL foram considerados
inativos.

Amostras ICso (ng/mL)
Extrato Hexanico >1000
Fase hexanica >1000
Fase diclorometanica >1000
Extrato etanolico 532,17
Fase Acetato de etila 109,33
Fase Butandlica 38,78
Acido Cafeico (Padr&o) 3,47

5.3. Determinacéo de Fendis Totais

Uma vez que as amostras de prépolis sdo ricas em compostos fendlicos,
muitos dos quais sao responsaveis por sua acao sequestradora de radicais livres e,
considerando-se o potencial antioxidante observado para o PEE e as fases PFA e
PFB de sua particdo, decidiu-se avaliar o teor de fendis totais das amostras
estudadas.

A determinacdo de fendis totais foi realizada de acordo com o método de
Folin—Ciocalteau (item 4.8). Utilizou-se o acido galico como padrao e o teor de fenois
foi expresso como mg de equivalentes de acido gélico (EAG) por g de amostra.

A equagcdo da curva de calibragio do acido gélico (EAG) foi
C=0,12147A+0,00443, onde C é a concentracdo do acido galico, A é a absorbéancia

a 750 nm e o coeficiente de correlacdo R = 0,999 (Figura 22).

y=0,12147x - 0,0043
R*=0,999

Absorbancia (A=750 nm)
o
w
o
o

2 3
Concentragdo de acido galico (ug/mL)

Figura 22 - Curva padréo obtida a partir do acido galico para determinagéo do teor de fendis totais da
prépolis sul-matogrossense.
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O PEE apresentou teor de compostos fenolicos de 194 + 21,75 mg de EAG/g.
Além disso, o teor de fendis aumentou ao longo das particbes do PEE, com
destaque para as fases acetato de etila (342,64 + 23,22mg de EAG/g) e n-butandlica
(348,12 + 25,36mg de EAG/qg) (Figura 23). O teor de fendis do extrato etandlico foi
superior ao de fendis totais determinados pelo mesmo método de extratos de
propolis brasileiras de outras regifes. Estas amostras apresentaram variacdo de
22,26 mg de EAG/g (CASTRO et al., 2007) a 105,08 mg de equivalentes de EAG/g
(MELLO et al., 2010).

A elevada presenca de compostos fendlicos detectada, no presente trabalho,
na amostra de prépolis do Cerrado de Mato Grosso do Sul € um dado significativo,
pois muitas substancias dessa classe de metabdlitos secundarios podem apresentar

potencial anticarcinogénico (LOHMAN et al., 2001).

400 ~

350 +

300 -+

250 -+

200 -

150 -

Teor de fendis totais

100 -

50 -

Extato Etandlico Fase Acetato de etila Fase n-Butandlica

Figura 23 - Conteldo de fendis totais (FT) das amostras analisadas. Os valores foram expressos
como mg de equivalentes de acido galico (EAG) por g de extrato.

5.4. Avaliacdo da atividade genotoxica e/ou antigenotdxica

5.4.1. Avaliagcdo da atividade genotoxica dos extratos hexéanico (PEH) e
etanolico (PEE)

O perfil genotdéxico da amostra de propolis em estudo comecou a ser

delineado pela avaliagdo dos extratos etandlico (PEE) e hexanico (PEH). O teste
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SMART/asa permite avaliacdo confidvel, sendo esta metodologia usada para
investigar a genotoxicidade de varias classes de substancias (REZENDE et al.,
2009; SANTOS-CRUZ et al., 2012)

Os resultados para ambos os cruzamentos (ST e HB) tratados com o PEH e
o PEE (3,0, 6,0 e 12 mg/mL) n&o indicaram genotoxicidade nas concentracdes
testadas.

A auséncia de genotoxicidade para o PEH pode estar relacionada a presenca
de fenilpropanoides prenilados, como a artepilina C identificada neste extrato (item
5.1.1.1.2.), visto que essa substancia reduz danos genéticos (NETO et al., 2011).

