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RESUMO

Pessoa, lana Soares, M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, fevereiro de 2022. Estudo
do potencial bioativo do po6len de pote de Melipona capixaba (Hymenoptera:
Apidae). Orientador: Prof. Dr. Marcio Fronza.

O pdlen das abelhas sem ferréo, conhecido como “Pdlen de Pote”, apresenta grande
variacdo em sua composi¢cado quimica e bioativa conforme espécie de abelha, espécie
floral, regido e estacdo do ano, o que dificulta o estabelecimento de padrdes de
qualidade. Este estudo teve como objetivo investigar a composi¢ao quimica e avaliar
a atividade antioxidante e anti-inflamatoria in vitro do polen de pote da abelha Melipona
capixaba proveniente de diferentes locais e altitudes. Extratos do pdlen de pote de
trés diferentes municipios do estado do Espirito Santo, Brasil, foram preparados
empregando a maceragdo assistida por ultrassom utilizando como solvente uma
mistura hidroetandlica a 70%. O conteudo de flavonoides foi determinado por método
espectrofotométrico apos a reacdo com o cloreto de aluminio e expresso em ¢
equivalente de quercetina (g QE)/100g do extrato). O teor de fendlicos e taninos foi
estimado pelo método Folin-Ciocalteau expressos em g equivalentes de acido galico
(g GAE)/100g do extrato). Os compostos bioativos foram identificados através de
espectrometria de massas (ESI-FT-ICR MS). A atividade antioxidante foi avaliada
pelos métodos quimicos do sequestro do radical ABTS e DPPH. A citotoxicidade in
vitro dos extratos de polen de pote foi investigada em cultura de fibroblastos (L929),
macrofagos (RAW 264.7) e melanoma (MV3) pelo método colorimétrico do MTT. A
inibicdo da producgdo do anion superoxido (O2") e oxido nitrico (NO) e das citocinas
pré-inflamatérias TNF-a e IL-6 foram avaliadas em macréfagos estimulados por LPS.
Na quantificacdo do teor de flavonoides, fendlicos totais e taninos foram encontradas
diferencas significativas entre as trés amostras, as maiores concentracdes meédias
obtidas foram 10,74 = 1,21 (g QE / 100g) para flavonoides, 10,70 £+ 0,66 (g GAE /
100g) para fendlicos e 8,91 + 0,88 (g GAE / 100g) para taninos totais. Foram
identificados nos diferentes extratos de M. capixaba cinquenta compostos bioativos.
Os menores valores de ICso para atividade antioxidante obtido no ABTS foi de 13,68
+ 2,52 ug/mL e no DPPH de 40,27 + 11,53 pg/mL. Na producdo de mediadores do
processo inflamatdrio in vitro as trés amostras tiveram efeito redutor de O>". Inibic&do
significativa na producéao de IL-6 e TNF-a foi observado na concentracéo de 20 ug/mL
em diferentes amostras. No geral o polen de pote localizado em maior altitude
apresentou os melhores resultados para atividade antioxidante e anti-inflamatéria,
entretanto apesar do gradiente altitudinal influenciar em fatores ecologicos outras
analises podem contribuir para esclarecer melhor essa questdo. Os resultados
apresentaram, pela primeira vez, elucidacdes sobre a composicdo quimica e
potenciais atividades bioativas do polen de pote de M. capixaba, o que pode contribuir
como referéncia para elaboracdo de uma norma futura, especifica para os produtos
das abelhas sem ferréo.

Palavras-chaves: abelha sem ferrdo, polen de pote, antioxidante, anti-inflamatério.



ABSTRACT

Pessoa, lana Soares, M.Sc, Vila Velha University — ES, February 2022. Study of the
bioactive potential of Melipona capixaba pot pollen (Hymenoptera: Apidae).
Advisor: Prof. Dr. Marcio Fronza.

The pollen of stingless bees, known as "Pot Pollen”, presents great variation in its
chemical and bioactive composition according to bee species, floral species, region,
and climate season, which makes it difficult to establish quality standards. This study
aimed to investigate the chemical composition and evaluate the in vitro antioxidant and
anti-inflammatory activity of pot pollen of the bee Melipona capixaba originating from
different locations and altitudes. Extracts of pot pollen from three different
municipalities in the state of Espirito Santo, Brazil, were prepared by ultrasound-
assisted maceration using 70% hydroethanolic mixture as solvent. The flavonoid
content was determined by spectrophotometric method reaction with aluminum
chloride and expressed in g quercetin equivalent (g QE)/100g of extract). The
phenolics and tannins content was estimated by the Folin-Ciocalteau method
expressed in g gallic acid equivalent (g GAE)/100g of extract). Bioactive compounds
were identified by mass spectrometry (ESI-FT-ICR MS). The antioxidant activity was
evaluated by ABTS and DPPH radical scavenging chemical methods. The in vitro
cytotoxicity of pot pollen extracts was investigated in culture of fibroblasts (L929),
macrophages (RAW 264.7) and melanoma (MV3) by the MTT colorimetric method.
Inhibition of the production of superoxide anion (Oz¢-) and nitric oxide (NO) and of the
pro-inflammatory cytokines TNF-a and IL-6 were evaluated in macrophages stimulated
by LPS. The quantification of flavonoids, total phenolics and tannins content presented
significant differences between the three samples, where the highest average
concentrations obtained were 10.74 + 1.21 (g QE / 100g) for flavonoids, 10.70 + 0.66
(g GAE / 100g) for phenolics and 8.91 £ 0.88 (g GAE / 100g) for total tannins. In the
different extracts of M. capixaba fifty bioactive compounds were identified. The lowest
ICs0 values for antioxidant activity obtained by ABTS was 13.68 £ 2.52 ug/mL and in
DPPH 40.27 £ 11.53 ug/mL. In the production of mediators of the in vitro inflammatory
process, the three samples had an Oze- reducing effect. Significant inhibition in the
production of IL-6 and TNF-a was observed at the concentration of 20 ug/mL in
different samples. In general, the pollen from a pot located at a higher altitude showed
the best results for antioxidant and anti-inflammatory activity, however, despite the
influene of the altitudinal gradient in ecological factors, other analyzes may contribute
to clarify this issue. The results presented, for the first time, elucidations about the
chemical composition and potential bioactive activities of M. capixaba pot pollen, which
may contribute as a reference for the future elaboration of a standard, specific for the
products of stingless bees.

Keywords: stingless bee, pot pollen, antioxidant, anti-inflammatory.



1  FUNDAMENTACAO TEORICA
1.1 Abelhas

As abelhas surgiram no Cretaceo, juntamente com as primeiras plantas que
produziam flores, elas evoluiram de vespas predadoras, substituindo insetos e
aracnideos como principal fonte de alimento por néctar e pdlen das flores [1,2].

Dois tercos de mais de 225 mil espécies vegetais dependem de insetos para
sua reproducdo. A polinizacdo via abelha tem um importante papel devido a sua
relacdo intrinseca e pode se dar entre plantas, entre flores de uma mesma planta ou
numa mesma flor [3].

A abelha forrageira recolhe na flor os graos de pdlen e, aplicando néctar e
saliva, formam uma bolota com milhares ou até milhdes de graos de pdélen, chamada
de pdlen de abelha. Elas modificam o néctar e o polen antes de consumi-los, criando
produtos cujos sabores, beneficios nutricionais e terapéuticos se tornaram atrativos
para o consumo humano [4].

Acredita-se que o homem se interessou pelos produtos das abelhas ha cerca
de 8 mil anos, sendo o mel o primeiro agucar conhecido. Diversos produtos elaborados
pelas abelhas sdo explorados pelo homem, como mel, propolis, pdlen, geleia real,

cera e veneno [5,6].

1.2 Abelhas no Brasil

No Brasil, as abelhas meliferas mais difundidas e conhecidas sao as do género
Apis, porém elas ndo sao nativas, foram inicialmente introduzidas no pais com a
espécie europeia Apis mellifera mellifera no Rio de Janeiro em 1839. Posteriormente
foram introduzidas outras 3 espécies europeias, e em 1956 introduziu-se a espécie
africana Apis mellifera scutellata. Nao existem mais abelhas europeias puras no Brasil
devido a seu cruzamento com a africana, originando um poli-hibrido africanizado [7].

Por outro lado, o Brasil abriga a maior variedade de abelhas meliferas sem
ferrdo, também chamadas de abelhas indigenas sem ferrédo [8]. Conforme Pedro [9]
até o ano de publicacédo do estudo foram identificadas 244 espécies no pais, sendo
dessas 87 endémicas.

As abelhas indigenas sociais habitam grande parte das regibes de clima
tropical e partes de clima temperado do planeta [8]. Elas constituem a tribo Meliponini,

e juntamente com as tribos Apini, Bombini e Euglossini formam a subfamilia Apinae
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(Hymenoptera: Apinae: Apidae), conforme classificagéo proposta por Michener [10].
As abelhas da subfamilia Apinae constroem seus ninhos ou depdsitos com cera ou
cerume (mix de cera e seiva de arvores), suas operarias carregam o polen das flores
e outros materiais para o ninho em concavidades chamadas corbiculas, localizadas
nas tibias de suas pernas traseiras [8,10].

Villas-Bbas [11] cita algumas espécies cultivadas na meliponicultura do Brasil,
sendo que as mais populares sdo: no sudeste a Guarupu (Melipona bicolor), a Jatai
(Tetragonisca angustula) e a Mandacaia (Melipona quadrifasciata); no norte a
Jandaira-Preta (Melipona compressipes) e a Canudo (Scaptotrigona sp); no sul a
Guaraipo (Melipona bicolor), a Mandacaia (Melipona quadrifasciata), a Jatai
(Tetragonisca angustula) e a Bugia (Melipona Mondury); no nordeste a Jandaira
(Melipona subnitida), a Monduri (Melipona asilvai), e a Urugu-Nordestina (Melipona
scutellaris); no centro-oeste a Urucu (Melipona compressipes), a Urugu-Amarela
(Melipona rufiventris), a Canudo (Scaptotrigona sp.) e a Jatai (Tetragonisca

angustula).

