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RESUMO

Melipona fasciculata Smith, espécie nativa do Maranhao, coleta material resinoso das plantas
e traz para sua colmeia, mistura com secrecdes salivares, cera e barro ou terra formando a
geopropolis. Estudos ja demonstraram a ac@o antitumoral in vitro da geoprépolis contra cancer
de ovdrio. Esta € a segunda neoplasia gincecoldgica mais incidente e em muitos casos €
resistente ao tratamento medicamentoso. O trabalho objetiva avaliar atividade antitumoral in
vitro de extrato hidroetandlico da geoprépolis de Melipona fasciculata Smith em linhagem
celular de cancer de ovdrio (ES2) e identificar sua composi¢do quimica. A geoprépolis de
Melipona fasciculata foi coletada no municipio de Pinheiro, Maranhdo. Foi extraida por
maceragao com etanol 70% por 48 horas, filtrada e concentrada em evaporador rotativo, sendo
posteriormente liofilizada, obtendo-se o extrato hidroetandlico de geoprépolis de Pinheiro
(EHGP). Foram quantificados polifendis e flavonoides totais. Avaliou-se a atividade
antioxidante pelo método DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) e FRAP (Poder antioxidante de
reducdo férrica). A composicdo quimica foi avaliada por cromatografia em camada delgada
(CCD), cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de ultravioleta visivel
(CLAE/UV-Vis) e cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometro de massas
(CLAE/EM/EM). A citotoxicidade foi avaliada pelo teste do MTT (brometo de 3-4,5
dimetiltiazol-2,5 difenil tetrazdlio). O EHGP apresentou rendimento extrativo de 12,60%, com
teores de fendis e flavonoides, respectivamente, 7,27+0,26% e 0,13+0,01%, atividade
antioxidante pelo DPPH com CEso de 265,91+0,29 ug/mL e capacidade de redugdo férrica de
1,10+0,25 mmol Fe**/g. A composicio quimica por CLAE/UV-Vis demonstrou a
predominancia de compostos de baixa polaridade. A CCD revelou a presenca de triterpenos.
Foram identificados cinco compostos por CLAE/EM/EM: écido gluconico e quatro flavonoides
glicosilados: S-eriodictiol-6-C-B-D-glucopirandsideo, narigenina-C-glicosideo, isdmero da
narigenina-C-glicosideo e hesperetina-7-O-ramnosideo. O EHGP apresentou citotoxicidade
dose-dependente e tempo-dependente na linhagem tumoral de cancer de ovario (ES2). Sendo
assim, a geopropolis € um produto natural promissor na busca de moléculas bioativas com
potencial anticancer. Estudos de isolamento e identificacdo de biomoléculas relacionados com
a atividade antitumoral e toxicoldgicos sdo necessdrios para determinar a seguranca desse
produto que pode ser uma terapia alternativa/complementar para o tratamento do cancer de
ovdrio.

Palavras-chave: Abelha sem ferrdo. Anticancer. Composi¢cao quimica.



ABSTRACT

Melipona fasciculata Smith, a native species from Maranhao, collects resinous material from
the plants and brings to its hive, a mixture with salivary secretions, wax and clay or earth
forming the geopropolis. The objective of this work is to investigate the in vitro antitumor
activity of the hydroethanolic extract of the geometry of Melipona fasciculata, the cellular
molecule of ovarian cancer (ES2) and its chemical composition. The geopropolis of Melipona
fasciculata was collected in the municipality of Pinheiro, Maranhdo. It was extracted by
maceration with 70% ethanol for 48 hours, filtered and concentrated in a rotary evaporator, and
then lyophilized, obtaining the hydroalcoholic extract of Pinheiro geopropolis (EHGP).
Polyphenols and total flavonoids were quantified. The antioxidant activity was evaluated by the
DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl) and FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
method. The chemical composition was evaluated by thin layer chromatography (CCD), high
performance liquid chromatography coupled to visible ultraviolet detector (HPLC/UV-Vis) and
high performance liquid chromatography coupled to mass spectrometer (HPLC/MS/MS).
Cytotoxicity was assessed by the MTT (3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyl-tetrizoline
bromide) assay. The EHGP presented extractive yield of 12.60%, with contents of phenols and
flavonoids, respectively, 7.27 + 0.26% and 0.13 + 0.01%, antioxidant activity by DPPH with
ECso of 265.91 * 0,29 ug/mL and ferric reduction capacity of 1.10£0.25 mmol Fe**/g. The
chemical composition by HPLC/UV-Vis demonstrated the predominance of low polarity
compounds at the retention times from 40 min. The CCD revealed the presence of triterpenes.
Five compounds were identified by LC/MS/MS: gluconic acid and four phenolic compounds:
S-eriodictiol-6-C-B-D-glucopyranoside, narigenin-C-glycoside, isomer of narigenin-C-
glycoside and hesperetin-7-O-rhamnoside. The EHGP presented dose-dependent and time-
dependent cytotoxicity in the ovarian cancer tumor line (ES2). Thus, the geopropolis is a
promising natural product in the search for bioactive molecules with anticancer potential.
Isolation studies and identification of biomolecules related to antitumor activity and toxicology
are required to determine the safety of this product which may be an alternative/complementary
therapy for the treatment of ovarian cancer.

Keywords:. Stingless bee. Anticancer. Chemical composition.
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1 INTRODUCAO

As abelhas sem ferrdo ou meliponineos sdo insetos sociais de grande diversidade e
ampla distribuicdo geogréfica. Ocorrem em grande parte nas regides tropicais da Terra,
ocupando praticamente toda a América Latina e Africa, além do sudeste asidtico e norte da
Austrélia. Entretanto, € nas Américas que grande parte da diversidade de espécies ocorre, sao
aproximadamente 400 tipos descritos, conforme catalogagio recente (VILLAS-BOAS, 2018).

A criagdo de meliponineos ou meliponicultura é uma pritica bastante antiga,
desenvolvida hd muitos séculos, cujos relatos dessa atividade remonta aos primérdios das
civilizagdes antigas, no Egito Antigo (PALAZUELOS-BALLIVIAN, 2008). Inicialmente
desenvolvida pelos indios, a meliponicultura brasileira, foi ao longo do tempo sendo praticada
de forma tradicional por pequenos e médios produtores, principalmente por aqueles que usavam
mao de obra familiar nas atividades agropecudrias, sendo considerada uma atividade econdmica
complementar (COLETTO-SILVA, 2005). Esta priatica ainda € muito comum, sendo
especialmente mantida por povos indigenas, mas também por comunidades tradicionais e
camponesas, em diversas regides do Brasil (ALVES et al., 2007).

