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RESUMO

Distintas pesquisas investigam compostos bioativos advindos de fontes naturais e seus
produtos que possam ter aplicabilidade versatil, como por exemplo, a prépolis, em setores
industriais como de cosméticos, de alimentos e farmacéutico devido a ampla variedade de
compostos identificados com efeitos benéficos a saude. Neste estudo, avaliou-se a
influéncia da aplicacéo da tecnologia de ultrassom na liberacdo de compostos bioativos
presente na propolis vermelha brasileira origindria do Estado de Alagoas. Os extratos
foram obtidos em diferentes condi¢cdes de processos com e sem pré-tratamento por
ultrassom e avaliados quanto a quantificacdo fitoquimica, capacidade antioxidante por
DPPH, quantificagdo dos biomarcadores por HPLC-DAD, atividade antimicrobiana através
de microdiluicdo em placa de 96 pocos utilizando as cepas de Staphylococcus aureus
ATCC 29213 e Escherichia coli ATCC 1775 e atividade citotoxica frente a cinco linhagens
tumorais (HCT-116 (carcinoma de célon), HL-60 (leucémica), PC3 (carcinoma de
prostata), SF295 (glioblastoma), SNB19 (glioblastoma)) pelo método MTT. Os resultados
demostraram que a tecnologia de ultrassom néo influenciou na liberacdo dos compostos
fendlicos, porém, o oposto foi observado para a liberacao dos flavonoides que constituem
prépolis vermelha, influenciando na atividade antioxidante exercida pelos extratos. A
analise dos constituintes quimicos permitiu quantificar os compostos formonometina e
kaempferol, sendo a formonometina o constituinte majoritario nos extratos e biomarcador
da proépolis vermelha brasileira. Os resultados dos ensaios microbiolégicos demostraram
gue todos os extratos desempenharam atividade inibitéria para as cepas Gram positiva e
negativa. A alta atividade bioldgica dos extratos foi evidenciada nos ensaios citotéxicos in
vitro; oito das dez amostras apresentaram potencial citotoxico acima de 75% frente as
linhagens tumorais. O extrato E:50-20 destacou-se pelo elevado conteudo de
formonometina e kaempferol, efeito antiproliferativo frente as linhagens de células
tumorais avaliadas, alta atividade antioxidante e elevada atividade antibacteriana. Os
resultados dispostos neste estudo sdo promissores e permitem reconhecer a qualidade
dos extratos de prépolis vermelha brasileira, assim como, a influéncia da tecnologia de

ultrassom no processo de extracdo dos biocompostos presentes na referida matriz.

Palavras-chave: propolis brasileira, extragdo de biocompostos, otimizacdo de processo.



ABSTRACT

Several studies have investigated the natural sources of biocomposites and their products
that may have versatile applicability, such as propolis. Propolis has shown great interest in
industrial sectors, such as cosmetics, food and pharmaceuticals, because of the wide
variety of compounds identified with potential beneficial effects on health. This study
evaluated the influence of the application of ultrasonic technology on the release of matrix
compounds, the Brazilian red propolis, from the State of Alagoas. The extracts were
obtained by different process conditions using different temperatures and time of exposure
pre-treatment ultrasonic, an extract without pre-treatment was obtained as control of this
study. The extracts were evaluated for phytochemical quantification, antioxidant capacity
by DPPH, quantification of biomarkers by HPLC-DAD, antimicrobial activity by
microdilution in a 96-well plate using Staphylococcus aureus strains ATCC 29213 and
Escherichia coli ATCC 1775 and cytotoxic activity against five tumor lines (HCT-116 (colon
carcinoma), HL-60 (leukemic), PC3 (prostate carcinoma), SF295 (glioblastoma), SNB19
(glioblastoma)) by the MTT method. The results showed that the ultrasonic technology did
not influence the release of phenolic compounds, however, the opposite result was
observed for the release of the flavonoids that constitute the red propolis, influencing the
antioxidant activity exerted by the extracts. The analysis of the chemical constituents
allowed to quantify the compounds for formonometin and kaempferol, formonometin being
the main constituent in extracts and biomarkers of Brazilian red propolis. The results of the
microbiological tests showed that all the extracts performed inhibitory activity for Gram
positive and negative strains. The high biological activity of the extracts was evidenced in
the in vitro cytotoxic assays; eight of the ten samples presented cytotoxic potential above
75% in relation to the tumor lines. The extract E: 50-20 was highlighted by the high content
of formonetin and kaempferol, antiproliferative effect against the tumor lines evaluated,
high antioxidant activity and high antibacterial activity. The results obtained in this study
are promising and allow to recognize the quality of Brazilian red propolis extracts, as well
as the influence of ultrasonic technology in the extraction process of the biocomposites

present in the matrix.

Keywords: Brazilian propolis, biocomposite extraction, process optimization.
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1. INTRODUCAO

As exigéncias dos consumidores por produtos naturais que apresentem atividades
bioldgicas e/ou funcionais fizeram com que pesquisas sobre biomoléculas aflorassem o
interesse da comunidade cientifica (ROSA, 2014; PINTO et al., 2002). Em paralelo, surgiu
a necessidade do desenvolvimento de novas tecnologias que proporcionassem a extracao
de compostos naturais com maior estabilidade quimica, possibilitando melhor
aproveitamento de seus beneficios a satude (FIGUEIREDO JUNIOR, 2017; SULLIVAN et
al., 2018).

Dentre as matrizes naturais exploradas tem-se a propolis, uma substancia resinosa
e algumas vezes cerosa, coletada por abelhas meliferas de diferentes exsudatos vegetais
(BANKOVA et al., 2000; KUROPATNICKI et al., 2013). Pelo menos 300 componentes
diferentes ja foram identificados em amostras de prépolis de origens diversas, dentre
esses, acidos graxos e fendlicos, ésteres fendlicos, flavonoides, terpenos, b-esteroides,
aldeidos e alcoois aromaticos, sesquiterpenos e naftaleno (MARCUCCI et al., 2001; RIGHI
etal., 2013; SILVA et al., 2017).

Park et al. (2002) identificaram e classificaram 12 tipos diferentes de prépolis no
Brasil de acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas. Em 2006, Trusheva et al.
identificaram e classificaram um novo tipo de prépolis, a de coloracdo vermelha (tipo 13)
gue merece especial atencdo, pois € uma matriz ainda pouco explorada e possui
resultados promissores na literatura devido aos seus constituintes quimicos que atuam em
diversos tratamentos voltados a saude, como por exemplo prevencédo e tratamento de
doencas cardiovasculares como a aterosclerose (PARK et al., 2002; SILVA et al., 2008;
LOTTI et al., 2010; 11O et al., 2012).

A propolis tipo vermelha pode ser encontrada no Brasil, Cuba, México, China e
Nigéria (RUFATTO et al., 2017). Recentes investigacdes caracterizaram amostras de
prépolis vermelha brasileira e identificaram compostos como elemicina, isoelemicina, metil
isoeugenol, metil eugenol, formononetina, biochanina A, isoliquiritigenina, liquiritigenina,
medicarpin, quercetina e vestitol; tais compostos permitem distinguir este tipo de propolis
dos demais tipos de propolis brasileiras (CAVENDISH et al., 2015; DE MENDONCA et al.,
2015).

Relatos na literatura indicam propriedades biologicas da prépolis vermelha contra
resfriados, mau hdlito, inflamacbes, cancer, eczema, ulceras e infeccOes urinaria.
(LUSTOSA et al., 2008; PALASKA et al., 2013; CATCHPOLE et al., 2015), despertando
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assim o interesse da industria farmacéutica, cosmética e de alimentos (SILVA et al., 2016;
FRANCHIN et al., 2017, THAMNOPOQULOS et al., 2018).

O tipo de método de extracdo dos compostos de interesse das matrizes,
principalmente naturais, exerce um papel fundamental nos tipos de componentes e o
rendimento de extracdo (GALANAKIS et al., 2010; KONG, et al., 2015). Uma quantidade
expressiva de trabalhos que envolvem a prépolis utiliza o processo de extracdo
convencional para obtencdo dos extratos (alcoolico ou aquoso) resultando em baixo
rendimento dos componentes de interesse e maior uso de solvente organico (HAMZAH &
LEO, 2017).

Visando a otimizacdo, Yeo, et al. (2015) relatam ter utilizado tecnologia de
ultrassom no processo de obtencdo de compostos biologicamente ativos advindos da
propolis da Malasia. Um dos efeitos do ultrassom € proporcionar o aumento temporario da
permeabilidade da membrana celular, facilitando a entrada do solvente na matriz (PENG
et al, 2014). Essa tecnologia pode ser atrelada aos métodos convencionais de extracao
para um melhor rendimento dos componentes quimicos de interesse na matriz avaliada
(YEO et al., 2015).

Com a utilizacdo da tecnologia de ultrassom se tem menor tempo de extracéo e
melhor aproveitamento de compostos termossensiveis, possibilitando dessa forma melhor
viabilidade dos compostos que podem ser empregados em alimentos, cosméticos e

produtos farmacéuticos (DONG et al., 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia da tecnologia de ultrassom

na extracdo de compostos bioativos e/ou funcionais da propolis vermelha de Alagoas.

2.2.0bjetivos Especificos

1) Realizar prospec¢cdo em documentos de patentes depositadas no mundo

baseada na aplicacéo de extratos de propolis em produtos cosméticos;

2) Obter extratos de propolis de Alagoas com e sem pré tratamento por

ultrassom utilizando etanol como solvente.

3) Caracterizar os extratos obtidos quanto ao teor de compostos fendlicos

totais, flavonoides e quanto a sua capacidade antioxidante;

4) Identificar e quantificar os marcadores biologicamente ativos presentes nos

extratos através de High Performance Liquid Chromatography (HPLC).

5) Avaliar a capacidade antimicrobiana dos extratos da prépolis obtidos
extracdo convencional com e sem pré tratamento ultrassdnico contra cepas

de Staphylococcus aureus e Escherichia coli;

6) Realizar a avaliacao citotdxica dos extratos frente a linhagens de células
tumorais HCT-116 (carcinoma de co6lon), HL-60 (leucémica), PC3

(carcinoma de prostata), SF295 (glioblastoma), SNB19 (glioblastoma).
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. A PROPOLIS

A propolis, produto natural gerado por abelhas da espécie Apis melifera,
é definida segundo Cabral (2009) como um adesivo forte, substancia resinosa
coletada, transformada e utilizada pelas abelhas para selar as imperfeicées em
seus favos de mel, suavizar as paredes internas, proteger a entrada de intrusos
e proporcionar estabilidade microbiol6gica da colmeia.

As abelhas aproveitam os produtos gerados de diversos processos
botanicos que ocorrem em distintas partes das plantas (exsudatos de feridas nas
plantas, materiais lipofilicos nas folhas e germes, latex, resinas, etc.) como
matéria prima para a producao da propolis (LUSTOSA et al., 2008). A prépolis
€ composta basicamente por resinas e balsamos (55%), cera (30%), Oleos
volateis (10%) e polen (5%), incluindo também vitaminas (provitaminas A e todas
do complexo B), ésteres cafeinados, flavonoides e minerais (CONAPIS, 2008,
citado por SILVA et al., 2008).

A propolis é referenciada na literatura cientifica como um dos produtos
naturais mais complexos quimicamente (ISHIDA et al., 2011; SFORCIN &
BANKOVA, 2011), sua composi¢cado pode variar devido a fatores como regido
geografica, variedade genética da colmeia, fonte vegetal e época do ano da
coleta; seu espectro de cor varia entre amarelo, amarelo escuro, castanho claro
e escuro, marrom esverdeado e vermelho (Figura 1).

As propriedades bioldgicas e terapéuticas dos compostos fitoquimicos
identificados em prépolis tem benéficos reconhecidos e comprovados para a
saude: atividade antimicrobiana (ONG et al., 2017), anti-inflamatéria (MOURA et
al., 2011), cicatrizante (SOUZA et al., 2009), antiulcerogénica (BARROS et al.,
2007), antiparasitaria (PONTIN et al., 2008; SENA-LOPES et al., 2018) e
antioxidante (OLDONI et al., 2011; BONAMIGO et al., 2017, FRANCHIN et al.,
2017).

No Brasil foram classificados 13 tipos de prépolis, sendo a maior parte
dos estudos realizados com a proépolis do tipo verde (green propolis) devido ao
reconhecimento internacional das propriedades de seus componente,

principalmente, ao Artepelin C, composto presente somente em propolis verde
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brasileira e que possui diversas atividades bioldgicas (PARK et al., 2002;
NASCIMENTO et al.,, 2009; OLIVEIRA, 2015; FRANCISCO et al.,, 2018).
Distintas propriedades biolégicas e composi¢cdes quimicas das amostras de
prépolis brasileiras foram descritas, o que é explicado pela grande dimenséao
continental do Brasil e a grande diversidade da flora e variedade do ecossistema,
conferindo assim uma gama de estudos com diferentes amostras desse material
provenientes de um mesmo pais (SILVA, 2016; MACHADO et al., 2016; BUENO-
SILVA et al., 2017).

