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RESUMO

Melipona fasciculata Smith (tiiba) € bastante cultivada no estado do Maranhao,
principalmente nas regides da Baixada e Cerrado e é uma abelha sem ferrdo que produz
mel, cera e geoprdpolis, que € constituido por material resinoso coletado de espécies
vegetais, misturado com cera, secregdes salivares e terra. Estudos t€ém demonstrado que a
geopropolis de tiiba possui diversas atividades bioldgicas como antimicrobiana,
leishmanicida, antioxidante, anti-helmintica, antiproliferativa mostrando ser um produto
natural promissor para novas pesquisas. Portanto, este trabalho teve por objeto avaliar a
composi¢do quimica por CL-EM-EM e o potencial antitumoral de extratos de geoprdpolis
de Melipona fasciculata da Baixada e Cerrado maranhense. As amostras de geopropolis
foram coletadas nos municipio de Fernando Falcdo, Cerrado e Palmeirandia-MA, Baixada,
sendo que a coleta da geopropolis do Cerrado foi pontual e a coleta da geoprépolis da
Baixada foi temporal, mas todas as amostras foram submetidas a processo extrativo com
solucdo hidroetandlica 70%, por maceracdo por 48h. Por se tratar de amostras de
geopropolis diferentes, foi possivel desenvolver dois trabalhos, o primeiro foi com a
amostra do Cerrado cujo extrato foi EGP que foi submetido a fracionamento com solventes
de polaridade crescente e a avaliacdo da composi¢do quimica, do teor fendlico, da
atividade antioxidante e da acdo citotéxica para células do tumor de Ehrlich, MCF-7 e
RAW. Os resultados desse primeiro trabalho mostraram que EGP e suas fracdes acetato de
etila (FA) e fracdo hidrometandlica (FM) tém altos teores de compostos fendlicos e
atividade antioxidante e que tanto o EGP e essas duas fracdes (FM e FA) apresentam a
melhor citotoxicidade para as células tumorais. No extrato EGP foi possivel identificar 10
substancias todas como taninos hidrolisaveis derivados do acido galico e dcido elagico. No
segundo trabalho, com amostras da geoprdpolis da Baixada, a coleta foi randomizada e
anual, obtendo-se seis amostras e consequentemente seis extratos, codificados de EG1 a
EG6 e avaliou-se a citotoxicidade para células do tumor de Erhlich e consequente triagem
para avaliacdo da composi¢do quimica e acdo antitumoral in vivo com tumor de Ehrlich na
forma ascitica e solida. Os resultados mostraram que os extratos da geoprépolis
apresentaram concentragao inibitoria (Clsp) entre 180 a 419ug/mL para citotoxicidade com
células tumorais, sendo selecionados quatro extratos mais citotoxicos e com perfil quimico
mais semelhante para identificagdo dos seus constituintes, que através de comparagdo com

dados na literatura foi possivel identificar tentativamente 13 substincias, entres elas,



triterpenos, benzofenonas e um alcaloide. A partir de entdo, escolheu-se um extrato, o mais
citotéxico in vitro e com maior rendimento, para avaliacdo antitumoral in vivo e o0s
resultados demonstraram que EG1 inibiu o desenvolvimento do tumor ascitico de Ehrlich,
uma vez que reduziu o nimero de células tumorais, o volume ascitico, € aumentou a
sobrevida dos camundongos e que quando administrado de forma profildtica e terapéutica
sobre o tumor sélido de Ehrlich, as doses de 0,5 e 5 mg/kg inibem o desenvolvimento do
tumor quando comparado ao controle e a dose 50 mg/kg. Com base nos resultados,
observou-se que a geoprdpolis de M. fasciculata da Baixada e Cerrado maranhense
possuem um potencial antitumoral, mas com composi¢cdo quimica diferente,
consequentemente atuam por mecanismos terapéuticos diferentes, sendo necessirio a
continuacdo desses estudos para descoberta completa destes mecanismos de acdo

responsavel pela atividade citotoxica.

Palavras-chave: Geopropolis. Melipona fasciculata. Taninos hidrolisdveis. Triterpenos.

Benzofenonas. Tumor Erhlich. MCF-7.



ABSTRACT

Melipona fasciculata Smith (titiba) is widely cultivated in the state of Maranhao, mainly in the
Baixada and Cerrado regions, and is a stingless bee that produces honey, wax and geopropolis,
which consists of resinous material collected from vegetable species, mixed with wax, salivary
secretions and soil. Studies have shown that the thropic geopropolis has several biological
activities, such as antimicrobial, leishmanicide, anti-helminthic, anthelmintic and
antiproliferative, proving to be a promising natural product for further research. Therefore, the
objective of this work was to evaluate the chemical composition by LC-MS-MS And the
antitumor potential of extracts of geopropolis of Melipona fasciculata of Baixada and Cerrado
of Maranhdo. The geopropolis samples were collected in the municipality of Fernando Falcao,
Cerrado and Palmeirandia-MA, Baixada, and the collection of the Cerrado geopropolis was
punctual and the collection of the Baixada geopropolis was temporary, but all samples were
submitted to extractive process with 70% hydroethanol solution, by steeping for 48h. Because
of the different geopropolis samples, it was possible to develop two studies, the first one was
the Cerrado sample whose EGP extract was submitted to fractionation with increasing polarity
solvents and the evaluation of the chemical composition, phenolic content, activity antioxidant
and cytotoxic action for Ehrlich tumor cells, MCF-7 and RAW. The results of this first work
showed that EGP and its fractions ethyl acetate (FA) and hydrometanic fraction (FM) have high
levels of phenolic compounds and antioxidant activity and that both EGP and these two
fractions (FM and FA) present the best cytotoxicity for tumor cells. In the EGP extract it was
possible to identify 10 substances all as hydrolysable tannins derived from gallic acid and
ellagic acid. In the second work, with samples from the Baixada geopropolis, the collection was
randomized and annual, obtaining six samples and consequently six extracts, encoded from
EGI to EG6 and evaluating the cytotoxicity to Erhlich tumor cells and consequently screening
for evaluation of the chemical composition and antitumor action in vivo with Ehrlich tumor in
ascitic and solid form. The results showed that the extracts of the geopropolis had an inhibitory
concentration (IC50) of 180 to 419 ng / mL for cytotoxicity with tumor cells, being selected
four more cytotoxic extracts and with more similar chemical profile to identify their
constituents, that by comparison with data In the literature it was possible to tentatively identify
13 substances, among them, triterpenes, benzophenones and an alkaloid. Thereafter, a more
cytotoxic in vitro and higher yielding extract was selected for in vivo antitumor evaluation and

the results demonstrated that EG1 inhibited the development of Ehrlich ascites tumor, as it



reduced the number of tumor cells, ascites volume, and increased survival of the mice and that
when administered prophylactically and therapeutically on Ehrlich solid tumor, doses of 0.5
and 5 mg/kg inhibited tumor development when compared to control and dose 50 mg/kg. Based
on the results, it was observed that the geopropolis of M. fasciculata from Baixada and Cerrado
do Maranhdao possess an antitumor potential, but with different chemical composition,
consequently they act by different therapeutic mechanisms, being necessary the continuation of
these studies for the complete discovery of these mechanisms of Responsible for cytotoxic

activity.

Keywords:  Geopropolis. Melipona fasciculata. Hydrolysable tannins. Triterpenes.

Benzophenones. Tumor Erhlich. MCF-7
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control groups received only PBS. Forty-eight hours after prophylactic or
therapeutic treatment, the animals were inoculated with 105 Ehrlich tumor cells in
the footpad and paw thickness was measured every 2 days with a digital
pachymeter (A and B). Difference between the final and initial thickness after
prophylaxis and therapy, respectively (C and D). Data are the mean + S.E.M. for 6
animals per group. *indicates a significant difference between the control and
treated groups (p<0.05), #indicates a significant difference between the treated
EEOUPS (PT0.05) et
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doses of 0.5, 5 and 50 mg/kg by the intraperitoneal route. The control groups
received only PBS. The images represent histological sections of the footpad 14
days after Ehrlich tumor inoculation, stained with hematoxylin-eosin and analyzed
at 400x magnification. Photomicrographs showing a panoramic view of neoplastic
tissue in the dermis. Sagittal section. (A) Prophylactic control, (B) prophylactic
EGS 0.5, (C) prophylactic EGS 5, (D) prophylactic EGS 50, (E) Therapeutic
control, (F) therapeutic EGS 0.5, (G) therapeutic EGS 5, (H) therapeutic EGS 50.
The black arrows indicate tumor cells and the red arrow indicates an inflammatory
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1 INTRODUCAO

A maioria das abelhas sociais e as mais amplamente cultivadas e conhecidas pela
populacdo estdo abrigadas na familia Apidae, que estd subdividida em quatro subfamilias:
Andreninae, Apinae, Colletinae, Halictinae, Megachilinae (CAMARGO & PEDRO, 2013), e
que possuem um importante papel na polinizacdo da vegetagdo nativa e na manutengdo da
diversidade de plantas, tornando-se essenciais na conservagdo de diversos ecossistemas. A
subfamilia Apinae possui 20 tribos dentre estas a tribo Meliponini que € constituida por
abelhas sem ferrdo, conhecidas como meliponineos, por possuirem ferrdo atrofiado e assim
serem incapazes de ferroar (CAMARGO & PEDRO, 2013), que ocupam grande parte das
regidoes de clima tropical do planeta, algumas regides de clima temperado e subtropical.
Constituem um grupo ecologicamente importante, pois atuam na manutencao da diversidade
das plantas nativas e cultivadas, como efetivos polinizadores, no entanto, estas espécies vém
sendo dizimados hd muitos anos, através da destruicdo da flora nativa, reducdo do substrato
de nidificagdo, coleta predatdria de ninhos e introdugdo de espécies exodticas (NOGUEIRA-
NETO, 1997; SILVEIRA, et al., 2002; VELTHUIS, et al., 2003).

As abelhas sem ferrdo além de produzir mel, cera e prépolis produzem também a
geopropolis a partir da mistura de resinas vegetais, polen, cera, secrecdes salivares e terra e/ou
barro o que as diferencia da propolis que ndo possui terra ou barro na sua composi¢ao
(NOGUEIRA-NETO, 1997).

Dentre os produtos das abelhas, a propolis de Apis mellifera, abelha com ferrdo, se
destaca pelas suas diversas propriedades terapéuticas, como cicatrizante, anti-inflamatdria,
antisséptica, antibacteriana, antifiingica, analgésica, antioxidante e antiprotozodria
(FRANCHIN et al., 2012; ODA et al., 2016; RIZZOLO et al., 2016).

Os estudos quimicos e farmacolégicos de propolis tém se concentrado principalmente
em material proveniente de abelhas africanizadas da espécie Apis mellifera, ja4 havendo
legislacdo brasileira para regulamentar a padronizacdo de seus produtos para fins de
comercializacdo. Um cendario contrario existe para produtos de abelhas sem ferrdo, pois
embora utilizados popularmente como recursos terapéuticos para tratar Pprocessos
inflamatérios, tumores, fraquezas, hemorroidas, gastrites, tosses, promover cicatrizacao
(KERR, 1987), ainda ndo possuem legislacdo especifica para regulamentar o uso de seus
produtos no Brasil. Contudo, pesquisas ja comprovaram que a propolis e a geopropolis de

abelhas sem ferrdo apresentam diversas propriedades terapéuticas como anti-inflamatéria
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(FRANCHIN et al., 2013), antioxidante (DUTRA et al., 2008; DUTRA et al., 2011; DUTRA
et al., 2014), antimicrobiana (LIBERIO et al.,2011a, 2011b), leishmanicida (DUTRA, 2012) e
inclusive citotoxica (ASSUN(;AO, 2011; CUNHA, 2013) e antitumoral (ARAUJO et al.,
2010; ASSUNCAO, 2011), antiviral (RABELO; COELHO et al., 2015), e com composi¢ao
quimica rica em compostos polifendlicos e terpenos (DUTRA et al., 2008; DUTRA, 2012;
BATISTA, 2011; DUTRA et al.,, 2014; BATISTA et al., 2016). Logo, produtos dessas
abelhas, como a geoprdpolis, que até o momento ndo é aproveitado economicamente,
demonstra ser um recurso natural que pode no futuro representar uma alternativa no
tratamento de diversas doencas como o cancer que vem se tornando um mal mundial.