Melipona fasciculata Smith é uma espécie de abelha sem ferrdo, popularmente
conhecida como titiba, que € tradicionalmente cultivada no estado do Maranhao para produgao
de mel (VILLAS-BOAS, 2018).

Apesar do cultivo de tiiba no estado Maranhdo ser voltado principalmente para a
producdo de mel, ha outros produtos meliponiculas que podem ser aproveitados, como a cera,
o pélen e o geopropolis. Segundo Freire et al., (2012) a exploragcdao de um meliponario com 250
colonias de Melipona fasciculata, gerariam cerca de R$ 115.000,00 de receita bruta anual,
somente com a producdo de mel, valor esse pode ser aumentado com a comercializacdo de
outros produtos meliponiculas, como a geoprépolis produzida pela abelha.

A geopropolis € o resultado da coleta de resinas vegetais que a abelha leva para sua
colmeia e mistura com secrecdo de glandulas, cera, pélen e adiciona terra ou barro a sua
composi¢do, sendo produzida para a calafetacdo da coldnia, manuten¢do da temperatura,
ventilacdo do ninho e defesa contra inimigos (FREITAS et al., 2008; CARVALHO-ZILSE et
al., 2011).

Na literatura sdo descritas algumas atividades bioldgicas da geopropolis: acdo
antinoceptiva (FRANCHIN et al., 2012), antioxidante (DUTRA et al., 2014; BATISTA et al.,
2016; SILVA et al., 2016 ; DOS SANTOS et al., 2017; FERREIRA et al., 2017), leishmanicida
(DUTRA et al., 2019), antiviral (COELHO et al., 2015), gastroprotetora (RIBEIRO-JUNIOR



14

et al., 2015), antimicrobiana (LIBERIO et al., 2011; ARAUJO, 2013;: DA CUNHA et al., 2013
DOS SANTOS et al., 2017a, b; DE SOUSA et al., 2015, SILVA et al., 2016), anti-inflamatdria
(DOS SANTOS et al., 2017a), antitumoral (CINEGAGLIA et al., 2013; DA CUNHA et al.,
2013; BARTOLOMEU et al., 2016, CUNHA, 2017), anti-helmintica (BATISTA, 2016) entre
outras.

Vale ressaltar que as atividades biolégicas da geoprdpolis produzidas pelas abelhas sem
ferrao t€m sido atribuidas a sua composicao quimica que € constituida de classes de compostos
quimicos, como &cidos fendlicos, fenilpropanoides, benzofenonas, taninos hidrolisaveis,
flavonoides, cumarinas, diterpenos, triterpenos, esteroides, dcidos graxos, compostos volateis e
acucares (BANKOVA; POPOVA, 2007; DUTRA et al., 2014; BATISTA et al., 2016;
TORRES-GONZALEZ et al., 2016; LAVINAS et al., 2018).

Alguns estudos sobre a atividade antitumoral in vitro da geopropolis t€m demonstrado
resultados promissores. O extrato etandlico de geopropolis de Melipona. scutellaris apresentou
potente atividade contra tumores de préstata e de ovério e exibiu perfil ndo téxico contra
linhagens celulares normais (DA CUNHA et al., 2013).

O cancer se apresenta hoje como uma das grandes preocupacdes da era moderna e é
considerado um problema de saide publica mundial e € uma das principais causas de morte em
muitos paises.

Estima-se para o Brasil, no biénio 2018-2019, a ocorréncia de 600 mil novos casos de
cancer, para cada ano. Nas Regides Norte e Nordeste, os canceres de prostata e mama feminina
estdo entre os principais, mas a incidéncia do cancer de ovario também tem bastante impacto,
sendo a segunda neoplasia ginecolégica mais incidente. No estado do Maranhdo, hd incidéncia
de 110 novos casos e na capital, Sdo Luis, 40 novos casos de neoplasia ovariana, com 3.536
nimero de ébitos no ano de 2015 (BRASIL, 2018).

O tratamento do cancer de ovario pode ser feito através de cirurgia citorredutora e
quimioterapia, entretanto, esta neoplasia pode se tornar recidiva, podendo ocorrer o
desenvolvimento de resisténcia ao tratamento medicamentoso, sendo as taxas ainda muito
frequentes. Cerca de 80% das pacientes com cancer epitelial avancado de ovario recaem durante
ou apds a quimioterapia adjuvante com taxano/composto de platina. Desses pacientes, um
quarto é resistente ao composto de platina, embora todos os pacientes com doenga recorrente
cedo ou tarde desenvolvam resisténcia ao medicamento (LEDERMANN; KRISTLEIT, 2010).

Considerando a resisténcia do tratamento do cancer de ovério e a necessidade de buscar
compostos bioativos da geoprépolis, este trabalho tem como propdsito avaliar a atividade

antitumoral in vitro de extrato hidroetandlico da geoprépolis de Melipona fasciculata Smith em
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linhagem celular de cancer de ovdrio e identificar sua composi¢do quimica, considerando que
esta abelha € nativa no estado do Maranhao e os estudos podem estimular o desenvolvimento

econdmico da meliponicultura.

2  REVISAO DE LITERATURA

2.1 Meliponinae

As abelhas da subfamilia Meliponinae (Hymenoptera, Apidae) sdo conhecidas como
abelhas sem ferrdo, por possuirem ferrdo atrofiado e, sendo assim, ndo possuem capacidade de
ferroar. Esta caracteristica lhes permitem um comportamento mais docil que facilitou sua
domesticacdo por indigenas. Entretanto, ndo sdo indefesas, pois criaram mecanismos de
defesas, como, a acdo de enrolarem-se nos cabelos e pelos do agressor, a constru¢do dos ninhos
com entrada estreita, para permitir acesso a poucas abelhas e a capacidade de se camuflarem,
como disfarce protetivo. Além disso, a presenca de abelhas guardias na passagem e a oclusao
da entrada com cera e resina em caso de ameaca sao outros mecanismos utilizados (FREITAS,
1999; CAMARGO, OLIVEIRA; BERTO, 2017).

As abelhas estdo divididas em dois grupos distintos: as Meliponini e as Trigonini. De
maneira geral, as Meliponini espécies unicamente do género Melipona sao abelhas maiores,
com aspecto robusto, de tamanho médio a grande (variando de 7 a 15 mm). Sdo popularmente
conhecidas como, urugus, jandairas, tiubas, mandacaias e equivalentes. Ja as Trigonini espécies
de todos os outros géneros que nao sdo Melipona sao abelhas menores, de aspecto mais esbelto,
de tamanho pequeno a médio (variando de 2 a 11 mm). Sdo popularmente conhecidas como:
jatafs, irafs, mirins, canudos e outras. A principal diferenca entre os dois grupos, entretanto,
reside no processo de formacao de rainhas (KERR, 1987; NOGUEIRA-NETO, 1997; VILLAS-
BOAS, 2018).

