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RESUMO

A manutencéo prolongada de uma resposta inflamatoria eleva o risco de desenvolvimento
de um processo cronico, bem como, promove a ocorréncia de dano tecidual severo. A
propdlis verde, produzida a partir de exsudatos coletados pelas abelhas africanizadas de
uma planta nativa do Brasil, detem de composi¢éo fitoquimica as quais s@o responsaveis
por atividades biologicas benéficas ao organismo no combate e prevengdo de doengas.
Diante do cenario da busca por compostos terapéuticos com capacidade anti-inflamatoria
segura e eficiente, este estudo teve como objetivo investigar in vitro o potencial anti-
inflamatério e citotoxico do extrato da propolis verde (EPV). Para tanto, realizou-se a
analise fitoquimica por meio da quantificacdo de flavonoides, taninos condensados,
taninos hidrolisados e saponinas. A andlise de citotoxicidade foi realizada por meio do
ensaio do MTT, e os ensaios de fagocitose e espraiamento de macrofagos para a analise
da atividade anti-inflamatéria. Observou-se que o EPV possui elevados teores de
flavonoides (7.2 £ 0.48 em g EQ/100g), taninos condensados (32.28 £ 9.5 em g EP/100g),
taninos hidrolisados (67.87 = 10.04 em g EAG/100g) e saponinas (71.31 £ 7.9 em g
ES/100g). A auséncia de citotoxicidade foi constatada em todos os tempos de avaliacdo
por meio do célculo da concentracdo citotoxica de 50% (CC50). Os valores obtidos de
CC50 foram: tempo de 24 h - 2393 ug/mL, tempo de 48 h — 8665 ug/mL e no tempo de
72 h — 6027 ug/mL. Nas analises anti-inflamatorias in vitro, os tratamentos promoveram
inibicdes de 92 a 100% nas concentra¢fes de 200, 500 e 1000 pg/mL, tanto no teste de
espraiamento como no de fagocitose. A partir dos resultados obtidos, é possivel concluir
que a auséncia de citotoxicidade e atividade anti-inflamatoria do EPV podem ser
comprovadas por estudos in vitro, e que, provavelmente, além dos compostos fendlicos,
as saponinas estejam respondendo por essa importante atividade terapéutica.

Palavras-chave: abelhas africanizadas, vassourinha, fagocitose, compostos fendlicos,
saponinas.
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ABSTRACT

The prolonged maintenance of an inflammatory response increases the risk of developing
a chronic process, as well as, promotes the occurrence of severe tissue damage. Green
propolis, produced from exudates collected by Africanized bees from a plant native to
Brazil, has a phytochemical composition which is responsible for biological activities that
are beneficial to the organism in combating and preventing diseases. Given the search for
therapeutic compounds with safe and efficient anti-inflammatory capacity, this study
aimed to investigate in vitro the anti-inflammatory and cytotoxic potential of green
propolis extract (EPV). To this end, phytochemical analysis was performed by
quantifying flavonoids, condensed tannins, hydrolyzed tannins, and saponins.
Cytotoxicity analysis was performed using the MTT assay, and phagocytosis and
macrophage spreading assays for the analysis of anti-inflammatory activity. It was
observed that EPV has high contents of flavonoids (7.2 = 0.48 in g EQ/100g), condensed
tannins (32.28 £ 9.5 in g EP/100g), hydrolyzed tannins (67.87 = 10.04 in g EAG/100g)
and saponins (71.31 £ 7.9 in g ES/100g). The absence of cytotoxicity was verified at all
evaluation times by calculating the 50% cytotoxic concentration (CC50). The obtained
CC50 values were: 24 h time - 2393 ug/mL, 48 h time - 8665 ug/mL and at 72 h time -
6027 ug/mL. In the in vitro anti-inflammatory analyses, the treatments promoted
inhibitions from 92 to 100% in concentrations of 200, 500 and 1000 pg/mL, both in the
spreading test and in the phagocytosis test. From the results obtained, it is possible to
conclude that the absence of cytotoxicity and anti-inflammatory activity of EPV can be
proven by in vitro studies, and that, probably, besides phenolic compounds, saponins are
responsible for this important therapeutic activity.