Nas ultimas décadas, o cancer tem ganhado uma grande magnitude, convertendo-se
em um evidente problema de satide publica mundial. O nimero estimado de novos casos de
cancer no Brasil para 2016/2017 foi de aproximadamente 600 mil, excetuando-se o cincer de
pele ndo melanoma (aproximadamente 180 mil casos novos), ocorrerdo cerca de 420 mil
casos novos de cancer. O perfil epidemioldgico observado assemelha-se ao da América Latina
e do Caribe, onde os canceres de préstata (61 mil) em homens e mama (58 mil) em mulheres
serdo os mais frequentes. Sem contar os casos de cancer de pele nio melanoma, os tipos mais
frequentes em homens serdo préstata (28,6%), pulmao (8,1%), intestino (7,8%), estdmago
(6,0%) e cavidade oral (5,2%). Nas mulheres, os canceres de mama (28,1%), intestino (8,6%),
colo do utero (7,9%), pulmao (5,3%) e estobmago (3,7%) figurardo entre os principais (INCA,
2016).

Atualmente, o tratamento anticancer tem baixa eficidcia em virtude do mecanismo de
acdo que as drogas supressoras tumorais possuem, inibindo o crescimento ou matando as
células malignas, mas sendo na sua maioria genotéxicos, produzindo dano ao DNA e
mutacdes, que podem induzir a formacgdo de outras células neopldsicas. Assim, os produtos
naturais tém sido alvos de investigacOes e ja contribuiram com cerca de 60% dos farmacos
anticancer introduzidos na terapéutica nas ultimas décadas (NEWMAN, GRAGG, 2007,
2016).

Diante do exposto, considerando o crescente numero de casos de céincer, o uso
terapéutico popular de produtos de abelhas sem ferrdo e o potencial tecnoldgico para geragao
de produtos, este trabalho buscou identificar composicdo quimica e avaliar atividade

antitumoral da geopropolis de Melipona fasciculata Smith cultivada no estado do Maranhao.
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Os resultados deste trabalho estdo dispostos em dois artigos, o primeiro-refere-se a
atividade citotoxica com células tumorais, atividade antioxidante e composi¢do quimica do
extrato hidroetandlico e fracdes da geoprépolis de Melipona fasciculata do Cerrado
maranhense e o segundo artigo, demonstra composi¢do quimica e atividade antitumoral in
vitro e in vivo de extratos hidroetandlicos de geopropolis Melipona fasciculata da Baixada

maranhense.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Meliponineos

As abelhas pertencem a ordem dos Himendpteros, reunidas na superfamilia Apoidea e
as que possuem hdbitos sociais mais avancados constituem a familia Apidae que estd
subdividida em 20 tribos: Anthophorini, Apini, Bombini, Centridini, Emphorini, Ericrocidini,
Eucerini, Euglossini, Exomalopsini, Isepeolini, Melectini, Meliponini, Nomadini, Osirini,
Protepeolini, Rhathymini, Tapinotaspidini, Teratognathini, Tetrapediini, Xylocopini
(CAMARGQO; PEDRO, 2007, 2013).

A tribo Meliponini € constituida por abelhas que possuem ferrdo atrofiado, conhecidas
como meliponineos ou abelhas sem ferrdo, ocupando grande parte das regides de clima
tropical do planeta, algumas regides de clima temperado e subtropical, sdo polinizadores
eficientes devido a sua constancia e fidelidade a coleta e também a sua capacidade de
reconhecimento de cor e sua memorizacio de odor. E de vital importéncia a polinizacdo das
plantas pelas abelhas, ndo s6 para o meio ambiente, porque garantem a perpetuacdo das
espécies vegetais, mas também para a agricultura, por aumentarem sensivelmente a producao
de frutos e sementes (NOGUEIRA-NETO, 1997; SANTOS, 2002; SOUZA et al., 2009).

Segundo udltimo levantamento do Moure’s bee Catalogue (CAMARGO; PEDRO,
2007, 2013), 417 espécies de abelhas sem ferrdo ja foram descritas nas regides neotropicais.
Destas, 244 espécies sdo registrados para o Brasil e cerca de 87 sdo endémicas no pais,
correspondentes a 20% das espécies neotropicais de abelhas sem ferrdo e apresentam
heterogeneidade na cor, tamanho, forma, hédbitos de nidificagdo e populacdo dos ninhos
(PEDRO, 2014). Elas sao abelhas sociais nativas tradicionalmente manejadas pelos indigenas

sendo conhecidas também como “abelhas indigenas” (NOGUEIRA-NETO, 1997; LOPES et
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al., 2005) que diferem das demais abelhas ndo apenas pelo ferrdo, mas por outras
caracteristicas, como ninhos feitos em troncos de drvores, fendas em pedras ou no solo, ou
pendurados em galhos; favos sobrepostos horizontalmente; deposicdo de pdlen no mel; e a
inutilizacdo ou expuls@o dos machos da colonia apds fecundarem a rainha (FABICHAK,
1989, VELTHUIS et al., 2003; LEVY et al., 2004; REGO et al, 2008).

Na regido Amazdnica predominam espécies do género Melipona e na regiao Nordeste,
especialmente no estado do Maranhao a espécie Melipona (Melikerria) fasciculata Smith. A
meliponicultura, o cultivo das abelhas nativas e sua exploragdo racional vém sendo desenvolvidos em
diversas regides do Brasil (Tabela 1), principalmente nas regides Norte e Nordeste, pelas populagdes
indigenas e rurais, o que tem contribuido para preservacdo da biodiversidade (LAURINO et al. 2006;
VILLA-BOAS, 2012).

No estado do Maranhdo destaca-se a espécie Melipona (Melikerria) fasciculata
Smith, vulgarmente conhecida como titiba ou tiiba do Maranhdo (Figura 1) cujo cultivo é
uma das principais fontes de renda para vdrias familias da Baixada e Cerrado maranhense
através da comercializacdo do mel que produzem. Essas abelhas sdo criadas principalmente
em caixas rusticas sem padronizagdo (Figura 2) e produzem além de mel, cera e geoprépolis e

acumulam pélen (BEZERRA, 2004; MARTINS et al., 2011).

Figura 1. Melipona fasciculata Smith (tiiba) (esquerda) e colmeia de Melipona fasciculata (direita). Foto:
Will Mesquita, 2016.
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Tabela 1. Principais espécies de abelhas sem ferrdo da Tribo Meliponini cultivadas nas regides do

Brasil (Adaptado de VILLA-BOAS, 2012)

Regiao Nome cientifico Nome(s) Popular(es) Estados
Melipona compressipes Jupar4, Jandaira, AC, AM, AP, PA,
Jandaira-preta RO, RR, TO
Melipona fasciculata Tidba,Urucu-cinzenta PA, TO
NORTE Melipona seminingra Urucu-boca-de-renda, AM, PA
Jandaira-Amarela
Scaptotrigona sp. Canudo AC, AM, AP, PA,
RO, RR, TO
Melipona asilvai Monduri, Rajada AL, BA, CE, PB, PE,
PL, RN, SE
Melipona fasciculata Titiba MA, PI
Melipona mandacaia Mandacaia AL, BA, CE, PB, PE,
PIL, RN, SE
Melipona quadrifasciata ~ Mandacgaia AL, BA, PB, PE, RN,
NORDESTE SE
Melipona scutellaris Urucu, Urugu- AL, BA, CE, PB, PE,
Nordestina, Urugu- PI, RN, SE
Verdadeira.
Melipona subnitida Jandaira, Urucu AL, BA, CE, MA,
PB, PE, PI, RN, SE
Scaptotrigona aff. postica Canudo MA
CENTRO- Melipona compressipes Urugu, Jandaira GO, MS, MT
OESTE Melipona rufiventris Urucu-Amarela GO, MS, MT
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Melipona seminigra Urucu MT
Scaptotrigona sp. Canudo GO, MS, MT
Tetragonista angustula Jantai GO, MS, MT
Melipona bicolor Guarupt, Guaraipo ES, MG, RJ, SP
Melipona quadrifasciata ~ Mandagaia ES, MG, RJ, SP
SUDESTE
Melipona rufiventris Urucu-Amarela MG, SP
Tetragonista angustula Jantai ES, MG, RJ, SP
Melipona bicolor Guarupt, Guaraipo PR, RS, SC
Melipona quadrifasciata  Mandagaia PR, RS, SC
SUL
Melipona mondury Monduri PR, RS, SC
Tetragonista angustula Jantai PR, RS, SC

A geopropolis (Figura 2) é formada a partir da mistura de resinas vegetais, pdlen, cera,

secrecoes salivares se diferenciando da propolis de abelhas com ferrdo como Apis mellifera,
pois apresenta sedimento de terra ou barro usado na sua elaborac@o, mas é usada assim como
a propolis para fechar pequenas frestas, vedar entradas de ventilagdo excessiva, embalsamar

insetos, entre outros (BARTH, 2006, NOGUEIRA-NETO, 1997).
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Figura 2. Caixa ristica com colméia de Melipona fasciculata Smith com
geoprdpolis nas bordas da caixa. Fonte: Will Mesquita, 2016.

O estado do Maranhdo retine caracteristicas bastante favordveis para criacdo de
abelhas sem ferrdo, uma vez que possui uma regido de transicdo, apresentando um grande
nimero de ecossistemas, desde ambientes salinos com presenca de manguezais, passando por
campos inunddveis, cerrados, babaguais e floresta amazodnica, proporcionando as abelhas uma
grande variedade de espécies vegetais e consequentemente influenciando na composicdo
quimica e atividades bioldgicas dos produtos meliponicolas, em especial da geoprépolis

(MUNIZ, 2004; MARTINS, 2011).
2.2 Composicio quimica de propolis e geopropolis de meliponineos

A composi¢do quimica de préopolis e geoprdpolis € bastante complexa e variada,
estando intimamente relacionada com a flora de cada regido visitada pelas abelhas (PARK et
al.,, 2002) e com o periodo de coleta (ROCHA et al., 2003). Além disso, a variabilidade
genética das abelhas rainhas também influencia na composi¢ido quimica (PARK et al., 1998,

MOREIRA, 1986; BANKOVA 2005; SOUSA et al., 2007).
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Estudos sobre a composicdo quimica de prépolis e geopropolis de meliponineos vem
sendo realizada desde a década de 90. Greenaway et al.(1991) analisando amostras de
prépolis e geoprépolis de abelhas sem ferrdo (Melipona sp., Nannotrigona tristella Cockrell,
Scaptotrigona sp. e Tetragonisca sp.) do Equador, observaram maior concentra¢do de acidos
fendlicos, como dcido 3,5-dihidrobenzdico, nessas amostras, diferentemente da prépolis de
Apis mellifera da Europa e da América do Norte, as quais sdo ricas em flavonoides.

Logo ap6s, Tomas-Barberan et al. (1993) identificaram compostos fenélicos do tipo
benzofenonas preniladas em prépolis e geoprépolis das abelhas sem ferrdo Friseomelitta
varia, Melipona compressipes, Melipona favosa, Scaptotrigona depilis e Paratrigona anduzei
oriundas da Venezuela, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (CLAE/EM).

Analisando a propolis e a geopropolis brasileira, produzida pelas abelhas Melipona
compressipes, Melipona quadrifasciata anthidioides e Tetragona clavipes, Bankova et al.
(1998) identificaram mais de cinquenta compostos, dentre eles compostos fendlicos como
benzofenonas, 4cidos fendlicos e pinobaksina e triterpenos como [-amirina.Terpenos e
compostos aromdticos foram identificados como constituintes majoritarios em geopropolis de
abelhas sem ferrdo do género Melipona, cultivados dos estados do Piaui e Parand, no Brasil
(KUJUMGIEV et al., 1999).

Sawaya et al. (2006) analisaram propolis de Tetragonisca angustula e prépolis de
Apis mellifera de diferentes estados brasileiros por espectrometria de massas com ionizacao
por eletrospray (ESI-EM), concluindo que a composi¢cdo quimica de propolis de Apis €
dependente da regido de coleta; enquanto que a composicdo quimica de préopolis de
Tetragonisca angustula independente da regido de coleta. J4 em 2009, utilizando a mesma
técnica (espectrometria de massas com ionizacdo por eletrospray) observaram que a
composi¢do quimica de propolis das abelhas sem ferrdo, Scaptotrigona sp., Scaptotrigona
depili e Scaptotrigona bipunctata, dos estados do Maranhao e Sdao Paulo varia de acordo com
a espécie de abelha, origem geogrifica e época de coleta, diferente de prépolis de
Tetragonisca angustula.