Figura 1. Propolis bruta verde (A), marrom (B) e vermelha (C)

B C

A

Fonte: Autoria prépria

A propolis € utilizada em diversos segmentos; na medicina veterinaria é
usada para cicatrizar feridas, em cortes pds-operatoérios, controle de hemorragias
e tratamento de mastite; na agricultura é aplicada no tratamento de doencas de
algumas espécies vegetais, substituindo produtos quimicos, enquanto na
industria de cosméticos € utilizada como constituinte de produtos higiénicos e
estéticos; na industria de alimentos é empregada como ingrediente funcional
(PINTO et al., 2001; NASCIMENTO et al., 2009; OSES et al., 2016; MEHAISEN
et al., 2017).

Uma enorme quantidade de marcas e produtos feitos a base de propolis
encontra-se disponivel em lojas de produtos naturais, tais como balas,
chocolates, doces, cha, protetor solar, gel pés-barba, shampoos, cremes para
pele, solugbes antissépticas, pastas de dente, sabonetes, batom, cépsulas,
extratos, spray bucal, pastilhas, xaropes, comprimidos, etc. (PARK & IKEGAKI,
1998; SANTOS et al., 2017).

O Brasil € um dos principais produtores mundiais de propolis, com

producéo estimada em torno de 150 toneladas por ano, sendo quecerca de 75%
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desse total é exportado, especialmente para o Japao (92% das exportacdes)
(PEREIRA et al., 2002; SEBRAE, 2014). Segundo o Market Research Future
(2015), espera-se que, até 2021, o mercado mundial da prépolis aumente em até
3,5%, com producao mundial de 2.900t em 2021.

Por ser um pais exportador dessa matriz, o Brasil possui a Instrugdo
Normativa n° 3, de 19 de janeiro de 2001, que dispde do Regulamento Técnico
de Identidade e Qualidade de Extrato de prépolis, a fim de classificar a propolis
quanto ao seu teor de flavonoides, definir a composicao e conter 0s requisitos
necessarios para a producdo do extrato de prépolis, assim como outros
prosseguimentos (BRASIL, 2001).

A padronizacdo quimica da propolis € um desafio internacional, sendo
necessarios estudos detalhados da composicdo quimica e das suas
propriedades biolégicas para viabilizar a aplicacdo tecnoldgicas da prépolis e

seus derivados nos diversos setores comerciais (SILVA, 2016).

1.2. COMPOSTOS FITOQUIMICOS DA PROPOLIS

As fontes dos compostos organicos presentes na propolis incluem
plantas, substancias segregadas do metabolismo da abelha e materiais que sao
inseridos no decorrer da elaboracdo da propolis (MARCUCCI, 1995). A resina
que constitui a propolis bruta é composta de flavonoides e &cidos fendlicos,
conhecida como fracdo polifendlica (PARK et al., 2002; FUNARI & FERRO,
2006).

Investigacdes sobre os polifendis possuem grande importancia cientifica,
pois, estes compostos promovem consideraveis efeitos benéficos para a saude
(efeitos antimutagénicos, anticancerigenos, antiaterogénicos, etc.) (SFORCIN &
BANKOVA, 2011). As propriedades biolégicas da propolis vém de variados
compostos (terpenos, pterocarpans, benzofenonas preniladas), porém tém-se
um foco em especialmente aos flavonoides, por estes seres 0s responsaveis
pelas acdes farmacoldgicas desempenhadas pela propolis (VOLPI &
BERGONZINI, 2006; SFORCIN & BANKOVA, 2011).

A literatura lista mais 300 constituintes foram identificados em amostras
de propolis. Entre os principais componentes estdo os acidos fendlicos,

flavonoides e aminoéacidos, acido p-cumarico e Artepillin C, acidos aromaticos e
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ésteres, aldeidos e cetonas, acidos benzoicos, esteroides, polissacarideos,
acidos graxos, entre outros (PARK et al., 2002; HUANG et al., 2014; RUFATTO
et al., 2017). Elementos inorganicos tais como o aluminio, calcio, cobre, litio,
manganés, ferro, aluminio, vanadio, potassio, sédio e silicio também foram
identificados (PEREIRA et al., 2002; MACHADO et al., 2016).

Na propolis verde brasileira os principais constituintes séo o acido cafeico,
acido p-cumarico, acido ferulico, naringenina, kaempferol, isorhamnetina,
sakurametina, pinocembrina, kaempferida e artepellin C (SZLISZKA et al., 2013;
ANDRADE et al., 2017). As espécies de propolis verdes e vermelhas sdo as mais
estudadas no Brasil devido ao potencial farmacolégico de seus constituintes
quimicos (HATANO et al., 2012; FROZZA et al., 2017).

Alguns compostos foram identificados apenas em amostras de préopolis
vermelha, como os isoflavonoides isosativan e medicarpin com atividades
antimicrobianas e antioxidantes (TRUSHEVA et al., 2006). Righi et al. (2011)
detectaram em amostras de propolis vermelha, a presenca de dois novos
compostos quimicos, o 3,4,2’,3' - tetrahidroxialcano e flavona C-glicosideo.
Bueno-Silva et al. (2017) relatam presenca majoritaria do composto
formonometina em extratos e resina de propolis vermelha brasileira; os autores
ainda identificaram isoliquiritigenina, neovestitol, vestitol e sugerem que estes
sdo responsaveis pela atividade antimicrobiana da prépolis vermelha. A
formaononetina € um isoflavonoide com atividades estrogénicas, antiradical,
citotoxicas e antifungicas (FROZZA et al., 2013). A formonometina ¢é
metabolizada por mamifero e convertida em daidzeina, que possui agéo eficiente
contra células tumorais mamaria e da prostata (RAMASAM et al.,, 2017,
SCHNEKENBURGER & DIEDERICH, 2015).

Em um estudo comparativo entre propolis vermelhas brasileiras e
cubanas, a isoliquiritigenina foi um dos constituintes principais em ambas as
amostras (PICCINELLI et al., 2011). Este composto juntamente com a
formonometina, biochanina A, xantochimol, daidzeina, isoliquiritigenina,
neovestitol e vestitol sdo considerados marcadores quimicos presentes na
prépolis vermelha (PICCINELLI et al., 2011; FROZZA et al., 2013).

As diferencas na composicdo quimica e atividades biologicas de
diferentes amostras de propolis vao de acordo com sua origem geografica

(HATANO et al., 2012). A propolis brasileira tem despertado grande interesse em
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pesquisadores ao redor do mundo devido a sua composicdo quimica
diferenciada das propolis de regides de zona tropical (TRUSHEVA et al., 2006),
principalmente pela gama de compostos flavonoides presentes em sua

composicao.

1.3. PROPOLIS VERMELHA

A propolis vermelha brasileira é elaborada, majoritariamente, a partir do
exsudato da Dalbergia ecastophyllum, planta tipica dos manguezais do Brasil
mais conhecida como rabo-de-bugio. Seu exsudado possui dois pigmentos,
retusapurpurina A e B, de tom avermelhado que sdo responsaveis pela coloracdo
da prépolis vermelha do Brasil (PICCINELLI et al., 2011; FRANCHI et al., 2012;
SOARES, 2012) (Figura 2). Sua casca e raizes sao popularmente utilizadas no

tratamento da anemia e de inflamacgdes uterinas (GUEDES et al., 2014).

Figura 2. Dalbergia ecastophyllum em manguezal do Estado de Alagoas (a).
Abelha Apis melifera coletando exsudado proveniente do rabo-de-bugio (b).

Abelha depositando prépolis vermelha na colmeia (c)
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Fonte: Google imagens

Devido a grande faixa de manguezais na costa brasileira, a propolis
vermelha pode ser encontrada em diversos Estados: Alagoas, Bahia, Paraiba,
Sergipe, Pernambuco e Roraima. Apesar da vasta biodisponibilidade, somente
a propolis advinda do Estado de Alagoas possui Indicacdo Geografica, registro
IG201101 na categoria Denominacdo de Origem, reconhecida pelo Instituto
Nacional da Propriedade Industrial (INPI). Este reconhecimento é visto como
importante avan¢co para a apicultura do Estado (Unico produtor da prépolis
vermelha certificada no mundo), sendo a primeira denominacao de origem do
setor (SEBRAE, 2012).

A prépolis vermelha sobressai-se dos demais tipos de prépolis por ser
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matriz ainda pouco estudada, entretanto, relatos na literatura referenciam seu
potencial com acdo antimicrobiana, antioxidante, antitumoral, contra HIV (Human
Immunodeficiency Virus), anticarcinogénica (HARISH et al., 1997; GEKKER et
al., 2005; ONG et al., 2017; BONAMIGO et al., 2017). Alguns componentes
quimicos foram encontrados somente na propolis vermelha, como a daidzeina,
formonometina, xantocimol, bioquanina A, vestitol, neovestitol, medicarpin,
liquiritigenina e isoliquiritigenina (BUENO-SILVA et al., 2017; ANDRADE et al.,
2017).

Alguns estudos relatam o tipo de atividade biolégica exercida pelos
biomarcadores da propolis vermelha. Kohena et al. (1998) desenvolveram um
método mais rapido e pratico para quantificacdo do composto daidzeina e
relatam sua acdo no combate a células carcinogénicas. Neves et al. (2016)
estudaram o extrato etandlico desta matriz e suas porcdes fracionadas em
Candida albicans e Candida tropicallisspecies e afirmam que a formononetina é
um composto importante para a atividade antifingica desempenhada pela
propolis vermelha. Atrelado a formonometina, o xantocimol presente no extrato
de prépolis vermelha brasileira (Alagoas), inibiu o crescimento das células
cancerosas em ensaio citotoxico (NOVAK et al., 2014).

Barbosa et al. (2016) avaliaram as alteracbes comportamentais e
histoldgicas promovidas pela administracdo de extrato hidroalcodlico de prépolis
vermelha de Sergipe em roedores submetidos & compresséo no nervo ciatico e
verificaram um importante efeito neuroprotetivo dos extratos na recuperacao
funcional dos roedores e atribuiram este efeito a acdo da biochanina A na
reducdo de déficits comportamentais e neuroquimicos. Kole et al. (2011) relatam
a acao da bioquanina A como composto anti-proliferativo e anti-inflamataorio.

Com relacdo aos efeitos anti-inflamatérios e imunomoduladores,
Franchin et al. (2016) utilizaram neovestitol, isolado de prépolis vermelha, em
camundongos e verificaram a reducdo da inflamacdo aguda e crbnica
administrando dose de 3 e 10 mg / kg por via subcutanea. Um estudo usando
formononetina isolada da propolis vermelha mostra que a administracdo deste
composto em modelos de inflamagao experimental em camundongos reduziu a
migracao de leucdcitos e a formacado de edema (CAVENDISH et al., 2015).

Apesar de suas acdes biologicamente ativas, ndo existe ao certo um

regulamento que vise a fiscalizacdo do uso da propolis e seus extratos nos



26

diversos setores. Pontes et al. (2018) apontam que o uso medicinal e
nutracéutico das substancias advindas da propolis deve ser certificado por uma
agéncia reguladora oficial. No ambito da area de alimentos, Silva et al. (2016)
relatam a necessidade dos estudos envolvendo a aplicagdo de propolis em
produtos alimenticios definirem a concentracdo de propolis a ser ingerida pelos

consumidores.

1.4. EXTRACAO DE BIOCOMPOSTOS

A obtencédo de biocompostos, conhecidos também como substancias
bioativas, em matrizes naturais pode ocorrer através de muitos métodos de
extracdo. Para a identificacdo e isolamento destes compostos € necessaria a
realizacdo da extracdo com solventes com polaridade compativel as
caracteristicas dos fitocompostos de interesse.

Outro fator a ser levado em conta € a facilidade de separagdo entre
solvente do soluto (composto) ao final da extracdo (ANDREO & JORGE, 2006).
Além do solvente, outros fatores devem ser analisados, pois influenciam o
processo de extracdo, como: o tamanho de particula, razdo solido-liquido,
temperatura, tempo de extracdo, dentre outros. (GALANAKIS et al., 2010).

As extracBes ocorrem comumente através de técnicas de fervura,
aquecimento, extracdo por Soxhlet e infusdo. Atualmente novas métodos
alternativos sao utilizados devido a sua alta eficiéncia e menor consumo de
tempo e solvente organicos, como por exemplo a extragao assistida por micro-
ondas, extracdo assistida por ultrassom (EAU), extracdo de fluido supercritico,
extracdo de solvente pressurizado, extracdo assistida por campo elétrico
pulsado, extracdo assistida por enzima e extragdo com solventes
intercambiaveis e liquidos ionicos (BARROS et al., 2013; GROSSO et al., 2015;
MACHADO et al., 2013; MACHADO et al., 2016).

Os biocompostos existem tanto em formas livres como ligadas em
células vegetais, podendo os livres serem extraidos com o uso de solventes
aquosos e organicos ou suas misturas. Contrariamente, os compostos ligados
sdo mais laboriosos para serem extraidos, sendo necessario a conjugacao de
outras etapas de extracdo, como por exemplo hidrélise acida, basica ou
tratamento enzimatico (MAZZA, 2017; ALBAHARI, et al., 2018).



27

1.4.1.Extracdo Etandlica

A extracdo etandlica fornece compostos lipofilicos, que estdo presentes
em grandes quantidades e atrai um interesse consideravel dos pesquisadores
(MACHADO et al., 2016). Silva, 2016 descreve o processo de obtencdo de
extratos etanodlicos de propolis com base no seguinte fluxo: o extrato é obtido
através da adicdo, que leva consideracdo uma porcentagem pré-estabelecida,
da amostra e o solvente etanol. A extracdo dos biocompostos da mistura é
realizada em agitador tipo shaker, posteriormente, a mistura é centrifugada, os
sobrenadantes séo recolhidos, homogeneizados e levado a secagem em estufa
a temperatura de 50 °C.