A meliponicultura significa, o cultivo das abelhas indigenas sem ferrdo. E uma atividade
que pode ser integrada a vegetacdo natural, a plantios florestais, de fruteiras e de culturas de
ciclo curto e, em muitos casos, pode contribuir para o aumento da produgdo agricola, originando
frutos maiores e em maior quantidade, através do servico de polinizacao prestado pelas abelhas
(VENTURIERI, 2004).

A meliponicultura no Brasil € o resultado da fus@o entre o conhecimento tradicional
sobre os recursos naturais dos povos indigenas com a predilecio europeia de domesticar

animais, cuja cultura foi incorporada pelos colonizadores. Gradativamente, a criacdo das
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abelhas nativas se difundiu, tornando-se uma tradi¢do popular principalmente nas regides Norte
e Nordeste do Brasil (VILLAS-BOAS, 2018).

A espécie Melipona fasciculata ocorre no Nordeste da Regido Amazodnica, nos estados
do Pard e Maranhio. E conhecida, popularmente, como “tiiba” e “tiiba do Maranhao”, pertence
a Classe Insecta, Ordem Hymenoptera, Superfamilia Apoidea, Familia Apidae, Subfamilia
Apinae e Tribo Meliponini (VENTURIERI; RAIOL; PEREIRA, 2003).

No estado do Maranhao, Melipona fasciculata tem uma importante insercao no mercado
local, produzindo um mel de qualidade e com amplas possibilidades para explora¢do em escala
econdmica. Outros produtos meliponiculas se destacam como a geopropolis (Figura 1) que é
formado por material resinoso coletado das plantas pela abelha que traz para sua colmeia,
misturando com secrecdes salivares, cera e adicionando barro ou terra (HOLANDA et al.,
2012).

Figura 1 — Geoprépolis de Melipona fasciculata Smith

Fonte: DUTRA (2014)

2.2 Atividade antitumoral in vitro da geopropolis

O uso de produtos elaborados por abelhas sem ferrdo foi herdado de povos indigenas,
que os utilizavam para muitas finalidades. Esse uso foi propagado ao longo de geragdes e hoje
faz parte da cultura popular do pais. O mel, o pélen, prépolis, geopropolis e cera de abelhas
sem ferrdo t€m sido utilizados pelos indios e comunidades rurais no combate as doengas
pulmonares, inapeténcia, infeccdo dos olhos, fortificantes e agentes bactericidas (DOS
SANTOS; ANTONINI, 2008).

Nos dltimos anos, a geopropolis tem chamado atencdo devido aos resultados
promissores publicados na literatura relacionados a atividade anti-cancerigena. Da Cunha et al.
(2013) obeservaram que em baixas concentragdes, o extrato etandlico da geopropolis de

Melipona scutellaris inibiu o crescimento total das linhagens tumorais de glioma (U251),
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melanoma (UACC-62), mama (MCF-7), ovérios resistentes a multiplas drogas (NCI / ADR-
RES), rim (786-10), pulmdo (NCI- H460) préstata (PC-3) e ovario (OVCAR-3), quando em
comparac¢do com linhagens de queratindcitos (HaCaT) e fibroblastos normais murinos (3T3).

Bartolomeu et al. (2016) demonstraram que a combinacao de extrato hidroetandlico da
geopropolis de Melipona fasciculata Smith com doxurrubicina levou a uma maior atividade
citotéxica inibindo o crescimento de células HEp-2 (carcinoma epidermdide de laringe),
consequentemente, induzindo a apoptose.

Dos Santos (2017) e colaboradores testaram a atividade antiproliferativa de extrato
etandlico da geoprdpolis de Melipona scutellaris contra carcinoma hepatocelular humano
(HepG2), leucemia promielocitica humana (HL-60) e leucemia mielocitica cronica humana
(K562) e verificaram que as Clso (concentracao média que inibe 50% da proliferacdo celular)
dessas linhagens tumorais foram inferiores quando comparadas as células normais (linfoblastos
humanos).

Oliveira et al. (2019) investigaram se o agente quimioterdpico doxorrubicina em
combinacdo com extrato hidroetandlico da geoprépolis de Melipona fasciculata Smith poderia
afetar células imunes nao tumorais, avaliando seus efeitos imunomoduladores em mondcitos
humanos. Os resultados mostraram que a associacao diminuiu a secrecdo de IL-6, estimulando
a producdo de TNF-a e IL-10, e a expressdo de TLR-4 e CD80, através da via NF-xB e
autofagia. A abordagem quimioterdpica usando doxorrubicina simultaneamente com
geopropolis ndo afetaram a viabilidade dos mondcitos humanos e exerceu efeitos

imunomoduladores, favorecendo funcdes celulares.

2.3 Composicao quimica da geopropolis

Os flavonoides (5,7,4'-tri-hidroxiflavona, 3,5,6,7,4'-penta-hidroxiflavonol, naringenina-
4'-0O-B-D-glucopiranésideo e miricetina-3-O-p-D-glucopiranil) foram isolados e identificados
por andlises espectroscopicas da geopropolis de Melipona interrupta (SILVA et al., 2013).

O extrato etandlico da geoprépolis de Melipona scutellaris submetido ao fracionamento
biomonitorado por Da Cunha et al. (2016), permitiram o isolamento e elucidacdo de duas
novas cumarinas: 5,7-di-hidroxi-6-(3-metil-2-butenil)-8-(4-cinamoil-3-metil-1-oxobutil)-4-
propil-cumarina e  5,7-di-hidroxi-6-(4-cinamoil-3-metil-1-oxobutil)-4-fenilcumarina e
identificacdio de cinco cumarinas (mammeigina, hidroximammeigina, mammeisina,

cinamoiloxi-mamisina ¢ mammeina) e uma benzofenona (ent-nemorosona).
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Batista et al. (2016), identificaram por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG/EM): 4cidos graxos (palmitico, estedrico, linoleico, melissico, octendico),
dcidos organicos (glicélico, gliconico e quinico), acticares (glicose, frutose, manose, arabinose,
galactose, fucose, sorbose, xilose, ribose e aucubina), dlcoois (eritritol, arabitol, sorbitol,
glicerol, xilitol e inositol), 4cidos fendlicos (dcido protocatecuico, dcido galico e dcido elagico),
triterpenos (cicloartano, clicoursano e f-amirina) e esteroides (lanosterol e acetato de
lanosterol) da geoprépolis de Melipona fasciculata Smith.

