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Resumo: A propolis € um produto apicola de composig¢do quimica varidvel de acordo com as
condi¢des climaticas e de vegetacao da regido de origem. Geralmente € constituido de substancias
com diversas atividades biologicas, entre elas, antibacteriana, antifingica, antiviral, antioxidante
¢ antidiabética. Como ndo foram encontrados estudos sobre a constituigdo quimica e atividades
biologicas da propolis na microrregido do Bico do Papagaio, o presente trabalho avaliou a propolis
coletada nessa localidade com o objetivo de analisar suas propriedades quimicas ¢ atividades
bioldgicas, com o foco na atividade antidiabética. Assim, a propolis de Apis mellifera foi coletada
numa area de transicdo Cerrado-Amazonia situada no municipio de Sampaio-TO, a qual foi
dissolvida em metanol e dimetilsulfoxido e submetida aos seguintes testes: fitoquimica preliminar
que indicou a presenga de compostos fendlicos, alcaloides e flavonoides; Cromatografia liquida
de alta eficiéncia que permitiu a identificagdo de compostos importantes no controle de diabetes;
atividade antioxidante, que revelou capacidade de sequestro de radicais livres em sistemas
bioldgicos; teste in vitro de inibi¢do da enzima intestinal a-glicosidase — AG, que revelou boa
capacidade inibitdria e; estudo in silico que indicou capacidade da propolis em se ligar a AG ¢
alterar sua ag¢do quanto ao metabolismo de carboidratos. Os dados obtidos indicaram que a
propolis é promissora para a atividade antidiabética. Pesquisas futuras de analises fisico-quimicas
poderdo contribuir com a determinagdo de riscos ¢ beneficios na utilizagdo da préopolis para o
controle do metabolismo de carboidratos.

Palavras—chave: Diabetes, fitoquimicos, inibi¢do, hiperglicemia

1 INTRODUCAO

A propolis ¢ um produto apicola complexo e resinoso, produzido pelas abelhas a partir da
coleta de diferentes substancias florais, as quais as abelhas acrescentam secrecdes salivares, cera
e polen para a elaboragdo do produto (SALGUEIRO; CASTRO, 2016). Sua utilizagdo na colmeia
¢ bastante diversificada, sendo aplicada para vedar buracos e rachaduras, reparar e fortalecer favos
de mel, proteger contra a entrada de insetos e ainda mumificar o corpo de algum animal que possa
entrar na colmeia (BANKOVA et al., 2005).

De forma geral, a composi¢do quimica da propolis varia de acordo com as condigdes
climaticas ¢ de vegetagdo da regido onde a colmeia é formada (PORTILHO et al., 2013). As
classes de compostos fitoquimicos presentes na propolis variam entre compostos fendlicos,

flavonoides, terpenos, aldeidos, cumarinas e entre outros, que conferem a esse produto diversas
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atividades biologicas, entre elas, antibacteriana, antifingica, antiviral, antioxidante e antidiabética
(SFORCIN; BANKOVA, 2010).

O diabetes mellitus ¢ uma doenga metabolica caracterizada por uma concentragao elevada
de glicose no sangue que resulta na agdo inadequada da insulina, levando a uma série de
complicagdes, como retinopatia, neuropatia, insuficiéncia renal, doenca cardiaca e derrame. Se
trata de uma doeng¢a que ndo tem cura, sendo assim, o custo econdmico de intervengdes
medicamentosas e até mesmo a redugdo da qualidade de vida, levam muitos individuos a
procurarem terapias alternativas com propriedades anti-hiperglicémicas visando o controle da
glicemia e diminui¢do do risco de complicagdes da doenga (LI et al., 2010; PANDEY etal., 2011).

Em relagdo a constitui¢do quimica e atividades bioldgicas da propolis situada na regido
do Bico do Papagaio, os estudos sdo escassos e pouco se sabe sobre os beneficios desse produto
apicola. Portanto, o presente trabalho avaliou a propolis coletada nessa localidade com o objetivo
de analisar suas propriedades quimicas e atividades biologicas, com o foco na atividade

antidiabética.
2 METODOLOGIA
2.1 Coleta do material

A propolis foi obtida no apiario da Chacara Santa Maria, municipio de Sampaio, Bico do
Papagaio, extremo norte do Estado do Tocantins, regido de transi¢do Cerrado-Amazonia, sob
coordenadas 5°21°57.7”S 47°51°53.8”W. A coleta esta cadastrada no Sistema Nacional de Gestao
do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado — SISGEN sob o numero
A1CE259. Depois de coletada, a amostra foi devidamente armazenada em recipiente fechado ao
abrigo da luz, conservada em caixa térmica, levada ao laboratério de Bromatologia do IFTO -

