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RESUMO
A Meliponicultura (cultivo de abelhas sem ferrdo) esta em desenvolvimento ha

bastante tempo em regides do Brasil, principalmente nas regides Norte e Nordeste.
No estado do Maranhao, destaca-se o cultivo de Melipona fasciculata Smith (tilba
ou tilba do Maranh&o), ocupando lugar de destaque pela sua dispersdo no estado.
A atividade faz parte dos arranjos produtivos do estado, como forma de contribuir
para o desenvolvimento sustentdvel do Maranh&o. No entanto, ha a necessidade de
estudos sobre a composicdo quimica e atividade bioldégica dos produtos
meliponicolas, o que ndo agrega valor aos produtos, dificultando a comercializagéo
dos mesmos. Considerando a escassez de pesquisas realizadas sobre as atividades
bioldgicas e identificacdo quimica do polen de M. fasciculata, este trabalho objetivou
obter um perfil quimico e investigar a atividade antinflamatéria in vitro do extrato
hidroetandlico de pélen de M. fasciculata Smith. O pélen foi coletado no municipio de
Viana-MA e submetido a maceracdao com etanol a 70% (v/v), com hidromddulo 1:5
(m/v) por 72 horas, filtrado e concentrado em evaporador rotativo, obtendo-se o
extrato hidroetanolico de pélen (EHP). Do EHP, realizou-se o doseamento de
polifenois totais, utilizando o Folin-Ciocalteau e carbonato de sédio (NaxCOs3) a 20%,
e o doseamento de flavonoides com cloreto de aluminio (AICls) a 5%, ambos
medidos por espectrofotbmetro UV-Vis. A atividade antinflamatéria in vitro foi
avaliada utilizando o Ensaio colorimétrico in vitro de inibigdo da enzima
cicloxigenase (COX), com o percentual de inibicdo da enzima (Clsos,) calculado
através dos valores de absorbancia em relacdo ao grupo controle. O perfil quimico
do EHP foi realizado através de analises por cromatografia em camada delgada
(CCD) e espectrometria na regidao do ultravioleta e visivel (UV-VIS). O EHP
apresentou rendimento extrativo de 60,65%, teor de 9,17% de polifenois totais,
0,14% de flavonoides totais e presenca de rutina na sua composicao por
cromatografia em camada delgada em comparacado do Rf com padrdes, além de
inibir in vitro ambas as isoformas da cicloxigenase (COX), a partir da concentragéo
de 10 pg/mL. Os dados obtidos contribuem para a obtengao de parametros quimicos
e biologicos, no estabelecimento do perfil de qualidade, bem como para validacao
deste produto bioativo para uso nutricéutico e/ou farmacéutico, além de agregar
valor para a Meliponicultura, um dos arranjos produtivos do estado do Maranh&o.

Palavras-chave: Pdlen; abelha sem ferrdo; polifenois totais; atividade

antinflamatoéria.



ABSTRACT

Meliponicultura (stingless bees cultivation) has been in development for a long time
in regions of Brazil, mainly in the North and Northeast. In the state of Maranh&o, we
highlight the cultivation of Melipona fasciculata Smith (tidba or tidba do Maranh&o),
occupying a prominent place by its dispersion in the state. The activity is part of the
productive arrangements of the state, as a way to contribute to the sustainable
development of Maranh&o. However, there are few studies on the chemical
composition and biological activity of meliponic products, among them pollen.
Considering the scarcity of researches on biological activities and chemical
identification of M. fasciculata pollen, this study aimed to obtain a chemical profile
and to investigate the in vitro anti-inflammatory activity of the hydroethanolic extract
of M. fasciculata Smith pollen. The pollen was collected in the city of Viana-MA and
submitted to maceration with 70% (v/v) ethanol, with a 1:5 (m/v) hydromodule for 72
hours, filtered and concentrated in a rotary evaporator, obtaining hydroethanolic
extract of pollen (HEP). From the HEP, total polyphenols were assayed using Folin-
Ciocalteau and sodium carbonate (Na>COs3) at 20%, and the dosage of flavonoids
with aluminum chloride (AICl3) at 5%, both measured by UV- Vis. In vitro anti-
inflammatory activity was evaluated using the in vitro colorimetric inhibition of
cyclooxygenase (COX) enzyme assay, with the percentage of inhibition of the
enzyme calculated by absorbance values in relation to the control group. The
chemical profile of the HEP was performed through thin layer chromatography (CCD)
and ultraviolet and visible (UV-VIS) spectrometry. The HEP presented extractive yield
of 60.65%, 9.17% of total polyphenols, 0.14% of total flavonoids and presence of
rutin in its composition, besides inhibiting in vitro both cyclooxygenase (COX)
isoforms, from the concentration of 10 ug/mL. The data obtained contribute to the
achievement of chemical and biological parameters, in the establishment of the
quality profile, as well as to validate this bioactive product for nutricutical and / or
pharmaceutical use, in addition to adding value to Meliponicultura, one of the
productive arrangements of the state of Maranhao.