Keywords: africanized honeybees, broombee, phagocytosis, phenolic compounds,
saponins.

1 INTRODUCAO

A inflamacgdo é uma condicdo essencial no processo de cicatrizacdo dentro do
organismo, mediando o reparo tecidual com a proliferacdo de queratindcitos, fibroblastos,
células endoteliais e recrutamento de macréfagos (Boniakowski et al., 2017). Os
macrofagos agem diretamente em injarias no organismo humano, incluindo defesa do
hospedeiro, promocao e resolucdo da inflamacdo, remocdo de células apoptdticas e
suporte da proliferacdo celular, além da restauracao do tecido pos lesdo (Koh TJ, DiPietro,
2011). Entretanto, este processo, quando fora do estado de homeostasia, prejudica a
reparacao tecidual plena, em razdo do aumento de citocinas pro-inflamatérias (Snyder et
al., 2016). Desta maneira, o descontrole e a perpetuacdo da resposta inflamatéria elevam
o risco de desenvolvimento de ferimentos crénicos (Brancato; Albina, 2011), podendo
gerar Ulceras em funcdo do estresse oxidativo, da dispersdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e da acdo de enzimas proteoliticas secretadas pelos macréfagos
(Ganesh; Ramkumar, 2020).
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Nos ultimos anos, com o proposito de reduzir os danos teciduais, promover a
adequada cicatrizacdo e a remissdo da inflamacdo descontrolada, tem se intensificado a
investigagdo de novas moléculas ativas que possam substituir os anti-inflamatorios
sintéticos ndo esteroidais (AINES). O mecanismo de acdo dos AINEs tradicionais
fundamenta-se na inibicdo da cicloxigenase 2 (COX-2), enzima responsavel pela
biossintese das prostaglandinas e do tromboxano, que realizam a mediacao da inflamagéo
e ador (Bacchi et al., 2012). Entretanto, varios estudos mostram que os AINES nao atuam
de forma seletiva na via da COX-2, mas também na via da COX-1, responsavel pela
producdo de prostaglandinas que sdo importantes na funcdo gastrointestinal e renal.
Sendo assim, a reducdo dessas prostaglandinas pode ocasionar danos a essas funcoes
(Bertolini A, Ottani A, Sandrini, 2002; Ogazon et al., 2021; Kadusevicius, 2021). Desse
modo, as gastroenteropatias induzidas por AINEs podem variar desde petéquias, até
mesmo complicacfes graves, como hemorragia, ulceracdo e morte (Marcen; Sostres;
Lanas, 2016).

Nessa direcéo, a propdlis, um produto formado quando as abelhas utilizam a saliva
para coletar material de brotos, flores e plantas, transformando-os em uma resina;
apresenta-se como candidato potencial na busca de novos principios ativos, moléculas e
classes de bioativos que corroborem com a diminuicéo da inflamagéo, consequentemente
auxilie na regeneracdo tecidual. Destaca-se, assim, a propolis verde, encontrada nos
estados de Sdo Paulo e Minas Gerais, sendo produzida por abelhas Apis melifera a partir
de uma planta nativa do Brasil, Baccharis dracunculifolia, popularmente conhecida como
Vassourinha ou Alecrim do Campo (Augusto-Obara et al., 2019). Esta possui uma
composicdo caracteristica, contendo elevados niveis em polifendis (principalmente
flavonoides), saponinas, ceras, resinas, balsamos, aminoacidos e outros 6leos (Tobaldini-
Valerio et al., 2016; Moskwa et al., 2020; Pereira et al., 2021); que lhe conferem
propriedades  terapéuticas  promissoras, como antimicrobiana, antioxidante,
anticancerigena, antiviral, imunomoduladora, cicatrizante e antisséptica (Righi et al.,
2011).