Extrato etanodlico e fragdes hexanica e aquosa da geopropolis de Melipona scutellaris
apresentaram atividade antinociceptiva frente a diferentes modelos de nocicep¢do, e sua
composi¢ao quimica mostrou significativa presenca de compostos fendlicos e auséncia de

flavonoides (FRANCHIN et al., 2012).
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Estudos com proépolis e geopropolis de abehas sem ferrdo (Tetragonisca angustula,
Melipona quadrifasciata, Plebeia remota, Plebeia droryana, Plebeia sp., Lestrimelitta spp.,
Tetragona clavipes, Nannotrigona testaceicornis, Scaptotrigona bipunctata, Melipona
scutellaris e Melipona favosa) de diferentes regides do Brasil foram analisadas, visando a
identificacdo da composicao quimica e fonte vegetal usada pelas abelhas e concluiram que a
maioria das abelhas sem ferrdo coletaram resinas de Schinus terebenthifolius, espécie com
ampla distribui¢do geografica no territério brasileiro. Nesse estudo, os autores enfatizam que
as abelhas sem ferrdo estudadas ignoram resinas de algumas espécies de plantas como,
Baccharis dracunculifolia, muito utilizada por Apis mellifera para a produgdo de prépolis
verde (SAWAYA et al., 2007; 2011).

Dentre as abelhas sem ferrdo, as espécies pertencentes ao género Melipona sao as mais
estudadas nos ultimos anos, principalmente no Brasil, por serem espécies nativas e cultivadas
em vdrias regides do pais. Estudos sobre a composicdo quimica de espécies do género
Melipoma estio dispostos na Tabela 2.

As classes de compostos quimicos ativos que predominam em geopropolis das
espécies do género Melipona sdo os fendlicos e terpenos, apresentando também acidos
arométicos, hidrocarbonetos e aguicares, sendo as técnicas de CG/EM e CLAE/EM, as mais
utilizadas para identificagdo.

Geopropolis de Melipona fasciculata, espécie muito cultivada no estado do Maranhao,
quando submetida a prospec¢do quimica revelou presenca de compostos das classes dos
compostos fendlicos, triterpenos e saponinas, além de elevados teores de polifendis obtidos
através da quantificacdo por métodos espectrométricos na regido do UV-vis (DUTRA et al.,
2008; CUNHA et al., 2009).

Estudos sobre a composi¢do quimica de geoprépolis de Melipona fasciculata oriundas
de diferentes localidades do estado do Maranhao demonstram que nesse material predominam
substancias das classes dos polifendlicos (taninos hidrolizaveis, flavonoides e dcidos
fendlicos) e terpenos (CUNHA, 2011; DUTRA et al., 2014; BATISTA et al., 2016).

Pesquisas do grupo de pesquisa em Quimica de Produtos Naturais da UFMA vém
demonstrando, que a geopropolis de Melipona fasciculata Smith de diferentes localidades do
estado do Maranhao, possui altos teores de compostos polifendlicos. Dutra et al. (2014)
estudando amostras de geopropolis de M. fasciculata do Cerrado maranhense mostrou que

essas apresentam elevadas concentragdes de polifenois totais, alta atividade antioxidante,
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além do 4cido gélico, eldgico e taninos hidrolisdveis, sugerindo que esses 4cidos fendlicos
sejam os responsdveis pela acdo antioxidante da geopropolis.

E interessante ressaltar que a geoprépolis de M. fasciculata da Baixada e Cerrado
maranhense possuem um teor relativamente baixo de flavonoides, constituintes considerados
comumente como responsaveis pelas propriedades terapéuticas de prépolis de Apis mellifera,
no entanto possuem outras substincias como triterpenos € taninos, respectivamente, que

também possuem diversas atividades bioldgicas.
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Tabela 2. Composi¢do quimica da geoprépolis de espécies do género Melipona

Espécies* Local de Classe de Compostos quimicos Método Referéncias
origem compostos analitico
Melipona (Melipona) Brasil/ Fenolicos Benzofenonas preniladas CLAE/EM Tomads-Barberan,
(Fabricius, 1798) Venezuela CG/EM et al., 1993;
Terpenos Acidos diterpénicos, dlcool triterpénico Velikova, et al,
2000 a.
Melipona (Melikerria) compressipes Venezuela Fendlicos Benzofenonas preniladas, flavonoides CLAE/EM Tomads-Barberan,
(Fabricius, 1804) et al, 1993;
Manrique &
Santana, 2008.
Melipona  (Melikerria) fasciculata Brasil Terpenos o-Pineno, nerolidol, espatulenol, #-murolol, CG/EM Bankova, et al.,
(Smith, 1854) acido dehidroabiético, 4cido diterpénico, CLAE/EM 1998; 1999;
acido  diterpénico, friedooleanona-3-ona, Kujumgiev, et
lupeol, f-amirina, a-amirna, f-amirenona e o- al.,1999;  Abreu,
amirenona. et al., 2006;
Dutra, et al.,
Fendlicos Acido gélico, dcido p-hidroxibenzdico, dcido 2008; Cunha, et

cindmico, acido cis-p-cumadrico, acido trans-
p-cumérico, metil p-cumarato, hidroquinona,
etilfenol, pinobanksina,

dihidroximetoxiflavonona,  3-(2-OH-fenil)-

al., 2009; Libério,
et al., 2011;
Dutra, et al.,

2014; Aragjo, et
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Acidos graxos

Hidrocarbonetos

propanolol, 3-(4-OH-fenil)-propanolol, 1- al., 2015; Aradjo,

feniletanol-2-feniletanol, alcool benzilico, et al., 2016;
benzaldeido, cumarona, hidroxi-acetofenona, Batista et al.,
dcido gdlico, 4cido hexahidroxidifenico- 2016.

galoilglicose, 4cido  hexahidroxidifenico-
glicose, 4cido dihexahidroxidifenico-glicose,
trigaloilglicose, 4cido hexahidroxidifenico-
digaloilglicose, 4acido valoneico dilactona,
dcido  hexahidroxidifenico-trisgaloilglicose,
dcido  hexahidroxidifenico-trigaloilglicose,
acido elagico, acido anacardico,
alquilresorcinol, heptadecilresorcinol,

nonadecilresorcinol, pentadecilresorcinol,

catequina, galocatequina, heperidina.

Acido miristico, &cido palmitico, 4cido
palmitoléico, acido estedrico, dcido oléico,

4cido caproico.

Hidrocarbonetos com cadeia de C8-C25,

alquibenzenos, alquilnaftalenos.
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Acido inorganico

Actcares

Acido fosforico.

Glicose, pentose, dissacarideos.

Melipona (Melipona) quadrifasciata Brasil
(Lepeletier, 1836)

Terpenos

Acidos graxos

Terpineno-4-ol, p-menta-1,4-dien-8-ol, trans-
carveol, carvona, p-cimeno, p-cimeno-8-ol, p-
cimeno-7-ol, timol, sabineno, f-tujona,
umbellulona, 2-careno, car-3-em-2-ona, -
pineno, [-pineno, trans-pinocarveol,
verbenol, verbenona, aldeido a-canfoleno, -
burboneno, aromadendreno, espatulenol,
oxido de cariofileno, acido ent-kaur-16-em-
19-oico, 4cido ent-15p-(3-metilbutanoiloxi-
16-kauren-19-oico, 4cido ent-15-f4-hidroxi-
16-kauren-19-oico, acidos diterpénicos,
4cidos E/Z comunico, 4cido agatdlico, 4cido
cupréssico, acido icocupréssico, acido 15-
acetoxi-isocupréssico.

Acido

laurico, acido miristico, dacido

palmitico, acido palmitoléico, acido

CG/EM

Bankova, et al.,

1998; 1999;
Velikova, et al.,
2000 a,b;
Manrique &

Santana, 2008;
Cardozo, et al.,

2015.
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margarinico, dcido estedrico, &acido oleico,
4cido pentadecandico, 4cido isovaleridnico.
Fendlicos Acido benzoéico, 4cido vanilico, 4cido
cinAmico, 4acido dihidroferdlico, 4acido
caféico, alcool  p-cumdrico,  p-cresol,
benzaldeido, 4-isopropilideno benzaldeido,
vanilina, coniferilaldeido, cumarona,
flavonoides, vanilina, 4cido p-cumarico, 3-
hidroxi-4-met6xi-cinamaldeido, canferol,

canferida, di-hidrocanferida.

Actcar Pentose

Hidrocarbonetos C8-C25, alquibenzenos, alquilnaftalenos.

Melipona (Eomelipona) marginata Brasil Fendlicos Acido benzoico, dcido cindmico, vanilina, CG/EM Velikova, et al.,
(Lepeletier, 1836) 4cido  p-cumarico, 3-hidroxi-4-metéxi- 2000a; Cardozo,
cinamaldeido, 4acido caféico, canferol, et al., 2015.

canferida, di-hidrocanferida.

Terpenos Acidos E/Z comunico, dcido agatdlico, dcido

cupréssico, 4cido icocupréssico, 4cido 15-
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acetoxi-isocupréssico.

Melipona (Michmelia)
(Latreille, 1811)

scutellaris

Brasil

Fendlicos

Acido benzoico, acido cinamico,
benzofenonas preniladas, dcido eldgico, dcido
gdlico, catequina, galocatequina, heperidina,
canferol, morina, rutina, 5,7-dihidroxi-6-(3-
metil-2-butenil)- 8-(4-cinamoil- 3-metil-1-
oxobutil)- 4-propil-coumarina, 5,7-dihidroxi-

6-(4-cinamoil-3-methil-1-oxobutil)-4-

fenilcoumarina, mammeigina,
hidroximammeigina, mammeisina,
cinamoiloxi-mammeisina, mammeina,

benzofenona prenilada, ent-nemorosone.

CG/EM

Velikova, et al.,
2000 a; Franchin,
et al., 2012;
Cunha, et al.,
2013; Aratjo, et
al., 2016; Da
Cunha, et al.,
2016.

Melipona (Melikerria)
(Bennett, 1831)

beecheii

México

Terpenos

3,5,5-trimetil-2-ciclopenten-1-ona, santolina
trieno, tricicleno, a-tujeno, a-pineno, canfeno,
tuja-2,4(10)-dieno,  f-pineno, 6-metil-5-
hepteno-2-ona, mirceno, a-felandreno, o-3-
careno, p-menta-1-eno, limoneno, 1,8-cineol,
m-cimeno, y-terpineno, cis-sabineno hidrato
do, trans-6xido de linalol, 6xido de a-pineno,

crisantenona, a-canfolenal, frans-pinocarveol,

CG/EM

Pino, et al., 2006;
Torres-Gonzalez,

et al., 2016.
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Hidrocarboneto

cis-verbenol, trans-verbenol, pinocarvona,
bomeol, cis-pinocanfona, terpineno-4-ol, p-
cimeno-8-ol, a-terpineol, mirtenal, mirtenol,
verbenona, trans-carveol, carvona, acetato de
bornila, o-elemeno, o-cubebeno,
ciclosativeno, a-copaeno, f-burboneno, p-
cubebeno, f-elemeno, f-cariofileno, trans-o-
bergamoteno, a-humoleno, alo
aromadendreno, y-muroleno,
biciclogermacreno, a-muroleno, S-bisaboleno,
y-cardineno,  cubebol, J-cardineno, p-
vetiveno, espatulenol, 6xido de cariofileno,
viridiflorol, epoxido a-humuleno I, epoxido
o-humuleno II, epi-a-cardinol, p-fencheno,
stireno, benzaldeido, (Z)-ocimenona, m-
cimeno, frans-isocarveol, a-canfolenal, m-

cimenona, trans-pinocamfona, trans-pulegol.

Heptadecano.

Melipona (Melipona)
(Ducke, 1910)

subnitida

Fenolicos

6-O-p-coumaroil-D-galactopiranose, 6-0-

cinnamoil-1-0-p-coumaroil-B-D-

v Souza, et al.,

CLAE/EM 2013; De Sousa,
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glucopiranose, 7-O-metil-naringenina, 7-O-
metil- aromadendrina, 7,4’-di-O-metil
aromadendrina, 4’-O-metil campferol, 3-O-
metil quercetina, 5-O-metil aromadendrina A,
5-O-metil canferol, taninos hidrolisaveis,

flavonoides.

et al., 2015.

Terpenos Triterpenos pentaciclicos livres.
Melipona  (Melikerria)  interrupta Brasil Fenolicos Narigenina, aromadendrina, 4’-0-p-D- CLAE/EM Silva, et al., 2013.
(Latreille, 1811) glucopiranosideo de narigenina 3-O-$-D- RMN
glucopiranosideo de miricetina.
Melipona (Melipona) orbignyi Brasil Acidos Acido benzoico CG/EM Campos, et al,
(Guérin, 1844) aromaticos 2014.
Fenolicos Acido dihidrocinamico, dacido cinamico,
benzil-fenil cafeatos de cadeia longa, 4cido
cumadrico C-prenilado
Terpenos Acido diterpénico, triterpenos alcodlicos.