Key words: Pollen; stingless bee; total polyphenols; anti-inflammatory activity.
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1.  INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o interesse da sociedade a respeito de produtos
naturais se intensificou, em consequéncia da divulgacao dos seus efeitos e sua
influéncia na qualidade de vida. Pesquisas com ingredientes bioativos para consumo
humano aumentaram recentemente devido a conscientizacdo do consumidor e dos
beneficios associados a manutencdo da saude e bem estar (PAZ et al, 2015).

Evidéncias cientificas sugerem que os beneficios para a saude de
produtos naturais de origem vegetal, como frutas e legumes, sdo atribuidos as
interacdes aditivas e sinérgicas de compostos fitoquimicos presentes em alimentos
integrais, obtendo-os a partir de uma ampla variedade de consumo desses alimentos
(LIU, 2013).

Na busca por uma alimentacdo saudavel, verifica-se a tendéncia na
pesquisa de alimentos funcionais, definidos como “o alimento ou ingrediente que
possui propriedades funcionais ou de saude, além de fun¢des nutricionais basicas,
quando se tratar de nutriente, produzir efeitos metabodlicos e ou fisiolégicos e ou
efeitos benéficos a saude, devendo ser seguro para consumo Sem supervisao
médica” (BRASIL, 1999).

Através dessa procura por alimentos funcionais, os produtos naturais de
origem animal se mostram requisitados pelos seus efeitos fisiologicamente ativos.
Os produtos derivados de abelhas, tais como mel, prépolis, geopropolis, cera, geleia
real e pblen sdo usados desde a antiguidade por suas acdes terapéuticas como
antioxidante, antimicrobiana, antinflamatéria, antitumoral e imunomodulatéria
(LIBERIO et al, 2011; DUTRA et al., 2014; ARAUJO et al, 2015; BANKOVA et al,
2016; BARTOLOMEU et al, 2016; BATISTA et al., 2016; OLIVEIRA et al, 2016; RAO
et al., 2016) e além de seu potencial nutracéutico (KOMOSINSKA-VASSEV et al.,
2015; BANKOVA et al, 2016; DENISOW & DENISOW-PIETRZYK, 2016; RAO et al.,
2016).

O pdlen acumulado pelas abelhas vem se destacando em suplementacéo
alimentar nos ultimos anos, devido ao seu alto teor glicidico, lipidico, proteico e de
compostos fendlicos em sua constituicao (YANG et al., 2013; SILVA et al, 2014; VIT
et al, 2016; ARAUJO et al, 2017).
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As abelhas sdo espécies animais classificadas sistematicamente na
ordem dos Himendpteros e pertencentes a familia Apidae Latreille, 1802, sendo
subdivididas nas subfamilias Andreninae Latreille, 1802, Apinae Latreille, 1802,
Colletinae Lepeletier, 1841, Halictinae Thomson, 1869 e Megachilinae Latreille, 1802
(MELO et al, 2013). A subfamilia Apinae apresenta 20 tribos, dentre as quais a tribo
Apini é representada pelo género Apis, onde a espécie mais comum é Apis mellifera
(MOURE, 2012), e a tribo Meliponini, constituida por abelhas que possuem ferrdao
atrofiado ou abelhas sem ferrao (CAMARGO; PEDRO, 2013).

As abelhas sem ferrao (meliponineos) sao insetos altamente eusociais,
sendo encontradas na maioria das regides tropicais e subtropicais do mundo, como
Australia, Africa, Sudeste Asiatico, Mesoamérica e América do Sul (CHUTTONG et
al, 2016), sendo identificadas no Brasil cerca de 244 espécies, principalmente nas
regidbes Norte e Nordeste, correspondendo a cerca de 20% de todas as espécies
neotropicais de abelhas sem ferrao (PEDRO, 2014).