Enfim, contemplando os aspectos fundamentados, e se utilizando somente de
ensaios realizados in vitro, o presente estudo teve como objetivo investigar o potencial
anti-inflamatorio e citotoxico do extrato da propolis verde (EPV). Além disso, por meio
das quantificagdes de seus metabolitos secundarios, estabelecer uma correlacdo entre a

composicao fitoquimica do EPV e sua atividade anti-inflamatoria.
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2 METODOLOGIA

O extrato da propolis foi obtido a partir da propolis padronizada (NUimero da
patente Pl 0405483-0, Revista de Propriedade Industrial, n. 1778, 2005) fornecida pela
empresa Apis Flora Industrial e Comercial Ltda. Para a obtencdo do extrato da prépolis
efetuou-se a maceracao da propolis com uma solucdo hidroalcodlica de 30% propolis
70% alcool PA (v/v). Em seguida, a solucdo foi filtrada e o extrato foi concentrado em
um evaporador rotativo sob pressdo reduzida e temperatura controlada de 40-60°C para
eliminacdo completa do etanol. Ao extrato foi adicionada agua purificada e a solucéo foi
submetida a uma operacdo de secagem na presenca de maltodextrina (7:3, propolis:
excipiente) por spray, obtendo o extrato da prépolis verde (EPV).

A quantidade de flavonoides foi determinada usando um método
espectrofotométrico baseado na formacido de complexos de flavonoides com ions Al
(Persuri¢ et al., 2020). Primeiro, 1 mL dos tratamentos (100 a 1000 ug/mL) foi misturado
com 0.3 mL de NaNO: (5%, m/v) e 0.5 mL de AICI; (2%, m/v). Apds 6 min, a amostra
foi neutralizada com 0.5 mL de solu¢do de NaOH 1 mol/L. A mistura foi deixada por 10
min a temperatura ambiente e, em seguida, a absorbancia foi medida a 510 nm usando
espectrofotdbmetro Lambada Bio 20 (PerkinElmer, Waltham, MA, EUA). Os resultados
foram expressos em g equivalente de quercetina (EQ) por 100 g de extrato seco (g EQ/100
9).

O contetdo de taninos condensados foi analisado pela metodologia descrita por
Martins (2019), por meio de reacdo colorimétrica com solucdo de vanilina. Em tubos de
ensaios pré-aquecidos a 30 °C por 30 min foram adicionados 1.0 mL dos extratos
dissolvidos em alcool etilico PA, 2.5 mL de acido sulfurico (H2S04) a 25% em alcool
etilico PA (v/v) e 2.5 mL de vanilina 1% em alcool etilico PA (p/v). Os tubos foram
agitados em vortex para homogeneizacao e aquecidos por 20 minutos a 30 °C em banho-
maria, ao abrigo da luz. Em seguida, a leitura em espectrofotometro foi a 500 nm. Os
resultados foram expressos em equivalente de proantocianidina (EP) em ¢g/100 g de
extrato seco.

O conteldo de taninos hidrolisaveis foi estimado em espectrofotdmetro de acordo
com a metodologia adaptada por Garcia et al. (2011). Em tubos de ensaio 2 mL das
amostras foram misturados com 8 mL da solucdo reagente contendo sulfato de amdnio
férrico (FAS), que consiste em 89% de solucdo 50% (m/v) ureia/tampdo acetato 0.1 M

pH 4.4, 10% de solucéo de goma ardbica 1% em agua destilada e 1% da solugéo de sulfato
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de aménio feérrico em &cido cloridrico 1M. Ap6s 20 min de reacdo, a absorbancia foi lida
em 580 nm. Os resultados foram expressos em equivalente de acido galico (EAG) em
g/100 g de extrato seco.

O teor de saponinas totais foi determinado usando um método espectrofotométrico
de acordo com Shiau et al. (2009), com algumas modificagcdes. Em tubos de ensaio foram
pipetados 0.25 mL dos tratamentos (100 a 1000 ug/mL), 0.25 mL de reagente vanilina
10% (m/v) e 2.5 mL de H2SO4 72% (v/v) em banho de gelo a 4 °C. Apo6s, a mistura foi
aquecida em banho-maria por 10 min a 60 °C e, posteriormente, resfriada a 25°C. A
absorbancia da mistura foi medida a um comprimento de onda de 544 nm usando
espectrofotometro Lambada Bio 20 (PerkinElmer, Waltham, MA, EUA). Os resultados
foram expressos em g equivalente de saponinas (ES) por 100 g de extrato seco (g ES/100
9)-