Em relacdo ao PEE, o resultado negativo para atividade genotdxica, aliado
aos valores obtidos pelo teste de atividade antirradicalar (ICso 532,17 pug/mL) e teor
de fendis totais (194,45 + 21,75 mg EAG/g de PEE) os quais indicam potencial

antioxidante, subsidiaram sua avaliacao antigenotoxica.

5.4.1. Avaliacdo da atividade antigenotdxica do extrato etandlico (PEE)

Para o cotratamento com o extrato etanolico (PEE) (0,375, 0,75 e 1,5
mg/mL), foi utilizado o agente mutagénico cloridrato de doxorrubicina (DXR, 0,125
mg/mL), uma vez que esta substancia tem apresentado resultados satisfatorios no
teste SMART/asa para avaliacdes de atividade antigenotoxica (REZENDE et al.,
2009; VALADARES et al., 2008).

A ocorréncia de menores valores de frequéncia de mutagdes no tratamento
com PEE associado a DXR indica que o extrato etandlico (PEE) reduz danos
genéticos causados pela DXR, nos descendentes do cruzamento ST.

Esse efeito parece mediado por substancias antioxidantes. De fato, esse
extrato apresentou uma atividade antirradicalar significativa e alto teor de compostos
fenolicos, os quais podem reduzir radicais livres gerados pela DXR
(BENCHEKROUN et al., 1993).

Considerando o cruzamento de alta bioativacdo (HB), os efeitos protetores
do PEE frente ao agente mutagénico DXR foram observados apenas na menor
concentracdo avaliada (0,375 mg/mL). Nas demais concentracdes a acao inibitoria
ndo foi observada, pelo contrario, nas maiores concentragdes as amostras do PEE

foram genotéxicas.
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Nesse contexto, os resultados do presente estudo revelam substancias com
a caracteristica “Janus”, termo utilizado para designar substancias que se
comportam como agentes genotoxicos ou antigenotoxicos dependendo dos tipos
celulares ou doses utilizadas (VON-BORSTEL; HIGGINS et al., 1998). Resultados
semelhantes foram obtidos por Tavares e colaboradores (2006), os quais
observaram o fenbmeno “Janus” no extrato etandélico da propolis verde, de modo
gue a menor concentracao inibiu as lesdes causadas pela DXR, enquanto que nas
maiores houve aumento de danos genéticos.

Esse efeito é possivel devido a capacidade de substancias antioxidantes,
como € o caso dos polifendis, de se tornarem pro-oxidantes (CASTRO et al., 2008).
Compostos com atividade antirradicalar podem apresentar atividade antimutagénica
devido a sua capacidade de sequestrar radicais livres, a qual € o mais importante
mecanismo de antimutagenicidade (DE FLORA, 1998). Por outro lado, os efeitos
pré-oxidantes dos flavonoides, onde muitos dos quais possuem hidroxilas fendlicas
tem sido relatados, o0s quais seriam responsaveis por danos no DNA em
concentracoes elevadas (MERSCH-SUNDERMANN et al., 2004).

Os compostos fendlicos da prépolis também foram relatados por Pereira e
colaboradores (2008) como sendo os responsaveis por efeitos mutagénicos nas
células sanguineas de camundongos por meio de consumo agudo avaliado (nas
concentracfes de 1.000, 1.500 e 2.000 mg/kg) pelo teste de Micronlcleo e Cometa.

Além disso, esse efeito também parece ser simultaneo a acao das enzimas
do citocromo P450. Realmente, o efeito caracteristico da classe P450 sobre
produtos quimicos téxicos € a oxidacdo de substancias, como a nicotina (CASHMAN
et al.,, 1992) e ativacdo da aflotoxina (Figura 24). Assim, a oxigenacdo pode
converter uma substancia quimica inofensiva em um composto carcinogénico (VON-
BORSTEL; HIGGINS et al., 1998).
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Figura 24 - Ativagdo do carcindogeno aflotoxina. Uma transformagdo metabdlica ativa muitos
carcinégenos quimicos antes deles causarem mutacdes por reagirem com o DNA. O composto
ilustrado é a aflotoxina B1, uma toxina de um fungo (Aspergillus flavus oryzae) (ALBERTS et al.,
2010).