Dutra et al. (2014) identificaram da geoprépolis de Melipona fasciculata, coletada no
Cerrado maranhense, por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas com fonte de ionizacdo por eletrospray (CLAE/ESVEM/EM), 11 compostos
pertencentes as classes dos &cidos fendlicos e taninos hidrolisdveis (galotaninos e
elagitaninos), como 4cido galico, acido eldgico, galoil-HHDP-glicose, glicose HHDP, di-
HHDP-glicose, trigaloil-glicose, di-HHDP-galoil-glicose, isomero de di-HHDP-galoil-glicose,
dilactona do écido valoneico, di-HHDP-galoil-glicose e trigaloil-HHDP-glicose e sugerem que
a atividade antioxidante do extrato esta relacionada a essas classes de compostos.

Souza et al. (2018) identificaram por cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas com detector de arranjo de diodos, 51 compostos da geoprdpolis de Melipona
subnitida Ducke sendo quatro glicosideos de galoil, 11 acil-hexosideos, 23 acil-galoil-

hexosideos, 4cido eldgico e 12 flavonoides.

2.4 Cancer

Cancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que t€m em comum o
crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e 6rgaos. Dividindo-se rapidamente,
estas células tendem a ser muito agressivas e incontroldveis, determinando a formacgdo de
tumores, que podem espalhar-se para outras regides do corpo. Os diferentes tipos de cancer
correspondem aos varios tipos de células do corpo. Quando come¢am em tecidos epiteliais,
como pele ou mucosas, sao denominados carcinomas. Se o ponto de partida sdo os tecidos
conjuntivos, como 0sso, musculo ou cartilagem, sdo chamados sarcomas (BRASIL, 2018).

O cancer surge a partir de uma mutacio genética, ou seja, de uma alteracdo no DNA da
célula, que passa a receber instrucdes erradas para as suas atividades. As alteracdes podem
ocorrer em genes especiais, denominados proto-oncogenes, que a principio sdo inativos em
c€lulas normais. Quando ativados, os proto-oncogenes tornam-se oncogenes, responsaveis por

transformar as células normais em células cancerosas (BRASIL, 2018).
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Essas células alteradas passam entdo a se comportar de forma anormal, multiplicando-
se de maneira descontrolada. Com a constante multiplicacdo celular, ha a necessidade de que
novos vasos sanguineos sejam formados para que haja a nutricdo destas células, em um
processo denominado angiogénese. A manutencdo e o actimulo de massa dessas células formam
os tumores malignos e elas também podem adquirir a capacidade de se desprenderem do tumor
e de migrarem, invadindo inicialmente os tecidos vizinhos, podendo chegar ao interior de um
vaso sanguineo ou linfatico e, através destes, disseminarem-se, chegando a 6rgaos distantes do
local onde o tumor se iniciou, formando as metastases. (SPENCE; JONHSTON, 2001;
CHABNER; LONGO, 2011; BRASIL, 2018).

2.4.1 Cancer de ovario

O cancer de ovdrio € a segunda neoplasia ginecoldgica mais comum, atrds apenas do
cancer do colo do utero. A quase totalidade das neoplasias ovarianas (95%) € derivada das
células epiteliais (que revestem o ovdrio). O restante provém de células germinativas (que
formam os 6vulos) e células estromais (que produzem a maior parte dos hormonios femininos).
Para o Brasil, estimam-se 6.150 casos novos de cancer do ovario, para cada ano do bi€nio 2018-
2019, com um risco estimado de 5,79 casos a cada 100 mil mulheres e o oitavo mais incidente:
Desconsiderando os tumores de pele ndo melanoma, o cancer do ovario € o sétimo mais
incidente nas Regides Centro-Oeste (5,83/100 mil), Nordeste (5,04/100 mil) e Norte (2,96/100
mil). Nas demais Regiodes, Sul (7,12/100 mil) e Sudeste (6,40/100 mil), ocupa a oitava posicao
(BRASIL, 2018).

A incidéncia do cancer de ovério apresenta variacdo de 9,1/100 mil mulheres nas
Regides mais desenvolvidas para 4,9/100 mil mulheres nas menos desenvolvidas; enquanto a
mortalidade varia de 5,0/100 mil mulheres nas Regides mais desenvolvidas e 3,1/100 mil
mulheres nas menos desenvolvidas. Em 2012, a incidéncia foi maior em paises com altos niveis
de desenvolvimento humano (55%). Observaram-se elevadas taxas de incidéncia e mortalidade
na Europa e América do Norte (BRASIL, 2018).

Fatores genéticos como a histéria familiar de cancer de ovario ou de mama; mutacdes
de alto risco dos genes BRCA1 e BRCA2; menopausa tardia; endometriose; nuliparidade
(nunca engravidaram ou nunca tiveram filhos); TRH (hormdnio liberador de tireotrofina),
obesidade e tabagismo estdo associados com o desenvolvimento do cancer ovariano. A gravidez
e uso de contraceptivos orais (supressdo da ovulacdo) sdo considerados fatores de protecdo

(BRASIL, 2018).



20

2.4.2 Relagdo entre o cancer e radicais livres

Segundo Sosa et al. (2013), o oxigénio durante o transporte de elétrons na mitocondria
durante a respiracdo celular pode ser reduzido parcialmente gerando espécies reativas de
oxigénio (EROs), tais como anion superéxido (O2°), peréxido de hidrogénio (H202) e radical
hidroxila (OH"). Quando ocorre a perda do equilibrio entre producgdo e elimina¢cdo de EROs, o
que € chamado de estresse oxidativo, podem ocorrer danos ao DNA, RNA, lipidios e proteinas.
Além de fragmentacdo do DNA, as EROs podem causar o mal funcionamento do sistema de
reparo do DNA, contribuindo para o desenvolvimento de doengas, como o cancer.

Diversos tumores humanos, incluindo melanoma, leucemias, carcinomas géstrico,
prostatico, mamadrio e de cdlon, apresentam niveis elevados de EROs. Células tumorais estdo
comumente expostas a condi¢des de estresse, como hipdxia (baixos niveis de oxigénio), perda
de adesdo célula-célula e célula-matriz extracelular, desbalangco no metabolismo oxidativo e
diversos fatores ambientais (REUTER et al., 2010; DHILLON et al., 2011).

Alguns pesquisadores relacionaram a atividade antitumoral com a atividade
antioxidante de produtos naturais, e demonstraram que a geragdo de radicais livres podem ser
um dos fatores determinantes para o crescimento e progressio tumoral (HANAHAN;

WEINBERG, 2011).

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antitumoral in vitro de extrato hidroetandlico da geoprdpolis de
Melipona fasciculata Smith em linhagem celular de cancer de ovario (ES2) e identificar sua

composi¢ao quimica.