Dentre as espécies de meliponineos com ocorréncia no estado do
Maranhdo, encontram-se Melipona fasciculata Smith, Melipona flavolineata,
Melipona rufiventris, Melipona seminigra pernigra € Melipona subnitida Ducke, com
ampla criacdo na regidao da Baixada Maranhense, apresentando sistema produtivo
consagrado e grande potencial na producdo de mel e uso na polinizacdo
(VENTURIERI et al, 2012).

A Meliponicultura (cultivo de abelhas sem ferrdo) estd em
desenvolvimento ha bastante tempo em regides do Brasil, principalmente nas
regides Norte e Nordeste. No estado do Maranh&o, destaca-se o cultivo de Melipona
fasciculata Smith (tiuba ou “tiuba do Maranhao”), ocupando lugar de destaque pela
sua dispersao no estado.

No Maranhéao, a Meliponicultura reane algumas caracteristicas favoraveis
que, por ser uma regiao de transi¢cdo, possui um grande numero de ecossistemas,
desde ambientes salinos com presenca de manguezais, passando por campos
inundaveis, cerrados e babacuais, até vegetacdo florestal de grande porte de
natureza amazoénica, que fornece a matéria prima de suporte para o trabalho das
abelhas, e origina-se na abundante biodiversidade regional (ALBUQUERQUE et al.,
2013).
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A atividade faz parte dos arranjos produtivos do estado, como forma de
contribuir para o desenvolvimento sustentavel do Maranhdo. No entanto, escassos
sado os estudos sobre a composicdo quimica e atividade biolégica do pdlen de M.
fasciculata, sendo necessarias mais descobertas sobre tal produto animal.

Considerando a escassez de pesquisas realizadas sobre as atividades
bioldgicas e estudos quimicos do polen de M. fasciculata, torna-se de fundamental
importancia a investigacdo dessas caracteristicas, na busca de demonstrar o

potencial como medicamento e/ou alimento funcional e agregar valor a esse produto.
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2. REFERENCIAL TEORICO

O pédlen € o conjunto de gréos de estruturas microscopicas encontradas
nos estames das anteras das flores nas angiospermas e constituem as células
reprodutoras masculinas das plantas com finalidade de transmitir seus gametas para
o 6rgao sexual feminino da flor para fecundar os 6vulos, para transformar em frutos
(ARRUDA et al., 2013). As abelhas coletam o pdlen de uma planta (monofloral) ou
diversas plantas (heterofloral) e o misturam com secregao de glandulas salivares ou
néctar, onde sao transportadas para as colmeias, umedecidas com saliva e
armazenadas em células de favo de mel e utilizados pelas abelhas como fonte
nutricional (CARPES et al, 2013; KOMOSINSKA-VASSEV et al, 2015).

As abelhas s&o espécies animais classificadas sistematicamente na
ordem dos Himendpteros e pertencentes a familia Apidae Latreille, 1802, sendo
subdivididas em diversas subfamilias (MELO et al, 2013). A subfamilia Apinae
apresenta 20 tribos, dentre as quais a tribo Apini é representada pelo género Apis,
onde a espécie mais comum é Apis mellifera (MOURE, 2012), e a tribo Meliponini,
constituida por abelhas que possuem ferrdo atrofiado ou abelhas sem ferrdo
(CAMARGO; PEDRO, 2013).

O pélen de Apis mellifera (Apini, Apidae, Hymenoptera) ou pdlen apicola
se destaca como suplemento nutricional, sendo uma fonte rica conhecida de
carboidratos, além de aminodcidos, proteinas, lipideos, vitaminas, minerais,
oligoelementos, substancias polifendlicas, carotenoides, esteroides e terpenos
(CARPES et al, 2013; FUENMAYOR et al, 2014; NEGRAO et al, 2014; DENISOW &
DENISOW-PIETRZYK, 2016).

Dentre as acgbes biolégicas do podlen apicola, foram demonstradas:
antioxidante (REBIAI; LANEZ, 2012; CARPES et al, 2013; PASCOAL et al, 2014),
antinflamatéria (PASCOAL et al, 2014; KOMOSINSKA-VASSEV et al, 2015),
antimicrobiana (KHIDER et al, 2013; PASCOAL et al, 2014), antimutagénica
(TOHAMY et al, 2013; PASCOAL et al, 2014) e anti-hemolitica (ARAUJO et al,
2017).