No entanto, este método de extracdo requer grande quantidade de
solventes; tempos de longa duragédo e a perda de alguns compostos devido a
oxidacao, ionizacdo e hidrélise durante a extracdo, 0 que restringe as suas
aplicacdes industriais (KONG et al.,, 2015). Ainda apresentam desvantagens
como geracdo de residuos toxicos, que a longo prazo promove danos
prejudiciais ao meio ambiente (SILVA et al., 2016).

Dias (2015) aborda que a extracdo dos biocompostos exclusivamente
por solventes organicos € uma tarefa complexa, devido a necessidade do
emprego de elevadas temperaturas que S80 nocivas aos compostos extraiveis
por serem substancias termolabeis e susceptiveis a oxidacdo. O autor ressalva
que restricoes legislativas propondo a eliminacdo do uso geral de solventes
organicos em plantas industriais de extracdo sao obstaculos para o uso deste

tipo de método.

1.4.2.Extracdo Assistida por Ultrassom (EAU)

Devido as atuais modificacbes ambientais, o campo cientifico vem a
cada dia propondo métodos mais ambientalmente corretos visando adequar-se
as normas ambientais vigentes, assim como utilizar os recursos naturais de
forma sustentavel. Neste contexto, enquadra-se a tecnologia de ultrassom
utilizada para melhorar a extracdo de compostos de matrizes naturais (ZHAO et
al., 2014; CHEN et al., 2015; LI et al., 2016)
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Desde o comeco do século XX a tecnologia do ultrassom passou a ser
explorada em uma variedade de finalidades na medicina, industria quimica e
engenharia (ALVES et al., 2013; ZHAO et al., 2014). Atualmente, o ultrassom é
objeto de pesquisa e desenvolvimento na industria de alimentos, pois 0s seus
equipamentos emissores de ultrassom sao praticos e confidveis, sendo utilizado
em processos de homogeneizacdo, emulsificacdo, esterilizacdo, secagem,
filtracdo, separacao e extracdo de compostos. (CHEMAT et al., 2011; BERNADO
et al., 2016).

A extracdo assistida por ultrassom trata-se de um o processo baseado
na acdo de ondas mecanicas de baixa frequéncia responsaveis pela formacéo e
colapso de microbolhas gerando zonas pontuais de alta pressao e temperatura
durante a extracdo. Em meio liquido as microbolhas sdo geradas devido ao
fendmeno de cavitacdo, onde 0s gases presentes no sistema geram ciclos de
expansao e compressao até implodirem, promovendo liberacdo de energia em
forma de calor e pressao nas zonas proximas a micro implosées como demostra
a Figura 3 (CAVALHEIRO, 2013; GROSSO et al., 2015).

Figura 3. Processo de cavitacdo celular.
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Fonte: VIGGI, 2013

Na Figura 3 (a) é demostrado a geragdo de bolhas devido a emisséo
ultrassonica no meio com ciclos de expansdo e compressdo das bolhas, ao

atingirem um determinado tamanho sofrem colapso implosivo (cavitacdo). A
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Figura 3 (b) mostra uma bolha de cavitagcdo em sofrendo colapso assimétrico
desencadeando um microjet que rompe a parede celular da matriz.

As ondas ultrassonicas sédo classificadas com base na sua frequéncia e
intensidade. Alta frequéncia (2 a 20mHz) e baixa intensidade (<1 W.cm),
compdem ultrassons de baixa energia, que podem ser empregados na area de
alimentos, em técnicas analiticas para promover informacdes sobre
propriedades fisico-quimicas, composicdo, estrutura e estado fisico de
alimentos. Os equipamentos de ultrassom com alta capacidade energética tém
baixa frequéncia (20 a 100kHz) e alcan¢cam niveis de intensidade mais altos (10
a 1000 W.cm), com energia suficiente para romper ligagdes intermoleculares e
modificar algumas propriedades fisicas e/ou favorecer rea¢des quimicas (ALVES
et al., 2013; BERNADO et al., 2016).

Os principais efeitos do uso da tecnologia por ultrassom na extragao sao
0 aumento da permeabilidade das paredes celulares, facilitando a dilatacdo e a
hidratacdo do material, aumentando o tamanho dos poros da parede celular e
otimizando os processos de difusao e de transferéncia de massa (VIGGI, 2013).
Possui ainda a vantagem em termos de produtividade, rendimento e seletividade,
além de reduzir a necessidade de utilizacdo de substancias quimicas ou
aplicacao de calor, em diversos processos industriais (CHEMAT et al., 2011).

A extracdo assistida por ultrassom é de simples operacéo e eficiente
para extracdo de elementos em amostras de alimentos, ndo necessitando de
longos periodos para o preparo das amostras nem da utilizacdo de altas
temperaturas e pressdo elevada (CAVALHEIRO, 2013). E uma alternativa
barata, simples e eficiente as técnicas de extracdo convencional, possui maior
eficiéncia de extracdo, menor consumo de energia e solventes (LIU et al., 2015).

Yeo et al. (2015) relatam que com a utilizacdo do ultrassom houve uma
reducdo de aproximadamente 20% no tempo de extracdo dos biocompostos
constituintes da prépolis asiatica (Sibu, Malasia). Os autores ainda ressalvam
gue o método € bioquimicamente seguro, nao interferindo de forma negativa na
recuperacdo de compostos ativos da matriz. Outros autores também relatam a
superioridade da EAU na extracdo de compostos fendlicos quando comparada a
extracao por métodos convencionais (WANG et al., 2013; MAJD et al., 2014).

A extracao assistida por ultrassom possui promissoras aplicacdes por se

tratar de uma técnica de extracado econdmica e verde, podendo ser utilizada em
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consonancia com outros métodos para produzir produtos funcionais passiveis de
comercializacdo (ALVES et al., 2013; ROCHA et al., 2017).
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Abstract
Propolis and its extracts have versatile applicability in various sectors of industry,

which allows the inventors of new technologies and products to protect their
designs through patent documents. The objective of the study was to carry out a
technological prospection on the use of extracts of propolis in products directed
to the cosmetics sector. The search was performed on the Espacenet online
database. The results showed the interest of the Asian countries (China, Japan
and South Korea) for the biological properties of the extracts of propolis, thus
contributing to the market expansion of cosmetics containing propolis worldwide.

Keywords: process and product; technological prospecting; brazilian propolis.

Resumo
A propolis e seus extratos possuem aplicabilidade versétil em diversos setores

da inddstria, o que permite que os inventores de novas tecnologias e produtos
protejam seus projetos através dos documentos de patentes. O objetivo do
estudo foi realizar uma prospeccéo tecnoldgica sobre a utilizacdo de extratos de
propolis em produtos voltados ao setor de cosméticos. A busca foi realizada na
base online do Espacenet. Os resultados demonstraram o grande interesse dos
paises asiaticos (China, Japao e Coreia do Sul) pelas propriedades biologicas
dos extratos de prépolis, contribuindo assim, na expansdo mercadolégica de
cosmeéticos contendo propolis a nivel mundial.

Palavras-chave: processo e produto; prospeccdo tecnoldgica; propolis

brasileira.
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1. INTRODUGCAO

A prépolis é uma substancia resinosa recolhida pelas abelhas e
constituida principalmente de resina, cera e 6leos essenciais (VIUDA-MARTOS
et al., 2008). As abelhas a utilizam para selar cavidades existentes nas colmeias,
manter a temperatura, embalsamar insetos, e como um agente antisséptico
eficaz (MACHADO et al., 2016). A composicdo quimica da prépolis varia de
acordo com fatores como a origem botanica, clima, fatores biolégicos das
abelhas e periodo de coleta (MACHADO et al., 2016; CASTRO et al., 2007). Sua
coloracdo transcende do amarelo claro ao marrom escuro, perpassando pela
coloracdo de tom avermelhado.

A propolis é utilizada em segmentos diversos, como na medicina, area de
alimentos, cosméticos, entre outros, devido a sua alta atividade bioldgica.
Relatos na literatura confirmam seu alto teor em 4cidos fendlicos, flavonoides e
aminoécidos, acdo antioxidante, anti-inflamatéria, antibacteriana antilipidémica,
anti-hiperglicemica, citotoxica e anticancerigena (RIGHI et al., 2011; FROZZA et
al., 2013; DIMKIC et al., 2016; CABRAL, et al., 2009).

Um dos principais produtores mundiais de propolis é o Brasil; sua
producéo é estimada em torno de 50 a 150 toneladas por ano, e 75 % desse total
€ exportado, especialmente para o Japao (92 % das exportacdes), o que significa
80% da demanda japonesa (PEREIRA et al., 2002; SEBRAE, 2014; SILVA et al.,
2016). Segundo Silva et al. (2016), esta importancia mercadoldgica da propolis
se deve as suas caracteristicas e sua gama de aplicabilidade. A prépolis
atualmente é utilizada em aplicaces industriais de facil acesso a populacéo
(xaropes, enxaguantes bucais, fitoterapicos, balas, etc.).

O setor de cosméticos vem explorando cada vez mais as propriedades da
propolis. A capacidade de neutralizar radicais livres, sugere que o extrato de
propolis tem potencial anti-envelhecimento e esta propriedade pode ser
associada a genes da longevidade (EBADI & FAZELI, 2017). Outro fator é o
apelo midiatico ao consumo de produtos a base de fontes naturais (VEIGA
JUNIOR & PINTO, 2006).

O primeiro trabalho cientifico data o ano de 1908 e abrange as
propriedades quimicas e “composi¢cao” da propolis (HELFENBERG, 1908). Em
1968 surgiu 0 resumo da primeira patente, da Roménia, publicada no Chemical
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Abstracts, utilizando a propolis para a producdo de logcbes para banho (RO
48101) (PEREIRA et al., 2002). Porém, algumas inconveniéncias sao relatadas
pela utilizacdo da prépolis em cosméticos, principalmente ao odor e a coloracéo
fortes, que influencia na caracterizacdo do produto como um medicamento
(SANTOS et al, 2015; MORI, 1997).

Devido ao interesse internacional pela propolis, o objetivo deste trabalho
foi realizar um estudo prospectivo tecnolégico em documentos de patentes para
avaliar o cenario internacional da protecdo de processos e produtos cosméticos

associados a prépolis.

2. METODOLOGIA

2.1. Busca de Patentes

A busca foi realizada na base de dados de acesso livre online do escritorio
Europeu de Patentes (Espacenet) que em sua plataforma disponibiliza
aproximadamente 100 milhGes de patentes depositadas em mais de 90 paises
(ESPACENET, 2018).

A metodologia adotada para a busca de anterioridade foi & combinacéo
de palavras-chave, contidas no titulo ou resumo do documento, com Cédigos de
Classificacdo Internacional para identificagdo da matriz estudada. Através do
editor CSVed (Comma Separated Value), os dados obtidos no Especenet foram
extraidos e exportados para uma planilha Excel (Microsoft Office 2016). Apds o
tratamento dos dados, os documentos protegidos foram analisados com base
nos cadigos de classificacdo presentes no documento, area de aplicagdo, ano

de depdsito, pais depositante, instituicdo depositante no mundo.

2.2. Escopo

Para a busca dos documentos de patentes, foram utilizadas as palavras-
chave Propolis and extract* combinada com Cddigos de Classificacdo
Internacional (International Patent Classification — IPC) que especifica a
categoria que o assunto de interesse esta classificado. Os IPCs aplicados foram
limitados aos cédigos de interesse para o segmento cosmético: A61K, A61P e
A61Q. A palavra-chave principal também foi combinada com o termo Cosmetic*
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(Tabela 1).

Tabela 1. Panorama mundial: resultado da pesquisa na base de patentes
Espacenet no periodo 1982 a 2017

Propolis and 51, Ag1p  AG1Q Cosmeticr N Patentes  N° patentes
extract localizadas disponiveis

X >1000 500

X X >1000 500

X X 805 500

X X 668 500

X X 139 137

AB61K: Preparagdes para finalidades médicas, odontolégicas ou higiénicas.
A61P: Ciéncia médica ou veterinaria e higiene.

A61Q: Uso especifico de cosméticos ou preparagdes simples de higiene.

Ao combinar a palavra-chave “Propolis and extract*” com os demais
termos, foi expressiva a reducao dos documentos encontrados. No total, foram
localizados 5.407 documentos, entretanto, apenas um volume de 2.137 patentes
estava disponivel para consulta no Especenet, isso devido ao periodo de sigilo
gque a maioria dos documentos se encontram e a limitacdo presente na
plataforma, sendo possivel consultar apenas 500 patentes por combinacao de
busca.

A Analise dos dados foi realizada a partir dos documentos de patente
resultantes da combinacao entre Propolis and extract* e cosmetic*. Desta forma
0 presente estudo realizou o tratamento e analise de 137 documentos de

patentes disponiveis para consulta na base de dados do Espacenet.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Classificacao Internacional de Patentes foi estabelecida pelo Acordo de
Estrasburgo em 1971 e prevé um sistema hierarquico de simbolos para a
classificacdo de Patentes de Invencédo (Pl) e de Modelo de Utilidade (MU), de
acordo com as diferentes areas tecnoldgicas a que pertencem (MACHADO et
al., 2012).