1.3 Melipona capixaba

Melipona capixaba Moure e Camargo, 1994 (Hyminoptera: Apidae: Meliponini)
€ uma espécie de abelha sem ferrdo (ASF) endémica do Espirito Santo, é conhecida
popularmente por varios nomes dentre os mais comuns “urugu-preta” e “urugu-
capixaba” [12,13]. Melipona capixaba (Figura 1) é uma abelha sem ferréo
relativamente grande, medindo aproximadamente 10,08 mm de comprimento total
[14].
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Figura 1. Foto representativa da abelha Melipona capixaba. Fonte: portfélio do bidlogo
entomoélogo Felipe Bertholdi Fraga.

A area geografica em que a abelha M. capixaba é encontrada € um hot spot de
area remanescente do bioma Mata Atlantica com caracteristicas muito proprias de
vegetacao, temperatura e altitude [15]. Silveira et al. [16] citam o desmatamento da
regido como um dos principais motivos de ameaca a espécie, que tem o habito de
nidificar em troncos de arvores maiores [13]. A espécie encontra-se classificada como
Em Perigo (EN) na lista da Fauna Brasileira Ameacada de Extincéo [16].

Resende [15] abordou a distribuicdo geografica da M. capixaba e encontrou
ocorréncia natural da espécie nos municipios de Domingos Martins, Conceicdo do
Castelo, Castelo, Venda Nova do Imigrante, Alfredo Chaves, Brejetuba, Marechal
Floriano, Vargem alta, Santa Maria de Jetibd e Afonso Claudio. Nesses locais a
temperatura costuma ser mais amena, a cobertura vegetal é do tipo Floresta Ombrdfila
Densa Montana e Floresta Ombrdfila Aberta Montana, com temperatura entre 18°C e
23°C e altitude de 800 - 1200 metros [15,17].

ALein®11077 de 27/11/2019 — DOE/ES normatiza a cria¢do de abelhas nativas
sem ferrdo no ambito do Estado do Espirito Santo para criadores comerciais que
possuam acima de 50 colonias. A lei estadual disp6e do uso e manejo de abelhas
nativas sem ferrdo, bem como os procedimentos para a autorizacdo de meliponarios
e suas atividades correlatas. Ela também estabelece que a criacdo de abelhas nativas
sem ferrdo seja restrita a regido geografica de ocorréncia natural e que a criacdo de

espécies constantes em qualquer lista oficial de espécies ameagadas podera ser
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realizada com finalidade comercial, desde que associada a projeto de conservagao
[18].

No estado do Espirito Santo ocorrem 39 espécies de abelhas nativas sem
ferrdo, porém a Unica espécie endémica é a abelha Melipona capixaba [14,18].

1.4 Péblen floral

O grao de pdlen é a célula reprodutora masculina das angiospermas, com
tamanho variando entre 2,5 e 250 um. Localiza-se na antera da flor, e sua
transferéncia até o estigma se d& pelo vento (anemofilia), &gua (hidrofilia) e animais
(zoofilia), na maioria insetos. Conforme seu processo de transporte e fertilizacdo, cada
espécie de planta desenvolveu seu tipo caracteristico de pdlen, muitos podendo
inclusive ser reconhecidos por seu formato, composi¢cdo quimica ou conteudo de
nutrientes [19-21].

O polen possui duas paredes protetoras, uma interna chamada intina e outra
externa chamada exina (Figura 2). Essa camada externa € recoberta por
esporopolenina, um carboidrato complexo, que impede sua desidratacdo e confere
resisténcia a acidos fortes, temperaturas altas e agentes decompositores de matéria

organica [22].

plasma
membrane

cytoplasm

Figura 2. Representacdo das paredes do podlen. As setas indicam a categorizacao
das camadas interna e externa, intina em cinza claro e exina em preto. Fonte:
adaptado de Quilichini, Grienenberger e Douglas [23].

A exina de muitos pélens é tdo dura que € praticamente impossivel digeri-la, e
tdo resistente que possui registros fosseis de milhdes de anos [21]. Por ter resisténcia
guimica, ela preserva os compostos do interior do grao, limitando sua absorcdo por

digestdo [24]. A exina é a principal barreira para a digestdo do conteudo do pélen,
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porém possui poros germinativos por onde ocorre a extracdo do conteudo no interior
do gréo [21].

Nem todos os polens sdo coletados pelas abelhas. Os pdélens com
caracteristicas anemofilas (polinizacao por acdo do vento), contém alergénicos que
podem causar sintomas graves. Por outro lado, os pélens com caracteristicas
entomofilas (polinizacéo via insetos) sdo em grande parte coletados pelas abelhas e
utilizados como alimentos pelo ser humano [20].

As razdes que orientam a abelha na colheita do pdlen ainda sao objeto de
estudo, mas sabe-se que, em geral, para os insetos polinizadores, a preferéncia esta
condicionada pelas caracteristicas dos constituintes do pélen, e ndo pela quantidade
de pdlen disponivel [19].

As fontes naturais de alimentacdo das abelhas, guardadas suas
particularidades, estdo no néctar, ou pseudonéctar, no pélen e na agua. Do néctar
elas obtém energia de seus carboidratos e do podlen obtém proteinas, lipidios,

vitaminas e minerais [19].

1.5 Poblen de abelha

A abelha forrageira recolhe na flor os graos de pélen com sua boca ou por meio
de seus pelos e, acrescentando néctar e saliva, forma bolotas com milhares ou até
milhdes desses gréos [4]. Cada abelha forrageira pode carregar para a colmeia, por
vez, até duas bolotas em suas corbiculas (compartimento especializado para carga
localizado em suas pernas posteriores), a esse polen coletado pelas abelhas
denomina-se pélen de abelha [8].

O polen é coletado em fontes botanicas diversas, dependendo das preferéncias
da espécie da abelha e da disponibilidade da flora local. As abelhas ndo separam as
bolotas por tipo de p6len ao armazena-las, o que dificulta uma avaliacdo posterior da
composicdo polinea. No entanto, € possivel separar as bolotas por cor e analisa-las
ao microscopio. Como as abelhas raramente coletam mais de um tipo de polen por
incursdo forrageira [3], a bolota geralmente possui um Unico tipo de pédlen e sua
respectiva coloracao, permitindo a separacao e identificacdo palinoldgica [20].

O polen de abelha é considerado uma fonte de energia e de substancias
bioativas, e é consumido como suplemento alimentar [25]. Uma caracteristica

determinante para isso € a grande variagcdo que sofre sua composicdo quimica,
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nutritiva e bioativa devido a fatores como diversidade de espécie floral, regido de
origem e estacao [20,26,27].

Ele possui aproximadamente 200 compostos quimicos, contendo de 5-60% de
proteinas, 13-55% de acucares redutores [20], minerais, oligoelementos, vitaminas e
carotenoides, compostos fendlicos, flavonoides, esteréis e terpenos, e todos
aminoécidos essenciais ao homem [26,28].

Estudos apontaram seu potencial terapéutico com diversas propriedades
biolégicas, como antioxidante, antibacteriana [28], anti-inflamatéria, antifingica,
hepatoprotetora [29] e antiaterosclerética [30], anti-tumoral [31] e analgésica local [32].

Chantarudee et al. [33] constataram que no pdlen de abelha havia um
significativo valor nutricional, pelo alto nivel de calorias, acUcares, vitaminas,
proteinas, coenzimas e niveis moderados de gordura encontrados, e em comparagao
ao polen floral de mesma origem botanica apresentou um nivel significativamente
maior de atividade bioldgica.

Quanto a sua coleta pelo apicultor/meliponicultor, pode ocorrer antes dele ser
armazenado na colmeia, no momento que a abelha forrageira chega em sua entrada
utilizando-se grades de retencdo como armadilhas, onde as abelhas deixam cair as
bolotas de polen ao passarem pelos pequenos espacos da grade, ou no caso das
abelhas sem ferrdo através de coleta direta nos potes de cerume [27].

Embora a producéo do pdélen de abelha em larga escala tenha iniciado apos a
Segunda Guerra Mundial [4], no Brasil sua producéo iniciou-se no final dos anos 80
[19]. Ele é normalmente comercializado na forma desidratada, pois apds sua coleta
precisa ser rapidamente congelado ou desidratado (4% de umidade) para manter sua
gualidade por mais tempo [19,34].

No Brasil existe uma norma de qualidade para o polen de abelha
comercializado, definindo os valores nutricionais aceitos, entre outros parametros [34].
Entretanto, a norma tem como base o pdlen apicola (espécie Apis mellifera),
carecendo de norma especifica para o pélen das abelhas sem ferrdo. A legislacéo
determina valores nutricionais apenas para o polen de abelha desidratado: umidade
maxima de 4%, proteina minima de 8%, fibras brutas minimas de 2%, acuUcares entre
14,5-55,0%, lipidios minimos de 1,8% e cinzas maximas de 4% [19,34].
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1.6 Polen de pote /péo de abelha

Ao retornarem a colmeia, com o poélen coletado, as abelhas forrageiras deixam
as bolotas de pdlen na entrada com as abelhas operéarias que regurgitam sobre elas
mel e enzimas salivares [4,8].

O processo na colmeia é semelhante tanto para as Meliponineas quanto para
as Apicolas: o polen de abelha fica armazenado em recipientes, onde sofrera atuacao
de micro-organismos, (principalmente bactérias acido-laticas advindas do estdmago
das abelhas) ao receber acréscimo de mel e enzimas contidas na saliva da abelha
operéria iniciam um processo de fermentacéao latica, transformando-se ao final num
novo produto a ser consumido pelas abelhas, mais digerivel, acrescido de novos
nutrientes e com grande capacidade de conservagdo. No caso das Meliponineas, o
polen de abelha é armazenado em potes de cerume (cera e seiva) e € conhecido como
polen de pote, ja as Apicolas o armazenam em células de cera que sdo denominadas
pao de abelha [21,27].