O ensaio de citotoxicidade do MTT [3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide] foi realizado conforme descrito anteriormente por
Mosmann (1983), com algumas modificacbes (Tsuboy et al., 2010). Para este ensaio,
fibroblastos de camundongos de origem dermica (NIH/3T3, ATCC® CRL-1658™)
foram semeados em placas de 96 pocos e incubados por um periodo de 24 h a 37 °C, 5%
CO,. Apos uma confluéncia de aproximadamente 75% (24 h), essas células foram
expostas a cinco concentrac@es diferentes de EPV (100 pug/mL, 200 pg/mL, 400 pg/mL,
800 pg/mL e 1600 ug/mL), ao controle negativo (solucdo fisiologica) e ao controle
positivo (2% (v/v) Tween 80). O tempo de tratamento foi de 24, 48 e 72 h. A concentragéo
citotoxica de 50% (CC50) foi definida como a concentracdo de extrato/composto
necessaria para a reducdo da viabilidade celular pela metade (OGBOLE et al., 2017), e
sua interpretacdo foi baseada nos estudos de Silva-Silva (2016): resultado menor ou igual
a 100 pg/mL (citotdxico), entre 101-500 pg/mL (moderadamente citotdxico) e acima de
500 pg/mL (ndo citotdxico).

Para a determinacdo da atividade anti-inflamatoria foram utilizados os seguintes
tratamentos 200, 500 e 1000 ug/mL. A cultura celular foi realizada com macréfagos
murinos da linhagem imortalizada Raw 264.7 (ATCC TIB-71), os quais foram
descongelados e cultivados em um frasco de cultura de células com meio de cultura
Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) Ham's F-12 a 37 °C, 5% de CO..

O primeiro teste realizado in vitro foi espraiamento de macréfagos, seguindo o

método descrito por Basto et al. (2012). As laminas foram fixadas com glutaraldeido
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2.5%, posteriormente foram coradas com corante Wright (Renylab), com as laminas
prontas, foram lidas as triplicadas em microscopio Optico com aumento de 400 X,
totalizando 100 células. A inibi¢do de espraiamento (IE) foi calculada usando a seguinte

formula;

Equacéo 1. %lInibicdo do Espraiamento de Macr6fagos
IE (%) = 22T % 100 (1)

facbr

Onde Eo representa o valor médio do nimero de células espraiadas no grupo
controle negativo; Et representa o valor médio do nimero de células espraiadas nos
grupos tratados.

O segundo teste anti-inflamatorio realizado in vitro foi a fagocitose, seguindo o
método descrito por Azedo et al. (2011), com poucas modificacdes. As laminas foram
fixadas com glutaraldeido 2.5%, posteriormente foram coradas com corante Wright
(Renylab), com as laminas prontas, foram lidas em triplicata em microscopio optico com
aumento de 400 x, realizando uma contagem total de 100 células. A inibicdo da fagocitose

(IF) foi calculada usando a seguinte formula:

Equacdo 2. %lnibicdo da Fagocitose de Macréfagos

IF (%) = =L x 100 (2)
0

Onde: Eo representa o valor médio do nimero de células no grupo de controle
negativo que fagocitaram as particulas de Zymosan; Et representa o valor médio do

numero de células dos grupos tratados que fagocitaram as particulas de Zymosan.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
A Tabela 1 apresenta a composicao polifendlica e de saponinas encontrada para o

extrato da propolis verde (EPV):
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Tabela 1. Média + DP de flavonoides, taninos condensados, taninos hidrolisados e saponinas presentes no
extrato da propolis verde (EPV). Resultados expressos em gramas equivalentes do padrdo para 100 g do
extrato seco.

Flavonoides 7.26 +0.48 em g EQ/100g
Taninos Condensados 26.18 £ 0.02 em g EP/100g
Taninos Hidrolisaveis 59.84 £ 0.02 em g EAG/100g

Saponinas 71.31+£7.9em g ES/100g

EQ - equivalente de quercetina em g/100 g de extrato seco; EP - equivalente de proantocianidina em
9/100 g de extrato seco; EAG - equivalente de acido galico em g/100 g de extrato seco; ES - equivalente
de saponinas padrdo em g/100 g de extrato seco.