Os codigos de classificacdo mais recorrentes nos documentos de
patentes encontrados (Figura 1) foram da classe A61K (Preparagbes para
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finalidades médicas, odontoldgicas ou higiénicas), A61P (Ciéncia médica ou
veterinaria e higiene) e A61Q (Uso especifico de cosméticos ou preparacdes
simples de higiene) o que demonstra que a maioria dos documentos vinculados

com a Sec¢do A (Necessidades Humanas) da IPC.

Figura 1. Classes dos Cadigos de Classificacao Internacional (IPC) mais
usuais em patentes com prépolis
80

0
60—-
50—-
%0-

30

N° de Patentes

20 +

10 H

Codigos IPC

Fonte: Autoria prépria (2018)

Legenda: A61K8/98: Produtos cosméticos ou de higiene, de origem animal. A61K8/97: Produtos cosméticos ou de
higiene de origem de algas, fungos, liquenes ou plantas; dos seus derivados. A61Q19/00: uso especifico de cosméticos
ou produtos de higiene, preparados para o cuidado da pele; A61K35/64: Preparacdes medicinais contendo materiais ou
produtos de reacdo com constituicdo indeterminada (insetos, p.ex. abelhas, vespas ou pulgas); A61K8/92: Cosméticos
ou produtos de higiene contendo materiais, ou seus derivados, de constituicdo indeterminada. A23L21/20: Marmeladas,
geleias ou similares; Produtos da apicultura; preparacdo ou tratamento; produtos de apicultura, p.ex. geleia real ou pélen;
substitutos disso; A61K8/00: Cosméticos ou produtos de higiene semelhantes. A61Q19/08: Preparag8es para o cuidado
da pele, anti-envelhecimento. A61K7/48: agentes para cuidados curativos e profilaticos para pele e cabelos. A23L1/30:
Alimentos ou produtos alimentares contendo aditivos A61K8/19 Cosméticos ou produtos de higiene semelhantes
contendo ingredientes inorganicos. A61K8/34: Cosméticos ou produtos de higiene semelhantes com Alcool. A61K8/72:
Cosmeéticos ou produtos de higiene semelhantes, contendo compostos macromoleculares organicos. A61Q19/02: Uso
especifico de cosméticos ou produtos de higiene para branqueamento quimico ou clareamento da pele.

Os resultados demostram que a principal utilizacdo da prépolis esta
relacionada a aplicagbes farmacologicas e/ou terapéuticas, alimenticia e
cosmética devido principalmente a sua composi¢cao quimica, correspondendo a
90% dos cddigos encontrados. Entretanto, apesar da menor incidéncia, as

secOes B (Separacdo e Mistura) e C (Quimica e Metalurgia) também foram
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encontradas, com respectivamente 2 e 8% de apari¢do, 0 que evidencia que a
tecnologia protegida esta envolvida em diferentes areas de aplicacao.

A evolucdo dos depdsitos de patentes relacionando a aplicacdo da
prépolis em produtos cosméticos ndo seguiu uma tendéncia linear desde o
primeiro deposito até o atual ano. A primeira patente depositada envolvendo a
propolis voltada ao setor de cosmético ocorreu em 1982. O depdsito foi realizado
pela empresa de cosmético japonesa Shiseido Company Limited, a patente
resguarda os direitos a um produto especifico para a pele e para os cabelos
contra microrganismos patogénicos que causam a caspa, prurido e acne vulgar
do couro cabeludo. Posteriormente, existe a patente depositada pelo canadense
Zenon M. Sosnowski no Escritério Europeu. O objetivo protegido € um método
de obtencdo de prépolis em p6 e alguns produtos cosméticos, como mascara
facial e creme para cuticula, além de preparados farmacéuticos. O numero de
patentes depositadas entre os anos de 1982 e 2017 em todas as bases

consultadas € demostrado na Figura 2.

Figura 2. Evolucdo dos depdésitos de patentes relacionadas a prépolis desde
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Fonte: Autoria prépria (2018)

Nas ultimas décadas tém-se observado o crescimento da oferta e procura

por produtos sob o rétulo de “naturais”, ganhando assim valor estratégico sobre
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possiveis usos industriais e econdmicos em diversos segmentos (MIGUEL,
2011). Como resultado dessas descobertas, no ano de 1996 foram registrados
um total de 16 documentos de patentes depositados relacionando a propolis com
o bem-estar neste ano. A propolis vem sendo largamente incorporada em
cosméticos e dermocosmeéticos (PEREIRA et al., 2015).

Mesmo com o impacto da crise econdmica nos Estados Unidos em 2008,
0 numero de depdsito de patentes manteve-se estavel com relacdo ao seu ano
anterior. Diferentemente do ano de 2010 que apresentou queda com relacdo aos
trés anos anteriores, isto foi devido a Sindrome do Colapso das Abelhas (Colony
Collapse Disorder ou CCD), caracterizada como o desaparecimento repentino
das abelhas ou a reducdo em curto periodo (IMPERATRIZ-FONSECA et al.,
2012). Este problema apicola teve sua constatacao inicial em 2006 nos Estados
Unidos, com relatos em paises da América do Sul e do Norte e Europa (POTTS
et al., 2010; OLIVEIRA, 2015).

A partir de 2011 os depdsitos voltaram a ascender e 0S anos com maiores
indices, posteriormente a 1996, foram 2015 e 2016 onde foram depositadas 11
e 12 patentes, respectivamente. Vale ressaltar que o perfil do mercado
consumidor vem se modificando ao longo dos anos e o consumo de produtos,
como cosmeéticos, derivados de fontes naturais € um novo perfil que os
segmentos industriais devem estar atentos (MIGUEL, 2011)

Uma das patentes depositadas em 2017 pertence a Hao Qilin que
protegeu seu produto, contendo propolis, na China. A invencdo é um produto
cosmético com Oleo essencial de incenso que tem efeito calmante e
embelezante; além de acalmar os nervos, ele remove as sardas. Em seu estudo,
Matsuchita & Matsuchita (2014) sugerem o uso de dermocosmeéticos contendo a
prépolis como principio ativo principal, devido as acfes anti-inflamatéria,
antibacteriana, cicatrizante e imunomoduladora, entre outras, na prevengao e no
tratamento da acne vulgar.

A China possui 0 maior percentual de documentos de patentes
depositados. Do total de patentes encontradas, 26% séo patentes chinesas,
seguida do Japéao (20%) e Russia (19%), o que infere que estes paises séo
grandes polos de pesquisas com propolis. Os principais paises depositantes

estédo abaixo apresentados na Figura 3.
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Figura 3. Deposito de patentes por pais de origem

19%
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Fonte: Autoria prépria (2018)

Resultados semelhantes foram relatados em estudo prospectivo sobre a
aplicacdo de propolis em alimentos elaborado por Silva et al. (2016) que
destacam Japdo, China, Coreia e RuUssia como detentores de patentes
envolvendo propolis aplicada em alimentos, reforcando que estes paises tém
grande interesse na matriz em questao.

O cenario de paises com maiores depdsitos em seu territorio praticamente
repete a ordem da Figura 3. China, Russia, Japao e Coreia do Sul figuram como
0S paises com maior numero de recebimento de documentos de patentes em
seu territério por depositantes estrangeiros, pois, paises com maiores depositos
de documento de patentes atraem o0s inventores que tendem a proteger suas
invengdes em larga extenséo.

O Brasil, apesar de ser um grande produtor desta matriz, ndo é pais de
interesse para prote¢do devido ao pequeno numero de patentes depositadas em
relacdo aos demais paises, como a China (MACHADO et al., 2012). O mesmo
possui apenas dois documentos de patentes com protecédo Estados Unidos e na

Organizacao Mundial da Propriedade Intelectual (OMPI).

4.  CONCLUSAO

Com base na analise dos documentos de patente encontrados referente
a utilizacdo da propolis em produtos de cosméticos, foi possivel concluir que a
China é o pais com maior niumero de depdsitos. O Brasil é incipiente em patente
depositada no segmento estudado, ressalta-se que o pais € um dos maiores
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produtores mundiais de propolis. A prospeccéo tecnoldgica realizada possibilitou
o conhecimento mais aprofundado do uso da matriz estudada a nivel mundial e
sua difusdo no setor de cosméticos. Dessa forma, a prospeccédo enfatiza a
importancia da promoc¢ao da protecdo dos produtos e processos para aumentar
ainovacéao e a competitividade nas industrias e centros de pesquisas e refletindo

em maior destaque para o pais depositante.
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Abstract

The synergy of conventional methods with the new available technologies allows
to optimize the extraction of active compounds from natural matrices such as
propolis. The objective of this study was to quantify the total phenolic compounds,
flavonoids and specific compounds, as well as to evaluate the antioxidant activity
in vitro, cytotoxic action against five tumor lines (HCT-116, HL-60, PC3, SF295
and SNB19) and antimicrobial activity of extracts of Brazilian red propolis
obtained by pre-treated ethanol extraction with ultrasound technology under
different conditions. The total content of phenolic compounds did not show
significant differences between the extracts, however, the results of flavonoid

analyzes and antioxidant activity showed significant differences. The
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chromatographic analysis determined the influence of the ultrasound treatment
in obtaining two components of interest, formononetin and kaempferol,
evidencing the importance of the application of this technology in obtaining
extracts with the highest biotechnological potential. All extracts showed high
antibacterial activity against strains of Staphylococcus aureus and Escherichia
coli. The cytotoxic activity of eight of the ten extracts was greater than 75%
compared to four tumor lines. The E: 50-20 extract presented a high
antiproliferative effect against the five tumor lines evaluated, high antioxidant
activity and high antibacterial activity, which was associated to the higher
concentration of formononetin and kaempferol. Therefore, the influence of the
ultrasonic technology associated with different temperatures in the production of
ethanolic extracts of red propolis with high biological potential was evidenced.

Keywords: bioactive compounds, cytotoxicity, formononetin, Dalbergia

ecastaphyllum, kaempferol.

Resumo

A sinergia dos métodos convencionais com novas tecnologias disponiveis
possibilita otimizar a extracdo de compostos ativos a partir de matrizes naturais,
como a propolis. Este estudo teve como objetivo quantificar o teor de compostos
fendlicos totais, flavonoides e compostos especificos, bem como, avaliar a
atividade antioxidante in vitro, acao citotoxica contra cinco linhagens de células
tumorais (HCT-116, HL-60, PC3, SF295 e SNB19) e atividade antimicrobiana de
extratos de propolis vermelha brasileira obtidos por extracdo etandlica pré-
tratadas com a tecnologia de ultrassom em diferentes condi¢des. O contetudo
total de compostos fendlicos ndo apresentaram diferencas significativas entre os
extratos, entretanto, os resultados das analises de e flavonoides, atividade
antioxidante demosntraram apresentaram diferencas significativas. A analise
cromatografica determinou a influéncia do tratamento com ultrassom na
obtencdo de dois componentes de interesse, a formononetina e kaempferol,
evidenciando a importancia da aplicacdo dessa tecnologia para obtencédo de
extratos com o maior potencial biotecnoldgico. Todos os extratos demostraram
alta atividade antibacteriana contra as cepas de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. A atividade citotoxica de oito dos dez extratos foi superior a 75%

frente a quatro linhagens tumorais. O extrato E:50-20 apresentou elevado efeito



53

antiproliferativo frente as cinco linhagens de células tumorais avaliadas, alta
atividade antioxidante e elevada atividade antibacteriana, o que foi associado
com a maior concentracdo de formononetina e kaempferol. Dessa forma,
comprovou-se a influéncia da tecnologia de ultrassom associada a diferentes
temperaturas na obtencao de extratos etandlicos de prépolis vermelha com alto
potencial bioldgico.

Palavras-Chave: compostos bioativos, citotoxicidade, formononetina, Dalbergia

ecastaphyllum, kaempferol.

1. INTRODUCAO

A propolis € um biomaterial produzido por abelhas (Apis melifera) utilizado
no isolamento térmico, preenchimento de lacunas e assepsia da colmeia. E
normalmente constituido de balsamo vegetal (50%), cera (30%), Oleos
essenciais e aromaticos (10%), pélen (5%) e outras substancias (5%).
Entretanto, diversos estudos demonstram que a concentracédo dessas fragbes
no produto final depende da origem boténica, geografica e sazonalidade do
material recolhido durante a coleta do pdélen, bem como, de fatores biolégicos
das abelhas, ja que, durante a elaboracao da propolis enzimas contidas na saliva
desses insetos sdo adicionadas ao exsudado vegetal (KALOGEROPOQULOS et
al., 2009; BANKOVA et al., 2000; RIGHI et al., 2013; ZORDI et al., 2014).