Ao contrério do polen de abelha (bolotas de pdlen), que precisa ser desidratado
ou congelado para ndo perder seus valores nutricionais, o pélen de pote e o pao de
abelha possuem uma capacidade de conservacado que permite seu armazenamento
por anos [21].

Em comparacédo ao polen de abelha, o pdlen de pote apresenta uma maior
guantidade de acido latico, mais agucares reduzidos, e vitamina K [3]. Um estudo feito
no planalto cundiboyacense, na Colémbia, indicou também uma melhor
digestibilidade, com maior disponibilizacdo de nutrientes e bioativos [27].

No Brasil, o pdlen de pote também é conhecido popularmente como samora,
sabura ou sambura [3,8].

A extracdo do podlen armazenado nédo é tdo simples devido a forma como é
armazenado pelas abelhas, dificultando sua exploracdo até poucos anos atras.
Equipamentos especializados como grades de retencdo sdo adaptados para uma
extracao sem grandes danos as colmeias, especialmente para o pélen apicola [27]. O
polen de pote ainda ndo tem uma forma especifica de coleta, apenas equipamentos

utilizados para a coleta de mel, como bombas de succ¢éo, glossadores e seringas [11].

1.7 Indicadores fisico, quimico, nutricionais e de qualidade

No Brasil, as referéncias estabelecidas de padrdes de qualidade exclusivas do

polen de pote ainda nao estdo definidas. Utiliza-se como parametro o Regulamento
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Técnico Brasileiro de 2001, porém ele é especifico para o polen apicula (Apis
mellifera) [34].

Dentre as principais caracteristicas analisadas do polen armazenado
destacam-se:

a) Umidade: quantidade de agua na amostra. A legislacéo brasileira determina
valores méaximos de umidade para o pdélen apicola fresco (30%) e desidratado (4%).
Em comparacbes entre amostras frescas e desidratadas, a quantidade de agua
influencia as concentracbes dos demais indicadores, devendo ser comparados na
base seca [34]. De acordo com Oliveira et al. [35], a umidade do pélen de pote € alta
devido a mistura feita pelas abelhas, que adicionam enzimas e mel ao pélen, em sua
pesquisa foi encontrado 53% de umidade para o pélen armazenado de M. scutellaris.

b) Cinzas: indicador de sujidades. O maximo permitido para o polen apicola no
Brasil € de 4% na base seca [34].

c¢) Fibra bruta: O minimo permitido para o pélen apicola no Brasil € de 2% na
base seca [34].

d) pH: mede a concentracdo de ions hidrogénio na amostra. Alimentos que
apresentam pH alcalinos ou pouco &cidos (pH>4,5) s&o favoraveis ao
desenvolvimento de bactérias, enquanto alimentos mais &acidos (pH<4,5) séo
favoraveis ao desenvolvimento de bolores e leveduras [36]. O valor permitido para o
polen apicola no Brasil € pH de 4 a 6 [34]. O polen de pote tende a ter alta acidez
devido a fermentacéo, como nos valore encontrados no polen de pote da espécie M.
scutellaris, com pH de 3,7 [35].

e) Acidez livre: relacionada as condicfes de conservacao do produto [37]. O
maximo permitido para o poélen apicola no Brasil € de 300 mEqg/kg. O teste da acidez
para M. scutellaris indicou valor de 453 + 60 mEg/kg [35].

f) Atividade da agua: esta correlacionada ao crescimento microbiano e reacfes
de deterioracao [37].

g) Minerais: ndo podem ser sintetizados pelo corpo humano, sendo adquiridos
via alimentacao, podendo variar de essenciais a téxicos, dependendo do mineral e da
dosagem. Uma analise do polen de abelha da espécie M. subnitida na Paraiba
encontrou K, Ca, Mg, Zn, Mn, Fe, Cu, sem tracos de Na [26].

h) Lipidios: indicador de importancia nutricional, no Brasil a determinacéo

minima para o pélen apicola é de 1,8% na base seca [34].
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i) Acucares totais: indicador de importancia nutricional. No Brasil a
determinacao para o pdllen apicola € o intervalo de 14,5 — 55,0% na base seca) [34].

j) Carboidratos: indicador de importancia nutricional, contempla os agulcares
totais [34].

k) Proteinas: indicador de importancia nutricional, no Brasil a determinagéo
minima para o poélen apicola é de 8% na base seca. Em estudo de Oliveira [35] para
40 amostras do pélen de pote de M. scutellaris na Bahia, o indice variou de 10,19 a
24,02% (base Umida, com umidade entre 47,3% e 55,70%). Os altos valores
normalmente encontrados para o polen de abelha e polen de pote os colocam como
potenciais suplementos nutricionais [35].

l) Aminoacidos: dos 20 aminoé&cidos existentes, 9 sdo essenciais para 0 bom
funcionamento do corpo humano, ou seja, ndo sao produzidos naturalmente e
precisam ser adquiridos pela alimentag&o. Analise do polen de abelha de M. subnitida
na Paraiba encontrou 17 aminoacidos, sendo desses 8 essenciais aos humanos [26].

m) Energia: calculado com base no percentual de lipidios, proteinas e
carboidratos presentes na amostra, o indicador € de interesse nutricional [34].

n) Acidos graxos: uma das principais fontes de energia. Em analise do polen
de pote de M. scutellaris, na Bahia, foram identificados 12 acidos graxos, sendo o
acido caprico o principal acido saturado, acido oleico o principal monoinsaturado, e
acidos linoleico/6mega-6 e linoleico/dmega-3 o0s principais poli-insaturados [35]. Para
o pélen de abelha de M. mandacaia, verificou-se que os valores encontrados de acidos
graxos poli-insaturados foram significativamente maiores que os monoinsaturados e
saturados, relacdo insaturados/saturados de 1,4 + 0,4, indicando sua qualidade
nutricional [38].

0) Testes microbiolégicos: séo testes higiénicos relativos a processamento e
manipulacdo do produto. Normalmente medem-se os niveis de levedura, bolores e
micro-organismos e presenca de coliformes fecais. Estudo do pélen de M. mandacaia
foram detectados apenas micro-organismos aerobios mesofilos em pequena
guantidade, indicando que as amostras foram manipuladas corretamente [38]. Quanto
a Salmonella sp, a norma brasileira determina que estejam ausentes em 25g do
produto [34].
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1.8 Compostos bioativos (metabodlitos secundérios)

O metabolismo vegetal compreende rea¢des quimicas e enziméticas que o
classificam como metabolismo primério, quando visam atividades comuns essenciais
a vida celular, com func¢des vitais bem definidas (lipideos, protideos e glicidios), ou
como metabolismo secundério, quando visam atividades que Ihe tragam qualidades
especificas destinadas a vantagens estratégicas conferindo protecéo e sobrevivéncia
ao ambiente [39].

Metabdlitos secundarios produzidos por vegetais sdo de grande interesse para
o consumo humano em aplicacdes terapéuticas, diversas atividades biolégicas estédo
sendo associadas a eles, e ainda ha muito por descobrir, o polen floral é rico em
metabdlitos secundarios, jA o pdlen de abelha, normalmente composto com varios
tipos de polens, acrescenta diversidade a esta riqueza, trazendo beneficios, mas
também algumas dificuldades de aplicagéo [20,26,27].

Denisow e Denisow-Pietrzyk [20] apontam as boas expectativas para a saude
devido a ampla gama de metabdlitos secundarios encontrados no pélen de abelha,
além de enzimas e coenzimas presentes, e suas promissoras propriedades bioldgicas.
Entretanto, apontam também o desafio da variacdo espécie-especifica presente em
sua composicao, sendo essa a principal dificuldade para sua aplicacao terapéutica.

Os compostos bioativos do pdélen de abelha (desidratado) incluem acidos
graxos insaturados/saturados (1-10%: linoleico, y-linoleico e arcaico), fosfolipidios
(1.5%), fitoesterdis (1.1%: pB-sitosterol, P-sitosterol), terpenos, polifendis,
principalmente flavonoides (3—8%: principalmente catequinas, kaempferol, quercetina
e isorhamnetinas), pigmentos carotendides organicos (licopeno, zeaxantina) e as
vitaminas S-caroteno, tocoferol (vitamina E), niacina (vitamina B3 ), tiamina (vitamina

B1), biotina e acido félico (vitamina B9) [20].

1.9 Compostos fendlicos e flavonoides

Compostos fendlicos, sdo metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas na
rota do acido chiquimico, caracterizam-se por possuirem ao menos um grupo hidroxila
ligado a um anel aroméatico [40]. Os compostos fendlicos sdo considerados benéficos
para a saude humana principalmente por sua atividade antioxidante. A estrutura dos
polifendis, especialmente dos flavonoides, sdo ideais para o sequestro de radicais,
sendo mais efetivos que as vitaminas C e E [41]. Lopes et al. [42] analisaram o pdlen

coletado de Scaptotrigona affinis postica encontrando 9,3% de fendlicos totais, frente
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aos 3,0% de Apis mellifera [43]. Para M. fasciculata, obteve-se valores entre 6,1 e
11,4% [44].

Quanto ao perfil dos compostos fendlicos, um estudo com 7 diferentes espécies
de abelhas sem ferrdo do Género Melipona no Nordeste do Brasil, indicou que os
compostos fendlicos mais comumente encontrados no poélen das meliponineas séo a
Apigenina, Kaempferol, Luteolina, Naringin, Rutina, &cidos Galico, Ferulico, Cafeico,
p-cumarico, Clorogénico, Abscisico, Protocatecuico, Vanilico e trans-cinamico [45].