*Espécies de abelhas segundo o catdlogo de abelhas Moure; CG-EM (Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas); CLAE-EM (Cromatografia Liquida de

Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas); IV (Infra-vermelho); RMN (Ressonincia Magnética Nuclear) (Adaptado de Batista, 2016).
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2.3 Cancer

O cancer € doenca multifatorial, caracterizada por um desvio dos mecanismos de
controle os quais dirigem a proliferacdo e a diferenciacdo celular (OLIVEIRA; ALVES, 2002;
PATHANIA et al., 2013). A palavra cancer, nome dado para mais de 100 doencas que t€ém em
comum o crescimento desordenado (maligno) de células que invadem tecidos e 6rgdos, tem
origem latina e significa caranguejo, devido a capacidade de aderéncia da célula cancerigena e
a obstinacdo de um caranguejo quando se agarra a algo.

As causas do cancer ainda ndo estdo bem definidas, mas evidéncias apontam que os
fatores externos ambientais sejam os principais fatores relacionados ao desenvolvimento da
doenca. As principais causas externas incluem os habitos nutricionais, estilo de vida, agentes
fisicos (radiacdes ionizantes € ndo ionizantes), compostos quimicos (naturais e sintéticos) e
agentes biologicos (Helicobacter pylori, virus Epstein Barr, virus do papiloma humano, virus
da hepatite B, parasitas como Schistosoma haemotobium, Clonorchis sinensis e fatores de
crescimento). Mas fatores internos também podem o induzir, como danos do sistema imune,
idade, equilibrio do sistema enddcrino, condi¢do fisiolégica, inflamacdes causadas por
etiologia desconhecida (colite ulcerosa, pancreatite etc.) e pré-disposicao genética. Os fatores
genéticos representam apenas 5% dos tumores, enquanto que 95% ocorrem devido a fatores
ambientais, embora evidéncias sugiram que a maioria dos canceres ndo sdo causados por um
unico fator ou evento (OLIVEIRA et al., 2007; ANAND et al., 2008; JEMAL et al., 2010;
TANAKA et al., 2013; WONG et al., 2014).

O processo de desenvolvimento do cancer chamado de carcinogénese é em geral um
processo complexo e de multiplos passos, formando-se lentamente, podendo levar vérios anos
para que uma célula cancerosa prolifere e dé origem a um tumor visivel (SUTANDYO,
2010). Os principais estagios da carcinogénese sao a inicia¢do, a promog¢ao € a progressao
(Figura 3) (ALMEIDA et al., 2005; LASSANCE et al., 2012).

A iniciacdo € o primeiro estdgio da carcinogenese e sendo um processo rapido e
irreversivel, onde as células saudaveis sofrem a acdo de carcindgenos que modificam a
estrutura do DNA resultando na alteragdo de genes fundamentais para regulacdo e controle do

crescimento celular. Nessa fase a célula estd geneticamente modificada e transmite a mutacao
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para as células filhas (GARCIA; GONZALEZ-MOLES; MARTINEZ, 2005, TANAKA et al.,
2013).

O estdgio seguinte € a promog¢do, um processo reversivel no qual ocorre alteragdo da
expressdo génica, a célula iniciada € transformada em célula maligna de forma lenta e
gradual, sendo necessdrio um longo e continuado contado com o agente cancerigeno. Estes
agentes quando expostos dura nte um periodo longo e continuado promovem novas alteragdes
as quais se acumulam, adquirem vantagens proliferativas e capacidade de ndo responder aos
mecanismos de controle do organismo. Dessa forma, a célula iniciada € transformada em
célula maligna, de forma lenta e gradual. A suspensdo do contado com o agente cacerigeno
muitas vezes interrompe O processo nesse estdgio, porém a continuidade do processo vai
resultar na proliferacdo e acumulacdo de células pré-neoplasicas (TANAKA et al., 2013;

DORIA, 2015).

Mutagao
v oy
Iniciacdo Promocéao
00 ::::t’iilp_____.‘,ﬁ'!:)————q>‘l[!d‘)
(@) reparo do Proliferac@o oo Proliferacéo
DNA celular celular (@)
\ / Progressao

Morte celular Proliferagio metastase
(Apoptose) celular

Cancer

Figura 3. Estagios da carcinogénese: iniciacdo, promoc¢do e progressao. Fonte:

Sutandyo, 2013.

A progressao, terceiro e ultimo estdgio da carcinogénese, compreende um processo
irreversivel caracterizado pela multiplicacdo descontrolada das células tumorais, instabilidade
genética, perda do controle mitético, invasdo, metdstase assim como alteracdes bioquimicas,
do metabolismo e da morfologia das células, resultando no aumento da massa tumoral

primdria (GARCIA; GONZALEZ-MOLES; MARTINEZ, 2005; TANAKA et al., 2013).
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Cancer ¢ uma doenca invasiva que tem se apresentado como um inquestiondvel
problema de saude publica, especialmente entre os paises em desenvolvimento, onde ¢é
esperado que, nas préximas décadas, o seu impacto na populagdo corresponda a 80% dos mais
de 20 milhdes de casos novos estimados para 2025. E apesar dos notdveis avangos no
tratamento observado recentemente, ainda sdo altas as taxas de morbidade e mortalidade,
sendo a segunda maior causa de morte da populacdo (INCA, 2016).

Nas dltimas décadas, o cancer tem ganhado uma grande magnitude, o nimero
estimado de novos casos de cancer no Brasil para 2016/2017 foi de aproximadamente 600
mil, excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma (aproximadamente 180 mil casos novos),
ocorrerdo cerca de 420 mil casos novos de cancer. O perfil epidemiolégico observado
assemelha-se ao da América Latina e do Caribe, onde os canceres de prostata (61 mil) em
homens e mama (58 mil) em mulheres serdo os mais frequentes. Sem contar os casos de
cancer de pele nao melanoma, os tipos mais frequentes em homens serdao préstata (28,6%),
pulmao (8,1%), intestino (7,8%), estobmago (6,0%) e cavidade oral (5,2%). Nas mulheres, os
canceres de mama (28,1%), intestino (8,6%), colo do utero (7,9%), pulmdo (5,3%) e

estdmago (3,7%) figurardo entre os principais (INCA, 2016).

Prostata 61.200 28,6% Homens Mulheres ~ Mama feminina 57.960 281%

Traqueia, Bronquio e Pulméo 17.330 8.1% Colon e Reto 17.620 8,6%
Calon e Reto 16.660 7.8% ; Colo do utero 16.340 7.9%

Estdmago 12.920 6,0% : Traqueia, Bronquio e Pulmao ~ 10.890 5.3%

Cavidade Oral 11.140 5,2% Estomago 7.600 3,7%

Esdfago 7.950 3,1% Corpo do (tero 6.950 3,4%

Bexiga 7.200 3,4% Ovdrio 6.150 3,0%

Laringe 6.360 3,0% Glandula Tireoide 5.870 2.9%

Leucemias 5.540 2,6% Linfoma ndo Hodgkin 5.030 2.4%

Sistema Nervoso Central 5.440 2,5% Sistema Nervoso Central 4.830 2.3%

*Numeros arredondados para maltiplos de 10.

Figura 4. Distribuicao proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados

para 2016 por sexo, exceto pele ndo melanoma. Fonte: INCA, 2016.

E possivel observar a existéncia de um perfil da magnitude de determinados tipos de

cancer em paises em desenvolvimento que se assemelha ao perfil em paises desenvolvidos. E

constatado que alguns tipos de cancer estdo associados a melhor nivel socioecondmico, como
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o de mama, préstata, célon e reto; enquanto elevadas taxas de incidéncia de cancer de colo do
utero, pénis, estbmago e cavidade oral estdo mais associados ao baixo nivel socioecondmico.
Incidéncia essa que pode ser justificada pela exposicdo diferenciada dos individuos aos
agentes cancerigenos (agentes quimicos, fisicos e bioldgicos) e das condi¢des de vida, que
variam em funcdo das desigualdades sociais (BRASIL, 2006; INCA, 2016).

O tratamento do cancer nos ultimos anos ganhou grandes progressos com terapias
como quimioterapia, radioterapia, cirurgia e/ou transplante de medula ¢ssea, no entanto, ainda
faz-se necessdrio avango nas pesquisas em busca de drogas mais efetivas e seguras, com
menos efeitos colaterais e mais seletivas (SHARMA et al., 2010; INCA, 2016; NEWMAN et
al., 2016).

2.4 Cancer e produtos naturais

A terapéutica do cancer se baseia, de forma geral, na associac¢do da ressec¢do cirirgica
dos tumores ao tratamento radioterdpico e a quimioterapia. Na década de setenta estas formas
classicas de abordagem sofreram alteracdes significativas com a introdu¢do do conceito de
tratamento adjuvante. O emprego intensivo dos protocolos pés-cirdrgicos, incluindo a
associacdo de quimioterdpicos com diferentes mecanismos de ag¢do a radioterapia e, mais
recentemente, a associacdo destes aos anticorpos monoclonais, vem melhorando os resultados
do tratamento de alguns tipos de canceres. Infelizmente, muitos tumores ainda apresentam
respostas modestas aos protocolos clinicos, limitando a indicacdo e a eficicia do tratamento
adjuvante tanto para os tumores primdrios quanto para as metistases (KUMMAR; ABBAS;
FAUSTO, 2004). Portanto, torna-se imperativo a necessidade de encontrar, desenvolver, e
introduzir no arsenal médico, modalidades terapéuticas mais eficientes que possam oferecer
ao numero crescente de pacientes com doencas malignas disseminadas, oportunidades reais de
controle das neoplasias (COSTA-LOTUFO et al., 2010).

O século XX apresentou um avango extraordindrio na pesquisa de produtos naturais,
especialmente de plantas e microorganismos, no campo da oncologia, propiciando a
descoberta de diversas substincias utilizadas atualmente na terap€utica antineopldsica. A
maioria (60%) dos farmacos anticancer introduzida na terapéutica nas ultimas décadas tem

sua origem nos produtos naturais (NEWMAN; CRAGG, 2007, 2016; HARVEY, 2008).
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Dentre estes se destacam a vimblastina e a vincristina e os andlogos vindesina e vinorelbina; o
paclitaxel e o andlogo docetaxel; a podofilotoxina e os andlogos, etoposideo e teniposideo; e a
camptotecina e os andlogos, topotecano e irinotecano. Estes medicamentos movimentam
anualmente um mercado de bilhdes de dolares (HARVEY, 2008; BRANDAO et al., 2010).
As fontes naturais ainda estdo disponiveis em abundincia e oferecem as melhores
possibilidades de encontrar substancias de interesse terapéutico. De fato, mais de uma centena
de compostos derivados de produtos naturais estd em fase de testes clinicos, principalmente

para tratamento do cancer e de doengas infecciosas (NEWMAN; CRAGG, 2016).

2.5 Cancer e propolis e geopropolis de abelhas sem ferrao

Os testes de citotoxicidade in vitro com células neoplasicas sdo os mais amplamente
utilizados na avaliacdo da atividade antiproliferativa, sendo possivel avaliar muitas
substancias em pouco tempo, possibilitando a descoberta de novas drogas anticancer
(SUGGIT, BIBBY, 2005). No entanto, a atividade citotoxica seletiva sobre células tumorais
observada em modelos in vitro ndo se reflete necessariamente in vivo, pois, neste ensaio as
informacdes sobre a farmacocinética e farmacodindmica da droga em estudo sdo
consideradas, ao contrario do que acontece com os ensaios in vitro. Logo, o estudo combinado
desses dois modelos € indicado para uma avaliacdo mais completa a respeito da atividade de
uma nova substincia com potencial anticancer (SMITH et al., 2005).

Pesquisas buscando evidenciar o potencial antitumoral de prépolis e geopropolis de
abelhas sem ferrdo tém utilizado ensaios in vitro, in vivo e mesmo os dois contra diversas
linhagens de tumores humanos e animais.

Prépolis da abelha sem ferrdo Trigona laeviceps, coletada na regido central da
Tailandia, foi testada para atividade antiproliferativa in vitro em linhagens celulares de cancer
c6lon (SW620), mama (BT474), hepatica (Hep-G2), pulmao (Chago) e estomago (Kato-III) e
duas linhagens de células normais de figado (CH-hepética) e de fibroblastos (SH-27); e
revelou uma boa atividade antiproliferativa contra as linhagens de mama (BT474), de c6lon
(SW620) e de estomago (Kato-III) e a fracdo hexanica do extrato bruto obteve maior

atividade antiproliferativa nas cinco linhagens de cancer apresentando menor citotoxicidade
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sobre as células normais, demonstrando presenca de compostos bioativos eficazes para essa
atividade e que nao possuem toxicidade para as células normais (UMTHONG et al., 2011).