5.4.2. Avaliacdo da atividade genotoxica da fase acetato de etila (PFA) e fase n-
butandlica (PFB)

O resultado de antigenotoxicidade para o extrato etandlico PEE, aliado aos
valores obtidos no ensaio relacionado a atividade antioxidante, nortearam o estudo
de toxicologia génica para as fases acetato de etila (PFA) e n-butandlica (PFB)
provenientes do PEE.

Ambas as fases ndo apresentaram genotoxicidade quando comparadas ao
controle negativo nos ensaios realizados com ambos os cruzamentos ST e HB.

Um fato que deve ser notado é a reducéo de frequéncias de mutacbes em
guase todas as concentracdes, quando comparadas ao grupo controle negativo para
as duas fases (PFA e PFB). Essa reducdo de mutacOes basais (observadas nos
individuos do controle negativo) pode estar associada ao potencial antioxidante dos
componentes presentes nestas amostras.

Com base nos resultados, ambas as fases PFA e PFB foram submetidas a

avaliacdo de suas possiveis propriedades antimutagénicas.
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5.4.3. Avaliacdo da atividade antigenotOxica da fase acetato de etila (PFA)

Nos descendentes do cruzamento ST tratados com a menor concentracao
(0,69 mg/mL) foi observada atividade antigenotoxica estatisticamente significativa
guando comparado com os tratados somente com DXR.

A presenca dos acidos fenodlicos p-cumarico (item 5.1.1.2.1.1.),
diidrocumarico (item 5.1.1.2.1.2.), cafeico (item 5.1.1.2.1.3.) e do flavonoide
aromandendrina (item 5.1.1.2.1.4.) na PFA, assim como o potencial antioxidante
apresentado por essa fase sustentam a agéo antigenotoxica observada. Além disso,
a literatura relata uma atividade antimutagénica para o &cido cafeico no teste
SMART/asa (KAREKAR et al., 2000) e também para a aromadendrina pelo teste de
Ames (CHOI et al., 1994).

Por outro lado, as maiores concentragbes (1,37 mg/mL e 2,75 mg/mL)
avaliadas do cruzamento ST e todas do HB, n&o apresentaram efeito protetor frente
a DXR. Este resultado € similar ao apresentado pelo PEE, onde também houve
auséncia da correlacdo de dose-resposta, pois 0 aumento gradual da concentracao
de PFA néo reduziu a os danos genéticos ocasionados pela DXR. De fato, elevadas
concentracdes de prépolis (2.000 pg/mL™?) causaram eventos de cito e
genotoxicidade em linfécitos humanos avaliados por Montoro e colaboradores
(2012). O evento de pro-oxidacdo sugerido para o extrato etandlico (PEE) também
pode ser destacado para essa fase, assim como a bioativacdo de pré-mutagenos
pelas enzimas do complexo P450 (VON-BORSTEL,; HIGGINS et al., 1998).

Por esse motivo, antes de estabelecer uma estratégia quimiopreventiva, é
necessario conhecer sobre quais condicdes um componente € benéfico ou danoso
ao genoma (TAVARES et al., 2006).

5.4.4. Avaliacdo da atividade antigenotdxica da fase n-butandlica (PFB)

Ao avaliar a fase n-butandlica quanto a sua atividade genotdxica observou-se
inibicAo de manchas mutantes estatisticamente significativa nos individuos avaliados
pelo cotratamento em todas as concentraces da PFB, frente as duas linhagens ST
e HB, sendo que a maior concentracdo (1,37 mg/mL) inibiu 79% das mutacdes

provocadas pela DXR para o cruzamento ST.
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De modo geral, estes resultados indicam uma correlacdo de dose-resposta. O
efeito inibitério de clones mutantes foi proporcional ao aumento das concentracfes
da fase n-butandlica (PFB) para ambos os cruzamentos.