Assim como as abelhas com ferrdo, as abelhas sem ferrao (meliponineos)
também acumulam pélen, porém apresentam poucos estudos sobre as composicdes

quimicas e atividades biolégicas desses produtos, predominando estudos
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provenientes de abelhas com ferrdo, além de possuir dispositivos legais que definam
os parametros de qualidade e identidade do pdlen apicola, viabilizando sua
comercializagao do Brasil (BRASIL, 2001).

No Brasil, foram identificadas 244 espécies de abelhas sem ferrdo,
principalmente nas regides Norte e Nordeste, correspondendo a cerca de 20% de
todas as espécies neotropicais de abelhas sem ferrdo (PEDRO, 2014). Dentre as
principais espécies de abelhas sem ferrdo encontradas no Brasil, destacam-se as
espécies do género Melipona, sendo que as espécies encontradas no estado do
Maranhdo sao M. puncticollis Friese, M. fasciculata Smith, M. subnitida Ducke, M.
flavolineata Friese, M. melanoventer Schwarz e M. seminigra Friese (PEDRO, 2014).

O podlen de M. subnitida (jandaira) é constituido por D-manitol (208-310
mg/g de polen), aminodcidos, como prolina (9,54-11,79 mg/g de pdlen) e serina
(3,72-4,27 mg/g de pélen), e minerais (K*, Ca®* e Mg como majoritarios) (SILVA et
al, 2014), além de flavonoides (narigenina, tricetina, isohraminetina e 8-
metoxiherbacetina) e do esteroide B-sitosterol (FERREIRA-CALIMAN et al., 2012). A
andlise das caracteristicas fisico-quimicas do pélen coletado por M. seminigra e M.
interrupta revelam, respectivamente, umidade: 53,39 e 37,12%; proteinas: 37,63 e
24,00%; lipideos: 10,81 e 6,47%; cinzas: 4,03 e 2,74%,; fibra bruta: 9,30 e 13,65%;
carboidratos: 25,66 e 44,27% (REBELO et al, 2016).

A caracterizagdo quimica e bioativa do pélen produzido por abelhas sem
ferrao dos géneros Melipona e Scaptotrigona mostrou carboidratos, lipideos e
proteinas, além de flavonoides (1100,7-1644,9 mg de quercetina/100 g de pdlen),
polifenois (1576,9-3905,6 mg de acido galico/100 g de pdlen) e apresentou atividade
antioxidante (VIT et al, 2016).

Pélens de M. fasciculata vem sendo estudados quanto sua composicao
quimica e atividade biolégica, revelando acidos graxos, acidos fendlicos,
aminodcidos, aglcares, compostos polifendlicos (4,98 — 14,66%), flavonoides totais
(0,59 - 1,10%), atividade antioxidante, antibacteriana e antifungica (ABREU, 2016).
Entretanto, sdo poucas as pesquisas com o pélen dessa espécie de abelhas de
ferrao, visto que o trabalho realizado por Abreu (2016) é o primeiro sobre pélen de
M. fasciculata no Maranhao.

A acado antinflamatéria, atividade biologica objeto de estudo deste
trabalho, ocorre através da inibicdo das enzimas cicloxigenase e lipoxigenase,
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impedindo a conversdo do acido araquiddnico em prostaglandinas e leucotrienos,
respectivamente (GOODMAN & GILMAN, 2010; KATZUNG, 2014).

O processo inflamatorio € uma resposta a estimulo lesivo, sendo evocado
por ampla variedade de agentes nocivos, como infec¢des, anticorpos ou lesbes
fisicas (GOODMAN & GILMAN, 2010). A leséo celular associada a inflamacéo atua
sobre as membranas celulares, provocando a liberacdo de enzimas lisossdmicas
dos leucécitos, seguida da liberagdo de acido araquidénico e é sintetizado em varios
eicosanoides, como prostaglandinas, através das enzimas cicloxigenase COX-1 e
COX-2 (KATZUNG, 2014).