1.10 Atividade antioxidante

Radicais livres sdo espécies reativas de oxigénio ou nitrogénio produzidas
naturalmente pelo organismo humano para atuar em fungdes como producdo de
energia, fagocitose, regulagdo do crescimento celular, sinalizagéo intercelular e
sintese de substancias bioldgicas importantes [46,47]. No entanto, seu excesso, pode
originar um estresse oxidativo que promovera sua interacdo com moléculas vitais das
células, como as que compdem membranas celulares, proteinas, DNA e RNA,
podendo lesiona-las ou provocar a morte celular, desenvolver respostas de inflamacéao
cronica ou doencas diversas como cancer, cardiovascular, metabolica, degenerativa
e neoplasica [48].

Existem diferentes testes para se medir a atividade antioxidante de uma
amostra. Dentre os mais comuns esta a medi¢do em ICso, que informa a concentracéo
de amostra necessaria para sequestrar/reduzir 50% dos radicais livres da solucéo
padrdo (DPPH e ABTS). Quanto menor a concentracdo de amostra hecessaria, maior
sua atividade antioxidante [49,50].

O pélen das abelhas sem ferrdo vem apresentando uma maior atividade
antioxidante quando comparado ao de Apis mellifera. Para a solucdo padrdo DPPH,
0 polen coletado de Scaptotrigona affinis postica apresentou ICso = 273 pug/mL [42],
valor promissor frente ao do polen apicola com ICso= 810 a 4690 pug/mL [51]. Para M.
fasciculata, obteve-se ICso= 117 a 598 ug/mL [44]. Entretanto, com atividade inferior
a da geopropolis, como por exemplo, de M. fasciculata, que alcancou valor de I1Cso de
3,75 ng/mL usando acetato de etila como solvente [52].

Importante ressaltar que um estudo de Silva et al. [53] apontou uma
dependéncia deste indicador com o tipo do solvente utilizado na extracdo da amostra.

Alguns solventes conseguem extrair mais compostos fenélicos do pdélen que outros,
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como por exemplo, os melhores resultados antioxidantes foram conseguidos, na

sequéncia, por acetato de etila, etanol e hexano.

1.11 Atividade anti-inflamatdria

De um modo geral, a inflamacdo é um mecanismo de defesa imunol6gico
complexo que tanto luta contra estimulos nocivos quanto pode ser prejudicial devido
as reacdes exageradas a estimulos normais. Lopes et al. [42] sugerem que a
atividade anti-inflamatéria se da pela presenca de compostos fendlicos. A enzima
COX €& uma componente essencial do processo inflamatério, pois realiza o
metabolismo do &cido araquiddnico e producéo de prostaglandinas, prostaciclinas e
tromboxanos, e, portanto, alvo de inibicdo das drogas anti-inflamatérias néo
esteroides [42].

Testes in vitro do polen de abelha de M. fasciculata apresentaram alta inibicéo
da enzima COX-2 (68% acima da COX-1). Testes in vivo apresentaram alta atividade
anti-inflamatéria e antinociceptiva. Testes in silico sugeriram a agcédo dos compostos do
polen na inibicdo da liberacdo de histamina e inibicdo da sintese de prostaglandinas,
onde o acido graxo linolénico e o acido linoleico sdo os compostos que apresentam
os melhores parametros de interacdo com o receptor H1 da histamina. Sugerem
também que a quercetina 3,4'-diglucosideo e o acido elagico foram os compostos que
apresentaram os melhores parametros de interacdo com COX-2 [44].

Estudo realizado por Lopes et al. [42] utilizando o pdlen coletado da
Scaptotrigona affinis postica também apontou inibicdo da COX in vitro e atividade anti-

inflamatoria e antinociceptiva nos modelos in vivo avaliados.
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RESUMO

Pessoa, lana Soares, M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, fevereiro de 2022. Estudo
do potencial bioativo do po6len de pote de Melipona capixaba (Hymenoptera:
Apidae). Orientador: Prof. Dr. Marcio Fronza.

Este estudo teve como objetivo investigar a composicdo quimica e avaliar a atividade
antioxidante e anti-inflamatoria in vitro do po6len de pote da abelha Melipona capixaba.
Extratos do pélen de pote foram preparados empregando a maceragao assistida por
ultrassom utilizando como solvente uma mistura hidroetandlica a 70%. Os compostos
bioativos foram identificados através de espectrometria de massas (ESI-FT-ICR MS).
O conteudo de flavonoides foi determinado por método espectrofotométrico apos a
reagdo com o cloreto de aluminio e o teor de fendlicos e taninos foi estimado pelo
método do Folin-Ciocalteau. A atividade antioxidante foi avaliada pelos métodos
guimicos do sequestro do radical ABTS e DPPH. A citotoxicidade in vitro dos extratos
de pdlen de pote foi investigada em cultura de fibroblastos (L929), macréfagos (RAW
264.7) e melanoma (MV3) pelo método colorimétrico do MTT. A inibigdo da producéo
do anion superoéxido (O2™) e oxido nitrico (NO) e das citocinas pro-inflamatorias TNF-
a e IL-6 foram avaliadas em macrofagos estimulados por LPS. O teor médio de
flavonoides, fendlicos totais e taninos foi de 10,74 + 1,21 (g QE / 100g), 10,70 = 0,66
(g GAE / 100g) e 8,91 * 0,88 (g GAE / 100g), respectivamente. No total, foram
identificados cinquenta compostos bioativos nos diferentes extratos de M. capixaba.
Os menores valores de ICso para atividade antioxidante obtido no ABTS foi de 13,68
+ 2,52 ug/mL e no DPPH de 40,27 £ 11,53 ug/mL. Reducéo significativa na producéo
de O:", IL-6 e TNF-a foi observado na concentracdo de 20 ug/mL. Os resultados
apresentaram, pela primeira vez, elucidacbes sobre a composicdo quimica e
potenciais atividades antioxidante e anti-inflamatoria do pélen de pote de M. capixaba.

Palavras-chaves: abelha sem ferrdo, polen de pote, antioxidante, anti-inflamatorio.



1  INTRODUCAO

As propriedades bioldgicas e medicinais dos produtos apicolas como mel,
prépolis e pblen sdo vastamente pesquisadas, porém as propriedades dos produtos
das abelhas sem ferrdo (meliponineas) sao pouco conhecidas [1]. Os produtos das
abelhas meliferas sem ferrdo podem ser uma fonte promissora de compostos
bioativos, jA que as regifes tropicais e subtropicais, locais onde se encontram a
maioria das espécies de meliponineos, tem uma abundante e diversificada vegetacao
[2]. Em especial o pdlen das abelhas sem ferrdo, conhecido como “Pdlen de Pote”,
apresenta grande variagcdo em sua composicdo quimica, nutritiva e bioativa [3].
Fatores como espécie floral, regido, altitude e estacao, influenciam diretamente na
composicdo dos compostos secundarios presentes nas plantas [4-7].

Uma caracteristica relevante que diferencia o pélen de abelha sem ferrdo do
polen floral € que ele passa por processos enzimaticos e de fermentacdo dentro de
potes de cerume no interior da colmeia [8]. A fermentacéo latica aumenta a acidez
desse pdlen, elevando significativamente sua conservacdo, bem como facilita o
rompimento da exina, camada externa do pélen que limita 0 acesso aos compostos
em seu interior, aumentando a diversidade de nutrientes e componentes bioativos [9].

Os compostos fenolicos comumente encontrados nos poélens de abelhas sem
ferrdo sao rutina, acido hidroxicinamico e acido elagico [10-12]. Resultados
promissores de fendlicos totais e atividade antioxidante foram encontrados em
estudos realizados com o polen de pote do Género Melipona [3,13]. Devido a atividade
antioxidante e imunomoduladora, os compostos fendlicos tém sido propostos como
compostos para terapia anti-inflamatéria uma vez que o estresse oxidativo é
considerado um modulador do processo inflamatério [1,3,14].

O Brasil abriga a maior variedade de abelhas meliferas sem ferrdo, foram
identificadas 244 espécies no pais, sendo dessas 87 endémicas [15,16]. Melipona
capixaba Moure e Camargo, 1994 (Hyminoptera: Apidae: Meliponini) € uma espécie
de abelha sem ferrdo endémica do estado do Espirito Santo, Brasil, restrita a areas
com temperatura média anual de 18°C a 23°C e altitude de 800m — 1200m e
classificada como Em Perigo (EN) na lista da Fauna Brasileira Ameacada de Extin¢ao

[17,18]. Andlises palinoldgicas feitas por Luz et al. [19] no pdlen de pote de M.

33



capixaba encontraram 33 tipos diferentes de pélen e identificaram 23 géneros e 15
familias de espécies botanicas.

A atividade biol6gica e a caracterizagdo quimica do poélen de pote das
Meliponas ainda requerem elucidagdo. Pesquisas anteriores demostraram atividade
antioxidante e anti-inflamatoria in vitro em polens de meliponineos [3,13]. Entretanto
até o presente estudo ndo ha trabalhos cientificos na literatura sobre a atividade
biolégica e composicéo quimica do pélen de pote da espécie Melipona capixaba.

Neste contexto, pela primeira vez, este estudo teve como objetivo investigar a
composi¢do quimica e avaliar a atividade antioxidante e anti-inflamatoria in vitro do
pélen de pote da abelha Melipona capixaba provenientes de diferentes locais e
altitudes.

2  MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta e identificacao do podlen

As amostras de polen de pote da abelha Melipona capixaba foram coletadas
em trés locais de ocorréncia da espécie entre dezembro de 2020 e janeiro de 2021
em meliponarios de associados da AME-ES (Associacdo dos Meliponicultores do
Espirito Santo). A altitude e as coordenadas geograficas foram verificadas atraves do
software Google Earth (Google Inc.), os trés meliponarios estavam localizados em
areas rurais nos municipios de Santa Maria de Jetiba a 470 m de altitude (denominado
polen P1), Domingos Martins a 930m (denominado podlen P2) e Divino de Sao
Lourenco a 1.180 m (denominado pdlen P3), coordenadas: (20°02’52”S 40°36’56”W),
(20°20°49.1”S 40°50'43.5”"W) e (20°35’'02”S 41°46’°22”W), respectivamente. As
amostras foram retiradas diretamente dos potes das colmeias através de espatulacéo
com material estéril, acondicionadas em tubos de polipropileno, identificadas e
armazenadas sob protecdo da luz, acondicionadas em caixa térmica refrigerada
durante o transporte e imediatamente levadas ao laboratério de produtos naturais e
cultura de células da Universidade Vila Velha - ES para congelamento em freezer,

onde foram mantidas a temperatura de -20°C até a obtencao dos extratos.