Atividade antiproliferativa in vitro de extratos aquosos e metandlicos de propolis de
Trigona laeviceps da Tailandia em células de cancer de célon humano (SW620) mostraram
fortes evidéncias de niveis significativos de perda de adesdo celular e de mortalidade de
células tumorais, mais comuns nas culturas tratadas com o extrato aquoso do que o extrato
metandlico, tendo evidenciado atividade antiproliferativa e citotoxica de ambos os extratos
sobre as células de cancer de célon SW620 (UMTHONG, PUTHONG, CHANCHAO, 2009).

Extratos etanolicos de prépolis de Trigona spp coletadas em cinco regides da
Indonésia (Pandeglang, Kendall, Banjarmasin, Makassar e Pekanbaru) foram testadas quanto
a capacidade para induzir apoptose e a citoxicidade para células MCF-7 (Michigan Céncer
Foundation) e a prépolis da regido Makassar foi a que apresentou maior citotoxicidade com
47,71% de células vidveis. Propolis do mesmo género de abelha, Trigona spp, também foram
testadas na India para avaliar seus efeitos citotxicos e apoptéticos em quatro linhagens de
células tumorais (células MCF-7 cancer de mama humano, HT-29-adenocarcinoma do célon
humano, Caco-2-adenocarcinoma colorretal humano e BI16F1-melanoma de murino)
revelando atividade citotéxica dose dependente com caracteristicas morfolégicas de apoptose
em todas as linhagens de células apds o tratamento com 250 pg/mL do extrato de prépolis
durante 24h (HASAN et al., 2014).

Aqui no Brasil também tem se estudado produtos de abelhas sem ferrdo em células
tumorais, como por exemplo, na Bahia onde estudando o extrato etandlico e fracdes de
geopropolis de Melipona scutellaris (cultivada na cidade de Entre Rios) frente a atividade
antiproliferativa utilizando cultura de células de queratindcitos humanos, linhagem de células
HaCaT, fibroblastos de murino normal (3T3) e oito linhagens de tumores humanos - células
glioma (U251), melanoma (UACC-62), mama (MCEF-7), ovario multirresistente (NCI-
ADR/RES), rim (786-0), pulmado (NCI-H460), préstata (PC-3), e ovario (OVCAR-03) - foi
possivel observar que o extrato etandlico e a fracdo hexanica foram seletivos contra células
tumorais humanas, embora apenas a fracdo hexanica demonstrou seletividade a baixas
concentracdes. Andlises quimicas desse extrato etandlico realizadas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-

EM) sugeriram a auséncia de flavonoides e a presenca de benzofenonas como compostos
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principais, e provavelmente os responsdveis pela atividade antiproliferativa (DA CUNHA et
al., 2013).

A avaliagdo da citotoxicidade do extrato etandlico de prépolis de Melipona orbignyi
(espécie cultivada no Mato Grosso do Sul, regido centrooeste do Brasil) sobre células
eritroleucémicas K562 e demonstrou que o extrato na concentragdo de 500 pg/mL reduziu
83% das células vidveis, e nas concentragdes de 250 e 500 pg/mL promoveram,
respectivamente, a morte celular por necrose (15+1% e 63+2%) e necrose secundaria (12+1%
e 21+3%) das células neoplasicas, apresentado perfil dose dependente (CAMPOS et al.,
2014).

Os principais dados de atividade antitumoral de prépolis e geoprépolis de abelhas sem

ferrao estao sumarizados na Tabela 3.
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Tabela 3. Atividade antitumoral de propolis e geopropolis de abelhas sem ferrdao

Local de

In vitro/ in

Espécie de abelha ) Células tumorais Resultado ] Composicio quimica Referéncias
origem vivo
Cancer de colén (SW620), mama - Atividade antiproliferativa
. . a1 (BT474), hepatico (Hep-G2), . 5 Umthong et al.
T l Tailand - ClI50 19,9 pg/mL - SW620 In vit N latad
rigona laeviceps ailandia pulmio (Chago) e estomago (Kato- 5019,9 pg/m n vitro do relatado 2011)
1I0) Baixa citotoxicidade para células normais
- Atividade antiproliferativa dos extratos
511 Umth t al.
Trigona laeviceps Tailandia SW620 (colén) aquosos e metandlicos In vitro Nao relatado o ( 2(2)1359; a
- Perda de adesdo celular
. Regides da Propolis de Makassar: citotoxicidade — . Hasan et al.
T MCF-7 In vit Nio relatad
figona spp Indonésia (mama) viabilidade de 47,71% e inducao de apoptose nviro a0 refatado (2014)
MCEF-7 , HT-29 . .. .
. (mama) J Citotoxicidade dose dependente e inducdo de ..
Trigona s India (adenocarcinoma de colén), Caco-2 apoptose em todas as linhagens (250 pg/mL In vitro Nao relatado Milind et al.
3 a - 1
& PP (adenocarcinoma colorretal), pop 24h) £ HE (2013)
B16F1 (melanoma murinho)
U251 (glioma), UACC-62
(melanoma) MCF-7 (mama), NCI- CLAFE/CG-EM
. . . . ADR/RES (ovéario multirresistente), .. . . . . Da Cunha et al.
Melipona scutellaris Bahia - Brasil 786-0 (rim), NCI-H460 (pulmio), Atividade antiproliferativa In vitro Compostos principais: (2013)
PC-3 (préstata), OVCAR-03 benzofenonas
(ovario)
Mato G 500pg/mL - Reducdo da viabilidad 83% C t al.
Melipona orbignyi ato Lrosso K562 (Eritroleucémicas) HE/IT - Redugdo da viabicade M 2% € b vitro Nio relatado ampos et 4

do Sul — Brasil

morte por necrose com perfil dose dependente

(2014)
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Inibi¢do do tumor

Aratjo et al.

; . Tumor de Ehrlich forma sélida In vivo Naio relatado
Scaptot ff. Maranhdo — . .
capto ”30”“ a aran .ao Baixa toxicidade em altas doses de tratamento (2010)
postica Brasil
Efeito antiproliferativo Borges et al
Glioblastoma In vitro Nio relatado 2011 '
Efeito antiproliferativo sinérgico com TMZ ( )
) .. . _ Cinegaglia et
Osteosarcoma (OSA) Citotoxicidade In vitro Nio relatado
al. (2013)
. . CG/EM Aratjo et al.
HEp-2 Acio citostdtica In vitro 2015
Triterpenos ( )
. ) Maranhéo-
Melipona fasciculata Brasil Geoprépolis associada ao farmaco Bartolomeu et
HEp-2 doxorrubicina apresentou atividade citotdxica In vitro Nao relatado al (2016)
e induziu apoptose.
Geopropolis associada ao farmaco .
Ol t al.
THP-1 doxorrubicina apresentou atividade tvetractd

imunomoduladora.

(2016)
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Prépolis de Scaptotrigona aff. postica do estado do Maranhdo apresentou atividade
antitumoral in vivo no modelo de tumor de Ehrlich na forma sélida inibindo de forma
significativa, comprovando ainda a baixa toxicidade em altas doses de tratamento (ARA(JJ O
et al., 2010; ARAUJO et al., 201 1). Borges et al. (2011) mostraram um efeito antiproliferativo
de propolis da mesma abelha (Scaptotrigona sp) contra glioblastoma, tumor cerebral mais
comum em humanos, observando que sua combinacdo com o agente alquilante temozolomida
(TMZ) tem efeito sinérgico antiproliferativo.

Extrato hidroalcoolico da geoprépolis de Melipona fasciculata Smith do Estado do
Maranhao foi testado em células de osteosarcoma (OSA) encontradas em caes e apresentaram
efeito citotoxico apds 6 horas, usando 50ug do extrato (CINEGAGLIA et al., 2013). Além
disso, extrato da geopropolis de Melipona fasciculata da mesma regidao apresentou agao
citostdtica em células HEp-2 resistentes a carboplatina estimulando a producio de citocinas,
sugerindo perfil de ativador de monécitos humanos (ARAUJO et al., 2015).

Orsolic et al. (2006; 2013) sugerem que a atividade antitumoral da prépolis e de
alguns de seus compostos esta relacionada com a sua acdo imunomoduladora, principalmente
devido a estimulagdo da imunidade inata, através da ativacdo de macréfagos, os quais
possuem importante papel na resposta antitumoral, por meio da citotoxicidade celular
dependente de anticorpos, secre¢do de citocinas inibitérias para o crescimento tumoral e
producdo de intermedidrios reativos de oxigénio e de nitrogénio.

Alguns estudos também sdo voltados para avaliar se propolis ou geopropolis
aumentam o efeito anti-cancerigeno de agentes terap€uticos, como o desenvolvido por
Bartolomeu e colaboradores (2016) onde avaliando a combinagdo de geoprépolis de Melipona
fasciculata com drogas como carboplatina, metotrexato e doxorrubicina contra células
carcinoma epiderméide da laringe humano (Hep-2), demonstraram que a geoprépolis inibiu a
proliferacdo e a migracdo celular e a combinacio de geoprdpolis com doxorrubicina levou a
maior atividade citotoxica, induzindo apoptose e levando a perda da integridade da
membrana.

Geopropolis da mesma regido citada acima combinada com a droga doxorrubicina e
usada para tratar células THP-1, linhagem monociticas de leucemia humana, apresentou a¢ao
imunomoduladora, levando os autores a sugerir que doses mais baixas da droga podem ser
utilizadas em associacdo com extrato da geopropolis em pacientes com cancer, evitando

efeitos colaterais e contribuindo com acdo terapéutica (OLIVEIRA et al., 2016).
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O ndmero de pesquisas relacionadas a a¢do antitumoral da propolis e geoprépolis de
abelhas sem ferrdo e seus constituintes indica o cardter promissor de sua aplicabilidade e
também a necessidade de novos estudos que possam contribuir para melhor aproveitamento

do potencial antitumoral deste produto meliponicola.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar composicdo quimica, atividade antioxidante e atividade antitumoral da

geopropolis de Melipona fasciculata Smith da Baixada e Cerrado maranhense.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a atividade antitumoral in vitro dos extratos e fracdes da geopropolis de
Melipona fasciculata,

Avaliar a atividade antioxidante in vitro de extrato e fracdes da geoprépolis de
Melipona fasciculata;

Avaliar a atividade antitumoral in vivo do extrato da geoprdpolis de Melipona
fasciculata,

Caracterizar os principais compostos quimicos da geopropolis de Melipona
fasciculata,

Identificar substancias bioativas antitumorais da geopropolis de Melipona fasciculata.
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4. RESULTADOS

4.1 CAPITULO 1

Atividade citotdxica e antioxidante da geopropolis da abelha sem ferrao

(Melipona fasciculata Smith) do Maranhao, Brasil

Mayara Soares Cunha, Maria Nilce de Sousa Ribeiro

Artigo a ser submetido ao Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine

Fator de impacto: 1.931 Qualis Medicina I: B1
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ATIVIDADE CITOTOXICA E ANTIOXIDANTE DA GEOPROPOLIS DA ABELHA
SEM FERRAO (Melipona fasciculata Smith) DO MARANHAO, BRASIL

Mayara Soares Cunhal, Maria Nilce de Sousa Ribeiro"”

"Laboratério de Farmacognosia, Departamento de Farmdcia, Universidade Federal de
Maranhao, Campus Bacanga, 65085-580, Sao Luis-MA, Brasil.

* Autor a quem correspondéncia deve ser enderecada; e-mail: mnribeiro @ufma.br;
Tel.: +55-98- 32728592

ABSTRACT: “Cytotoxic and antioxidant activity of the stingless bee geopropolis (Melipona
fasciculata Smith) of Maranhao, Brazil.” Melipona fasciculata produces geopropolis by
collecting resinous material of plants, mixed with wax and salivary secretions and also adds
ground, used by bees to protect, seal the hives. This research aimed to evaluate potential
antioxidant and cytotoxic in tumor cells of Ehrlich extract and geopropolis fractions of
Melipona fasciculata relating their bioactivity with the predominant chemical composition.
Were carried out tests to determine the content of phenolic compounds through the Folin-
Ciocalteu, antioxidant in vitro free radical activity DPPH and FRAP, cytotoxicity on Ehrlich
tumor cells and chemical composition through the analysis of chromatography high
performance liquid coupled to mass spectrometer. The results showed that the geopropolis
extract from M. fasciculata has a high content of phenolic compounds with strong antioxidant
activity, as well as its fractions ethyl acetate (FA) and hydromethanol fraction (FM). Both the
extract as the two most polar fractions (FM and FA) showed the best cytotoxicity to tumor
cells and chemical composition predominantly derived from hydrolysable tannins of gallic

acid and ellagic acid.