A composicao quimica da prépolis brasileira é bastante diferente daquelas
obtidas em paises europeus, em especial devido a diversidade botanica e de
espécies de abelhas, as quais no Brasil sdo em sua maioria um cruzamento de
espécies europeias e africanas (SALATINO et al., 2005). Em territorio brasileiro,
13 diferentes tipos de propolis ja foram classificados baseando-se nas
caracteristicas fisico-quimicas (PARK et al.,, 2002; TRUSHEVA et al., 2006;
BUENO-SILVA et al., 2008; FRANCHI-JR et al., 2012), e, dentre os tipos, a
propolis vermelha foi a dltima a ser classificada (tipo 13), sendo originaria dos
manguezais do Norte e Nordeste do Brasil (ALENCAR et al., 2007). O marmelo-
do-mangue (Dalbergia ecastaphyllum), arvore tipica da faixa litoranea do
Nordeste, possui um exsudado de tom avermelhando que é responsavel pela
coloracdo desta variedade de propolis (FRANCHI-JR et al., 2012; BATISTA et
al., 2018, SENA-LOPES et al., 2018). Por outro lado, Lépez et al. (2014)
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mostraram que provavelmente uma segunda espécie vegetal participa como
uma das principais fontes de resinas para a propolis vermelha no Brasil. A
prépolis vermelha brasileira produzida no Estado de Alagoas, localizado na
regido nordeste do pais, e utilizada neste estudo, possui a certificagdo de
denominacdo de origem (indicacdo geografica) devido ao reconhecimento
cientifico de sua composicdo quimica diferenciada (ALMEIDA et al., 2017;
WILKINSON et al., 2017).

A prépolis vermelha tem mostrado varias propriedades biolégicas, por
exemplo, antimicrobiana, anti-inflamatoria, anticancerigena, antioxidante,
imunomoduladora e antiparasitaria (FROZZA et al., 2013; CAVENDISH et al.,
2015; PIPPl etal., 2015; SANPA et al., 2015; NEVES et al., 2016; BUENO-SILVA
et al.,, 2017; SIHERI et al. 2016; SILVA et al., 2017), relacionadas a sua
composicdo quimica diferenciada, complexa e varidvel. Seus principais
constituintes sdo os compostos fendlicos, especialmente os flavonoides, que
possuem ampla faixa terapéutica (TELES et al., 2015; RUFATTO et al., 2017).
A acéo biolégica da prépolis vermelha é desempenhada principalmente por duas
isoflavonas, a formononetina e o kaempferol, que atuam em sinergia com o0s
demais compostos. A formononetina é considerada como um dos biomarcadores
de propolis vermelha e diversos estudos confirmaram a sua presenca em
extratos obtidos dessa matriz (BUENO-SILVA et al., 2008; TRUSHEVA et al.,
2006), enquanto que o kaempferol apresenta vasta aplicacdo em medicina
tradicional chinesa devido a suas propriedades como antioxidante e eliminagéo
de radicais livres (MOHAMMADI & MOEENI, 2015).

A propolis bruta ndo pode ser utilizada como matéria-prima e por isso deve
ser purificada. O processo deve remover o material ceroso e preservar a fracédo
de polifendis, que sdo considerados 0s que mais contribuem para os efeitos
bioldgicos quando comparado aos outros constituintes da propolis (ANDRADE
et al., 2017). Dessa forma, o método de extracdo industrial comumente
empregado para obtencdo de biocompostos provenientes de propolis é a
infusdo, onde a amostra fica submergida em um solvente extrator pelo periodo
de dias, semanas e ou meses, 0 que demanda muito tempo em escala industrial
e apresenta baixo rendimento. A infusdo etandlica de forma isolada ndo é um
meétodo suficiente para a obtencdo de extratos com alta concentracdo de

compostos com funcdes biologicamente ativas (SILVA et al., 2017; GRAIKOU et
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al., 2016; DOI et al., 2017). Visando melhor aproveitamento das matrizes ricas
em substancias fitoquimicas, tem-se como alternativa a utilizacdo da tecnologia
de ultrassom (também denominada de sonificacdo) como pré-tratamento ao
processo de extracao.

Diferentes estudos demonstram que o ultrassom € uma tecnologia-chave
para atingir o equilibrio entre a extracdo quimica e aquela dita "verde" ou
sustentavel (que ndo produz residuos poluentes), sendo atualmente aplicada em
varios processos na industria de alimentos (CHEMAT et al., 2017; DING et al.,
2018; ZHANG et al., 2014), proporcionando extragcdes mais completas e com alta
reprodutibilidade, caracterizadas por reducdo do uso de solvente organico,
processamento simplificado e maior pureza do produto final (METHEREL et al.,
2009). E importante destacar que a literatura é escassa em relacéo a aplicacéo
da tecnologia de ultrassom para a obtencdo de extratos de prépolis. Taddeo et
al. (2016) obtiveram 28% a mais de biocompostos em extratos de propolis
italiana quando utilizaram a exposicéo ultrassdnica associada com a extracdo
com solvente convencional. Briones-Labarca et al. (2015) realizaram estudo
visando a obtencdo de compostos bioativos provenientes de sementes de
mamao chileno, e aplicaram a sonificacdo como pré-tratamento do processo de
extracdo e identificaram aumento variando de 6 a 21%, aproximadamente, na
obtencao de compostos de interesse quando comparado com os extratos obtidos
pelo método convencional.

Dentro desse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da
tecnologia de ultrassom utilizando diferentes tempos e temperaturas no processo
como pré-tratamento para a obtencao de extratos de propolis vermelha do Brasil.
Para isso, foram comparados os extratos obtidos nas diferentes condigbes em

relacdo ao perfil quimico, atividade antioxidante, antimicrobiana e citotoxica.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material e Reagentes
Foram utilizados metanol, DMSO (Sigma-Aldrich Chemical Co. - St. Louis,
MO, EUA), acido acético (Synth) todos grau HPLC e &lcool etilico P.A. (Anidrol).
Utilizou-se filtro de membrana de celulose regenerada de 0,45 um (SLCRO25NS,
Millipore Co., Bedford, Massachusetts, EUA). Os padrdes rutina hidratada (CAS
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number 207671-50-9), kaempferol (CAS number 520-18-3), formononetina (CAS
number 485-72-3), acido galico (CAS number 149-91-7), quercetina (CAS
number 117-39-5), acido p-cumarico cristalino (CAS number 501-98-4),
epicatequina (CAS number 490-46-0), acido cafeico (CAS number 331-39-5),
catequina (CAS number 7295-85-4) e 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH) (CAS
number 1898-66-4) foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis,
MO, EUA) e acido trans-ferulico (CAS number 537-98-4) da Fluka.

2.2.0btencao e Processamento da Propolis

Aproximadamente 1.000 g de amostra de propolis vermelha foi adquirida
de um apiario localizado em Marechal Deodoro, Estado de Alagoas, Brasil. A
amostra foi triturada em moinho (Cadence-Brasil) e peneirada, objetivando obter
um tamanho de particula adequado (diametro 52-92 ym) para aumentar a area
superficial durante o processo de extracao e maior homogeneidade do material.
A amostra inicial foi fracionada em pequenas porcdes de 100 gramas e mantidas
a -10 °C, em tubos Falcon, protegidos com papel laminado e em condi¢des
atmosféricas inertes (N2) a fim de evitar a degradacédo do material.

2.3.0btencéo dos Extratos de Prépolis Vermelha

Tendo como base a metodologia de Chen et al. (2015), 2 g de prépolis
foram homogeneizadas com etanol a 80% (25 mL) e colocadas em sonicador
(50-60 Hz, 135 W RMS - Quimis, Brasil), utilizando diferentes condi¢cdes de
sonicacgdo, conforme apresentado na Tabela 1. Ao final do processo, as
amostras foram mantidas ao abrigo da luz por um periodo de 7 dias, com
agitagdes periodicas e manuais. Em seguida, os extratos foram centrifugados
(Fanem — 206-BL, Brasil) a 5.000 RPM por 11min e o sobrenadante obtido foi
filtrado em papel filtro qualitativo (80g) e posteriormente seco a 45 °C em estufa
com circulagcdo de ar (Quimis, Q314M222, Brasil) até normalizacdo do peso.
Uma amostra controle denominada de extrato sem tratamento (E:ST) foi obtida
nas mesmas condicdes, entretanto sem a aplicacdo do ultrassom, e utilizada

como controle nesse estudo.

Tabela 1. Condicbes empregadas para obtencdo dos extratos de propolis

vermelha aplicando ultrassom e controle (Frequéncia de 50-60 Hz).



57

Tempo de sonicagéo

Codigo da amostra Temperatura (°C) (min)
E:ST (controle) Ambiente (£25 °C) N&o aplicado
E:25-10 25 10
E:25-20 25 20
E:25-30 25 30
E:50-10 50 10
E:50-20 50 20
E:50-30 50 30
E:75-10 75 10
E:75-20 75 20
E:75-30 75 30

2.4.Analise Cromatografica dos Extratos

Para a identificacdo e quantificagdo dos compostos &cido gélico, acido
cafeico, é&cido trans-ferulico, acido p-coumarico, catequina, epicatequina,
formononetina, kaempferol, quercetina, rutina hidratada, nos extratos de
propolis, inicialmente foram preparadas solucdes de 10 mg.L™, os quais foram
dissolvidos em metanol e colocados em banho ultrassom (TECNAL — Séo Paulo,
Brasil) por 30 minutos. Solucbes metandlicas de extratos de prépolis a 1,0
mg.mL* obtidas nas diferentes condicées de processamento também foram
preparadas. As amostras foram filtradas em filtro de membrana de celulose de
0,45 pm (Millipore) para injegao subsequente em Cromatégrafo Liquido de Alta
Eficiéncia (HPLC) (Shimadzu, LC-20AT, Japao) equipado com injetor automatico
e detector de arranjo de diodo (DAD) (Shimadzu, SPD-M20, Japao). A separacéo
cromatografica foi adaptada tendo por base o método proposto por Salgueiro &
Castro (2016) e Cabral et al. (2009). A coluna NUCLEODUR® 100-5 C18 ec
(150x4 mm ID; tamanho de particula de 5 um) foi utilizada em conjunto com uma
pré-coluna ZORBAX Eclipse Plus C18 4,6x12,5 mm (Agilent, USA).

As condi¢des de andlise foram realizadas com um gradiente de eluigéo
com uma fase movel de acido acético a 5% e metanol em diferentes proporgées
e com tempo de analise total de 42 minutos (de 0 a 35 min (0-92% B); 35 a 40
min (92-0% B); 40 a 42 min (0% B)). O volume de injegéo foi de 20 uL e o fluxo
de 1 mL.min. O equipamento foi operado a temperatura ambiente (25+2 °C). A
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leitura do detector de arranjo de diodos foi ajustada na faixa de 190 a 800 nm e
a aquisicdo cromatografica foi definida a 300 e 320 nm. A identificacdo dos
compostos foi realizada através da comparacdo do tempo de retencdo e do
espectro ultravioleta entre as amostras e os padrdes (Tabela 2). Com o objetivo
de garantir a confiabilidade dos resultados obtidos, foi realizada uma validacéo
de acordo com as metodologias da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) (BRASIL, 2003) e do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (INMETRO) (BRASIL, 2011). Esta andlise foi realizada de acordo
com os parametros de seletividade, linearidade, precisao, limites de deteccao e

limites de quantificacao.

Tabela 2. Parametros de identificacdo e quantificagdo por HPLC-DAD dos
compostos ativos dos extratos de prépolis vermelha obtidos sob diferentes

condicoes.
N IR A Faixa de LD LQ
Padrdes _ 1 1
(min)  (nm) trabalho (mg.L™) (mg.L1) (mg.L™)
Acido adlico 2,26 280 1,0-125 0,92 3,05
Acido Cafeico 8,13 30 1,0-15,0 0,82 2,73
AcidoTrans- ;) 39 399 05-125 0,28 0,92
ferulico
Acido p- 10,36 300 1,0 — 15,0 0,82 2,72
coumarico
Catequina 6,42 280 1,0-15,0 0,81 2,68
Epicatequina 8,44 280 0,5-15,0 0,28 0,93
Formononetina 19,46 300 0,5-12,5 0,31 1,02
Kaempferol 17,53 320 05-12,5 0,12 0,41
Quercetina 15,30 320 0,5-125 0,21 0,71
Rutina hidratada 11,00 320 05-12,5 0,27 0,91

TR=tempo de reten¢do; A=comprimento de onda; LD=limite de detec¢éo; LQ=limite de quantificacéo-

2.5.Compostos Fendlicos Totais dos Extratos
O teor de compostos fendlicos totais foi determinado utilizando a
metodologia de Singleton & Rossi (1965) e Singleton et al. (1999) baseada na
reacdo com o reagente Folin-Ciocalteau, que esta associado ao aparecimento

de uma coloracéo azul devido a oxidacdo de fendis em meio basico (PESCHEL
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et al., 2006). Inicialmente, a reacao foi preparada com uma aliquota de 0,5 mL
de extrato de prépolis dissolvido em etanol (95%) com concentracao final de 500
ug.mL?, solucdo aquosa de Folin-Ciocalteau a 10% (2,5 mL) e carbonato de
sédio a 7,5% (2,0 mL). Os frascos contendo a mistura produzida foram aquecidos
em banho termoregulado a 50 °C por 5min (Marconi, M127, Brasil), e
posteriormente, a absorbancia foi determinada em espectrofotometro
(PerkinElmer, LAMBDA 25 UV/Vis Systems, Washington-USA) a 765 nm
utilizando cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 10 mm e volume de 3,5 mL.
Por fim, a quantidade de fendlicos totais foi expressa como equivalentes de &cido
gdlico por grama de amostra (MgGAE.g?) através da determinacdo de uma
curva de calibracdo (y=0,0096x-0,0311, R2=0,9994) utilizando solucdes
conhecidas de padrdo éacido gélico (de 12 a 200 pg.mL?), nas mesmas
condicodes.