Campus Araguatins e armazenada sob refrigeragdo até a realizacdo das analises.
2.2 Prospeccio fitoquimica

A avaliagdo da presenca das classes de metabolitos secundarios foi realizada com solugéo
da propolis bruta a 1 % em metanol, utilizando testes de coloragdo e precipitagdo. Alcaloides
foram investigados conforme Matos (2009), compostos fendlicos, conforme Soares et al. (2017),

flavonoides conforme Mouco et al. (2003) e fitosterois conforme por Lin et al. (2009).
2.3 Avaliacao da atividade antioxidante

A avaliagdo da atividade antioxidante seguiu a descri¢do de Soares et al. (2017). O teste
foi realizado em triplicata, misturando 0,5 mL de diferentes concentra¢des da propolis (10 a 250

pg/mL em metanol) com 2,2-difenil-1-picril-hidrazila — DPPH (40 pg/mL em metanol), deixando
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por meia hora no escuro e lendo as absorbancias a 517 nm. Como controles positivos utilizou-se
hidroxitolueno butilado — BHT, rutina e 4cido ascorbico. A partir das absorbancias determinou-se

a atividade antioxidante total e a concentragao inibitdria (IC50), que foi expressa em pg/mL.
2.4 Inibicao da enzima a-glicosidase

O ensaio de inibi¢do da a-glicosidase (AG), seguiu a descricdo de Costa et al. (2020).
Assim, 0,1 mL de diferentes concentragdes da prépolis (0 — 2,5 mg/mL em DMSO), foram
misturados com 0,53 mL de tampao fosfato 0,1 M (pH 6,8), 0,27 mL da AG ¢ incubada a 37° por
20 minutos, para entdo, ser adicionado 100 uL do substrato p-nitrofenil-a-d-glucopiranosideo (4
mM), repetindo a incubagdo novamente, adicionando 1 mL de carbonato de sodio 0,2 M e leitura

de absorbancia a 405 nm. Uma reacdo da AG sem o extrato foi tomada como controle.
2.5 Identificacdo de compostos

Os compostos foram identificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
utilizando um cromatografo Shimadzu® dotado de coluna C18 Luna Phenomenex® 5 um mantida
a 22°C. Para eluicao foram utilizados duas fases moveies, “A” (0,1 % de acido fosforico em agua)
e “B” (Fase A/acetonitrila/metanol (54:35:11), com a seguinte programacdo de gradiente: 0,1- 5
min, 0 % B; 5-10 min, 30 % B; 10-20 min, 40 % B; 20-50 min 40 % B; 50-60 min 50 % B; 60-
70 min 60 % B; 60-90 min 80 % B; 90-100 min 80 % B; 100-110 min 100 % B; 110-140 min
100 % B; 140-150 min 0 % B; 150-160 min 0 % B; fluxo de 1 mL/min. Identificou-se os
compostos mediante a comparacdo do tempo de retencdo da amostra de propolis com o dos
padroes auténticos acido galico, catequina, acido vanilico, acido p-cumarico, rutina, caecmpferol
e flavona, todos obtidos na Sigma®. O extrato e os padrdes foram filtrados em membrana PVDF

de 0,22 pum antes da inje¢do no equipamento.
2.6 Testes de ancoragem molecular

Para esta analise, utilizou-se a estrutura quimica de um dos fitoquimicos identificados na
propolis, o acido vanilico, a qual, foi recuperada do banco de dados PubChem e a estrutura da AG
recuperada do Protein Data Bank (PDB). Para simulagdo foram utilizados os softwares MGLTools

1.5.6, AutoDock Vina 4.0 (TROTT; OLSON, 2010), Pymol 2.4.0 ¢ LigPlot 2.2.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Prospeccao fitoquimica

A importancia da realizagdo da triagem fitoquimica, consiste no fato de que a presenca de
determinados compostos, atribuem a prépolis diversas agdes bioldgicas. Os resultados obtidos

nessa triagem revelaram a presenga de diferentes classes de fitoquimicos como indicado na Tabela
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Tabela 1 — Metabdlitos secundarios detectados na propolis da area de transicdo Cerrado-Amazonia.