Keywords: Stingless bee. Geopropolis. Tannins. Tumor Ehrlich.
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INTRODUCAO

Os meliponineos também conhecidos como abelhas sem ferrdio compreendem um
diverso e abundante grupo de abelhas sociais, que habitam nas regides tropicais do mundo e
vivem em coldnias de centenas a milhares de abelhas, dependendo da espécie. A espécie
Melipona fasciculata Smith, vulgarmente conhecida como titiba, € uma abelha sem ferrdo
produtora de mel, cera, acumula polén além de produzir geoprépolis. Esta ultima é produzida
através da coleta de material resinoso de plantas, misturado com cera e secrecdes salivares da
abelha e ainda com terra ou barro, com finalidade de proteger, selar as colmeias e evitar
entrada excessiva de ar bem como assepsia da mesma (KERR, 1987; DUTRA et al., 2008;
CUNHA et al., 2009).

Estudos t€m relatado diversas propriedades bioldgicas de produtos de abelha,
principalmente da propolis, com excelentes potenciais antioxidantes e antitumorais
(SFORCIN: BANKOVA, 2011; PREMRATANACHAI; CHANCHAO, 2014; DUTRA et al.,
2014; ARAUJO et al., 2015; SILVA et al., 2013; BATISTA et al, 2016), fato importante, pois
de acordo com a Organizacao Mundial da Saude, o cancer tem se tornado a segunda principal
causa de morte em todo o mundo estando o cancer de mama entre os tipos mais frequentes e
as terapias convencionais normalmente apresentam muitos efeitos colaterais, além do custo
elevado e, por vezes sdo ineficientes na erradicacdo total de tumores (OMS, 2012; INCA,
2016).

Assim, na busca por novas alternativas, estudos vém sendo desenvolvidos com
produtos naturais, principalmente aqueles com propriedades antioxidantes, como compostos
fendlicos, pois estes ja mostraram efeitos anticarcinogénicos e antitumogénicos através da
inibi¢do de proliferacdo celular in vitro (KIM et al., 2010; MALTA et al., 2013).

Além do mais, substancias antioxidantes quando presentes na dieta em quantidades
significativas contribuem para a prevengdo de doengas graves e cronicas, como alguns tipos
de canceres, doencas cardiovasculares, diabetes, doencas neurodegenerativas e enfermidades
inflamatorias associadas a formacao de radicais livres. Por isso, o desenvolvimento de novos
farmacos com agdo antioxidante tem sido um importante objeto de estudo
(TEERASRIPREECHA et al., 2012, DALEPRANE; ABDALLA, 2013; DE MELO et al.,
2014).
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Diante disso, o presente estudo buscou avaliar potencial antioxidante e citotéxico de

extratos e fracdes de geopropolis de Melipona fasciculata e sua composi¢do quimica.

MATERIAL E METODOS

Coleta da geopropolis. A geoprépolis de Melipona fasciculata Smith foi coletada das partes
internas da colmeia, em melipondrio localizado no municipio de Fernando Falcdo
(6°08°99.2”’S and 44°54°99.4°W), localizado na regido do Cerrado no estado do Maranhdo
em fevereiro de 2012. Geoprépolis in natura foi triturada em moinho do tipo faca e o p6
(500g) submetido a maceragdo com etanol 70%, na propor¢do geoprépolis/solvente 1:5 (p/v)
por 48h (CUNHA et al., 2009).A solugdo extrativa resultante, ap0Os a filtracdo com papel de
filtro sob pressao para separacdo da terra, foi concentrada em evaporador rotativo sob pressao

reduzida a 50°C, obtendo-se o extrato hidroetanolico de geoprépolis (EGP).

Particao liquido-liquido do extrato hidroetandlico da geoprépolis. O extrato EGP (20g)
foi dissolvido em metanol:dgua (8:2, v/v) sob agitacdo mecanica e a solucdo hidrometandlica
foi submetida a parti¢do liquido-liquido utilizando hexano, cloroférmio e acetato de etila. As
solucdes extrativas obtidas foram filtradas e concentradas em evaporador rotativo, sob pressao
reduzida a 50°C, obtendo-se a fracdo hexanica (FH), fracdo cloroférmica (FC), fracdo acetato

de etila (FA) e fracdo hidrometandlica (FM).

Atividade citotoxica in vitro

Células do Tumor de Ehrlich

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem Swiss, com peso em torno de 25-30 g e
idade entre 3 e 4 meses, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal do
Maranhdao (UFMA). Os animais foram mantidos sob condi¢des ambientais padronizadas,
alimentados com dieta balanceada e agua ad libitum. A utilizacdo dos animais obedeceu a
principios técnicos e éticos preconizados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(Protocolo CEP/UEMA n° 010/2007). As células do tumor de Ehrlich, um adenocarcinoma
mamadrio, foram mantidas na forma ascitica por meio de inoculacdes semanais de

. 6 , . . . .
aproximadamente 10 células por via intraperitoneal em camundongos Swiss. Com
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aproximadamente 8 dias de evolu¢c@o do tumor os animais foram sacrificados e apds excisdao
da parede abdominal, o fluido ascitico foi retirado com auxilio de seringa e agulha estéreis. As
células tumorais foram contadas em cidmara de Neubauer e a viabilidade foi determinada
através do método de exclusao pelo corante azul de tripan. A ascite tumoral foi colhida,
centrifugada a 1200rpm por 10 minutos e o sobrenadante descartado. As células tumorais
foram entdo lavadas em solucdo tamponada de fosfato (PBS), centrifugadas e o sobrenadante
descartado novamente, para garantir a total retirada do liquido ascitico que contém diversos
fatores de crescimento para tumor. Apds as lavagens, as células tumorais foram quantificadas,
ajustadas e ressuspensas para 2x10’ células/mL. Em seguida, foram adicionadas 10uL desta
suspensdo de células tumorais aos pogos de placas de 96 pocos contendo o extrato
hidroetanélico de geopropolis diluido seriadamente em meio RPMI nas concentragdes de 500,
250, 125, 62,5 pg/mL. As placas foram incubadas por 24 horas, quando o numero total de
células tumorais vivas e mortas foi quantificado pelo método de exclusdo vital com azul de
tripan. O percentual da viabilidade celular dos extratos, sendo os testes realizados em
triplicata (n=3), foi obtido pela seguinte formula: % = (N° de células tumorais vivas x 100)/N°
total de células tumorais e obtendo-se a concentracdo inibitoria média de cada extrato

(NASCIMENTO et al., 20006).

Cultura de células MCF-7 e RAW 264.7

As células MCF-7 que sdo células de adenocarcinoma mamario humano e células da linhagem
de macrofagos RAW 264.7 foram suspensas com 200uL de meio RPMI com soro fetal
bovino a 10% em uma placa de cultura com 96 pocos e levada em seguida para estufa de CO,
por 48 horas. Apds esse tempo a placa foi retirada da estufa e 100uL de cada pogo foi
descartado para adicao de 100uL de meio RPMI suplementado com soro fetal bovino a 10% e
0 extrato nas seguintes concentracdes: 20mg/mL; 10mg/mL; Smg/mL; 2,5mg/mL; 1,2mg/mL;
0,6mg/mL; 0,3mg/mL. Como controle foi utilizado 100uL. de meio sem suplementacdo com
extrato. Posteriormente a placa foi colocada novamente na estufa de CO, por 24 horas. Ao
término deste tempo se iniciou o teste de citotoxicidade, adicionando 10uL de MTT por poco,
permanecendo 3 horas no escuro, € apos as 3 horas adicionou-se 100 puL de SDS/HCI por
poco e deixou-se “overnight” no escuro. No dia seguinte, foi realizada leitura em leitor de

Elisa a 540 nm e calculado o percentual de viabilidade (MOSMANN, 1983).
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Determinaciao do Teor de Fenoélicos Totais (TFT). O TFT foi determinado com o reagente
Folin-Ciocalteu e carbonato de sédio a 20%. A mistura reacional foi mantida no escuro
durante 2 horas a temperatura ambiente e a absorbancia medida a 760 nm em
espectrofotometro UV-vis (Lambda 35, Perkin-Elmer, Inc., Waltham, MA, EUA) (DUTRA et
al, 2014). O teor fendlico total foi calculado a partir da curva de calibragido construida com
solugdes padrio de acido gélico (1,0-30,0 pg/mL) e expressa como equivalente de miligramas
de 4cido gélico por grama de extrato de geoprépolis ou fracdo (mg GAE/g). As andlises foram
realizadas utilizando trés aliquotas de cada amostra, medidas em triplicata, e o valor médio foi

calculado para cada amostra.

Atividade antioxidante in vitro

Ensaio de sequestro de radicais DPPH

A atividade antioxidante do extrato e suas fracdoes foram avaliadas pelo método
fotocolorimétrico in vitro utilizando o radical livre estdvel 2,2-difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH) segundo Brand-Willians et al. (1995), com modificacdes. As amostras foram diluidas
em diferentes concentragdes em metanol P.A (5 a 100pug/mL), em seguida adicionados a
solugdo metabdlica de DPPH (40ug/mL). Apds 30 min de reagdo em temperatura ambiente ao
abrigo da luz, a absorbancia de cada solu¢do foi medida em espectrofotometro UV-Vis
(Lambda 35, PerkinElmer) a 517nm. Padrdes de acido gélico e elagico foram usados como
controle positivo, nas mesmas condi¢cdes dos extratos e das fragdes. A percentagem de
inibicao foi obtida com a seguinte equacao: atividade antioxidante (%) = [(Apppu — Aamostra)/
Appp] x 100, onde Apppy € a absorbancia do DPPH (controle negativo) € Aumostra € @
absorbancia do radical na presenca dos extratos, das fracdes ou dos padrdes. A atividade
antioxidante das amostras foi expressa como Clsy (concentracdo inibitoria), que foi definida
como a concentracdo da amostra necessaria para causar uma inibi¢ao de 50% da concentragcao

inicial de DPPH.

Capacidade redutora de ferro (FRAP - ferric reducing antioxidant power)
Este método foi utilizado para determinar a atividade antioxidante do extrato e suas
fracdes baseando-se na reducdo do ferro usando o ensaio FRAP, que mede a capacidade das

amostras, em meio acido (pH 3,6), de reduzir o complexo férrico 2,4,6-tris(2-piridil)-s-
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triazina (Fe** - TPTZ) para a forma ferrosa de coloracio azul intensa (Fe*), que absorve a luz
em 593 nm. O reagente FRAP foi preparado imediatamente antes da andlise através da
mistura de 25 mL de tampao acetato (300 mM, pH 3,6 ), 2,5 mL de solu¢ao de TPTZ (10 mM
TPTZ em 40 mM HCI) e 2,5 mL FeCl;.6 H,O (20mM) em solugdo aquosa. Uma aliquota de
100 pL de diferentes concentragdes do extrato e suas fracdes (1-100,0 pg/mL) foi adicionada
a 300uL de 4gua destilada e 3,0 mL de reagente de FRAP e as misturas foram incubadas no
banho de dgua a 37°C durante 30 minutos. A absorbancia da mistura reacional foi lida a 593
nm em espectrofotometro UV-Vis (Lambda 35, PerkinElmer) utilizando a solu¢do de FRAP
como branco (DUTRA et al., 2014).

A curva analitica foi construida utilizando-se diferentes concentra¢des de FeSO4.7H,0
(0-2000mM) (R2 = 0,9987). Os resultados foram expressos em milimols de equivalente de
Fe** de amostra. O padrdo de Trolox foi tratado sob as mesmas condi¢des que as amostras.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Andlise por CLAE/UV-Vis. As andlises por CLAE foram realizadas num cromatdgrafo
liquido Finnigan Surveyor Autosampler (Thermo) (San Jose, CA, EUA), equipado com um
injector com loop de 25uL, e um detector de UV-Vis. A coluna usada foi C-18 (250 x 4,6mm,
Sum, Hypersil BDS) fornecido por Thermo Electron Corporation (Waltham, MA), protegida
por uma pré-coluna C-18 (4 x 3mm, 5, Gemini, Phenomenex ). A separagdo dos compostos
dos extratos e fracdes da geoprOpolis foram realizadas a temperatura ambiente com um
programa de gradiente de eluicdo a uma taxa de fluxo de 1,0mL/min. As fases modveis
utilizadas foram dgua Milli-Q com 0,1% de 4cido férmico (A) e metanol (B) com gradiente de
0-1 min, 5% B; 1-60 min, 5-30% B; 60-90 min, 30-100% B. As amostras antes de serem
injetadas no CLAE foram diluidas em metanol e dgua Milli-Q com 0,1% de 4cido formico e
filtradas em filtro de seringa de Nylon (0,22um, Allcrom). O volume da amostra injetado foi
de 25uL e deteccdo foi realizada em 280nm. Todas as andlises foram realizadas sob as

mesmas condigdes.