Existe mais um fator que deve ser notado, o elevado potencial inibitorio da
PFB no cruzamento HB. Essa atividade parece ser mediada pelas enzimas do
complexo P450. Por meio da oxidacao pelo P450, uma substancia ndo toxica pode
se tornar anticancerigena (VON-BORSTEL; HIGGINS et al., 1998).

Além disso, a menor concentracdo (0,345 mg/mL) inibiu 92,14% dos danos
causados pela DXR. Nesse mesmo teste e cruzamento, Valadares e colaboradores
(2008) observaram inibicdo de 26,6% na menor concentracao avaliada (12,5 mg/mL)
para o extrato aquoso da propolis verde.

Tais resultados podem estar correlacionados ao elevado teor de compostos
fendlicos determinados nessa fase (348,12 + 25,36 mg EAG/g de PEE), assim como
a sua significativa atividade antirradicalar (ICsp= 38,78 mg/mL), de maneira anéloga
aos resultados obtidos para a fase acetato de etila (PFA). Porém, diferentemente da
PFA, as maiores concentracdes da fase PFB testadas em ambas as linhagens ST e

HB apresentaram atividade antigenotdxica significativa.

5.4.5. Avaliacado da atividade genotéxica do acido acetilisocupréssico

Tendo em vista 0 grau de pureza e a quantidade obtida do &cido
acetilisocupréssico (item 5.1.1.1.1.), este diterpeno foi selecionado dentre os
compostos isolados da prépolis do presente trabalho para ser avaliado quanto a sua
acdo genotoxica frente a ambas as linhagens ST e HB.

No que se refere ao ensaio realizado com o cruzamento ST, o diterpeno
acido acetilisocupréssico ndo apresentou efeito genotéxico nas concentracfes de
0,25, 0,5 e 1mg/mL. Entretanto, no cruzamento HB, este diterpeno apresentou
genotoxicidade na maior concentracgéo testada (1,0 mg/mL).

Estes resultados indicam que o acido acetilisocupréssico atua como um pro-
mutédgeno, o qual necessita da bioativagdo pelo mecanismo de oxidagéo realizado
pelas enzimas do complexo P450 para ser genotoxico. Este é o primeiro relato sobre

a atividade genotoxica deste composto. Em trabalhos anteriores, a literatura o
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descrevia apenas como antibacteriano (POPOVA et al., 2009) e citotoxico em
células tumorais (BANSKOTA et al., 1998).

5.4.6. Avaliacdo da atividade genotoxica do POE

No presente trabalho decidiu-se avaliar também o potencial genotéxico dos
compostos volateis da prépolis, uma vez que, de acordo com o levantamento feito na
literatura, ndo foram encontrados registros sobre a avaliacdo genotoxica do Oleo
essencial de prépolis.

A avaliagdo genotoxica do Oleo essencial da prépolis foi realizada nas
concentracfes de 0,05, 0,1, e 0,2%. No cruzamento ST, as frequéncias de mutacoes
obtidas nos individuos tratados com as trés concentracdes do POE indicam auséncia
de genotoxicidade, quando comparadas as frequéncias de clones mutantes
observados nos individuos do controle negativo.