Considerando a escassez de pesquisas realizadas sobre as atividades
biolégicas e perfil quimico do pdélen de M. fasciculata, objetiva-se avaliar a acao
antinflamatéria do pélen acumulado por Melipona fasciculata Smith, contribuindo
para o conhecimento da bioatividade deste produto natural e colaborar no
desenvolvimento da Meliponicultura, base para o desenvolvimento sustentavel do

Maranhao.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Obter o perfil quimico e avaliar a atividade antinflamatéria in vitro do pélen
de Melipona fasciculata Smith (tilba) no municipio de Viana - MA.

3.2. Objetivos Especificos

> Quantificar os teores de polifenois e flavonoides totais no extrativo de
pblen de M. fasciculata;

> ldentificar a composicao quimica do extrato de polen de M. fasciculata;

> Obter um perfil quimico do extrato hidroetanélico de pdlen;

> Investigar a atividade antinflamatéria in vitro do extrato do pélen de M.
fasciculata.
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4. METODOLOGIA
4.1. Coleta e secagem da amostra

A amostra de pélen de Melipona fasciculata foi coletada em meliponario
no municipio de Viana (Figura 1), localizada na microrregido da Baixada
Maranhense e mesorregiao Norte do estado do Maranhao, em julho de 2018.

A coleta da amostra foi realizada com o auxilio de uma espatula
esterilizada diretamente dos potes de armazenagem de pélen. O material coletado
foi acondicionado em sacos coletores estéreis e mantido em recipiente com
isolamento térmico a frio durante o transporte até o Laboratério de Farmacognosia |
da Universidade Federal do Maranhao, em S&o Luis-MA, onde foi conservada sob
refrigeracao e, posteriormente, submetida a secagem em estufa com circulagéo de
ar a temperatura de 37 °C.

Figura 1. Mapa do estado do Maranhao, destacando o municipio de Viana, onde foi

coletada a amostra de pélen. Fonte: Google imagens, 2018.
4.2. Obtencao do extrato hidroetandlico de pdlen

A amostra de pélen seca e triturada foi submetida ao método extrativo de
maceracao, utilizando como solvente etanol a 70% (v/v), com hidromédulo 1:5 (p/v)
por 72 horas, sendo trocado o solvente a cada 24 horas. Em seguida, foi filtrada e
concentrada em evaporador rotativo, obtendo o extrato hidroetandlico de pdlen,
codificado como EHP (ABREU, 2016).
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4.3. Determinacao do teor de polifenois totais

O doseamento dos polifendlicos totais do extrato EHP foi determinado
utiizando o reagente Folin-Ciocalteau e carbonato de soédio (Na>COs) a 20%. A
mistura foi mantida no escuro durante 2 horas a temperatura ambiente e a
absorbancia foi medida a 760 nm em espectrofotdbmetro UV-Vis (Lambda 35,
PerkinElmer). O teor foi calculado a partir da curva de calibragdo construida com
solucdo padrdo de acido galico (Merck) (1-30,0 pg/mL) e expressa como
equivalentes de acido galico (%). As analises foram realizadas em triplicata (DUTRA
et al, 2014).

4.4. Determinacao do teor de flavonoides totais

O doseamento dos flavonoides totais do EHP foi determinado utilizando
método fotocolorimétrico com solugcdo metandlica de cloreto de aluminio (AICl3) a
5%. A mistura foi mantida no escuro durante 30 min a temperatura ambiente e a
absorbancia foi medida a 425 nm em espectrofotdbmetro UV-Vis (Lambda 35,
PerkinElmer). O teor foi calculado a partir da curva de calibracdo construida com
solucao padrao de quercetina (Merck) (1-30,0 ug/mL). As analises foram realizadas
em triplicata (DUTRA et al., 2008; CUNHA et al., 2009).

4.5. Perfil quimico do extrato hidroetandlico de poélen bioativo de M.
fasciculata

4.5.1. Analise em cromatografia em camada delgada (CCD)

O EHP e padrdes foram submetidos a cromatografia em camada delgada
(silica gel 60 F254, Merck) utilizando como fase mével butanol:solugdo aquosa de
acido férmico a 1% (5:2,5), com revelacdo da cromatoplaca em luz ultravioleta
(comprimento de onda de 254 nm). Foram analisados os valores dos Rf (fator de
retencdo), comparando com os padrées (rutina, epicatequina, acido galico e
quercetina).
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4.5.2. Analise por espectrofotometria na regiao ultravioleta e visivel (UV-Vis)

O EHP foi dissolvido em metanol P.A. (concentracdo 10 ug/mL), com
varredura de 200 a 400 nm em espectrofotébmetro UV-Vis Lambda 35 (Perkin Elmer,
Corporation, Massachusetts, USA).