Os valores de bioativos na prépolis variam muito de acordo com a sazonalidade e
localidade da propolis e a fonte boténica usada na sua producdo pela abelha (Wozniak,
2019). Nunes et al. (2012) quantificaram no extrato hidroalcdolico da prépolis verde e
este apresentou 6.048% (m/m) de flavonoides totais. Por meio da cromatografia liquida
de alta eficiéncia os mesmos autores identificaram altas concentracdes de acidos fenolicos
(acido p-cumarico, acido diprenil-hidroxicinamico e derivados do acido cinamico), os
quais sdo atribuidas as propriedades antibacteriana, antioxidante, antiviral e anti-
inflamatoria.

Os taninos condensados e hidrolisaveis sdo comumente encontrados em diferentes
tipos de préopolis (LUSTOSA et al., 2008). Sao constituidos por polifenois e classificados
em hidrolisaveis e condensados, exercem funcdo antioxidante, inibidores enzimaticos,
antimicrobiana e cicatrizacdo de feridas (Lobo, 2017). Oliveira e Momesso (2019) por
meio de triagem qualitativa de taninos condensados e hidrolisaveis, constataram a
presenca de ambos. Oliveira et al. (2012) e Nogueira (2017) também apresentaram
qualitativamente a presenca deste metabolito secundario. Entretanto, foi observado
durante a triagem de dados, que ndo ha relatos fitoquimicos da dosagem quantitativa de
taninos presentes na prépolis verde.

As saponinas provenientes de fontes naturais sdo usadas ha séculos em
medicamentos fitoterapicos e infusdes de plantas, sdo moléculas anfifilicas que consistem
em carboidratos e por¢des de aglicona triterpendide ou esteroide — possuem maultiplas
atividades bioldgicas, como efeitos fungicidas, antimicrobianos, antivirais, anti-
inflamatérios, anticancerigenos, antioxidantes e imunomoduladores (Juang; Liang,
2020). A presenca de saponinas na propolis verde é relata por Araujo et al. (2020) pela
andlise qualitativa, sendo a formulacdo do extrato metandlico que demonstrou presenca
deste metabdlito secundario na prépolis produzida pelas abelhas da cidade de Salin6polis,
estado do Pard, Brasil. Nogueira (2017) também por analise qualitativa indicando

presenca e identificacdo de saponinas. Deste modo, foi observado durante a triagem de
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dados, que ndo hé relatos fitoquimicos da dosagem quantitativa de saponinas presentes
na propolis verde.

A fim de comprovar a auséncia de citotoxicidade e seguranca de seu uso, o EPV
foi avaliado pelo método MTT. Neste teste, a viabilidade das células NIH3T3 foi
comprovada por meio da formagé&o dos cristais de formazan. De acordo com 1SO10993-
5 para ensaios de citotoxicidade in vitro, a viabilidade deve ser superior a 70% para que
a amostra ndo apresente potencial citotoxico (1SO, 2009). Na Figura 1 observa-se a
analise da citotoxicidade dos tratamentos com o EPV, do controle positivo (Tween 80%)
e do controle negativo (solugdo fisioldgica) nos tempos de 24, 48 e 72 h. Foi constatado,
a partir dos dados obtidos, que todos os tratamentos com o EPV e controle positivo
apresentaram diferenca significativa em relacdo ao controle negativo (solucdo
fisiologica), p <0.05. O controle positivo apresentou citotoxicidade em todos os tempos
analisados, pois reduziu a viabilidade em menos de 70%. No tempo de 24 h todas
concentragdes do EPV reduziram a viabilidade celular, mas esta se manteve superior a
70% (p <0.05). Em 48 h, todos os tratamentos com EPV aumentaram a viabilidade celular
em relacdo ao controle negativo (p <0.05). No tempo de 72 h, somente a concentragéo de
1600 pg/mL demonstrou-se citotoxica, pois apresentou uma viabilidade de 38.68%,
p<0.05. Observa-se, portanto, que nos tempos de 48 e 72 horas de tratamento, 0 EPV,
exceto na dose de 1.600 ug/mL, promoveu o aumento na proliferacdo celular,
demonstrando um maior metabolismo das mitocondrias das células.