Outro fator que deve ser destacado no presente estudo se refere a
ocorréncia de menores valores de manchas mutantes, quando comparados aos do
grupo controle, uma vez que este fato sugere que o 6leo essencial da propolis reduz
danos no material genético. Esse efeito parece ser mediado pelos constituintes
majoritarios identificados na amostra. De fato, de acordo com a literatura, os
sesquiterpenos (+)-aromadendreno, avaliado pelo teste de Ames (GONCALVES et
al., 2011), e o B-cariofileno testado no teste de Micronucleos ndo possuem atividade
genotdxica, sendo que este Ultimo atua como agente antigenotoxico no teste (DI
SOTTO et al, 2010).
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6. CONCLUSOES

- Quanto a sua genotoxicidade, os extratos hexanico e etandlico, bem como
as fases acetato de etila e n-butandlica resultantes da particdo do extrato etandlico
nao apresentaram genotoxicidade no ensaio SMART/asa para ambos o0s
cruzamentos (ST e HB).

- O extrato etandlico exerceu efeito protetor com relacdo a acao genotdxica
da doxorrubicina na linhagem ST em todas as concentra¢gOes avaliadas. No entanto,
no cruzamento HB este extrato foi genotoxico nas maiores concentragdes, o que
sugere a presenca de substancias, as quais, ap0s metabolizacdo, exercem efeito
Janus.

- A fase n-butandlica proveniente da particdo do extrato etandlico apresentou
efeito antigenotodxico significativo (dose-resposta) em ambas as linhagens ST e HB.

- A acao inibitéria apresentada pelo extrato etandlico (na linhagem ST) e
pela fase n-butandlica (nas linhagens ST e HB) provavelmente esta relacionada as
suas propriedades sequestradoras de radical livre (avaliadas através do ensaio
quantitativo com DPPH) e a sua quantidade de fendis totais.

- A fase acetato de etila somente apresentou atividade antigenotoxica na
linhagem ST e apenas na menor concentracdo, sem correlagédo de dose-resposta,
sugerindo a pré-oxidacao de seus constituintes pelas enzimas do complexo P450.

- O estudo quimico do 6leo essencial da propolis resultou na identificacao
através de CG/EM de 20 componentes, na sua maioria hidrocarbonetos
sesquiterpénicos, sendo o0s constituintes principais (E)-cariofileno, ©&-cadineno,
espatulenol e allo-aromadendreno. Dois destes componentes, o0s alcodis
sequiterpénicos trans-nerolidol e espatulenol, foram também isolados e
caracterizados apés fracionamento cromatogréafico do 6leo essencial.

- O ¢6leo essencial da propolis ndo apresentou genotoxicidade para o
cruzamento ST, sendo os resultados obtidos sugestivos de reducdo de danos no
material genético.

- O estudo dos constituintes fixos da prépolis resultou no isolamento e
caracterizagao de duas substéncias do extrato hexanico (o fenilpropanoide artepilina
C e o diterpeno acido acetilisocupréssico), quatro substancias da fase acetato de
etila resultante da particdo do extrato etandlico (os fenilpropanoides acidos cumarico,
diidrocumarico, cafeico e o flavanonol aromadendrina) e uma do residuo aquoso da
extracdo do Oleo essencial (o triterpeno 3-epi-lupeol). A ocorréncia deste triterpeno
em propolis esta sendo relatada pela primeira vez.

- Na avaliagdo dos efeitos genotoxicos do acido acetilisocupréssico,
verificou-se que este diterpeno ndo foi genotdxico para o cruzamento ST, porém
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apresentou genotoxicidade na maior concentracdo testada (1,0 mg/mL) frente ao
cruzamento HB. Estes resultados indicam que o acido acetilisocupréssico atua como
um pré-mutageno, necessitando de bioativacdo pelas enzimas do complexo P450
para exercer sua acao genotoxica. Trata-se do primeiro relato de genotoxicidade do
acido acetilisocupréssico.

Os resultados obtidos deste estudo, além de contribuirem para o
conhecimento da composicao quimica de uma amostra de prépolis de uma regiao
ainda nao investigada, fornecem subsidios para pesquisas futuras sobre a propolis
do Cerrado de Mato Grosso do Sul e/ou de seus constituintes quimicos como
candidatos promissores a novos agentes anticancer.
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