4.6. Atividade in vitro sobre a enzima ciclo-oxigenase (COX)

O ensaio de inibicao da COX para avaliagdo da atividade antinflamatéria
in vitro do EHP foi realizado de acordo com protocolo do kit, ensaio de rastreio
colorimétrico para inibicado da enzima cicloxigenase COX (Colorimetric COX Inhibitor
Screening Assay Kit, Cayman Chemical®, numero do catélogo 7010500).

A reacéo in vitro foi realizada em placa com 96 pocos, em triplicata onde
nos trés primeiros pogos foi realizado o controle negativo com 160 pL de solugéo
tampdo e 10 pyL de solucdo Heme e 10 pyL de metanol. Como controle positivo
(enzima-substrato) com inibicdo maxima da enzima com 100% da atividade foram
colocados nos pogos seguintes, sempre em triplicata 150 yL de solugédo tampao, 10
ML da solugdo heme, 10 yL de metanol, 10 yL de solugcdo enzimatica com as
isoformas COX-1 ou COX-2. Enquanto isso, nos po¢os para avaliacao da inibicao do
extrato, foram colocados 150 pL de solugdo tampéao, 10 pL da solugdo heme, 10 pL
de solugdo enzimatica com as isoformas COX-1 ou COX-2, 10 yL da solugéo do
extrato EHP nas concentragdes de 2 ug/mL, 10 pyg/mL e 50 pg/mL. A placa foi
cuidadosamente agitadas durante 5 minutos e foram incubadas durante mais 5
minutos a 25°C. Apds os 5 minutos de incubacao, foram adicionados em todos os
pocos 20 pL da solucdo de substrato colorimétrico N,N,N’,N’-tetrametil-p-
fenilenediamina (TMPD), seguidos da adigdo de 20 pyL de acido araquidénico em
todos os pogos. A placa foi agitada suavemente durante alguns segundos e
novamente incubadas durante 5 minutos a 25 °C. Apds esse periodo a absorbancia
de todos os pocos foi lida a 590 nm no leitor de ELISA com monocromador Epoch.

A porcentagem da atividade antinflamatéria foi relacionada com a
concentracao da amostra para a obtengédo da concentracao inibitéria (Clsg), definida
como a concentracdo da amostra necessaria para causar uma inibicado de 50% da
enzima cicloxigenase (COX-1 ou COX-2). Todos os experimentos foram realizados
em triplicata.
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A porcentagem da atividade antinflamatéria in vitro (% Al) foi calculada
pela equacao:
% Al = {[(Acp - Acn) - Aa) + Ago]} x 100,
Onde Ac, € a absorbancia do controle negativo, Ag, € a absorbéncia do
controle positivo e A, é a absorbancia obtida apds aplicacdo da amostra e leitura no
espectrofotdmetro.

4.7. Analise estatistica
Os dados obtidos do teor de polifenélicos totais e flavonoides foram
expressos como média e desvio padrao. Os resultados da atividade antinflamatéria

foram expressos em grafico, considerando as concentragcdes, a Clsp e a

porcentagem de inibicdo das COX.
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5. RESULTADOS

O rendimento extrativo do pélen coletado no municipio de Viana-MA e
obtido pelo método extrativo de maceragdo com etanol a 70% esta apresentado na
Tabela 1, revelando o resultado de 60,65%. O teor de polifenois totais apresentou
média de 9,17% e o teor medio de flavonoides totais foi de 0,14% (Tabela 2).

Tabela 1: Rendimento (%) e teor de polifenois e flavonoides totais do extrato
hidroetandlico do pélen de Melipona fasciculata Smith

. Polifenois Totais Flavonoides Totais
Extrato Rendimento
(%) (%)
EHP 60,65% 9,17 £0,73 0,14 +£0,03

EHP — Extrato hidroetandlico de pélen de Melipona fasciculata coletado no municipio de Viana-MA

O espectro de UV-Vis do EHP exibiu absor¢cées maximas de comprimento
de onda (Amax) nos intervalos de 200 a 225nm e de >250 a 300nm, conforme

visualizado na Figura 2.
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Figura 2: Espectro na regidao do ultra violeta (UV) de EHP

Quanto as analises por cromatografia em camada delgada (CCD),
primeiramente foram utilizadas para a analise do extrato em diversos eluentes,
verificando-se que o eluente que apresentou melhor separagdo do extrato foi
butanol:solu¢cdo aquosa de &cido férmico a 1% (5:2,5).