A partir dos dados obtidos foi calculada a concentracdo citotdxica de 50% (CC50),
definida como a concentracdo de EPV necessaria para reduzir a viabilidade celular pela
metade (Ogbole et al., 2017). Os valores obtidos de CC50 foram: tempo de 24 h - 2393
ug/mL, tempo de 48 h — 8665 ug/mL e no tempo de 72 h — 6027 ug/mL. De acordo com
a classificacdo de Silva-Silva (2016) em todos os tempos analisados 0 EPV se enquadra
como uma substéncia ndo citotoxica.

Peter et al. (2019) avaliaram o extrato hidroalcoolico da propolis verde em células
MDBK (células saudaveis de figado) nas concentracdes de 0.097 a 0.39 mg/mL e também
constatou auséncia de citotoxicidade. Em adicdo, Nogueira (2017) avaliou o extrato
hidroalcoolico da propolis verde em células mononucleares humana nas concentracoes
0.5%, 1%, 5% e 10% e em tempos de incubacdo de e 24, 48 e 72h, notando que a
viabilidade celular foi de 100%.
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Figura 1. Média + DP dos valores em % referente a taxa de viabilidade celular em fibroblastos NIH 3T3
nos diferentes tempos de avaliacdo (24, 48 e 72 h) ap6s a realizagdo dos seguintes tratamentos: salina -
controle negativo (CN); Tween 80 a 2% - controle positivo (CP); Extrato da prdpolis verde nas
concentragdes de 100, 200, 400, 800 e 1600 pg/mL. O asterisco (*) significa p <0.05 diferenga
significativa em relagcdo ao grupo CN.
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Posteriormente, apos a comprovacao da auséncia da citotoxicidade, foi avaliada a
atividade anti-inflamatoria in vitro promovida pelo EPV. Sabe-se que os macréfagos,
principais células responsaveis pela resposta imune, respondem rapidamente a sinais
microambientais, incluindo os gradientes de sinais fisicos ou quimicos, que podem
modular o seu comportamento celular, promovendo polarizagdo, proliferacdo e adesao
(Li; Batlie, 2021). Assim, o desequilibrio na homeostase dos macréfagos se constitui em
um dos principais fatores para a liberacéo de mediadores pré-inflamatorios, resultando na
ativacdo continua de populacdes imunes e estromais, na diminuicdo da regeneracdo do
tecido e no aceleramento dos processos de necrose tecidual (Ross; Devitt; Johnson, 2021).

A Figura 2 apresenta as células espraiadas (E) no CN (controle negativo) e células
ndo espraiadas (NE) apds tratamento com EPV. A partir da contagem de células E e NE
em todas as laminas e do célculo da porcentagem de inibicdo do espraiamento foram
obtidos o0s seguintes resultados para os tratamentos com EPV nas diferentes
concentracdes analisadas: 200 pg/mL —90.22 £ 3.05 %; 500 pg/mL —93.00 £5 % e 1000
pg/mL — 94.00 £ 2.64%. O CP (controle positivo) inibiu o espraiamento em 92.03 +
3.55%. O extrato em todas as concentracdes analisadas e o CP diferiram do CN de forma
significativa (p <0.05).

Na literatura ndo existem relatos de estudos realizados com a propolis verde neste
teste. Mas, Kienzl et al. (2020) analisando as concentragdes de 10 ou 5 pg de THC

(Tetrahidrocanabinol) observaram uma inibicdo de 100% do espraiamento de
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macrofagos. Friedman et al. (1983) constataram que o extrato sonicado de L.
pneumofilha, 10 ug/mL promoveu uma inibi¢do de 89.2% do espraiamento.

O espraiamento representa um processo importante no processo inflamatério. A
mudanca de morfologia do macréfago permite, por meio dos pseuddpodes, que este atinja
o local da injaria e/ou patdégeno (Boniakowski et al., 2017). Desta forma, por inibir o
espraiamento em todas as concentra¢fes analisadas, inclusive apresentando um efeito
semelhante ao do controle positivo, os resultados obtidos com o EPV neste teste se

mostram promissores.