3.2 Objetivos especificos

Quantificar o teor de polifendis e flavonoides totais do extrato hidroetandlico da
geopropolis de Melipona fasciculata;

Avaliar a atividade antioxidante in vitro do extrato hidroetandlico da geoprépolis de
Melipona fasciculata;

Identificar a composi¢do quimica do extrato hidroetandlico da geoprdpolis de
Melipona. fasciculata

Avaliar a atividade antitumoral in vitro do extrato hidroetandlico da geopropolis de
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Melipona fasciculata em linhagem de cancer de ovario (ES2).

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Coleta da amostra da geopropolis

A amostra da geoprépolis de Melipona fasciculata Smith foi coletada no dia 29 de
setembro de 2018 diretamente da colmeia do meliponario do povoado Ponta Branca, do
municipio de Pinheiro, na regido da Baixada Maranhense (Figura 2). A amostra foi retirada na
parte superior da caixa da colmeia (Figura 3) e posteriormente acondicionada em saco coletor

estéril e mantida sob refrigeracdo.

Figura 2 — Mapa do municipio de Pinheiro onde foi coletada a geoprépolis de Melipona fasciculata Smith

48’0;0'\\' 42’0;47'\\’ }6"0.0’\\’ 46"0:0'W s 1

: 4
sn s ] B
= B
& &
& K
by .z
A 4
51 5
£] B
gl | ¢ R
g - ;
g_ £
£ E

Legenda "
- Baixada Maranhense K A _g
| Maranhao woow a500W ¥
| Nordeste Sistema de Coordenadas Geograficas

j Brasil Datum: WGS 84

Fonte: SANTOS (2016)



22

Figura 3 — A. Caixa da colmeia de Melipona fasciculata com a geopropolis na parte superior indicada pela seta
vermelha. B. Geoprépolis de Melipona fasciculata Smith coletada no Povoado Nova Ponta Branca, no
municipio de Pinheiro, Maranhdo

Fonte: Autoria prépria (2018)

4.2 Obtencao do extrato hidroetandélico da geopropolis

A amostra da geopropolis foi triturada em moinho de facas e submetida a maceracio
exaustiva com etanol 70% (v/v) por 48h, utilizando a relacdo hidromédulo 1:5 (p/v),
posteriormente a solugdo extrativa foi filtrada, concentrada em evaporador rotativo e liofilizada,

obtendo-se o extrato hidroetandlico da geoprépolis de Pinheiro (EHGP) (CUNHA et al., 2009).

4.3 Determinacao do teor de polifendis totais

O teor de polifendis totais foi determinado utilizando reagente Folin-Ciocalteau e
carbonato de sédio a 20%. A mistura reacional foi mantida no escuro por 2h a temperatura
ambiente e absorbancia foi medida a 760 nm usando espectrofotometro UV-Vis Lambda 35.
(Perkin Elmer Corporation, Massachusetts, USA). A concentracdo de polifendis totais foi
calculada a partir de uma curva de calibragcdo de acido galico. As andlises foram realizadas em

triplicata (DUTRA et al., 2014).

4.4 Determinacao do teor de flavonoides totais

Os teores de flavonoides totais foram determinados utilizando o método colorimétrico
com solucao metandlica de cloreto de aluminio (AICl3) a 5%, medidos em espectrofotdmetro
UV-Vis Lambda 35 (Perkin Elmer, Inc., Waltham, MA, USA) a 425 nm, empregando

concentracdes de quercetina (Merck) como padrdo. As andlises foram realizadas em triplicata
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(DUTRA et al., 2008, 2014).

4.5 Avaliacao da atividade antioxidante in vitro
4.5.1 Ensaio de sequestro de radical livre

A atividade antioxidante do extrato hidroetandlico da geoprépolis foi avaliada pelo
ensaio do radical livre DPPH’, segundo BRAND-WILLIAMS et al. (1995) com modificagoes.
As amostras foram diluidas em metanol, em diferentes concentracdes e adicionadas a uma
solugdo de DPPH’ em metanol (40,0 pg/mL). Apds 30 minutos de reacdo a temperatura
ambiente, no escuro, a absorbancia de cada solugdo foi lida a 517 nm em espectrofotdmetro
UV-Vis (Lambda 35, PerkinElmer). O metanol foi utilizado como controle e a solu¢cdo de
DPPH’ usada como branco. A porcentagem da atividade antioxidante (% AA) foi calculada pela
equagio:

% AA = (%) =100 — [(Aamostra— Abranco) X 100/Acontrote],
onde Acontrole € @ absorbancia do controle (solucdo com radical DPPH" e metanol) € Aamostra € a
absorbancia do radical na presenca das amostras.

A porcentagem da atividade antioxidante foi relacionada com a concentracdo da
amostra para a obten¢cdo da concentracdo efetiva (CEso), definida como a concentracdo da
amostra necessdria para causar uma inibi¢ao de 50% da concentracio inicial de DPPH. Todos

os experimentos foram realizados em triplicata.

4.5.2 Ensaio da capacidade redutora de ferro

O método descrito por BENZIE E STRAIN (1996) com algumas modificagdes, foi
utilizado para determinar a atividade antioxidante do extrato hidroetandlico da geoprdpolis
baseado na reducao do ferro usando o ensaio FRAP (Poder antioxidante de redugdo férrica),
que mede a capacidade das amostras, em meio dcido (pH 3,6), de reduzir o complexo férrico
2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (Fe** - TPTZ) para a forma ferrosa de coloragdo azul intensa
(Fe?*), que absorve a luz em 593 nm. O reagente FRAP foi preparado imediatamente antes da
andlise através da mistura de 25 mL de tampao acetato (300 mmol.L!, pH 3,6 ), 2,5 mL de
solucdio de TPTZ (10 mmol.L! TPTZ em 40 mmol.L™! HCI) e 2,5 mL FeCls.6 H>O (20 mmol.L-
1) em solucdo aquosa. Uma aliquota de 100 uL de diferentes concentracdes das amostras (1-
100,0 pg/mL) foi adicionada a 300 pL de agua destilada e 3,0 mL de reagente de FRAP e as

misturas foram incubadas no banho de dgua a 37°C durante 30 minutos. A absorbancia da
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mistura reacional foi lida a 593 nm em espectrofotometro UV-Vis (Lambda 35, PerkinElmer)

utilizando a solu¢do de FRAP como branco.