2.6.Conteudo de Flavonoides dos Extratos

O teor total de flavonoides foi determinado de acordo com o método
proposto por Meda et al. (2005) com adaptacdes. Inicialmente, 2,0 mL de cada
extrato (0,5 mg.mL-1) foram transferidos para o tubo de ensaio e adicionados 2,0
mL de solucdo metandlica de cloreto de aluminio (AICI3) a 2%. As amostras
foram homogeneizadas em um vortex (IKA, Lab Dancer, Alemanha) e deixadas
sob o abrigo da luz por um periodo de 30 min. O espectrofotémetro (PerkinElmer,
LAMBDA 25 UV/Vis Systems, Washington-USA) foi ajustado no comprimento de
onda de 415 nm para leitura da absorbancia. O mesmo procedimento foi
realizado utilizando solugdes conhecidas de quercetina (de 5 a 105 pg.mL-1)
para elaborar uma curva padrao (y=0,0271x— 0,014, R?=0,9994). A quantidade
de flavonoides totais foi expressa como equivalentes de quercetina por grama

de amostra (mgEQ.g-1).

2.7.Atividade Antioxidante por DPPH (1,1-diphenil-2-picrilhidrazil) dos
Extratos

A capacidade antioxidante foi determinada utilizando o método do 2,2-

difenil-1-picrilidrazil reativo (DPPH) de acordo com Brand-Willian et al. (1995) e

Molyneoux (2004) com adaptacbes. Foram preparadas seis diluicdbes dos

extratos (10 a 85 ug.mL?), cada uma em triplicata. Uma aliquota de 1,0 mL de
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cada diluicdo de extrato foi transferida para tubos de ensaio com 3,0 mL da
solucéo etandlica (99%) do radical DPPH* (0,004%). Apdés 30 min de incubacéo
sob o abrigo de luz (25 °C), a reducao do radical livre DPPH foi medida através
da leitura de absorbéncia a 517 nm (curva de calibragdo y = 0,897x — 4,5, R2 =
0,9955) em espectrofotometro (PerkinElmer, LAMBDA 25 UV/Vis Systems,
Washington-USA).

A capacidade para sequestracdo de radicais livres foi expressa como a
percentagem de inibicdo de oxidagao do radical e calculada de acordo com a
Equacao 1. Procedimento similar foi realizado substituindo a amostra de extrato
por etanol, obtendo dessa forma o branco. O valor de CEso (concentracéo efetiva
do extrato para sequestrar 50% de radical DPPH?*) foi calculado com base na
equacao da reta obtida das concentracdes de extratos e respectivas
porcentagens de sequestro do radical DPPH?®.

% Sequestro = 100 - [(absorbancia final da amostra x 100) / absorbancia branco]

(1)

2.8. Atividade Antimicrobiana dos Extratos

A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada de acordo com o
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2000) e Koo et
al. (2000) através da determinacdo da MIC (Minimum Inhibitory Concentration) e
MBC (Minimun Bactericidal Concentration) frente a cepa de Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC 1775) (gentilmente cedidas pela
Colecdo de Culturas de Bactérias do Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ,
Manguinhos — Rio de Janeiro — Brasil). As amostras bacterianas, obtidas de
estoques congelados a -20 °C, foram semeadas em agar Brain Heart Infusion
(BHI) e incubadas em estufa bacteriologica (Quimis, 0316M2, Brasil) a 37 °C por
24h, sendo, em seguida, cultivadas em placas BHI &gar, para preparacdo do
inoculo.

A biomassa foi removida e suspendida em solugédo de NaCl (0,89%)
estéril, homogeneizando as suspensdes bacterianas até obter turvacéo
equivalente ao padrdo 0,5 da escala de Mac Farland (1,5x108 UFC.mL1). Em
seqguida, 30 pL das suspensbdes bacterianas foram inoculadas em 30 mL do meio
BHI. Para a determinacdo do MIC, o in6culo inicial foi de 1-2x10° UFC.mL?, e as

concentragbes dos extratos variaram de 1600 a 3.125 ug.mL*. Os resultados
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foram observados apds a adigdo de 40 pL de solugao de resazurina (100 ug/mL)
e reincubacao a 36 °C por 2h. Coloracao azul nas microplacas ndo mostraram
crescimento dos microrganismos investigados enquanto que a coloracao rosa
evidenciava crescimento bacteriano. Por fim, foram semeadas na superficie do
agar BHI as amostras que nao indicaram presenca de crescimento de bactérias
nos pogos. Foi definida como MBC a menor concentragdo que ndo permitiu
nenhum crescimento bacteriano visivel em agar. Os ensaios foram realizados

em triplicata para cada concentracao dos extratos testados.

2.9.Citotoxidade in vitro dos Extratos

Para a analise de citotoxicidade in vitro dos diferentes extratos foram
utilizadas as linhagens tumorais HL-60 (leucémica), PC3 (carcinoma de
prostata), SF295 (glioblastoma), SNB19 (glioblastoma) e HCT-116 (carcinoma
de colon) de origem humana (Homo sapiens) (Instituto Nacional do Cancer —
Estados Unidos). As linhagens foram mantidas em meio RPMI 1640 (Gibco®,
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) completo com 10% de fetal bovine serum
(FBS) (Gibco®) e 1% de solucdo antibidtica de penicilina/estreptomicina e
incubadas em estufa a 37 °C com 5% de CO. (THERMO SCIENTIFIC, 3425,
Massachusetts, EUA). Para a manutencao de células aderidas utilizou-se tripsina
(0,25%) para que as células reduzissem a aderéncia as paredes das garrafas.

Para determinacdo do potencial citotoxico dos extratos frente as
linhagens, foi utilizado o método do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-
brometo de tetrazolium (MTT) (MOSMANN, 1983; AMARAL et al., 2015) com
distribuicdo em placas de 96 pocos (100 pL.poco?) na concentracéo de 0,1x10°8
células.mL?. Apdés 24h, os extratos foram dissolvidos em 0,001% de
dimetilsulféxido (DMSO) e adicionados nos poc¢os com concentracao final de 50
ug.mL?t. O experimento foi realizado em trés momentos independentes em
triplicata, utilizando a doxorrubicina 0,25 pg.mL! e o DMSO 0,001% como
controles positivo e negativo, respectivamente (incubacdo por 72 horas em
estufa com 5% de CO,, a 37 °C). No final da incubacéo, as placas foram
centrifugadas (15g/15min) a 4°C e os sobrenadantes removidos. Em seguida,
foram adicionados 150 pL da solucdo de MTT (0,5 pg.mL™1), e as placas foram
incubadas por 3h. Apos esse periodo, as placas foram novamente centrifugadas

(3g.mint) a4 °C, os sobrenadantes descartados e os precipitados ressuspensos
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em 150 pL de DMSO estéril puro. Para a quantificacdo de formazan por células
viaveis a absorbancia foi lida usando leitor multiplaca (DTX 880 Multimode
Detector, Beckman Coulter Inc., Packard, ON, Canada) a 595 nm. Todos 0s
valores foram apresentados como concentracdo inibitoria capaz de provocar

100% do seu efeito maximo.

2.10. Analise Estatistica
Os resultados deste estudo foram expressos na forma de média + desvio
padrdo (n = 3). A andlise estatistica dos resultados obtidos foi realizada utilizando
0 programa Statistica® 6.0 da StatSoft (Tulsa, EUA). Foi também realizada a
analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey (95% confidence level) com o
objetivo de identificar as diferencas significativas entre as médias obtidas para
cada ensaio (p<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Compostos Fenolicos Totais, Flavonoides e Atividade Antioxodante
dos Extratos
A quantificacdo do teor de compostos fendlicos, flavonoides e atividade
antioxidante dos extratos de propolis vermelha obtidos nas diferentes condi¢cfes
empregadas (Tabela 1) estdo apresentados na Figura 1. O teor de compostos
fendlicos variou de 210,22+21,66 (E:25-30) a 235,88+40,07 mgEAG.g* (E:25-
10) entre as amostras, sem diferencas significativas (p>0,05). O teor de
flavonoides variou de 77,89+2,53 mgEQ.g* (E:50-20) a 104,79+22,5 mgEQ.g*
(E:25-10), enquanto que a capacidade antioxidante (CEsp) variou de 38,28+2,23
(E:25-30) a 59,71+1,21 pug.mL* (E:50-20), com diferencas significativas entre os

extratos (p<0,05) tratados e controle.

Figura 1. Quantificacéo do teor de fendlicos totais, flavonoides e atividade
antioxidante (CEso) dos extratos de propolis vermelha obtidos em diferentes
condicoes.
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Menores valores de CE50 indicam melhor capacidade antioxidante. Valores que apresentam a mesma letra, na mesma
analise, ndo apresentam diferenca significativa (p>0,05) pelo teste de Tukey a 95% de confianca. Média da andlise obtida

por triplicada (n = 3).

De forma geral, todas as amostras apresentaram valores de compostos
fendlicos totais superiores a 200 mgEAG.g!, sem diferencas significativas
(p>0,05). Dessa forma, nao foi identificada nenhuma influéncia no emprego de
diferentes condicdes de temperatura e tempo de exposicdo do ultrassom em
relacdo a obtencdo dos compostos fendlicos totais nos extratos. Da mesma
forma, quando comparado o controle com as amostras tratadas por ultrassom
(independente do tipo de tratamento empregado), ndo houve diferenca
significativa no conteudo total de fendlicos, demostrando que a aplicacédo dessa
tecnologia néo influencia de forma direta na obtencao do teor desses compostos
guando determinado no seu conteudo total.

Estudos com proépolis vermelha do Brasil (origem Sergipe) relatam valores
entre 151,55+1,95 a 300+0,01 mgEAG.g?! em extratos obtidos por diferentes
métodos de extracdo empregando solventes organicos e/ou fluidos supercriticos
(FROZZA et al., 2013; TIVERON et al., 2016; MACHADO et al., 2016). Prépolis
vermelha da mesma origem geografica também foram estudadas por Cabral et
al. (2009) e por Machado et al. (2016) que identificaram valores inferiores ao
deste estudo para compostos fendlicos nos extratos obtidos por extracdo
convencional (etandlica) e por extracdo com CO; supercritico, respectivamente.
Ressalta-se que, as variacdes na concentracdo final de compostos fendlicos
podem estar relacionadas as diferencas no processo de extracdo, bem como, a
sazonalidade e origem geografica das amostras (CABRAL et al., 2009; SIMOES-
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AMBROSIO et al., 2010; TADDEO et al., 2016; ZABAIOU et al., 2017). Valores
semelhantes ao deste estudo foram relatados por Alencar et al. (2007) (232+22,3
MgEAG.g?) para amostras de propolis vermelha de mesma origem, entretanto,
utilizando condi¢des de extragao diferentes, como por exemplo, uma proporgéo
de solvente quatro vezes superior em relacdo a quantidade de amostra
empregada neste estudo.

Em relacdo as diferencas identificadas para flavonoides e atividade
antioxidante (DPPH), observou-se um aumento de até 7% na concentracdo dos
flavonoides e redugédo de 23% no CEsp nos ensaios de atividade antioxidante
qgquando comparado os extratos obtidos com a aplicacdo do ultrassom e o
controle. Dessa forma, a aplicacdo do pré-tratamento com ultrassom foi eficaz
para obtencdo de extratos de propolis vermelha com maior capacidade
antioxidante tendo em vista os menores valores de CEsp identificados.

Os extratos obtidos nas mesmas condicbes de temperatura,
independentemente do tempo de exposicdo ao ultrassom, ndo apresentaram
diferencas significativas em relacdo ao teor de flavonoides, evidenciando que
exposi¢goes prolongadas nao contribuem para aumentar a extragdo desses
compostos. Na temperatura de 25 °C (mesma temperatura usada para obtencéo
do extrato controle), observou-se que a aplicacdo do ultrassom nao contribuiu de
forma significativa para aumentar a obtencao de flavonoides totais nos extratos.
Dessa forma, o aumento da extracao destes compostos pode estar relacionado
com a aplicacdo de baixas temperaturas associada a uso de solventes
adequados tendo em vista a sensibilidade desses compostos a elevadas
temperaturas (SASIDHARAN et al., 2011).

A determinacdo do teor de flavonoides é um dado importante para ser
guantificado em extratos de prépolis tendo em vista que € um parametro de
controle de qualidade observado nas legislacbes de paises como o Brasil,
Argentina e Suica (BRASIL, 2001). Valores inferiores ao deste estudo para
flavonoides foram determinados por Mendonga et al. (2015) e Andrade et al.
(2017) para extratos de propolis vermelha de mesma origem geografica tratados
com ultrassom (0,31+0,01 e 31,48+0,50 mgEQ.g!, respectivamente).