2.2 Obtencéo dos extratos hidroetanélicos

As amostras de podlen de pote (P1l, P2 e P3, respectivamente) foram

descongeladas em temperatura ambiente, homogeneizadas e, em seguida
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submetidas ao processo de extragcdo por maceracao assistida por ultrassom
empregando etanol 70% em proporc¢édo de 1:5 de (m/v) [11]. Apds a extracdo o material
foi filtrado, rotaevaporado, liofilizado e armazenado sob protecdo da luz em freezer a
-20°C até o uso.

2.3 Determinag¢éo do rendimento

O rendimento do extrato hidroetandlico da biomassa de cada pdélen de pote de
M. capixaba foi calculado com base na matéria seca de acordo com EMBRAPA [20]
adaptado. Essa equacdo é largamente aplicada na determinacdo do rendimento,
sendo o valor calculado expresso em porcentagem (g de biomassa liofilizada / g de
biomassa umida x 100).

2.4 Determinacéo de flavonoides, fenolicos totais e taninos

O conteado total de flavonoides foi determinado por método
espectrofotométrico apds a reagdo com o cloreto de aluminio (10% p/v), conforme
[21,22]. A quantificacdo foi feita a partir da construcdo de uma curva padrdo de
guercetina (100 - 800 pg/mL) e determinada através da leitura das absorbancias em
espectrofotometro (Molecular Devices Spectra MAX 190) a 415 nm. O teor de
flavonoides totais dos extratos dos poélens de pote foi expresso em g equivalente de
guercetina (QE)/100g de extrato seco. Os experimentos foram realizados em triplicata
em dias diferentes.

A quantificacdo de fendlicos totais e taninos foi realizada pelo método Folin-
Ciocalteau, conforme descrito por Krepsky [23]. Para a determinacédo de fendlicos
totais foi preparada uma curva analitica com acido galico (6,2 - 70 pg/mL). Os teores
de fendlicos totais e taninos foram determinados através da leitura das absorbancias
realizada em espectrofotometro (Molecular Devices Spectra MAX 190) a 715 nm. O
teor de taninos foi estimado pela diferenca entre o teor de fendlicos totais e néo
fendlicos nos extratos, baseado na precipitacdo de polivinilpolipirrolidona (PVPP). O
teor de fendlicos totais e taninos dos extratos dos pélens de pote foi expresso em g
equivalentes de &cido gdlico (GAE)/100g de extrato bruto. Os experimentos foram

realizados em triplicata em dias diferentes.
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2.5 Espectrometria de Massas (ESI-FT-ICR MS)

As amostras foram dissolvidas em 1 mL de metanol (MeOH) e analisadas por
espectrometria de massa de alta resolucdo (HRMS). Foi utilizado o espectrometro FT-
ICR MS (modelo 9.4 T Solarix, Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Os espectros
foram obtidos no modo negativo, ESI (-), em uma faixa de massa m/z 150-1500. As
condicdes da fonte de ESI foram: pressdo de gés nebulizador de 1,5 Bar, voltagem
capilar de 4,0 — 4,4 kV, e a temperatura de transferéncia capilar de 200° C. O tempo
de acumulacéo dos ions foi de 0,010 — 0,030 s. O tempo de voo foi de 0.950s. Cada
espectro foi adquirido pela acumulagéo de 16 varreduras (scans). Todos os espectros
de massa foram calibrados externamente usando Arginina (m/z de 150 a 1500). Os
espectros foram obtidos com alta resolucdo (4 M) e erros de massas menores do que
10 ppm, fornecendo formulas moleculares inequivocas para os ions moleculares de
carga unica. Todos os espectros de massa foram calibrados externamente usando
arginina (m/z de 150 a 1500). Os espectros de massa foram processados usando o
software Data Analysis (Bruker Dantonics, Bremen, Alemanha) [24] sendo propostas
estruturas quimicas considerando a relagdo massa-carga (m/z) e equivalentes de
dupla ligacéo (DBES).

As férmulas estruturais dos compostos foram obtidas pelo software chemspider
database [25] e comparadas com compostos frequentemente descritos na literatura

cientifica para produtos de abelha.

2.6 Atividade antioxidante dos extratos

A atividade antioxidante dos podlens de pote de M. capixaba (P1,P2 e P3) foi
determinada pela capacidade de sequestrar os radicais organicos ABTS+ 2,2-azinobis
(3-etilbenzotiazol-6-sulfonato) e DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazil [26,27]. A atividade
antioxidante dos extratos foi comparada com a acdo da quercetina. Os resultados
foram expressos em ICso (Ug/mL), que representa a concentracdo necessaria de
amostra para reducédo de 50% dos radicais livres. Os experimentos foram executados

em triplicata em dias diferentes.

2.7 Estudos da atividade citotdxica in vitro

Para avaliacdo da viabilidade celular foi utilizado o método colorimétrico do
MTT [28]. Neste estudo foram empregadas culturas de células de fibroblastos (L929),

macrofagos (RAW 264.7) e melanoma (MV3). As culturas foram incubadas com
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diferentes concentragcfes (10 — 150 pg/mL) dos extratos hidroetandlicos dos pélens
de pote P1, P2 e P3 de M. capixaba por 24 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO..
ApOs esse periodo a cultura foi incubada com o MTT por 2 horas e em seguida foi
adicionado 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO), para a dissolu¢do dos cristais de
formazana a placa foi colocada em agitador orbital até obtencdo de coloracéo
homogénea. A leitura da absorbancia da reacédo foi feita em espectrofotometro
(Molecular Devices Spectra MAX 190) a 595 nm. Os resultados foram expressos em
porcentagem de citotoxicidade e as andlises foram feitas em triplicatas, em dias
diferentes.

2.8 Reducao da producao do anion superéxido (0O;27)

O potencial efeito inibitorio dos extratos dos poélens P1, P2 e P3 de M. capixaba sobre
a producéo da espécie reativa de oxigénio anion superoxido (O2™) foi avaliado pelo
ensaio do superoxido [29-31]. Macréfagos (RAW 264.7) foram cultivados em placas
de 96 pocos e pré-tratados com concentra¢des crescentes (1, 5, 10 e 20 pg/mL) dos
extratos dos polens de pote e estimulados com LPS na concentragéo de 1 ug/mL.
Empregou-se como controle positivo o Tempol, um antioxidante permeavel as células
gue atua como inibidor de superoxido. Apos incubacédo por 20 h (5% de CO, a 37°C)
0 sobrenadante foi removido e adicionado cloreto de nitroazul de tetrazolio (NBT) (1
mg/mL) e incubados por 2 h. Apds, as células foram lavadas com metanol, secas e
entéo os cristais de formazana formados foram dissolvidos em KOH (2 M) e DMSO, a
absorbancia foi quantificada em espectrofotometro a 630 nm (Molecular Devices
Spectra MAX 190). Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo da

producédo de anion superoéxido.

2.9 Determinacao de 6xido nitrico in vitro

O 6xido nitrico (NO) esta presente em processos inflamatoérios do sistema
imunoldgico. A quantificacdo de NO foi realizada pela determinacdo da influéncia
sobre a producado de nitrito em cultura de macrofagos (RAW 264.7) estimulados por
lipopolissacarideos (LPS). As células foram cultivadas em microplacas de 96 pocos e
incubadas até atingirem 70-80% de confluéncia. As células foram expostas a
diferentes concentracdes (1, 5, 10 e 20 ug/mL) dos extratos dos polens de pote de M.
capixaba (P1, P2 e P3) por 60 min antes da adicao de LPS (1 pg/mL). Empregou-se

como controle positivo o L-NIL, um conhecido inibidor seletivo da sintase de NO

37



induzivel. Decorridas 24h, o sobrenadante celular foi utilizado para a quantificacao de
nitrito pelo reagente de Griess e a concentragdo de nitrito calculada por regressao
linear utilizando-se uma solu¢do padrao de nitrito de sodio [32]. A leitura da
absorbancia da reacao para a quantificacao de nitrito foi feita em espectrofotdmetro a
540 nm (Molecular Devices Spectra MAX 190).

2.10 Determinagé&o de citocinas in vitro

Macrofagos (RAW 264.7) foram cultivados em placas para cultura de células
de 96 pocos e incubados até atingirem 70-80% de confluéncia. As células foram
expostas a diferentes concentracdes (1 — 20 ug/mL) dos extratos dos pélens de pote
de M. capixaba (P1, P2 e P3) 60 min antes da adicédo de lipopolissacarideos (LPS) (1
pHg/mL). Decorridas 24 h, o sobrenadante celular foi utilizado para quantificacdo das
citocinas interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral a (TNF-a) empregando o
ensaio imunoenzimatico (ELISA —do inglés “Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay”).
Para tal, as citocinas foram detectadas através de anticorpos de captura, e anticorpos

biotinilados e amplificados com estreptoavidina-peroxidase de acordo com instrucdes
do fabricante (eBioscience®). Como substrato foi utilizado o-Phenylenediamine (OPD)

ou tetrametilbenzidina (TMB) e a reacéo foi bloqueada adicionando-se acido sulfurico
(H2SO4 1M) aos pocos. As leituras foram feitas em espectrofotbmetro (Molecular
Devices Spectra MAX 190) a 420 nm. A concentracdo de cada citocina para cada
amostra foi determinada pela equacao da reta comparando-se as absorbancias das
concentragcfes conhecidas da curva padréo para cada citocina com as absorbancias

obtidas nas amostras.