4.6 Composicao quimica

4.6.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada com detector de ultravioleta

A andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada com detector de
ultravioleta (CLAE/UV-Vis) foi realizada num cromatégrafo liquido Finnigan Surveyor
Autosampler (Thermo) (San Jose, CA, EUA), equipado com um injetor com loop de 25uL, e
um detector de UV-Vis. A coluna usada foi C-18 (250 x 4,6mm, Sum, Hypersil BDS) fornecido
por Thermo Electron Corporation (Waltham, MA), protegida por uma pré-coluna C-18 (4 x
3mm, 5u, Gemini, Phenomenex). A separacdo dos compostos do extrato da geoprépolis foram
realizados a temperatura ambiente com um programa de gradiente de elui¢cdo a uma taxa de
fluxo de 1,0mL/min. As fases mdveis utilizadas foram dgua Milli-Q com 0,1% de 4cido férmico
(A) e metanol (B) com gradiente de 0-1 min, 5% B; 1-60 min, 5-30% B; 60-90 min, 30-100%
B. As amostras antes de serem injetadas no CLAE foram diluidas em metanol e d4gua Milli-Q
com 0,1% de 4cido férmico e filtradas em filtro de Nylon (0,22 pm, Allcrom). Injetou-se uma

aliquota de Smg/mL e a deteccdo foi realizada em 280 nm.

4.6.2 Cromatografia em camada delgada

O extrato hidroetandlico da geopropolis de Melipona fasciculata Smith foi submetido a
cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando placas de silica gel 60F2s544+366 (Merck),
usando como fase moével diclorometano e metanol (8:2). A revelacdo da cromatoplaca foi
realizada através da borrifacdo de uma solucdo de p-anisaldeido sulfirico. Esta foi preparada
segundo a metodologia de WAGNER E BLADT (1996). Preparou-se uma solu¢do contendo
anisaldeido 5% (v/v) em acido acético glacial e adicionou-se a esta solu¢cdo 85 mL de metanol

e 5 mL de acido sulfarico concentrado.

4.6.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometro de massas

O extrato da geoprdpolis foi analisado por cromatografo liquido de alta eficiéncia
acoplado a um espectrometro de massas CLAE/LC-10AD (Shimadzu), equipado com detector

de arranjo de fotodiodo, acoplado com espetrometro de massas (CLAE-EM/EM) (Bruker
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Daltonics Esquire 3000 Plus), com analisador tipo ion trap quadrupolo em modo tandem, com
ionizacgdo por elétron ebulizacdo (electrospray ionization, ESI). A fase mével utilizada foi dgua
Milli-Q (Millipore) com 0,1% de acido férmico (eluente A) e metanol (eluente B). A elui¢do
foi realizada em gradiente linear de O min — 10%, B 40 min — 100% B, 60 min-100% B, 65 min
— 10%, 70 min — 20% utilizando coluna analitica C18 de fase reversa (250mm x 4, 60 mm, 5
pm, Phenomenex Luna). O extrato da geoprépolis foi diluido em metanol e d4gua Milli-Q 0,1%
de 4cido férmico na concentracdo final de 30mg/mL e filtrada em filtro Nylon (0,22 pum,
Ailcrom). O volume da amostra injetado no sistema foi de 25 pL, com fluxo de 1 mL/min e
deteccdo UV-Vis em 254 nm. Os espectros de massas foram obtidos em modo negativo
utilizando nitrogénio ultra-puro como gés de nebuliza¢do com fluxo de 12,0 L/min, pressdo de
27psi, potencial de 4500V, temperatura de 325°C e fluxo para massas de 100 pl/min, em baixa
resolugdo, na faixa de 100 a 1000 m/z. A identifica¢do dos constituintes foi obtida com base na

massa do fon molecular e dados de fragmentacdo.

4.7 Ensaio de citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade pelo MTT (brometo de 3-4,5 dimetiltiazol-2,5 difenil
tetrazoélio) foi realizado no Instituto Nacional do Cancer (INCA), no Rio de Janeiro. Para a
realizacdo dos experimentos utilizou a linhagem de cancer de ovario (ES2). A linhagem foi
mantida em meio RPMI (Sigma, EUA) suplementado com 0,2% (m/v) de bicarbonato de sédio,
10% (v/v) de soro fetal bovino (Gibco/Invitrogen, EUA), 1% (v/v) de solugdo estabilizada de
Penicilina (100 unidades/mL) e Estreptomicina (100 pg/mL) (Gibco/Invitrogen, EUA) em
estufa com condic¢Oes controladas de temperatura (37°C), com atmosfera de 5% de COo.

A linhagem foi plaqueada (1x10* células/pogo) em placas de 96 pocos e, apés 24h de
cultivo, foi tratada com extrato da geoprépolis nas concentra¢des de 15,625, 31,25, 62,5, 125,
250 e 500 pg/mL por 24h e 48h. Posteriormente as células foram incubadas com 20uL da
solugdo de MTT (5 mg/mL) por 4h. As placas foram entdo centrifugadas a 450g e, para permitir
a solubilizacdo dos cristais de formazan, 100uL de dimetilsulf6xido (DMSO) foi adicionado a
cada pogo e a leitura espectrofotométrica da absorbancia, em comprimento de onda de 538 nm,
foi realizada em leitor de placas (MR-96 A, Bioclin, Brasil). Como controle negativo dos
experimentos utilizou-se as células sem tratamento. Os experimentos foram realizados em

quadruplicata.

4.8 Analise estatistica
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Os dados obtidos das determinacdes de polifendis, flavonoides totais e testes
antioxidantes foram expressos como média e desvio padrdo. A CEso foi calculada por regressao
linear obtida da relac@o entre concentracao da amostra e atividade antioxidante. A viabilidade
celular foi determinada utilizando o programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San

Diego, CA).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A amostra € oriunda da Baixada Maranhense, cuja regido € rica em espécies vegetais
como, Cydista aequinoctialis (cip6-de-corda), Desmodium incanum (carrapicho-bei¢o-de-boi),
Malphigia glabra (acerola), Mimosa caesalpiniifolia (sabid), Mimosa pudica (dormideira),
Pontederia cordata (aguapé), entre outras (RIBEIRO; DE ALBUQUERQUE; DA LUZ, 2013,
2016) que sao fontes de resinas vegetais utilizadas para a composi¢do da geopropolis.

A geopropolis de Melipona fasciculata Smith do municipio de Pinheiro quando
submetida a extracdo por maceracdo com etanol 70%, usando a relagdo hidromédulo 1:5,
apresentou um rendimento extrativo de 12,60% com teores de fendis e flavonoides,

respectivamente, 7,27+0,26% e 0,13+0,01% (Tabela 1).

Tabela 1 — Teores de polifendis e flavonoides totais e atividade antioxidante do extrato
hidroetandlico da geoprdopolis de Melipona fasciculata

Polifendéis Flavonoides
* 2+
Amostra Totais (%) Totais (%) DPPH CEso (ng /mL) FRAP (mmol Fe*'/g)

EHGP 7,27+0,26 0,13+0,01 265,91+0,29 1,10+0,25

EHGP= Extrato hidroetandlico da geoprépolis da Melipona fasciculata Smith de Pinheiro
*resultados expressos como média + desvio padrao (n=3).