A analise da cromatoplaca do EHP mostrou a presenca de duas bandas de Rf
= 0,62 e Rf = 0,96, respectivamente, apds revelagdo em camara de luz UV em 254
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nm. Os dados obtidos com analise por CCD sao compativeis com os dados do

espectro de UV. A andlise do extrato EHP com os padrdes sugere a presenca de
rutina no referido extrato. As bandas de Rf = 0,96 n&o foram discutidas, visto que

estao proximas ao fim da corrida, indicando que deve ser adotada outra fase mével.

EHP R E A Q

Figura 3: Cromatoplaca do EHP e padrées (R — rutina; E — epicatequina; A — &cido

galico; Q — quercetina)

A avaliagédo antinflamatoria in vitro do EHP esta descrita na Figura 4. Analises

dos dados demonstraram Clso em todas as concentragoes testadas para a COX-2,
enquanto que na COX-1, além de demonstrar inibicdo (Clso) in vitro de ambas as
isoformas da cicloxigenase (COX-1 e COX-2), a partir da concentracdo de 10 pg/mL.
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Figura 4: Avaliagcao antinflamatéria in vitro do extrato EHP.
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6. DISCUSSAO

A Meliponicultura € uma atividade de ampla expansdo na regidao da
Baixada Maranhense, dentre eles o municipio de Viana, local onde a amostra de
poélen foi coletada, apresentando grande potencial na producao de produtos
derivados de abelhas (VENTURIERI et al, 2012).

Abreu (2016) estudou pdlen de M. fasciculata coletados nos estados do
Maranhdao e Para, obtendo extratos hidroetandlicos, com rendimentos extrativos
variando de 20,78% a 60,70%. O resultado obtido nesta pesquisa mostrou
rendimento extrativo de 60,65%, sendo considerado um produto rentavel, visto que
extraiu mais de 50% dos constituintes do pdlen.

Os teores médios de polifenois e flavonoides totais foram de 9,17 e
0,14%, respectivamente. O regulamento técnico vigente sobre identidade e
qualidade para o pdlen apicola ndo descreve como requisitos fisico-quimicos o teor
de compostos fendlicos e flavonoides totais, apenas de umidade, cinzas, lipideos,
proteinas, agucares totais, fibra bruta e acidez livre como padrbées de identidade e
qualidade do pélen apicola. (BRASIL, 2001).

Abreu (2016) investigou teor de polifenois e flavonoides totais em extratos
de pdlen acumulados por M. fasciculata, obtendo concentracées entre 4,98 e
14,66% e de 0,59 e 1,10%, respectivamente. Outro estudo com pélen de abelhas do
género Melipona aponta teor de polifenois de 3,9% (3905,6 mg/100 g) e flavonoides
de 1,57% (1576,9 mg/100 g) (VIT et al, 2016). Os dados obtidos em tal pesquisa
corroboram os obtidos por Abreu (2016), mas estdo acima dos encontrados por
Komosinska-Vassev e colaboradores (2015), os quais indicam que extratos
etandlicos de pdlen apicola, em média, contém 1,6% de compostos polifendlicos
totais e 1,4% de flavonoides totais.

Os compostos fendlicos sdo aqueles que possuem um ou mais nucleos
aromaticos contendo substituintes hidroxilados e/ou seus derivados funcionais, como
ésteres, éteres e glicosideos (ZUANAZZI et al, 2017). Dentre as propriedades
biolégicas, estdo a atividade antioxidante, antimicrobiana e antinflamatéria
(DENISOW; DENISOW-PIETRZYK, 2016; ARAUJO et al, 2017)

O EHP apresentou espectro de absorcdo de UV-Vis picos maximos de
absorgcao nos intervalos de 200 a 225nm e de >250 a 300nm, compativeis com a
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presenca de compostos fendlicos simples e complexos, do tipo fendlicos e
flavonoides. Dutra e colaboradores (2014) identificaram compostos fendlicos de
amostra de produto natural proveniente de M. fasciculata, cuja absorcdo de
comprimento de onda foi entre 254 a 277 nm. Tal dado corrobora com os resultados
de 9,17 % de polifendlicos totais encontrados no referido extrato e a absorcéo
maxima de comprimento de onda mostrado na Figura 2. O pdlen coletado por
abelhas € geralmente composto de pdlen de flores de varias plantas e os teores de
polifendlicos totais variam de cada espécie, dependendo da sua origem botanica
(CARPES et al, 2013).