2.11 Anédlise estatistica dos dados

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software GraphPad
Prism®5.0. Os dados foram expressos como média + desvio padrao (DP). Os dados

foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e a significancia da diferencga entre
as médias determinada por teste post-hoc, método de Tukey, ajustado para multiplas

comparagoes e com significancia aceita quando p<0,05.

38



3 RESULTADOS
3.1 Determinagédo do rendimento dos extratos hidroetandlicos

O rendimento médio obtido para os extratos hidroetandlicos da biomassa do
pélen de pote de M. capixaba foi de 11,5%. Conforme apresentado na Tabela 1, o
maior rendimento alcancado foi de 13,8% (amostra P1) e o menor foi de 8,8%
(amostra P2).

Tabela 1. Rendimento do processo de obtencdo dos extratos hidroetanélicos dos
pélens de pote P1, P2 e P3 de M. capixaba

Pdlens Localidade (altitude) Rendimento (%)*
P1 Santa Maria de Jetiba (470 m) 13,76%
P2 Domingos Martins (930 m) 8,8%
P3 Divino de S&o Lourencgo (1.180 m) 11,9%

*Calculado com base na matéria seca (g de biomassa liofilizada / g de biomassa Uimida x 100)
3. 2 Determinacao de flavonoides, fendlicos totais e taninos

As analises quantitativas das principais classes de metabolitos secundarios
presentes nos diferentes extratos (P1, P2 e P3) dos polens de pote de M. capixaba
estdo demonstradas na Tabela 2. Diferencas significativas foram encontradas entre
as trés amostras para todos os itens quantificados, isto é, flavonoides, fendlicos e
taninos totais, sempre tendo a amostra P3 com as maiores concentragdes e a P1 com
as menores. As maiores concentraces médias obtidas foram 10,74 + 1,21 (g QE /
100g) para flavonoides, 10,70 + 0,66 (g GAE / 100g) para fendlicos e 8,91 + 0,88 (g
GAE / 100g) para taninos totais.

Tabela 2. Quantificacdo de flavonoides, fendlicos e taninos totais nos extratos
hidroetandlicos dos poélens de pote P1, P2 e P3 de M. capixaba.

) Flavonoides Fendlicos Taninos
Pdlens
(9 QE/100 g)* (9 GAE/100 g)* (g GAE/100g)*
P1 2,58+0,37° 4,09 £0,27 ° 2,98 +0,46°
P2 6,17 +0,14° 6,90+0,41° 4,80+0,81°
P3 10,74 +1,212 10,70 £ 0,66 2 8,91+0,88°

#Teor de flavonoides totais expresso em g equivalente de quercetina (g QE) / 100g de extrato em peso
seco. *Teores de fendlicos e taninos totais expressos em g equivalente de &cido galico (g GAE) / 100g
de extrato seco. Letras diferentes na mesma coluna correspondem a diferencgas significativas (p < 0,05).
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3. 3 Espectrometria de Massas (ESI-FT-ICR MS)

Considerando a alta resolugéo e precisao de ESI(-)FT-ICR MS, bem como o
baixo erro de massa (<10 ppm), valores de m/z (relagdo massa sobre carga) e
equivalentes de dupla ligagdo (DBEs), foram propostos 50 compostos que
frequentemente s&o encontrados em produtos de abelha sem ferrdo, tais como,
prépolis e pdélen (vide descricao e referéncias tabela 3).

Foram observados representantes da classe dos flavonoides constituidos de
hidroxilas ligadas ao nucleo fundamental triciclico, cuja estrutura apresenta-se
conjugada com acucares (heterosideos) ou nao (aglicona). Estas substancias
observadas para os pélens P1, P2 e P3 foram encontradas por outros autores nas
suas amostras de poélen (Tabela 3) e os compostos bioativos mais frequentemente

detectados sao kaempferol, isorhamnetim e quercetina.
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Tabela 3. Espécies quimicas propostas a partir de dados ESI(-)FT-ICR MS para os extratos hidroetandlicos dos pélens P1, P2
e P3 de Melipona capixaba.

3*
© Férmulas Erro
Ne  M/Z (exper) Moleculares DBE Composto proposto P1 P2 P3 Referéncia
[M-H]- (Ppm)
(Continua)
0
[25]
1  165.05577 CoHgOs3 5 -0,31 OH ND D ND
0 [33]

2-Methoxyphenyl acetic acid

HO
[25]
2 177.05439 C10HeO3 6 -4,41 ~o :©\,//\’/‘O ND ND D

[33]

Coniferaldehyde
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©8

Férmulas Erro
Ne  M/Z (exper) Moleculares DBE Composto proposto P1 P2 P3 Referéncia
IM-HL. (Ppm)
(Continuacao)
o}
~
[25]
3 181.05066 CoHyO4 5 -0,17 P ND D ND
0 0 [33]
| OH
Syringaldehyde
CsH1306
OH  OH
HO\/[\/Y\OH [25]
4 181.07181 0 -0,91 H D D D
OH  OH [34]
Mannitol

42



©8

Férmulas Erro
Ne  M/Z (exper) Moleculares DBE Composto proposto P1 P2 P3 Referéncia
IM-H]. (PPM)

(Continuacao)

HO [25]
5  193.04973 Ci0HsO4 6 9,44 HJCRDDVHH.’VDH D D D [3]

[35]
Ferulic acid

OH C=)H o] [25]
HO\/‘\/?\)L

6 195.05105 CeH1107 1 -0,37 H I OH D D D [13]
OH OH

[11]

Gluconic acid
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©8

Férmulas Erro
Ne  M/Z (exper) Moleculares DBE Composto proposto P1 P2 P3 Referéncia
IM-HL. (Ppm)
(Continuacao)
HO 0
[25]
7 197.04563 CoHeOs 5 2,67 o 0" D D ND
OH [33]
Syringic acid
i | [25]
8  207.06619 C11H1104 6 3,88 ~ 0 D D D
[33]
OH
_0
Sinapaldehyde
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©8

Férmulas Erro
Ne  M/Z (exper) Moleculares DBE Composto proposto P1 P2 P3 Referéncia
IM-H]. (PPM)
(Continuacao)
[25]
9  253.04847 C15HgO4 11 2,38 D ND ND
[33]
[36]
Chrysin
[25]
10 263,1280 C15H1904 4 -9,30 D ND D

[3]

Abscisic acid
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©8

Férmulas Erro
Ne  M/Z (exper) Moleculares DBE Composto proposto P1 P2 P3 Referéncia
IM-HL. (Ppm)
(Continuacao)
[25]
11 267.264 C16H1104 10 4,43 D ND ND
[36]
Formononetin
0 o
12 268.97588 CeHs012 4 10.29 H°‘-oJL-o--°\ﬂ/\)L-o’°T°‘-oH D D D [37]
o (4]

Dicarbonoperoxoyl
butanediperoxoate
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©8

Férmulas Erro
Ne  M/Z (exper) Moleculares DBE Composto proposto P1 P2 P3 Referéncia
IM-H]. (Ppm)
(Continuacao)
[25]
13 269.0455 C15H9Os5 11 9,69 D D D 3]
[33]
[35]
Apigenin
[25]
14  269.0455 C15H9Os 11 9,69 D D D
[33]

Galangin
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©8

Férmulas Erro
Ne  M/Z (exper) Moleculares DBE Composto proposto P1 P2 P3 Referéncia
IM-H]. (PPM)

(Continuacao)

o
15  271,0612 CisH110s 11 -0,27 HO\@P@“ ND D ND 8]
[33]

oH 0O
[39]
Naringenin
. [25]
16 277.21742 C1sH2002 4 -0,55 P ~ ND D D
[13]

Linolenic acid
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©8

Férmulas Erro
Ne  M/Z (exper) Moleculares DBE Composto proposto P1 P2 P3 Referéncia
IM-HL. (Ppm)
(Continuacao)
[25]
17 279.23306 CigH3102 3 -7,48 /\/\/‘\\/\/\/\/\/\)L D D D
[13]
Linoleic acid
[25]
3]
18 285.04051 Ci15H9O6 11 -0,40 D D D
[33]
[35]
[13]
Kaempferol [11]
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©8

Férmulas Erro
Ne  M/Z (exper) Moleculares DBE Composto proposto P1 P2 P3 Referéncia
IM-H]. (PPM)
(Continuacao)
[25]
19 285.04051 C15H90s 11 -0,40 D D D 3]
[34]

Luteolin

OH
20 287.05611 C15H110s6 10 -6,24 HO 0 © D D D [25]

u]

(2S)-2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-6,7-
dihydroxy-2,3-dihydro-4H-chromen-
4-one Plathymenin
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©8

Férmulas Erro
Ne  M/Z (exper) Moleculares DBE Composto proposto P1 P2 P3 Referéncia
IM-HL. (Ppm)
(Continuacao)
OH
HO 0 v@i [25]
21 287.05611 Ci15H1106 10 -6,24 ' o D D D
[38]
OH O [33]
Eriodictyol
HO
S s
22 287.05611 Ci15H1106 10 -6,24 O D D D
[33]

HO
o OH

Aromadendrin

51



©8

Férmulas Erro
Ne  M/Z (exper) Moleculares DBE Composto proposto P1 P2 P3 Referéncia
IM-H]. (PPM)
(Continuacao)
[25]
23  289.06978 C15H1306 9 6,84 D D D
[33]
Catechin
& oH OH [25]
24  289.06978 C15H1306 9 6,84 D D D

HO l o Q o [33]

(-)-Epicatechin
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©8

Férmulas Erro
Ne  M/Z (exper) Moleculares DBE Composto proposto P1 P2 P3 Referéncia
IM-H]. (PPM)
(Continuacao)
[25]
25 299.05618 C16H1106 11 -0,38 ND D D
[33]
Hispidulin
[25]
[33]
26 301.03569 Ci15HoO7 11 7,31 D D D
[40]
[34]
[12]