Em relagéo a atividade antioxidante, todos os extratos obtidos a 25 °C
(E:25-10, E:25-20 e E:25-30), independentemente do tempo de pré tratamento

ultrassoénico, apresentaram os menores valores de CEsp, € consequentemente,
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as melhores capacidades antioxidantes, tendo em vista que quanto menor a
concentracao efetiva, menor sera a quantidade de extrato requerida para oxidar
50% do radical DPPH®* disponivel na reacdo (KASIOTIS et al.,, 2017). Esses
resultados indicam que quanto maior o teor de flavonoides nos extratos, maior a
capacidade antioxidante da amostra avaliada (representado por menor CEso),
confirmando que esses compostos sao responsaveis pela atividade antioxidante
da propolis (FROZZA et al., 2013; Schmidt et al., 2014; Sulaiman et al., 2011;
Atala et al., 2017; MOUHOUBI-TAFININE et al., 2017; ZABAIOU et al., 2017).
Freires et al. (2016) avaliaram extratos etandlicos de prépolis vermelha de
mesma origem geografica e relatam valores superiores de CEsp (44 a 90 pg.mL"
1,

A exposicao ultrassdnica pode contribuir para melhorar a liberagao de
compostos intracelulares devido a facilidade no rompimento das células
aumentando a disponibilidade quantitativa desses compostos (MARTINEZ-
PADILHA et al., 2018). Conforme mencionado, a varia¢cao no teor dos compostos
antioxidantes totais identificados quando comparado com os resultados obtidos
em outros estudos pode estar relacionada a origem geografica, sazonalidade e
meétodo de extracdo empregado. Entretanto, avaliando estudos com extratos de
prépolis vermelha obtidos por outros métodos de extracdo e de mesma origem
geografica (HUANG et al., 2009; ZANG et al., 2011; DE MENDONCA, 2015;
MACHADO et al., 2016), identifica-se que a aplicagédo do ultrassom pode ser o
fator responsavel pela obtencéo de extratos com maior capacidade antioxidante
(Figura 1). De forma geral, os extratos obtidos na menor temperatura (25 °C)
apresentaram os maiores teores dos parametros investigados, o que justifica que
a utilizacdo de elevadas temperaturas contribui para a reducédo da obtencéo

desses compostos de interesse.

3.2.Quantificacdo dos Compostos por HPLC
O método HPLC empregado apresentou muitos picos cromatograficos
nos extratos de propolis vermelha, demonstrando a complexidade das analises
para essa matéria-prima, mas foi possivel obter uma boa resolugdo entre os
picos utilizando o método cromatografico proposto (Figura 2), com grande
possibilidade de identificar novos compostos. Amostras de propolis vermelha do

Brasil foram estudadas e varias classes de substancias foram identificadas em
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sua composicdo, tais como, isoflavonoides, flavonoides, benzofenonas
preniladas e terpenos (AWALE et al., 2008; BARTH & LUZ, 2009; PICCINELLI
et al., 2011; RIGHI et al., 2011). A prépolis vermelha do estado de Alagoas, no
Brasil, € um caso atipico em relacdo a presenca de isoflavonoides, apresentando
dessa forma uma composicao variada (ALMEIDA et al., 2017).

Figura 2. Perfil cromatografico do extrato de prépolis vermelha (amostra E:50-

20): kaempferol (10), formonometina (11).
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Em relacdo a identificacdo e quantificacdo dos dez compostos de
interesse (Tabela 2) nos extratos de propolis vermelha, apenas a formononetina
esteve presente em todos os extratos, e, o kaempferol foi identificado e
quantificado em oito das dez amostras investigadas. Nao possivel quantificar o
kaempferol na amostra controle (E:ST) e na amostra E:25-30 tendo em vista que
esteve composto apresentou-se abaixo do limite de quantificacdo (resultado
confirmado com a repeticdo da analise em triplicata). Os demais compostos nao
foram quantificados devido estarem abaixo do limite de quantificacdo, detecgao
ou auséncia nos extratos. Na Figura 3 € apresentado os valores quantificados
nos extratos para a formononetina e kaempferol. Desta forma, a propolis
vermelha utilizada neste estudo tem seu perfil quimico confirmado por HPLC e a
formononetina foi o composto mais abundante (BUENO-SILVA et al., 2016;
CAVENDISH et al., 2015).
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Figura 3. Quantificacéo do teor de (A) formononetina e (B) kaempferol
por cromatografia liquida de alta eficiéncia nos extratos de propolis vermelha

obtidos em diferentes condicdes.
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Menores valores de CE50 indicam melhor capacidade antioxidante. Valores que apresentam a mesma letra, na mesma
analise, ndo apresentam diferenca significativa (p>0,05) pelo teste de Tukey a 95% de confianga. Amostras E:ST e E:25-
30 apresentaram valores abaixo do limite de quantificagdo para o kaempferol. Média da analise obtida por triplicada (n =
3).

A concentracéo de formononetina variou de 4,54+0,01 (E:ST) a 8,36%0,25
mg.g? (E:50-20) com diferencas significativas entre os extratos e controle.
Conforme esperado, por ser um biomarcador especifico de propolis vermelha
brasileira (BEZERRA et al., 2017) a formononetina esteve presente em valores
significativos em todos os extratos, independente das condicbes de extracéo
empregadas. A concentracdo de kaempferol variou de 0,53+0,07 (E:75-30) a
1,04+0,02 mg.g! (E:50-20), com diferencas significativas (p<0,05) entre os
extratos e controle. Dentre os extratos avaliados, a amostra E:50-20 apresentou
as maiores concentracdes dos compostos investigados, com diferencas
significativas (p<0,05) quando comparado com o controle, demostrando assim
gue a aplicacdo do pré-tratamento com ultrassom em temperatura de 50 °C é
eficiente para aumentar a extragao em aproximadamente 60% de formononetina
e viabilizar a extracéo significativa de kaempferol. A eficiéncia do pré tratamento
com a tecnologia de ultrassom para uma maior obtencdo desses compostos
também pode ser confirmada através da andlise comparativa entre o controle
(E:ST) e os extratos obtidos na mesma temperatura e com diferentes tempos de
exposicao (E:25-10, E:25-20 e E:25-30), com diferencas significativas (p<0,05)

entre os extratos e o controle.
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Para os extratos obtidos a 75 °C, independente do tempo de exposicao
ao ultrassom, ndo houve diferencas significativas para a obtencdo da
formononetina. Entretanto, a concentracdo maxima nesta temperatura para o
kaempferol foi obtido com o menor tempo de exposi¢do (E:75-10), o que pode
indicar a degradacdo desse composto a exposicdo mais prolongada em
temperaturas mais elevadas, devido a sua sensibilidade térmica (PANJA, 2017).
De forma geral, a exposi¢cdo prolongada influencia de forma negativa para a
obtencao dos compostos investigados (Figura 3).

Almeida et al. (2017) também evidenciaram a complexidade dos
cromatogramas obtidos para extratos de propolis vermelha de mesma origem
geografica e confirmaram a presenca de isoflavonoides, incluindo a
formononetina, e também do flavonol kaempferol. Batista et al. (2018) também
identificaram e quantificaram a formononetina em extratos de propolis vermelha
brasileira de mesma origem geografica submetidos a tecnologia de ultrassom em
temperatura ambiente (25 °C) com exposi¢do de 1lh, e, encontraram valores
inferiores para este composto quando comparado com a amostra E:50-20 (25%
menor), 0 que pode indicar que a temperatura de 50 °C seja a melhor
temperatura para a extracdo deste componente. Bueno-Silva et al. (2016)
também identificaram a formononetina como o0 composto mais abundante em
extratos de propolis vermelha brasileira de mesma origem geografica. Neves et
al. (2016) determinaram a presenca de formononetina (1,71 e 2,86 ug.mg?) em
extratos de duas amostras de propolis vermelha oriundas de Pernambuco
(Brasil).

O kaempferol € um composto com alta atividade antioxidante, entretanto,
presente em baixas concentracbes na propolis vermelha (GREGORIS &
STEVANATO, 2010). Barbari¢ et al. (2011) detectaram a presengca de
kaempferol em apenas trés amostras propolis da Europa, de vinte avaliadas, com
faixa de concentracdo entre 0,0697 a 0,2931 mg.g?. Lépez et al. (2014) nao
identificaram a presenca deste composto em extratos etandlicos de 14 amostras
de prépolis de coloracdo vermelha de diferentes regides do Brasil e Cuba,
entretanto, identificaram a presenc¢a de formononetina em algumas amostras do
Brasil.

Resultados semelhantes ao deste estudo foram identificados por outros

autores quando avaliaram comparativamente a obtencdo de compostos de
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interesse de diferentes matrizes naturais utilizando ultrassom e extracdo
convencional, demonstrando que a extracdo com o pré-tratamento ultrassénico
€ mais seletiva, gerando assim produtos de maior valor biolégico (SAWAYA et
al., 2010; ESCRICHE & JUAN-BORRAS, 2018; FONSECA et al., 2017;
ALBAHARI et al., 2018; YIN et al., 2018). Dessa forma, dentre os parametros
avaliados neste estudo, a amostra E:50-20, apesar de n&o apresentar a maior
capacidade antioxidante, foi a que proporcionou 0 maior conteudo dos
compostos de interesse investigados (formononetina e kaempferol),
demostrando assim o maior potencial biol6gico desse extrato obtido nas
condicbes empregadas. Destaca-se que diferentes estudos apontam que a
formononetina apresenta diferentes atividades biolégicas importantes, atuando
por exemplo de forma positiva contra diferentes linhagens de células tumorais
(YE et al., 2012; ZHANG et al., 2014; NOVAK et al., 2014). Estes resultados
indicam que a concentracao total de compostos fenélicos ou flavonoides néo &
0 Unico fator responsavel por propriedades antioxidantes. A natureza quimica
dos compostos fendlicos e, talvez, a presenca de outros compostos contribuem
para a capacidade antioxidante total dos extratos (COTTICA et al., 2015).

3.3.Determinacao da Atividade Antimicrobiana

A Tabela 3 apresenta os valores de MIC e MBC determinados para o0s
extratos de prépolis vermelha brasileira obtidos em diferentes condicées.
Observou-se que todos o0s extratos apresentaram atividade contra a bactéria
Gram-positiva S. aureus (ATCC 25923) e para a Gram-negativa E. coli (ATCC
1775), mas este efeito foi dependente dos parametros de extragdo empregados.
O controle utilizado no experimento ndo afetou o crescimento das bactérias
testadas (dados ndo mostrados). Como a amostra ndo tratada com o ultrassom
(E:ST) apresentou menores valores de MIC e MBC quando comparado a alguns
extratos tratados (inclusive nas mesmas condi¢bes de temperatura para MBC),
nao podemos afirmar que o tratamento com ultrassom foi eficiente para aumentar
0 potencial antimicrobiano dos extratos para as bactérias estudadas quando

associado a algumas temperaturas testadas.

Tabela 3. Determinacdo da MIC (Minimum Inhibitory Concentration) e MBC

(Minimun Bactericidal Concentration) em pg.mL' dos extratos de prépolis
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vermelha brasileira obtidos em diferentes condicoes.

Staphylococcus aureus ATCC Escherichia coli ATCC
25923 1775
Amostra MIC MBC MIC MBC
E.ST 11 750 46 187
E:25-10 6 >1000 46 93
E:25-20 11 >1000 93 187
E:25-30 11 >1000 23 93
E:50-10 23 23 93 750
E:50-20 11 11 46 >1000
E:50-30 23 23 93 >1000
E:75-10 23 23 23 >1000
E:75-20 23 23 93 750
E:75-30 23 >1000 93 187

A MIC para S. aureus variou de 6 a 23 pg.mL%, enquanto que para E. coli,
a variacdo foi de 23 a 93 pg.mL™* (Tabela 3). De modo a ter um perfil de atividade
antimicrobiana completo, foram realizados testes para determinar o MBC de
todos os extratos estudados. A MBC para S. aureus variou de 11 a >1000 pg.mL"
1, enquanto que para E. coli, a variacéo foi de 93 a >1000 pg.mL* (Tabela 3). O
extrato bruto de qualquer produto natural que apresenta MIC inferior a 500
ug.mL?! pode ser considerado como um produto promissor e merece uma
investigacdo mais aprofundada para elucidar seu mecanismo de acado (DUARTE
et al., 2007; TIVERON et al., 2016). Portanto, os baixos valores de MIC
registrados para todos os extratos de propolis vermelha, independente dos
parametros utilizados, demonstram que sao produtos antimicrobianos
promissores.

De forma geral, quando comparado as condicbes de extracao
empregadas, 0s extratos que apresentaram as melhores atividades
antimicrobianas foram os que exibiram as melhores atividades antioxidantes,
com contetdo de compostos fendlicos totais e flavonoides elevados (Figura 1).
Os extratos com melhor concentragdo ativa contra S. aureus e E. coli foram o
E:50-20 e E:25-30, respectivamente, representado pelos menores valores de
MIC e MBC. De todas as condi¢0es testadas, quatro extratos ndo demonstraram
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acao bactericida ativa contra S. aureus e trés contra E. coli (representado por
MBC > 1000 pg.mL1).

Conforme identificado em outros estudos e também confirmado neste
experimento, os extratos testados apresentaram uma maior atividade contra a
cepa Gram-positiva do que contra a cepa Gram-negativa. Estes resultados
podem ser justificados pelas diferencas estruturais da parede celular bacteriana,
e desta forma, o mecanismo de acéo da propolis € facilitado em bactérias Gram-
positivas (MOHAMMADZADEH et al., 2007; RISTIVOJEVIC, et al., 2016).
Resultados semelhantes foram identificados em outros estudos que
investigaram extratos de propolis vermelha de outras origens (TRUSHEVA et al.,
2006; OLDONI et al., 2011; VASCONCELOS et al., 2014; GRENHO et al., 2015;
MACHADO et al., 2016).