Figura 2. Médias + DP dos valores em % da Inibicdo do Espraiamento em macréfago RAW 264 apds os
seguintes tratamentos: salina - controle negativo (CN); Dexametasona 100 pg/mL - controle positivo (CP)
e extrato da propolis verde (EPV) nas concentracdes de 200, 500 e 1000 pg/mL. O asterisco (*) significa

p<0.05 significa diferenca significativa em relagdo ao grupo CN.
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Os macréfagos também participam da alca autorreguladora no processo
inflamatério, produzindo uma ampla gama de moléculas biologicamente ativas,
participando de resultados benéficos e prejudiciais na inflamacdo, como, por exemplo, a
fagocitose desenfreada (Gierlikowska et al., 2020). A fagocitose pode ser desencadeada
por diversas interacfes receptor-ligante para eliminar patdgenos, autofagia e doencas
autoimunes (Joffe et al., 2020).

Na Figura 3 estdo representados macrofagos que realizaram o processo de

fagocitose (F) e macréfago que ndo realizaram fagocitose (NF). Os resultados mostram,
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que em todas as concentracOes analisadas o EPV diferiu significativamente do controle
negativo p <0.05. A inibi¢do do processo de fagocitose em % foram: 200 ug/mL - 61.80
+ 3.00; 500 ug/mL 72.90 £ 5.03 e 1000 ug/mL - 79.80 = 3.44. O controle positivo
(dexametasona 100 ug/mL) promoveu, em %, 92,03 + 4.66 de inibigéo.

Figura 3. Média + DP dos valores em % referente a inibi¢do da fagocitose em macréfago RAW 264 ap6s

0s seguintes tratamentos: salina - controle negativo (CN); Dexametasona 100 pg/mL - controle positivo

(CP); extrato da prépolis verde (EPV). O asterisco (*) significa p < 0.05 significa diferenca significativa
em relacdo ao grupo CN.
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Do mesmo modo que o observado para o ensaio de espraiamento, ndo foram
encontrados na literatura estudos realizados com a propolis verde neste teste . No entanto,
se utilizando desse teste Hikmah et al. (2015) analisaram o extrato metanolico de Anonna
muricata e de Orthosiphon aristatus, ambos na concentragdo de 100 pg/mL, e obtiveram,
respectivamente, as seguintes % de inibi¢do da fagocitose: 58.43 + 1.93 e 57.72 + 1.05.
No estudo realizado por Ramesh e Padmavathi (2010) com ratos da linhagem Wistar in
vivo, o extrato etandlico de Euphorbia hirta diminuiu o indice fagocitario em 100% dos
macrofagos peritoneais estimulados nas concentracdes de 40 mg/kg.

Em um estudo realizado por Machado et al. (2012) foi demonstrado que o extrato
aquoso de propolis verde tem um forte potencial anti-inflamatério em modelo pulmonar
e granulomatoso em animais. Também, é capaz de promover a inibi¢do de citocinas pro-

inflamatérias e aumento de citocinas anti-inflamat6rias sugerindo uma atividade
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imunomoduladora. Ainda, para os autores, 0s compostos fenolicos estdo entre 0s
componentes mais proeminentes da propolis, e sdo considerados responsaveis pela maior
parte de suas propriedades.

Em consonéncia a este estudo realizado in vivo, com o extrato aquoso da propolis
verde, nossos resultados, obtidos em testes in vitro, também demostram expressiva
atividade anti-inflamatdria do extrato alcodlico da prépolis verde. Porém, os dados
obtidos nesse estudo sugerem que além dos compostos fendlicos as saponinas devem estar
contribuindo fortemente com a atividade bioldgica apresentada pelo EPV.

4 CONCLUSAO

A partir deste estudo, foi possivel constatar no EPV a presenca de compostos
fendlicos, como os flavonoides e taninos, bem como uma expressiva concentracdo de
saponinas. Por meio do célculo do CC50 foi possivel classificar o EPV como ndo
citotoxico. A atividade anti-inflamatoria in vitro do EPV foi constatada por sua
capacidade em inibir o espraiamento e a fagocitose de macréfagos. Dessa forma, é
possivel estabelecer uma relacédo entre a atividade terapéutica do EPV com os metabolitos

secundarios analisados, em especial as saponinas.
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