Quercetin
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©8

Férmulas Erro
Ne  M/Z (exper) Moleculares DBE Composto proposto P1 P2 P3 Referéncia
IM-HL. (Ppm)
(Continuacao)
27 301.03569 CisHqO7 11 7,31 D D D [34]
Tricetin
[25]
[33]
28 300,99926 C14HsOs 12 9,53 D D ND [40]
[13]
[11]

Ellagic acid
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©8

Férmulas Erro
Ne  M/Z (exper) Moleculares DBE Composto proposto P1 P2 P3 Referéncia
IM-H]. (PPM)
(Continuacao)
[25]
29 303.05118 C15H1107 10 -0,50 D D D
[33]

Taxifolin

@[OH
30 303.05118 CisH1107 10  -0,50 “Om“ OH D D D [34]
OH

OoH O

dihydroquercetin
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©8

Férmulas Erro
Ne  M/Z (exper) Moleculares DBE Composto proposto P1 P2 P3 Referéncia
IM-HL. (Ppm)
(Continuacao)

[25]

31 315.05126 C16H1107 11 -0,37 D D D [39]

oH 0 [35]

Isorhamnetin [34]

32 315.05126 C16H1107 11 -0,37 D D D [39]

Selagin
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©8

Férmulas Erro
Ne  M/Z (exper) Moleculares DBE Composto proposto P1 P2 P3 Referéncia
IM-HL. (Ppm)
(Continuacao)
33 315.05126 C16H1107 11 -0,37 D D D [39]
Methoxyherbacetin
34 317.03032 C1sH9Os 11 -0,35 Miricetrin D D D [33]
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©8

Férmulas Erro
Ne  M/Z (exper) Moleculares DBE Composto proposto P1 P2 P3 Referéncia
IM-HL. (Ppm)
(Continuacao)
OH
HO OH
35 325.0593 C14H1309¢ 8 -8,60 0N D D D [25]
HO H
IO U
HO
OH
5-galloylshikimic acid
[25]
36 329,17604 C20H2504 8 8,48 D D ND
[33]

Carnosol
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©8

Férmulas Erro
Ne  M/Z (exper) Moleculares DBE Composto proposto P1 P2 P3 Referéncia
IM-H]. (Ppm)
(Continuacao)
o]
HO OH
I [25]
37 353.08788 C16H1709 8 -6,55 He = o aH D D D
on [3]
HO
[33]
Chlorogenic acid
38 353.32092 Ca6Ha1 6 7.89 D D D [39]

3a,5b-Dimethyl-3-(6-methyl-2-
heptanyl)-
1,2,3,3a,4,5,5a,5b,6,7,10a,10b-
dodecahydrocyclopentala]fluorene
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©8

Férmulas Erro
Ne  M/Z (exper) Moleculares DBE Composto proposto P1 P2 P3 Referéncia
IM-HL. (Ppm)
(Continuacao)
0 . 8 1l OH
LY LY 25
o
39  350.07581 CagHis0s 1 482 QA/LL | ND D D
HO T [33]
(R)-(+)-rosmarinic acid
[25]
40 413.37882 CaoHasO S -6,17 D ND 9]

Sitosterol
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©8

Férmulas Erro
Ne  M/Z (exper) Moleculares DBE Composto proposto P1 P2 P3 Referéncia
IM-HL. (Ppm)
(Continuacao)
' 0. 0 o]
OO, =
41 421.084900 C1oH17011 11 -8,18 HO OH D D ND
o OH O [38]
Mangiferin
42 431.09859 C21H19010 12 -1,67 D D D [11]

Apigenin-6-C-glucoside
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©8

Férmulas Erro
Ne  M/Z (exper) Moleculares DBE Composto proposto P1 P2 P3 Referéncia
IM-HL. (Ppm)
(Continuacao)
OH
L _oH
Ho_~_o_.l_J
1)
I
43 439.0639 C22H15010 15 7,22 il g D D D [38]
ave
H
Galloyl eriodictyol
44 447.09331 C21H19011 12 6,51 D D D [25]

Quercitrin
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©8

Férmulas Erro
Ne  M/Z (exper) Moleculares DBE Composto proposto P1 P2 P3 Referéncia
IM-H]. (PPM)
(Continuacao)
[25]
45 463.08836 C21H19012 12 -0,69 D D D
[33]

Isoquercetin

46  477.07226 C21H17013 13 -10,05 T/C[ @ “ D D D [11]
" o = = = oM
|

digalloylshikimic acid
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©8

Férmulas Erro
Ne  M/Z (exper) Moleculares DBE Composto proposto P1 P2 P3 Referéncia
IM-H]. (PPM)

(Continuacao)

AT [25]

47  579.16647 CorHa1014 12 943 T e T D D D -
. WOH
w!“) aH [33]

Naringin

48 603.00535 C28H11016 23 0,78 Ellagic acid dimer D D ND [13]
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©8

Férmulas Erro
Ne  M/Z (exper) Moleculares DBE Composto proposto P1 P2 P3 Referéncia
IM-H]. (PPM)
(Concluséo)
[25]
49  609.1478 C27H29016 13 -5,30 D D D [3]
[33]
[12]
Rutin
HO. O o‘ O [13]
50 625.1412 Co7H29017 13 -0,82 D D D

\/éj\ [11]
T [12]

H

Quercetin 3,4’-diglucoside

* M/Z (Relagdo massa sobre carga); DBE Numero de insaturacfes e anéis (Double Bound Equivalente); ppm (partes por milhdo); ND (Nao Detectado);
D (Detectado).
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A exemplo de fragmentagdo de massa temos a perda de 162 unidades de
massa atdmica (AMU) que se refere a fragdo de acucar que € comum em polifendis
C-glicosilados (Figura 2). Também alguns polifendis possuem o grupo galoil devido a
deteccdo de uma perda neutra de 152 AMU na fragmentacdo de massa dos
compostos. Porém, a configuracao e a posicao de ligacéo de alguns grupos (ex. galoil)
nao pode ser distinguida por ESI(-)FT-ICR MS.

A Pélen 1

(13,14) 162 (42)

269.045650 431.U|9859

-152
(45) (46)
325.05930 477.07226

“\ lj " iLL ] A J.J . '.L Ll .\L. " l - I.|.I.|I£l

Polen 2

(18,19) -162 (44) -162 (49)

285 04055
447.09243 609.1478

Intensidade relativa %

[ IJ k|. Nt . ille el N IU.L LLLEL'H“[ A

Pélen 3

(26,27) . (45)
301.03549 46308336 625.1412

-162
(20,21,22) 152 (43) | ,
28?,05511-__.L 439,063 \ { l 1 l
\ g \
N “ li I \ ' Y [ k s, L L : I. II. |LLI i
550

300 350 400 450 500 600 miz

(50)

Figura 3. Espectros de massa dos extratos hidroetanolicos dos pdlens P1 (Figura 2A),
P2 (Figura 2B) e P3 (Figura 2C) de Melipona capixaba obtidos por ESI(-)FT-ICR MS.
Em vermelho estdo os compostos cujos numeros correspondem ao descrito na Tabela
3. Em azul estdo destacadas exemplos de fragmentacdes de massa com perdas de
152 e 162 unidades de massa atdmica (AMU).

3. 4 Atividade antioxidante dos extratos

A atividade antioxidante dos extratos P1, P2 e P3 de M. capixaba foi estimada
utilizando-se métodos quimicos de sequestro dos radicais livres ABTS e DPPH. Das
trés amostras, a maior atividade antioxidante foi observada com a amostra P3,
seguido por P2 e P1, em ambos os testes. Os trés pdlens apresentaram diferencas
significativas entre si na inibicdo do DPPH. Os menores valores de ICso foram
observados com o pdélen P3 tanto no teste do ABTS com valor de 13,68 + 2,52 ug/mL

como no teste do DPPH com valor de 40,27 £ 11,53 pg/mL (Tabela 4).
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Tabela 4. Atividade antioxidante dos extratos hidroetandlicos dos poélens de pote P1,
P2 e P3 de Melipona capixaba.

Atividade antioxidante (ICso pg/mL)

Pblens de pote ABTS* DPPH*
P1 29,98+ 0,292 94,99+ 3,03 %
P2 29,03+9,85¢% 62,45+ 6,99 °
P3 13,68 +2,52° 40,27 £11,53°
Quercetina 6,90 +1,16° 5,89 + 2,08

*Letras diferentes na mesma coluna correspondem a diferengas significativas entre as amostras
(p<0,05).

3.5 Viabilidade Celular

Os efeitos dos extratos P1, P2 e P3 de M. capixaba sobre a viabilidade celular
foram avaliados utilizando-se as linhagens de fibroblastos (L929), macréfagos (RAW
264.7) e melanoma (MV3). Nas concentracdes de 10 a 150 yg/mL nenhum extrato
apresentou citotoxicidade para as linhagens RAW 264.7 e MV3 (Figuras 3A e 3B).
Para a linhagem L929 os extratos P2 e P3 apresentaram citotoxicidade a partir de 50
pMg/mL e, o extrato P1 apresentou citotoxicidade em 150 pg/mL (Figura 3C). Desta
forma os experimentos de atividade anti-inflamatodria subsequentes foram realizados

considerando concentracdes que ndo apresentaram citotoxicidade.

A
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B rs
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Figura 4. Efeitos citotdxicos dos extratos hidroetandlicos P1, P2 e P3 de M. capixaba

nas linhagens de macrofagos (RAW 264.7) Figura 3A, melanoma (MV3) Figura 3B e
fibroblastos (L929) Figura 3C.