O mecanismo de atividade antimicrobiana da prépolis é complexo e pode
ser atribuido a presenca de varios compostos bioativos, particularmente os
flavonoides (CABRAL et al., 2009; FREIRES et al., 2016). Danos na membrana
citoplasmica (causada pela reduzida fluidez da membrana), inibicdo da sintese
de acidos nucleicos (causada pela inibicdo da topoisomerase), inibicdo do
metabolismo energético (causada pela inibicdo da NADH-citocromo c-redutase)
e inibicdo da fixacdo e formacéao de biofilme foram reportados para flavonoides
e sua relagdo com a atividade antimicrobiana (XIE et al., 2015; KASOTE et al.,
2015). Alguns autores sugerem que a atividade inibitéria € devido a um efeito
sinérgico entre acidos fendlicos, flavonoides e outros compostos organicos,
como por exemplo, vestitol, neovestitol, Isoliquiritigenina e galagina (nao
avaliados neste estudo) (MIRZOEVA et al., 1997; XU et al., 2001; STEPANOVIC
et al., 2003; PEPELIJNJAK & KOSALEC, 2004; MELLIOU et al., 2007; BUENO-
SILVA et al., 2013). Entretanto, Neves et al. (2016) identificaram a correlacéo
entre a atividade antimicrobiana contra cepas de bactérias S. aureus e P.
aeruginosa e o flavonoide formononetina presente em extratos etandlicos de
propolis vermelha brasileira do estado de Pernambuco.

Valores de MIC para extratos de prépolis vermelha sdo reportados em
diferentes estudos com variagbes de 3,8 a 100 ug.mL* para S. aureus
(ALENCAR et al., 2007; ALMEIDA et al., 2017; JUNIOR et al., 2012) e de 6,3 a
>1000 pyg.mL* para E. coli (MACHADO et al., 2016; SILVA et al., 2017), sendo

dessa forma considerado como um forte agente antibacteriano baseado na
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classificacao realizada por Freires et al. (2015). Em estudos anteriores realizados
por este grupo, amostras de propolis coletadas nas mesmas regides geograficas
gue as utilizadas neste estudo apresentaram elevado potencial antimicrobiano
contra as cepas de S. aureus e E. coli, e o efeito foi dependente do método de
extracdo empregado (SILVA et al., 2017; MACHADO et al., 2016). Entretanto,
apesar de coletados na mesma origem geografica, as variacOes identificadas
para a MIC podem estar relacionadas ao método de extracdo empregado, bem
como, ao periodo de coleta das amostras. Sforcin et al. (2000) relataram a
influéncia da sazonalidade na atividade antibacteriana de prépolis do Brasil.
Resultados semelhantes foram encontrados por Righi et al. (2011) e Lopez et al.
(2015) quando avaliaram a CIM de propolis vermelha de diferentes regiées do
Brasil (Alagoas, Sergipe e Paraiba). Em estudo recente, Neto et al. (2017)
investigaram o efeito da sazonalidade sobre a atividade antibacteriana de
extratos de propolis vermelha brasileira (de Pernambuco) e relataram valores de
CIM variando de 128 a 512 yg.mL* contra cepas de E. coli e de 64 a = 1024
ug.mL?! contra cepas de S. aureus e confirmaram o efeito da sazonalidade no
conteldo total de compostos bioativos nas amostras.

Dessa forma, os resultados antimicrobianos demonstrados pelas
amostras de extratos de prépolis vermelha analisados, sugerem que estes
extratos apresentam alto potencial contra microrganismos relacionados a
alimentos, podendo, dessa forma ser um importante aditivo conservante para
formulacdes alimenticias (TOSI et al., 2007; ZHANG et al., 2018; COSTA et al.,
2014; ROLLINI et al., 2017). Nedji et al. (2014) relata o potencial efeito da
propolis para ser aplicada na industria de alimentos e farmacéutica devido ao
efeito antimicrobiano apresentado por essa matriz contra algumas linhagens de
bactérias e fungos de interesse em farmacos e alimentos. Por exemplo, Morsy
et al. (2013) demostraram o efeito positivo do uso da prépolis vermelha como
aditivo alimentar através da administracdo oral em ovelhas, o que resultou em

uma melhoria dos parametros bioquimicos.

3.4.Determinacéao da Atividade Antitumoral in vitro
O teste de viabilidade MTT foi usado para determinar o efeito da
citotoxicidade dos extratos de propolis vermelha obtidos em diferentes condicdes

de processo em diferentes linhagens de células tumorais (HL-60 leucémica,
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HCT-116 carcinoma de coélon, PC3 carcinoma de prostata, SF295 e SNB19
glioblastoma). Os resultados apresentados mostraram que a maioria dos
extratos (testados na concentragdo de 50 pg.mL1) alteraram a viabilidade celular
(p<0,05) das linhagens testadas (Fig. 4A-4E), havendo dessa forma, uma

reducao significativa (p<0,05) na concentracéo celular.

Figura 4. Percentual de inibicdo de crescimento das linhagens tumorais
(A) HL-60 (leucémica), (B) HCT-116 (carcinoma de célon), (C) PC3 (carcinoma
de prostata), (D) SF295 (glioblastoma) e (E) SNB19 (glioblastoma) pelos extratos
de prépolis vermelha obtidos em diferentes condicdes.
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O percentual de inibicdo variou entre os extratos de 1,73 (E:ST) a
100,00% (E:50-20) para a linhagem HCT-116, de 2,16 (E:ST) a 100,00% (E:25-
20) para a linhagem PC3, de 5,21 (E:25-30) a 100,00% (E:25-20) para a
linhagem SF295 e de 67,89 (E:25-10) a 97,52% (E:25-20) para a linhagem
SNB19, com diferencas significativas entre as amostras (p>0,05). Para a
linhagem HL-60, independente das condi¢cdes empregadas, todos 0s extratos
apresentaram um percentual de inibicdo superior a 99%, néo apresentando
diferencas significativas entre as amostras analisadas (p<0,05) (Fig. 4A-4E).

De forma geral, os extratos que apresentaram as concentracdes mais
elevadas de formononetina e kaempferol (E:50-10, E:50-20 e E:50-30) foram os
gue promoveram uma maior inibicdo do crescimento celular frente as linhagens
testadas, evidenciando dessa forma que esses compostos podem estar
relacionados com a potente acao citotoxica da propolis vermelha frente as cinco
linhagens neoplasicas testadas neste estudo. Dessa forma, identificou-se que os
extratos obtidos na temperatura de 50 °C foram os que demostraram as
melhores inibigdes da proliferagéo celular, evidenciando assim a importancia do
emprego da temperatura adequada, juntamente com a aplicacdo do ultrassom
para obtencdo de extratos com maior potencial biologico.

Novak et al. (2014) avaliaram extratos de propolis vermelha e suas frages
ricas em formononetina na inibicdo de células de tumores hematologicos e
identificaram uma potente atividade antitumoral devido a presenca desse
flavonoide. Almeida et al. (2017) e Cavendish et al. (2015) associaram os efeitos
biolégicos dos extratos de propolis vermelha a presenca de formononetina,
enquanto que, outros estudos demonstraram que a formononetina em sinergia
com o xantocimol conferem a essa matriz um potente efeito antitumoral
(PICCINELLI et al., 2011; LOPEZ et al., 2014). Alguns estudos apontam que a
atividade antiproliferativa desse tipo de prépolis pode estar relacionado com o
mecanismo de parada do ciclo celular e apoptose (MATSUMOTO et al., 2003;
CHEN & SUN, 2012).

Vuvovik et al. (2018) avaliaram a atividade citotoxica de onze diferentes
flavonoides isolados de prépolis contra linhagens celulares de cancer de célon
(HCT-116) e de mama (MDA-MB-231) e identificaram que seis flavonoides

induziram efeitos citotoxicos nas células testadas. Li et al. (2008) investigaram a
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acao citotoxica de varias classes de flavonoides isolados de propolis vermelha
(42 compostos), incluindo a formononetina, frente a diferentes linhagens de
células tumorais (26-L5, B16-BL6, LLC, A549, HelLa, HT-1080) e identificaram
gue os compostos (2S)-7-hidroxi-6-metoxiflavanona e (3S)-mucronulatol foram
0S que apresentaram as melhores atividades antiproliferativa, sugerindo que
estes flavonoides poderiam ser bons candidatos para o desenvolvimento de
farmacos antineoplasicos. Frozza et al. (2013) avaliaram a atividade citotoxica
do extrato de propolis vermelha frente a células de carcinoma epidermoide da
laringe humana (Hep-2) e adenocarcinoma cervical humano (HelLa) e
evidenciaram um ICso de aproximadamente 80 pg.mL1, demostrando o potencial
do extrato estudado.

Franchi-Jr et al. (2012), Machado et al. (2016) e Silva et al. (2017)
avaliaram comparativamente extratos de prépolis de diferentes tipos e origens
geograficas, e identificaram que a atividade citotdxica contra as linhagens
tumorais investigadas foi superior para 0s extratos obtidos das amostras de
propolis vermelha, evidenciando dessa forma a composicao diferenciada dessa
matriz. De Mendonca et al. (2015) analisaram a acdo de extratos de propolis
vermelha contra HCT-116 e SF-295 e encontraram percentuais de inibicdo de
98, 12 e 100,00%, respectivamente. Silva et al. (2017) relatam a necessidade de
mais estudos para avaliar os possiveis efeitos colaterais da propolis,
principalmente em modelos in vivo, devido principalmente as diferencas
apresentadas em relacdo a sua composicdo quimica relacionada ao tipo e
origem geografica.

Os resultados encontrados evidenciam o elevado potencial biolégico da
propolis vermelha do Brasil, sendo, portanto, um recurso importante para o
desenvolvimento de produtos farmacéuticos. O estudo de seus compostos
isolados para avaliagédo do potencial terapéutico necessita ser aprofundado, para

evidenciar, por exemplo, 0 mecanismo de acg&o contra as linhagens avaliadas.
4. CONCLUSAO
Este estudo permitiu identificar o potencial antioxidante, antibacteriano e

citotoxico da propolis vermelha brasileira certificada. Comprovou-se a influéncia

da tecnologia de ultrassom associada a diferentes temperaturas na obtencéo de
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extratos etandlicos de prépolis vermelha com alto potencial bioldgico. Os extratos
obtidos nas diferentes condicbes de processo apresentaram diferencas
significativas (p>0,05) em relacdo a atividade antioxidade, concentracdo de
formononetina e kaempferol, atividade antimicrobiana e atividade citotoxica. A
formononetin foi encontrada em todos os extratos estudados, enquanto que o
kaempferol foi detectado acima do limite de quantificacdo em apenas oito
extratos. Todos os extratos demostraram alta atividade antibacteriana contra as
cepas de S. aureus e E. coli. A atividade citotoxica de oito dos dez extratos foi
superior a 75% frente a quatro linhagens tumorais. De forma geral, o extrato com
maior potencial biolégico foi o E:50-20, tendo em vista que apresentou elevado
efeito antiproliferativo frente as cinco linhagens de células tumorais avaliadas,
alta atividade antioxidante e elevada atividade antibacteriana, o que foi
associado a maior concentracdo de formononetina e kaempferol. Portanto,
estudos adicionais sobre fracionamento e isolamento dos compostos bioativos
em prépolis vermelha sdo necessarios, bem como a realizacdo de ensaios em
modelos in vivo, 0 que pode promover e facilitar o desenvolvimento de novos
produtos com potencial de uso na industria farmacéutica e cosmética, e ainda,
desenvolvimento de novas formulacdes alimenticias com propriedades

diferenciadas e funcionais.
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1. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados expostos no presente trabalho corroboram para a
caracterizacdo quimica e biologica da propolis vermelha brasileira. A prospec¢ao
tecnologica possibilitou compreender a utilizacdo da prépolis no setor de
cosmeéticos em nivel mundial, sendo observado um desnivel entre o depdsito de
patentes e a demanda de pesquisas envolvendo a prépolis em territorio
brasileiro. Os extratos obtidos com e sem pré tratamento por ultrassom
apresentaram elevados teor de compostos bioativos que refletiram em uma
elevada atividade antioxidante desempenhada pelos extratos. A tecnologia de
ultrassom influenciou positivamente na obtencdo dos compostos formonometina,
biomarcador da matriz, e kaempferol que possuem potencial biolégico no
combate a doengcas que acometem o homem. Nos ensaios de atividade
antimicrobiana foi evidenciado que todos extratos possuem expressiva atividade
inibitéria a S. aureus e E. coli. Resultado observado também para a atividade
citotdxicas dos extratos frente as quatro linhagens de células tumorais, onde
desempenharam excelentes percentuais de inibicdo celular. Entretanto, ainda
Sdo necessarias novas investigacdes para avaliar e definir a implementacéo
segura de extrato de prépolis vermelha em farmacos, alimentos e cosméticos.
Ressalva-se a importancia de protecdo dos novos produtos/ métodos
envolvendo a propolis por parte dos pesquisadores brasileiros a nivel
internacional, para que desta forma o Brasil seja reconhecido como ndo somente

produtor da matriz, como também portador de tecnologia de inovacao.