Cunha et al. (2009) encontraram rendimento de 9,89% em extrato hidroetandlico da
geopropolis de Melipona fasciculata Smith de Palmeirandia, utilizando os mesmos parametros
de extracdo deste estudo, sendo inferior ao rendimento do extrato hidroetandlico de geoprépolis
de Pinheiro.

O EHGP apresentou baixo teor de flavonoides. Segundo a legisla¢do brasileira para
classificacdo de propolis de Apis melifera, € caracterizado como baixo, o teor de flavonoide até
1,0%. Em contrapartida, os teores de polifendis excederam a quantidade minima (0,50%) que

€ estabelecido pela mesma legislacao (BRASIL, 2001).
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Cunha et al. (2009) demonstraram variagdo dos teores de fendis e flavonoides do extrato
da geoprépolis da mesma espécie do municipio de Palmeirandia, regido da Baixada
Maranhense, respectivamente, de 7,36+0,003 a 37,04+0,011 e 0,04+0,002 a 1,85+0,01,
corroborando com o0s nossos resultados.

A avaliagdo da atividade antioxidante do extrato através do sequestro de radicais livres
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) foi determinada por meio da concentracdo efetiva (CEso),
a concentragdo minima para reduzir em 50% o DPPH inicial da reacdo. O EHGP apresentou
atividade antioxidante pelo DPPH com CEso de 265, 914+0,29 ug/mL (Tabela 1).

O resultado da atividade antioxidante pelo método DPPH foi préximo ao valor de Silva
et al. (2013), que avaliaram atividade antioxidante do extrato da geopropolis de Melipona
seminigra e encontraram CEsode 234,3+4,0 pg/mL.

Segundo Da Silva et al. (2013), a atividade antioxidante est4 diretamente correlacionada
aos teores de fenois e flavonoides totais. Os compostos fendlicos s@o capazes de interceptar a
cadeia de oxidacdo de radicais livres através da doagdo de hidrogé€nio de suas hidroxilas
fendlicas (RIGHI et al., 2011).

A avaliacdo da atividade antioxidante do extrato através do método FRAP foi
determinado pela capacidade de reducdo do fon Fe** para Fe’* na presenca do TPZT em
condi¢des 4cidas. A capacidade de redugdo férrica foi 1,10+0,25 mmol Fe**/g (Tabela 1). O
resultado encontrado € bem préximo de Batista et al. (2016) que tiveram resultado de 1,29 +
0,01 mmol Fe*/g da capacidade de reducdo férrica de extrato da geoprépolis de Melipona
fasciculata Smith de Palmeirandia da regido da Baixada Maranhense.

Alguns compostos fendlicos possuem a capacidade de quelar metais de transicao,
evitando que radicais livres se formem na presenca de metais. Eles podem inibir a oxida¢do por
metais e a formacdo de radicais de oxigénio, por coordenacdo com Fe?*, aumentando a auto-
oxidacdio de Fe’*, ou formando complexos inativos, com interacio mais fraca. O
desencadeamento dessas reagdes de oxidagdo ocorre quando fons metalicos ativos como Cu*
ou Fe?* interagem com o H,O: para formar o radical OHe. O ferro e o cobre sio metais de
transicdo que possuem a capacidade de catalisar a formacao de lesdes oxidativas decorrentes
da producdo do radical OH (JOMOVA; VALKOB, 2011).

Segundo Marghitas et al. (2009), os antioxidantes sdo considerados como possiveis
agentes de prote¢ao, reduzindo o dano oxidativo a importantes biomoléculas, como lipoproteina
e DNA. O estresse oxidativo, conseqiiéncia de um desequilibrio entre a geracdo de ROS

(espécies reativas de oxigé€nio) e antioxidantes no organismo, inicia uma série de eventos
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bioquimicos prejudiciais que estdo associados a diversos processos patoldgicos que podem
levar a varios danos e doencas celulares.

Segundo Krishnamachary et al. (2002), as interacdes dos antioxidantes naturais com
espécies reativas de oxigénio através da eliminacdo de radicais livres estdo implicados no
processo inflamatério, levando a um efeito profundo em processos de defesa e doencas
relacionadas a angiogénese, como artrite reumatdide, psoriase, doenca cardiaca ou cancer.

A andlise por CLAE/UV-Vis demonstrou a predominancia de compostos de baixa

polaridade nos tempos de reten¢do a partir de 40 min (Figura 4).

Figura 4 — Cromatograma obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia no comprimento de onda (A) de 254
nm do extrato hidroetandlico da geoprépolis de Melipona fasciculata Smith
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Também foi possivel verificar a composi¢cdo quimica do extrato hidroetandlico da
geopropolis a partir da andlise por cromatografia em camada delgada (CCD) (Figura 5). A
aplicacdo do anisaldeido sulfurico revelou a presenca de triterpenos através da observagdo de

manchas em lilds (AGUIRRE et al., 2006).

Figura 5 — Cromatograma obtido por CCD de extrato hidroetandlico da geopropdlis de Melipona fasciculata Smith
de Pinheiro
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Dutra et al. (2008) submeteram amostras da geoprépolis dos municipios de Arari, Sao
Jodo Batista e Sao Bento, da Baixada Maranhense a cromatografia em camada delgada, apos
revelar no UV e borrifar com AICI3 1%, constataram a presenga de substancias flavonoidicas.

Os constituintes do extrato da geoprdpolis foram tentativamente identificados por
similaridade de seus padrdes de fragmentacao com dados descritos na literatura (Tabela 2).

Foram identificados cinco compostos quimicos: dcido glucdnico e quatro compostos
fendlicos do tipo flavonoides glicosilados: S-eriodictiol-6-C-B-D-glucopirandsideo,

narigenina-C-glicosideo, isomero da narigenina-C-glicosideo e hesperetina-7-O-ramnosideo.

Tabela 2 — Compostos tentativamente identificados no extrato hidroetandlico da geoprépolis de
Melipona fasciculata por CLAE/EM/EM

Composto TR (min) m/z[M-H] MM Fragmentos Identificaciao
1 2.8 195 196 128 e 177 Acido gluconico
2 18.2 449 450 430,359 329  O-criodictiol-6-C-B-D-

glucopirandsideo
3 19.1 433 434 313 narigenina-C-
glicosideo
isomero da
4 20.2 433 434 415e 313 narigenina-C-
glicosideo
5 229 449 450 303 ¢ 405 hesperetina-7-0-
ramnosideo

Fonte: dados tratados da Central Analitica da USP (2019).

*RT=tempo de reten¢do. m/z= ion molecular. MM=massa molecular.