Maruyama e colaboradores (2010), em estudos sobre efeito
antinflamatério in vitro do extrato etandlico de polen de Cistus sp., revelaram Clsg
para COX-1>150 pg/mL e COX-2 de 10,3 pg/mL. Os dados obtidos de atividade
antinflamatéria in vitro com EHP apresentaram resultado superior ao que foi descrito
por Maruyama e colaboradores (2010).

Pélen de origem vegetal e o acumulado por abelhas meliferas,
especialmente Apis mellifera, apresentam atividade antinflamatéria comparada com
a magnitude das drogas antinflamatérias n&o esteroidais como naproxeno, analgina
e fenillbutazona (PASCOAL et al, 2014). A avaliacao da atividade antinflamatéria de
EHP demonstrou o potencial antinflamatério pélen acumulado por tal espécie de
abelha, na qual a constituicdo quimica é constituida de polifenélicos, os quais podem
estar relacionados com a atividade bioldgica.

O mecanismo do efeito antinflamatério consiste em inibir a atividade da
cicloxigenase e lipoxigenase, enzimas responsaveis por transformar o &cido
araquidénico em compostos como prostaglandina e leucotrienos, que induzem
condi¢bes inflamatérias agudas e crénicas em tecidos. Compostos naturais como
flavonoides e acidos fendlicos, bem como acidos graxos e fitoesterois podem ser
elementos responséaveis por tal atividade (CHOI, 2007; MARUYAMA et al, 2010;
PASCOAL et al, 2014).

O pdlen acumulado de abelhas é recomendado em inflamagdes agudas e
crbnicas condigbes degenerativas iniciais e colestatica, doengas do figado, bem
como em danos toxicos e poés-traumaticos deste 6rgao (CHOI, 2007; PASCOAL et
al, 2014).
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Considera-se que EHP possui teores de polifenois e flavonoides em sua
constituicdo quimica, além do flavonoide rutina, como demonstrado no perfil
cromatografico, o qual € tido como substancia antioxidante e antinflamatéria. Rutina
ou 3',4’,5,7-tetrahidroxi-flavonol-3-rutinosideo é um flavonoide da classificacdo
flavonol glicosilado (ZUANAZZI et al, 2017) que apresenta diversas propriedades
farmacolégicas, como atividade antioxidante, antimicrobiana, antitumoral e
antinflamatoria, sendo esta ultima relacionada com a inibicdo de algumas enzimas
chave envolvidas no processo inflamatério, como a COX-2 (GULLON et al, 2017).

Estes efeitos terapéuticos e protetores tém sido relacionados ao conteudo
de polifendis (PASCOAL et al, 2014; KOMOSINSKA-VASSEV et al, 2015;
DENISOW; DENISOW-PIETRZYK, 2016; ARAUJO et al, 2017), o que sugere
também que o EHP como alimento funcional em fun¢cao de sua composicao quimica

e acao antinflamatoria.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram que o extrato hidroetandlico de
pélen de Melipona fasciculata Smith proveniente do municipio de Viana-MA
apresentou bom rendimento, sendo considerado um produto rentavel para futuros
estudos com finalidade farmacéutica.

O extrato do pélen de M. fasciculata possui alto teor de polifenois totais e
sugere-se conter em sua constituicdo quimica o flavonoide rutina.

O ensaio da inibigdo das enzimas COX-1 e COX-2 mostrou atividade
antinflamatéria in vitro do extrato hidroetandlico de pdlen e o constituinte rutina pode
estar relacionada a acdo antinflamatéria.

Ressalta-se a falta de parametros de identidade e qualidade para
producéo e comercializagdo do pdlen de M. fasciculata, dificultando a geragéo de
renda pelos meliponicultores. Portanto, os dados obtidos contribuem para a
obtencdo de parametros quimicos e bioldgicos, no estabelecimento do perfil de
qualidade, bem como para validacdo deste produto bioativo para uso nutracéutico
e/ou farmacéutico, além de agregar valor para a Meliponicultura, um dos arranjos

produtivos do estado do Maranh&o.
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