Classes quimicas Extrato de propolis
Compostos fenolicos +
Fitosterois
Alcaloides
Flavonoides
Flavonois
Flavona

o+ o+t

Fonte: Os autores

Os compostos fendlicos, alcaloides, flavonoides, flavondis e flavonas sdo responsaveis
pelas atividades antibacteriana, antifingica e principalmente pela capacidade antioxidante e
antidiabética da propolis. Estes resultados sdo compativeis com as pesquisas de Fianco (2014),

Castro et al. (2007); Rivera-Vaiez et al. (2018).
3.2 Avaliac¢ao da atividade antioxidante

Pelo ensaio DPPH, as propriedades antioxidantes do extrato de propolis foram analisadas
quanto a sua capacidade de agir como doadores de elétrons para reduzir substincias oxidantes. A
analise das diferentes diluigdes do extrato permitiu determinar a quantidade de extrato suficiente
para diminuir a absorbancia inicial do DPPH em 50 %, concentragdo inibitoria (IC50) expressa
em pug/mL. A propolis e os padroes apresentam variancias significativas no potencial
antioxidante, como mostra a Tabela 2.
Tabela 2 — Média e desvio padrao dos valores de IC50 DPPH em pg/mL avaliados na amostra de propolis

e padrdes sintéticos hidroxitolueno butilado (BHT), rutina, acido ascoérbico frente ao radical livre 2,2-
difenil-1-picril-hidrazila (DPPH).

Amostras IC50 DPPH (pg/mL)
BHT 100 + 7,236a

Rutina 59,682 + 0,402b
Acido ascorbico 35,391 +£0,203¢
Propolis 528,893 + 7,500d

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Os autores.

Com a analise da Tabela 2 ¢ possivel observar que o melhor IC50 foi detectado no padrdo
sintético acido ascorbico, seguido pela rutina ¢ BHT, sendo o maior IC50 registrado para a
propolis. Como a propolis testada ¢ uma amostra bruta e os controles positivos sdo padroes
isolados, o fato de se evidenciar a concentragdo inibitdria apenas 5 vezes maior que o controle
BHT indica que a propolis ¢ capaz de sequestrar radicais livres em meios biologicos e uma
purificacdo dessa matéria prima podera intensificar seu poder antioxidante. Aratijo et al. (2016),

também evidenciaram atividade antioxidante em propolis de A. mellifera tocantinense de uma
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area distinta da avaliada neste trabalho e observaram uma variagao de IC50 entre 260,34 + 12,27
ug/mL e 845,38 + 31,60 ug/mL. Desta forma, os valores encontrados no presente trabalho (IC50=
528,893 + 7,500 ug/mL), se situaram em um ponto intermedidrio ao obtido por estes autores,

indicando que esta unidade federativa tem grande potencial para producdo deste produto apicola

para fins medicinais.
4.3 Inibicao da enzima a-glicosidase

A inibicdo da AG foi analisada como meio de retardar a absorc¢ao de carboidratos e reduzir
os niveis de glicemia pds-prandiais. O resultado da atividade inibitoria da solugdo de propolis é
apresentado na Figura 1. Como pode ser observado a atividade inibitdria da solugdo de propolis
foi dependente da concentragéo e atingiu um valor maximo de 64 % com um IC50= 1244 ng/mL.
Isto confere a propolis analisada um potencial para o desenvolvimento de produto antidiabético,
pois como descreve Shibano et al. (2008) para um extrato exercer reducdes significativas na

diabetes ele deve exibir atividades inibidores da AG.

Figura 1 - Inibig8o da a-glicosidase pelo extrato de propolis.
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Fonte: Os autores

4.4 Identificacdo de compostos

A realizag@o da analise CLAE permitiu identificar componentes da propolis coletada na
area de transi¢do Cerrado-Amazonia. Como mostrado na Tabela 3, a analise por CLAE permitiu
a identificagdo de acidos fenolicos e flavonoides, compostos importantes para o controle de
diabetes. Salatino et al. (2011) relata que o acido galico, acido p-cumadrico e acido vanilico sdo
eficazes no tratamento inicial da diabetes. Com isso, infere-se que o efeito desses compostos
somados aos demais detectados na propolis em estudo, seja capaz de atuar em diferentes fatores
relacionados as complicagdes diabéticas.