Araujo (2015) e Batista et al. (2016) conseguiram identificar acido gluconico por
cromatografia gasosa, além de outros compostos, como, carboidratos, triterpenos, 4cido
anarcddico e dlcoois no extrato hidroetandlico da geoprépolis de Melipona fasciculata de
Palmeirandia. Ribeiro (2017) identificaram &cido quinico, derivados de benzofenona,
flavonoides-O-glicosilados e xantonas no extrato hidroetandlico da geoprdpolis da mesma
espécie do municipio de Santa Luzia do Parua, Maranhdo.

Righi et al. (2013) analisaram por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detectores de arranjo de diodos e de massas (CLAE/DAD/ESI/EM), a composicdo quimica de
propolis produzida por Apis mellifera no Piaui e Goids e demonstraram a presenga de flavonas
e flavonas glicosiladas, incluindo a naringenina-C-glicosideo que também foi encontrada no

extrato hidroetandlico da geoprépolis de Pinheiro.
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Souza et al. (2018) identificaram compostos fendlicos na geoprépolis de Melipona
subnitida Ducke (jandaira), como galloil hexosideos, dcido elagico, acil-(cinamoil/coumaroil)-
hexosideos, acil-(cinamoil/coumaroil)-galoil-hexosideos e flavondides (agliconas e O-
glicosideos acilados).

A avaliagdo da atividade antitumoral in vitro foi realizada pelo ensaio do MTT (brometo
de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazélio) que é baseado na medida do dano
induzido pela droga no metabolismo celular de glicideos usualmente através da atividade de
desidrogenases. A atividade celular é quantificada pela reducdo do MTT. As reacdes com o
MTT sao usadas para localizar a atividade de desidrogenases presentes em células vidveis. O
sal de tetraz6lio ndo reage diretamente com as desidrogenases, mas com os produtos da reacao
NADH (dinucleotideo de nicotinamida e adenina) ou NADPH (fosfato de dinucleotideo de
nicotinamida e adenina) que reduzem o MTT para a formazan correspondente (MACIEL et al.,
2002).

O extrato hidroetandlico da geoprépolis apresentou citotoxicidade dose-dependente e
tempo-dependente na linhagem tumoral de cancer de ovario (ES2). Em 24h, a citotoxicidade
foi mais expressiva na concentragdo de 500 pg/mL. No tempo de 48h, a viabilidade foi menor

que 50% a partir de concentragdo de 62,5, 125, 250 e 500 pg/mL (Figura 6).

Figura 6 — Viabilidade celular de cancer de ovario (ES2) depois da incubacgao da geoproépolis (15,625, 31,25, 62,5,
125,250 e 500 pg/mL) por 24 e 48h, determinado pelo teste do MTT
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Cunha (2017) avaliou a atividade antitumoral in vitro do extrato hidroetandlico da
geopropolis de Melipona fasciculata frente as células de tumor de Erhlich em todas as

concentracoes utilizadas e demonstrou que o extrato apresentou citotoxicidade para as células
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MCEF-7 nas maiores concentragdes, havendo morte total das células na maior concentragdo (500
pg /mL) e diminui¢do da viabilidade celular para préximo de 50% nas concentragdes de 250,
125 e 63 pg/mL.

De Mendonga et al. (2015) avaliaram a viabilidade celular de cancer de ovario
(OVCAR-8) 72 h ap6s a exposicdo a vdrias concentragdes de extrato etandlico de prépolis e
observaram a atividade citotéxica significativa em uma concentracdo de 50 pg/mL. A
viabilidade de OVCAR-8 exposta ao extrato ndo apresentou diferenca significativa em
comparagdo com aquela exposta a doxorrubicina, que € uma droga anticincer padrdo.

Os flavonoides glicosilados que foram identificados no extrato hidroetandlico da
gepropolis de Pinheiro de Melipona fasciculata Smith podem estar relacionados com a
atividade antioxidante e antitumoral. Segundo Seydi et al. (2016), os polifendis e flavondides
na propolis possuem efeitos antitumorais e quimiopreventivos diretos. A atividade
anticarcinogénica dos flavonoides na prépolis podem suprimir o crescimento do tumor inibindo
angiogénese e inducio de apoptose de células tumorais (SZLISZKA et al., 2011).

Os flavonoides tém sido caracterizados como inibidores de células cancerosas, por
apresentarem propriedades farmacoldgicas conhecidas como antioxidantes, possivelmente
controlando assim a proliferagdo celular e desempenhando o bloqueio da oncogénese por
mecanismos que modulam enzimas da via metabdlica carcinogénica (AMADO et al., 2011;
HUNG et al., 2009).

Jansen (2015) relacionou atividade antioxidante com a atividade antitumoral e
demonstrou que os extratos hidroetandlicos de prépolis que apresentaram alta teor de
compostos fendlicos e atividade antioxidante pelo DPPH e FRAP tiveram maior citotoxicidade
em linhagem de melanoma de camundongo (B16F10). Segundo Frozza et al. (2013), os
compostos fendlicos encontrados na prépolis sdo conhecidos por possuirem capacidade
antioxidante, e estas propriedades podem ter funcdo essencial na atividade anticancerigena. Os
compostos fendlicos sdo conhecidos por proteger a estabilidade do genoma, devido as suas
diversas propriedades bioldgicas, incluindo a capacidade antioxidante (FERNANDES et al.,
2014).

Segundo De Souza et al. (2013) e Libério et al. (2011), as atividades bioldgicas da
geopropolis estdo relacionadas a sua composi¢cao quimica, que € dependente sobre a flora local,

a espécie produtora de abelhas e o tipo de solo encontrado na regiao de producdo deste produto.

6 CONCLUSAO
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Diante dos resultados obtidos, o extrato hidroetandlico da geoprépolis de Melipona
fasciculata Smith do municipio de Pinheiro demonstrou atividade antitumoral in vitro em
linhagem celular de cancer de ovério (ES2).

Além disso, a geoprdpolis apresentou teores de fendis e flavonoides que podem estar
relacionados com a atividade antioxidante.

Sugerimos que as classes de compostos identificadas no extrato hidroetandlico da
geopropolis de Melipona fasciculata Smith do municipio de Pinheiro estdo relacionados com
as agOes antioxidante e antitumoral

Estudos de isolamento e identificacdo de biomoléculas relacionados com a atividade
antitumoral e ensaios toxicoldgicos sdo necessdrios para determinar a seguranga desse produto
que pode ser uma terapia alternativa/complementar para o cancer de ovdrio.

Sendo assim, a geopropolis de Melipona fasciculata Smith pode ser um produto natural
promissor na busca de moléculas bioativas com potencial anticAncer e sua exploragdo pode

favorecer o desenvolvimento econdmico da meliponicultura no estado do Maranhao.
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