3. 6 Reducéao da producédo do anion superéxido (0O2")

Na analise intracelular da inibicdo da producao do anion superéxido produzido
por macréfagos (RAW 267.2) estimulados por LPS, apds tratamento como os extratos
dos polens de M. capixaba P1, P2 e P3, observou-se que as amostras tiveram efeito
redutor na producado do anion superoxido nas concentracdes de 5, 10 e 20 pg/mL para

0 P1 e nas concentra¢cdes de 10 e 20 ug/mL para os polens P2 e P3 (Figura 4).
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Figura 5. Efeito dos extratos hidroetanolicos dos polens P1, P2 e P3 de M. capixaba
na producao do anion superoxido. Os resultados foram expressos como meédia = DP
de dois experimentos independentes. #Diferenca significativa (p <0,05) comparado ao

controle negativo (basal). *Diferenca significativa (p <0,05) comparado ao grupo
controle + LPS.
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3. 7 Determinacédo de O0xido nitrico in vitro

Os extratos P1, P2 e P3 de M. capixaba ndo apresentaram efeitos significativos

sobre a producao de NO nas concentragdes testadas conforme figura 5.

[]P1
P2
[ P3

J W Pk hmEE

10+

Producéo de NO (uM)

\Q’Q@\S“\\ RIS ND O v o9

o . -
C 5\*0 Concentrag&o (pg/mL)

)

LPS (1pg/mL)

Figura 6. Efeito dos extratos hidroetanolicos dos polens P1, P2 e P3 de M. capixaba
na producédo de 6xido nitrico in vitro em cultura de macrofagos estimulados com LPS.
Os resultados foram expressos como média + DP de dois experimentos
independentes. *Diferenca significativa (p <0,05) comparado ao controle negativo
(basal). *Diferenca significativa (p <0,05) comparado ao grupo controle + LPS.

3. 8 Determinacao de citocinas in vitro

A producédo de IL-6 e TNF-a foi avaliada em macrofagos induzidos por LPS e
tratados com os extratos P1, P2 e P3 de M. Capixaba em diferentes concentracoes.
Reducbes significativas na producao de IL6 foram observadas apds tratamento com
as concentragdes de 20 pg/mL de P2 (207,3 £ 69,6 pg/mL), e 10 e 20 ug/mL de P3
(272,9 £ 69.6 e 234,6 + 15,5 pg/mL, respectivamente) (Figura 6A).

O extrato P3 apresentou maior efeito inibitorio de TNF-a (1682 + 387 pg/mL) na
concentragéo de 20 ug/mL em comparacédo a concentracdo de TNF-a produzida pelo

controle LPS (3330 + 583 pg/mL). Diferencas significativas foram encontradas apos
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tratamento com o P1 a 20 ug/mL, e nas concentracdes 1, 5, 10 e 20 ug/mL de P2 e

P3, respectivamente (Figura 6B).
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Figura 7. Efeito dos extratos hidroetandélicos dos pélens P1, P2 e P3 de M. capixaba
na producdo de IL-6 (Figura 6A) e TNF-a (Figura 6B) em células RAW (264.7)
estimuladas com LPS. Os resultados foram expressos como média + DP de dois
experimentos independentes. #Diferenca significativa (p <0,05) comparado ao controle
negativo (basal). *Diferenca significativa (p <0,05) comparado ao grupo controle +
LPS.

4  DISCUSSAO

Os estudos dos extratos do pdlen de pote de M. capixaba demostraram
atividade antioxidante nos experimentos quimicos (ABTS e DPPH), reducdo dos
mediadores inflamatérios (anion superéxido (O27), TNF-a e IL-6, e a presenca de
diferentes compostos bioativos em sua composicdo como os compostos fendlicos,
flavonoides e taninos totais.

Os metabdlitos secundarios, como polifendis, tém importantes funcdes
fisiolégicas nas plantas, bem como inumeras propriedades benéficas a saude
humana. Estudos sugerem que diferentes fatores, como a estacao da coleta do polen
ou a variacao de altitude, podem influenciar na producéao desses metabdlitos [7,41].

A quantidade total de compostos fendlicos presentes no pélen é considerada
um importante indicador de sua qualidade, uma vez que 0S compostos estédo
associados a diferentes propriedades biolégicas como propriedades antioxidantes e
anti-inflamatérias [40]. Os resultados evidenciaram que o polen P3, obtido em maior
altitude (1.180 m), apresentou os maiores teores de flavonoides, fendlicos e taninos
totais. Os teores de flavonoides, fenodlicos e taninos totais na amostra P2, obtida a 980
m foram 43%, 33% e 45% menores, respectivamente comparadas aos valores obtidos
na amostra P3. Para a amostra P1, obtida a 470 m, seus teores em relacéo aos de P3
foram ainda menores, com reducdes de 76%, 62% e 67% de flavonoides, fendlicos e
taninos totais, respectivamente.

O teor de fendlicos totais encontrados para os extratos de Melipona capixaba
ocilaram entre 4,1 e 10,7% dependendo do local de coleta. Resultados semelhantes
para o teor de fendlicos sdo descritos na literatura para outras espécices de abelhas.
Lopes et al. [11] analisaram o extrato do pdlen de Scaptotrigona affinis postica
encontrando 9,3% de fendlicos totais. Carpes [42] encontrou para Apis mellifera 3,0%
e Lopes et al. [13] obteve valores entre 6,1 e 11,4% para Melipona fasciculata.

Os extratos do polen de pote de M. capixaba demostraram diferentes atividades

biolégicas entre si, variando favoravelmente o conteddo de fendlicos totais,
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flavonoides e taninos quanto maior a altitude do local de origem do pélen. Diferentes
altitudes interferem nos indices pluviométricos, umidade relativa, temperatura e
disponibilidade de radiacao, fatores ecoldgicos que afetam as reacdes fisioldgicas das
plantas [6,41]. Entretanto, convém destacar que outras condigbes também estéo
envolvidas na quantidade de metabdlitos secundéarios presentes no pdlen como por
exemplo as diferentes espécies vegetais nas quais o polen foi coletado pelas abelhas
[43]. Investiga¢Bes palinolégicas poderiam ser realizadas com a finalidade de elucidar
as espécies botanicas florais pertencentes a cada polen de pote [19].

A capacidade de inibir radicais livres observada nos extratos de M. capixaba
pode estar relacionada a presenca dos compostos fendlicos, assim como demostrado
em outros estudos. A presenca desses compostos indica potencial atividade
antioxidante e anti-inflamatoria do pdlen de abelhas sem ferrdo [3,14]. Nos testes de
atividade antioxidante, o extrato P3 (maior altitude) apresentou maior potencial
antioxidante com diferencas significativas quando comparado as demais amostras.

Os polens das abelhas sem ferrdo apresentaram uma ampla variedade de
compostos bioativos. Os resultados ESI(-)FT-ICR MS sugerem a presenca de
aldeidos e acidos fenolicos livres nas amostras dos extratos P1, P2 e P3. Um total de
50 compostos, frequentemente encontrados em outros produtos de abelhas sem
ferrdo, foram identificados nos extratos do polen de pote de M. capixaba. A maior
diversidade de compostos encontrados ocorreu em P2, com 46/50 compostos
identificados, seguido por P1 com 43/50 e entdo P3 com 39/50. Oliveira [3] em estudo
com 7 diferentes espécies de abelhas do Género Melipona, no nordeste do Brasil,
encontrou diversos compostos fendlicos, também identificados no polen da espécie
Melipona capixaba como: Apigenina, Kaempferol, Luteolina, Naringin, Rutina, Acido
Galico, Acido Ferdlico, Acido Clorogénico, Acido Abscisico.

Compostos bioativos como o Kaempferol que é frequentemente detectado em
amostras de polen podem ser utilizados como possiveis marcadores quimicos no
controle da qualidade da matéria-prima fitoterapica. Os efeitos farmacoldgicos do
kaempferol, incluindo propriedades anti-inflamatérias foram sugeridas para o
tratamento de doencas, tal como, COVID-2019 [44].

Para as amostras de pélen de Melipona fasciculata, Lopes et al. [13] sugeriram
gue a resposta anti-inflamatéria esta correlacionada a acao de polifendis e acidos
graxos livres (presentes nas amostras de poélen) sobre a inibicdo da liberacdo de

histamina e diminuigdo da sintese de prostaglandinas. Neste estudo, pela primeira vez
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foi demonstrado que os extratos do pdlen de M. capixaba inibiram significativamente
a producdo de anion superoxido (0.”) contribuindo para a reducdo do estresse
oxidativo, bem como pela redu¢éo na producéo das citocinas pro-inflamatérias TNF-a
e IL-6, evidenciando sua provavel modulacéo do processo inflamatério.

Os resultados obtidos com o pdlen P3 na identificagdo dos compostos bioativos
e nas suas propriedades antioxidantes, e anti-inflamatorias podem ser reflexo do
ambiente de sua origem. Convém destacar que dos trés extratos, o P3 vem de regido
de grande diversidade botanica, coberta por floresta (Mata Atlantica), pertencente ao
municipio de Divino de S&o Loureco, um dos que abrangem o Parque Nacional do
Caparad — Unidade de Conservacao com protecdo integral [45].

5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos dos diferentes extratos do poélen de pote de Melipona
capixaba demostraram, pela primeira vez, elucidacdes sobre a composicao quimica e
potenciais atividades bioativas capazes de inibir espécies reativas de oxigénio e
reduzir a producdo de mediadores do processo inflamatério in vitro. No geral o Pdlen
de pote localizado em maior altitude demonstrou os melhores resultados em relacéo
as propriedades antioxidante e anti-inflamatéria. Apesar do gradiente altitudinal
influenciar em fatores ecoldgicos que afetam as reacdes fisioldgicas das plantas,
interferindo na composi¢édo dos metabdlitos secundarios, outros estudos como analise
guimica do solo e analise palinolégica podem contribuir para esclarecer melhor essa
guestado. Os resultados obtidos nesse estudo podem contribuir como referéncia para

elaboracdo de uma norma futura, especifica para os produtos das abelhas sem ferréo.
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