E importante destacar que, além dos fitoquimicos detectados pelas analises realizadas
neste trabalho, a propolis pode apresentar em sua composi¢ao quimica polissacarideos, proteinas,
aminoacidos, amidas, aminas ¢ detritos organicos que, juntos, podem perfazer um percentual de

5 % (KUROPATNICKI et al., 2013). A possivel presenga de polissacarideos revela uma
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preocupagao, que exige mais estudos sobre a composicao quimica da propolis do presente estudo
por pesquisas futuras, tendo em vista que, se constitui um grupo de substancias relacionadas ao
desenvolvimento de diabetes. Embora a comprovagido seja necessaria para ponderar os riscos e
beneficios do uso da propolis para este fim, as evidéncias do presente trabalho revelaram que se
ha polissacarideos na propolis, ndo estd afetando a inibicdo da AG, apresentando um efeito
inibitorio até melhor que o inibidor utilizado atualmente como medicamento, a acarbose. Costa
et al. (2020) constataram uma IC50 de 600000 pug/mL para esta substancia, indicando que sdo
necessarias quantidades aproximadamente cinco vezes maior que a propolis (1244 ug/mL) para

reduzir a atividade da AG em 50 %.

Tabela 3 — Identificagdo de compostos a partir do tempo de retencdo dos padrdes em comparacdo com o
extrato bruto de prépolis obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Compostos Tempo de retengdo
Acido galico 15,060
Catequina 24,280
Acido vanilico 28,190
Acido p-cumarico 41,710
Rutina 64,850
Caempferol 103,150
Flavona 133,310

Fonte: Os autores.

Com arealizagdo do teste de ancoragem molecular, foi possivel analisar a interagdo entre
a AG e o 4cido vanilico encontrado na propolis, além de determinar os pardmetros de afinidade
molecular. Como mostrado na Tabela 4, os compostos fendlicos da propolis podem interagir com
diversos residuos de aminoacidos da AG, estabelecendo pontes de hidrogénio e interagdes
hidrofobicas. Estes dados estdo de acordo com os de Aleixandre et al. (2022), que relatam que os
compostos fenodlicos interagem com enzimas digestivas por ligacdes ndo covalentes em sua
atividade inibitoria.

Tabela 4 - Parametros de afinidade molecular entre a enzima o-glicosidase e acido vanilico encontrado no
extrato de propolis

Complexo Energia na  melhor Distdncia RMSD  Aminoacidos que Aminoacidos
conformacao  (AGpinding interagem por pontes que interagem
(kcal/mol)) de hidrogénio por ligagdo
hidrofobica
a-glucosidase Glu 435 Gly 433
(4J5T) e 4cido  -5.8 0.000 A Leu 432 Trp 206
vanilico Arg 26
Tyr 3433
Asnl 29
Asp 202

~ Fonte: Os autores

Na Figura 2, é possivel notar que o acido vanilico, se acomoda num bolsdo da superficie
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da AG. Embora este sitio de ligacdo seja alostérico, os dados da inibi¢ao somados ao estudo in

silico indicam que quando os compostos da propolis se ligam aos residuos, podem alterar a

conformacdo da AG e reduzir sua funcéo catalitica na transformacdo de carboidratos.

Figura 2 - Interacdo entre o 4acido vanilico (PubChem CID 8468), um dos fitoquimicos identificados por
CLAE no extrato da propolis e a a-glicosidase (RCSB PDB ID 4J5T). O circulo branco indica a posi¢ao do
acido vanilico numa cavidade superficial da estrutura da enzima. Os residuos de aminoacidos da melhor
pose de interagdo obtida entre o fitoquimico e a enzima estdo em destaque (estruturas do receptor ¢ ligante
criadas no Pymol).

Fonte: Os autores
5 CONSIDERACOES FINAIS

A propolis coletada na area de transicdo Cerrado-Amazdnia, apresenta fitoquimicos
importantes no controle de diabetes e radicais livres. O ensaio de inibi¢do e ancoragem molecular
revelaram que a propolis inibe a agcdo da a-glicosidase. Pesquisas futuras de analises fisico-
quimicas e determina¢do de polissacarideos com essa propolis, poderdo contribuir com a

determinagdo de riscos e beneficios de sua utilizagdo no controle do metabolismo de carboidratos.
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