Analise por CL/DAD/ESI-EM. O extrato EGP foi analisado por cromatografo liquido (LC-
10AD, Shimadzu) equipado com um detector de arranjo de diodos, acoplado a um
espectrometro de massas (Esquire 3000 Plus, Bruker Daltonics) com ioniza¢do por

electrospray (ESI) e analisador do tipo fon trap. As condi¢des para a dilui¢do de cada amostra
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e composicdo da fase mével foram as mesmas descritas anteriomente. As condicdes de
ionizacdo foram as seguintes: voltagem de electrospray com fonte de fons a 40V, um
potencial de 4,0kV e temperatura a 320°C. Hélio ultrapuro (He) foi usado como gés de
colisdo e nitorgénio (N,) como gés de nebulizacdo. A nebulizagdo foi auxiliada por um gas de
azoto a uma pressdo de 27 psi. A dessolvatacdo foi facilitada utilizando uma corrente de fluxo
de 7,0L/min. As andlises foram realizadas utilizando fuel scan, em modo de ionizacdo
negativa e digitalizacdo de dados MS? dependente de m/z 100 a 1000. As identificacdes foram
obtidas com base na massa do fon molecular, na fragmentacao do fon molecular e comparagao

com dados da literatura.

Andlise estatistica. Todas as andlises biologicas foram realizadas em triplicata. Os dados
foram expressos como média + desvio padrio e, em seguida, analisados pelo programa
GraphPad Prism (version 5.0). Os dados de teor de fendlicos totais € concentracdo inibitoria
(ClIsp) foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e comparados pelo teste de Tukey
ao nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Para as analises antitumorais utilizou a Andlise de
variancia (ANOVA) e teste t-students, sendo o nivel de significincia, considerado quando

p=<0,05.

RESULTADOS

Citotoxicidade in vitro

A citotoxicidade frente as células do tumor de Erhlich mostrou que o extrato EGP foi
citotoxico em todas as concentragdes, ndo apresentando diferenca significativa (p<0,001)
(Figura 1) e as fracoes FM e FA foram as que apresentaram melhor atividade citotdxica,
sendo a fracdo FM a mais ativa e a fracdo FH a que ndo apresentou qualquer toxicidade para
essas células (Figura 1). A citotoxicidade para células MCF-7 também foi observada nas
maiores concentragdes do extrato EGP, havendo morte total das células na maior
concentracdo (500ug/mL), as concentracdes 250, 125 e 62ug/mL conseguiram diminuir a
viabilidade para proximo de 50% e a concentragdo de 31 pg/mL diminuiu a viabilidade para
89%. Ja para células RAW 264.7 o EGP, foi téxico nas quatro maiores concentragdes, com

auséncia de citotoxicidade a partir da dose 31 pg/mL.

54



Atividade antioxidante e teor fenoélico total

Os resultados da atividade antioxidante e dos teores de compostos fendlicos de EGP e
suas fracOes estdo demonstradas na Tabela 1. O extrato EGP apresentou Clso de 5,53ug/mL,
mostrando-se ativo quando comparado com os padrdes, o que ¢ justificdvel pela alta
concentracdo de fenois totais. Dentre as fragcdes, a fracdo acetato de etila (FA) foi a mais ativa
inibindo 50% da concentracdo inicial de DPPH em concentragcdo inferior a 4ug/mL (Clsg
3,64ug/mL) e também a que apresentou maior teor de polifendis totais (598,3 mgGAE/g). A
fracdo hexanica ndo demonstrou atividade antioxidante e apresentou os menores teores de
fendlicos totais.

No ensaio FRAP, FA, EGP e FM apresentaram as melhores capacidades de reducao
férrica (20.01, 16.03 e 12,07 mmol de Fe2 +/g, respectivamente), com potencial antioxidante
superior ao Trolox. A FH nio demonstrou nenhuma atividade antioxidante em qualquer dos

ensaios antioxidantes (Tabela 2).

Composicao quimica

Os dados obtidos por CLAE-UV-Vis e CL-ESI-EM-EM permitiram a identificacdo de
10 constituintes da classe dos taninos hidrolisdveis (galotaninos e elagitaninos) como sendo
hexahidroxidifénico(HHDP)-glicose (1), galoil-glicose (2), digaloil-glicose (3), Di-HHDP-
glicose (4), galoil-HHDP-glicose (5), trigaloil-glicose (6), digaloil-HHDP-glicose (7), di-
HHDP-galoil-glicose (8), trigaloil-HHDP-glicose (9) e derivado do é&cido elagico (10),
conforme Figura 3 e 4.

Na Tabela 3 estdo listados os dados de tempos de retencdo (TR), fon molecular ([M-
H]") e padrées de fragmentacoes EM/EM dos 10 picos de fragmentacoes do EGP. A
identificacdo dos compostos foi realizada por comparacao com dados publicados na literatura.

A substancia 1 com fon molecular m/z 481[M-H] e fon fragmento m/z 301 (4cido
elagico), apos perder uma unidade de glicose, foi tentativamente identificado como HHDP-
glicose (ALVAREZ-FERNANDEZ et al., 2010; DUTRA et al., 2014)

A substancia 2 apresentou ion molecular m/z 483 [M-H] - produzindo fons fragmentos
de m/z 331 apds a perda de galoil [M-H-152] e m/z 169 [M-H-162] pela perda de glicose,
tentativamente identificada como digaloil-glicose (MEYER et al., 2006; SANDHU et al.,
2010).
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A substancia 3, tentativamente identificado como trigaloil-glicose, exibiu ion pai m/z
635[M-H]- com ions fragmentos de m/z 483 [MH-152] referente a perda de galoil, m/z 465
[M-H-18] apds perda de 4dgua e m/z 421 [MH-44] e m/z 313 [M-H-152], referentes a
descarboxilacdo do 4cido gélico e perda de outro grupo galoil, seguida da fragmentacdo do
anel cruzado de glicose (m/z 301) (DUTRA et al., 2014).

A substancia 4 com fon molecular m/z 783[M-H]’, apresentou os ions fragmentos m/z
764 ( ap6s perder uma molécula de dgua ) e m/z 481( menos um HHDP) e o m/z 301 (HHDP-
glicose), correspondendo segundo a literatura a pedunculagina (di-HHDP-glicose)
(FERNANDES et al., 2010; KOSINSKA et al., 2013).

A substancia 5 foi tentatvamente identificada como galoil-HHDP-glicose (corilagina).
A fragmentagdo do ion molecular m/z 633 [M-H], produziu os ifons fragmentos m/z 481
(HHDP-glicose) apds perder um grupo galoil e ion m/z 301, que corresponde a uma unidade
de HHDP apés o processo de lactonizacdo para o acido elagico (KOSINSKA et al., 2013 ;
DUTRA et al., 2014).

A substancia 6 com fon molecular m/z 635[M-H]’, seguido dos fons fragmentos m/z
483, 465 e 313, apds perder sucessivamente grupos galoil e m/z 301 (4cido elagico), foi
tentativamente identificado como trigaloil-glicose (SANDHU; GU, 2010).

A substancia 7 com m/z 785[M-H]’, foi identificado tentativamente como digaloil-
HHDP-glicose por apresentar os ions m/z 633 (menos um grupo galoil), m/z 483 (menos um
unidade de HHDP) e m/z 313 apos perder uma unidade de HHDP, um grupo galoil e agua,
respectivamente (SILVA et al., 2014).

A substancia 8 com fon molecular m/z 935 [M-H] seguido dos fragmentos m/z 633
(galoil-HHDP-glicose), m/z 481(HHDP-glicose) e o ion correspondente ao 4cido eldgico (m/z
301), foi identificado como di-HHDP-galoil-glicose (KOSINSKA et al., 2013; ZHU et al.,,
2015).

A substancia 9 foi tentativamente identificado como Trigaloil-HHDP-glicose por
apresentar fon molecular m/z 937 [M-H]", seguido dos ions m/z 785 e 767 (apds perder um
grupo galoil e dgua, respectivamente), além dos ions fragmentos m/z 635 (menos uma grupo
HHDP), m/z 465 (menos um grupo HHDP e 4cido galico), além do fon m/z 301, que
corresponde a uma unidade de HHDP apds o processo de lactonizagdo para a dcido eldgico

m/z 301 (DUTRA et al., 2014).
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A substancia 10 apresentou ion molecular m/z 602 [M-H] e {on fragmento
caracteristico do 4cido eldgico (m/z 301 [M-H]) levando a sugerir que se trata de um derivado

do 4cido eldgico, ou até mesmo um dimero.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Prépolis e geoprdpolis sdo produtos de abelhas que apresentam uma variedade de
atividades bioldgicas ja estabelecidas, como antimicrobiana (LIBERIO et al., 2011; ARAUJO
et al., 2015), antioxidante (DUTRA et al., 2014; BATISTA et al., 2016), anti-inflamatoéria
(FRANCHIN et al., 2012) e antitumoral (DA CUNHA et al., 2013, ARAUIJO et al., 2015),
sendo esta ultima amplamente estudada nos ultimos anos. No entanto, a maioria dos estudos é
voltada para produtos de abelhas com ferrdo como Apis mellifera o que vem valorizando seus
produtos no mercado atual, enquanto que, a falta de mais estudos e de legislacdo brasileira
para produtos de abelhas sem ferrdo, em parte, tem dificultado sua insercdo neste mercado.
Dessa forma, o presente estudo mostrou alto potencial citotéxico para células tumorais e forte
acdo antioxidante de extrato e fracdes da geoprépolis de Melipona fasciculata da regido do
Cerrado maranhense.

A avaliacdo da citotoxicidade revelou que o extrato de geoprdpolis (EGP) e suas
fracoes FA e FM foram citotoxicos para as células tumorais de Ehrlich, causando a morte de
mais de 90% das células tumorais nas duas maiores concentracoes. Além disso, foi citotoxico
para células tumorais MCF-7 e células RAW nas maiores concentragdes, com auséncia de
toxicidade para os macréfagos a partir da concentracdo de 31 pg/mL, concentracdo esta que
apresentou citotoxicidade contra as células MCF-7.

Estudos demonstraram que extratos de propolis vermelha brasileira (KAMIYA et al.,
2012), prépolis chinesa (XUAN et al, 2014) e propolis turquesa (VATANSEVER et al., 2010)
reduziram significativamente a viabilidade das células MCF-7 através da inducdo de
apoptose, disfun¢do mitocondrial, atividade de caspase-3 e fragmentacdo do DNA.

O EGP rico em compostos fenolicos com 523,8mg GAE/g no extrato, demonstrou ser
citotoxico para as linhagens de células tumorais testadas, tendo suas fracdes mais ativas
aquelas com as maiores concentracdes desses metabdlitos (FA 598,38mg GAE/g e FM 478,2

mg GAE/g). Além disso, apresentou atividade antioxidante, causando inibicdo de 50% da
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concentracdo inicial de DPPH com concentragdes inferiores a Sug/mL, concentragcdo muito
proxima da concentracdo do controle positivo (Trolox), além de uma elevada capacidade
redutora do ferro, confirmando ainda mais seu potencial antioxidante. As fracdes FM e FA
também apresentaram as menores Cls.

Os compostos fendlicos sdo citados como os mais abundantes e efetivos antioxidantes
em propolis brasileiras (DA SILVA et al., 2006; CABRAL et al., 2009; DUTRA et al., 2014).
Batista et al. (2016) demonstraram a relacdo entre atividade antioxidante e presenga de
compostos fendlicos totais em extratos hidroalcodlicos de geoprépolis de M. fasciculata do
estado do Maranhdo, comprovando que os extratos com maiores concentracoes de compostos
fendlicos apresentaram melhor atividade antioxidante, o que também foi comprovado neste
estudo.

Compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios, dentre os quais se destacam acidos
fendlicos, flavonoides e taninos como 0os mais comuns antioxidantes de fonte natural (DO et
al., 2013). Pesquisas com extratos fendlicos t€ém crescido, principalmente devido ao aumento
da sua demanda mundial e a sua aplicacdo na industria como agentes antioxidantes (MELO et
al.,, 2011). Além disso, estudos relatam largamente suas propriedades antioxidantes e sua
relacdo com os seus efeitos anticarcinogé€nicos e antitumogénicos através da inibicdo de
proliferagdo celular in vitro, além da sua capacidade anti-inflamatéria e inibidora da
angiogénese (MALTA et al., 2013; APOSTOLOU et al., 2013; KIM et al., 2014).

A atividade antioxidante estd relacionada a atividade antitumoral e quimiopreventiva,
pois o estresse oxidativo, ou seja, a producdo de radicais livres pode causar dano ao DNA
provocando, assim, mutacdes que podem ser permanentes e, muitas vezes, levar a
malignidade (VECHIA et al., 2009; CAO et al., 2013). Os possiveis mecanismos de inibi¢ao
da carcinogénese por compostos fendlicos estdo relacionados com o aumento da expressao de
superoxido dismutase, inibicdo da cicloxigenase e lipoxigenase (SAKATA et al., 2003;
APOSTOLOU et al., 2013), indu¢do de apoptose e repressio do ciclo celular, como
demonstrado em células carcinogénicas humanas in vitro (JAGATHEESH et al.,, 2010;
WATANABE et al.,, 2011; KIM et al, 2014).

Policarpo et al. (2004) observaram que o aumento de super6xido dismutase permite
diminui¢do do anion superéxido e aumento do nivel de peréxido de hidrogénio. Esta relacao
tem sido estudada e correlacionada com a malignidade do cancer de mama, e a diminuicao

deste radical esta associada com a reversdo da malignidade da linhagem MCF-7.
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O perfil cromatogrifico do extrato EGP obtido por CL-ESI-EM-EM comprovou a
predominancia de compostos fendlicos do tipo galotaninos e elagitaninos. A presenca de
elagitaninos € confirmada pela detec¢do do fon m/z 301 que indica a lactonizacdo espontinea
do HHDP, formando o 4cido eldgico, enquanto a lactonizag¢do parcial do HHDP forma o ion
m/z 319, que sofre descarboxilacdo e forma o fon m/z 275 (TAN et al., 2010; DUTRA et al.,
2014). Taninos hidrolisaveis foram identificados por Dutra et al (2014) e Batista et al. (2016)
em amostras de geoprépolis de Melipona fasciculata da mesma regido, o que sugere a
fidelidade da abelha em visitar as mesmas fontes vegetais.

Taninos hidrolisdveis que sdo derivados do dcido gdlico apresentam atividades
terapéuticas incluindo propriedades antioxidantes, antimicrobiana, anti-viral além de
anticarcinogénica (SEERAM et al., 2005; BUZZINI et al., 2008; OKUDA&ITO, 2011). Essa
classe de compostos possui maior atividade citotoxica contra carcinomas de células
escamosas orais humanas e linhagens de células tumorais de glandulas salivares que
fibroblastos gengivais humanos normais enquanto que o d4cido gdlico, uma unidade
monomérica dos taninos, possui citotoxicidade seletiva muito mais fraca. A atividade
citotoxica dos compostos dimeros € geralmente superior a dos compostos monoméricos,
sendo que os oligdmeros de elagitaninos apresentam a maior atividade citot6xica do que as do
acido gdlico e do galato de epigalocatequina, possivelmente explicada por sua capacidade
indutora de apoptose (SAKAGAMI et al., 2000; SEERAM et al., 2005).

Os elagitaninos assim como seu produto de hidrdlise, acido elagico, induziram a
apoptose em células tumorais de colon humano Caco-2 através da via mitocondrial, sem
inducdo de apoptose em células do célon normal (CCD-112CoN), sendo que esse efeito
anticarcinogénico dos elagitaninos € atribuido principalmente ao seu produto de hidrdlise,
acido elagico (LARROSA et al., 2006). Wang et al. (2000) demonstraram cuphiin D1, tanino
hidrolisavel macrociclico, isolado de Cuphea hyssopifolia, apresentou atividade antitumoral
tanto in vitro quanto in vivo, induzindo apoptose em células de leucemia promielocitica
humana (HL-60) causando a fragmentacdao do DNA e inibicdo da expressdo de Bcl-2.

Assim, conclui-se que a geopropolis de Fernando Falcdo, Maranhdo, Brasil, apresenta
composi¢do quimica rica em compostos fendlicos, principalmente taninos hidrolisdveis com
potencial antioxidante e citotoxico para células tumorais, sendo suas fracdes FM e FA as mais
ativas. Portanto, os dados sugerem que os taninos hidrolisdveis sdo os principais responsdveis

por essas atividades e geram perspectivas para a continuidade das pesquisas com essa
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geopropolis e contribuem para que esta futuramente possa servir como matéria-prima para

medicamentos que auxiliem o tratamento antitumoral.
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Figura 1. Viabilidade das células tumorais da forma ascitica do tumor experimental
de Ehrlich frente as concentragdes de 0 pg/mL; 62,5ug/mL; 125ug/mL; 250pg/mL e
500 pg/mL do extrato (EGP) e suas fracdes (Fragcdo hidrometandlica- FM, Fracdo
Acetato de Etila - FA, Fracdo Cloroférmica — FC e Fracdo Hexanica - FH) da
geopropolis de Melipona fasciculata. Letras diferentes indicam diferenca
significativa (p<0,05), *** (p<0,001) ANOVA (One way/Newman-Keuls).
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Tabela 1. Concentracdo de fenois totais e atividade antioxidante do extrato e fracOes da

geopropolis de Melipona fasciculata

DPPH FRAP
Amostra TFT (mg GAE/g)
(CIsopg/mL) (FeSO4/g)
EGP 523,8 +0,04° 4,53 +0,16° 16.03 £0.11°
FM 478,2 +0,08° 8,33 +0,13° 14.07 £0.07°
FA 598,3 +0,07° 3,64 +0,09° 20.01 % 0.09°
FC 160,6 +0,01° 19,86 + 0,04° 7.01 £0.15¢
FH 54,9 +0,02' Nd Nd
Trolox - 5.11 +0.048 9.09 +0.10¢

* Os valores representam a média + desvio padrdao (n = 3). Diferentes letras na mesma coluna indicam uma
diferenca significativa (teste de Tukey, p <0,05). TFT, teor fendlico total; EGP, extrato hidroalcodlico de
geopropolis; FM, fracdo hidrometandlica; FA, fracdo acetato de etila; FC, fracdo cloroférmica; FH, fracao
hexanica; Nd, ndo detectado. DPPH, radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo; FRAP (ferric reducing antioxidant
power), poder antioxidante reduzido férrico.
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Figura 3. Perfil cromatografico do extrato hidroetandlico da geoprépolis (EGP) de
Melipona fasciculata Smith por CLAE-UV (280nm).

Tabela 2. Compostos fendlicos tentativamente identificados no extrato hidroetandlico da geoprépolis de

Melipona fasciculata por CL-DAD-ESI-EM/EM

Composto MM [M-H] m/z  Principais ions EM” (m/z) Compostos identificados
1 482 481 301, 275, 169 HHDP-glicose
2 332 331 271, 193, 169 Galoil-glicose
3 484 483 331, 313,169 Digaloil-glicose
4 784 783 481, 301, 275 Di-HHDP-glicose
5 634 633 481, 301, 275 Galoil-HHDP-glicose
6 636 635 483, 465, 421, 313 Trigaloil-glicose
7 786 785 765, 633, 483, 301 Digaloil-HHDP-glicose
8 936 935 933 784 741 633 451 301 275 Di-HHDP-galoil-glicose
9 938 937 785767 635 465 301 275 Trigaloil-HHDP-glicose
10 603 602 301 Derivado do acido elagico

*Abreviagio usada na tabela: MM, massa molecular; [M-H]", ion molecular. HHDP, hexahidroxidifénico
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Figura 4. Estruturas quimicas dos taninos hidrolisdveis identificados no extrato da
geopropolis de Melipona fasciculata Smith (EGP)
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ABSTRACT: Melipona fasciculata Smith, stingless bee (Apidae: Meliponini), produces
honey, wax and geopropolis, which is a mixture of resins plant, waxes, salivary secretion and
soil. This paper describes the antitumoral activity and chemical composition of geopropolis
produced by M. fasciculata. The hydroethanolic extract were evaluated for in vitro and in
vivo antitumor activity against Ehrlich ascites tumor and was chemically analyzed by HPLC
and HPLC-DAD-ESI-MS/MS. The extracts (EG1 to EG6) were cytotoxic to tumor cells. In
vivo antitumor tests (most active extract, EG1) inhibited the development of Ehrlich ascites
tumor, reducing the number of tumor cells and the ascytes volume and increasing the survival
of mice. The prophylactic and therapeutic treatment (EG1) inhibited the development of the
solid form of the tumor. Thirteen compounds belonging to the classes of alkaloid and
polyprenylated benzophenones and pentacyclic triterpenes derivatives were tentatively

identified. These compounds are responsible for the antitumor activity of geopropolis.

Keywords: Stingless bee, Melipona fasciculata, Erhlich tumor, benzophenones, triterpenes,

alkaloid.
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INTRODUCTION

Tropical stingless bees (Apidae: Meliponini) constitute a diverse group of social
insects that produce honey, wax, pollen, propolis and geopropolis historically valued by
human beingsl. In Brazil, especially in the North and Northeast regions, there is a
predominance of stingless bees of the genus Melipona such as Melipona fasciculata Smith,
popularly known as “tiiba”, bees extensively reared for honey production and
commercialization®. However, in addition to producing honey, titiba bees accumulate pollen
and produce wax and geopropolis, wich consists of resinous material of plant species mixed
with wax, salivary secretion and soil, in order to build, maintain, and defend their nests”.

Unfortunately, research on geopropolis has not been conducted systematically, so that
little information is available. A small number of reports have documented the beneficial
effects of stingless bee geopropolis in different contexts, such as antimicrobial’,
antinoceptive6, antiviral’, gastroprotectiveg, anti—inﬂammatory9, antioxidant' and anti-tumor
cell proliferation activities'"'>. Studies with geopropolis of M. fasciculata have demonstrated
a significant antimicrobial activity against Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus
and Candida albicans, confirming its potential to control or prevent infections in the oral
cavity and its high flavonoid content'”, as well as its action against Staphylococcus aureus
and Escherichia coli strains'', and its antioxidant activity with a high total phenolic content

14,15 .
, and its

and predominance of gallic acid and ellagic acid and hydrolyzable tannins
immunomodulatory/inflammatory activitylé. Anticancer studies have revealed a cytotoxic
effect of geopropolis on canine osteosarcoma'’ and a cytostatic action on human laryngeal

epidermoid carcinoma cells, with biological properties that may be due to triterpenes'"'®.
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The objective of the present study was to evaluate the chemical composition and antitumor
activity of the hydroethanolic extract of geopropolis (EG) from Melipona fasciculata Smith

against Ehrlich ascites tumor in Swiss albino mice.

MATERIALS AND METHODS

Reagents and Standards. Ethanol, formic acid, hydrochloric acid and anhydrous
sodium sulfate were purchased from Merck (Darmstadt, Germany). All chemicals used in the
study were of analytical or HPLC grade. Tripan blue Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA),
solucdo tamponada de fosfato (PBS) Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA), meio RPMI
(Rousewelt Parked Memorial Institute) Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA), formol 10%,
EDTA solution, hematoxylin-eosin dye.

Geopropolis samples. Geopropolis (Gl a G6) produced by M. fasciculata was
collected in a randomized and annual way (in October 2006, February 2007, August 2007,
October 2008, February 2009, and October 2010) from the internal parts of a beehive located
in the municipality of Palmeirandia (2°40°80.3”’S e 44°52°66.1”W) in the northeastern region
of the state of Maranhao, Brazil.

Preparation of hydroethanolic extracts of geopropolis (EG). The geopropolis
samples was separately triturated using a knife mill, and the geopropolis powder (500 g)
obtained was extracted by maceration with in 1000 mL of 70% ethanol/water (70:30.v/v) for
48 h. The extracts were filtered through Whatman no. 1 filter paper (Whatman, Durham, UK)
in a Buchner funnel and concentrated to a small at 40 °C in a rotary evaporator under vacuum,
yielding the hydroethanolic extract of geopropolis. The extracts were coded as EGI,

EG2,EG3, EG4, EGS5 and EG6.
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HPLC/UV-Vis Analysis of geopropolis extracts (EG1 to EG6). HPLC analysis was
carried out in a Thermo Finnigan Surveyor Autosampler liquid chromatograph (San Jose, CA,
USA) equipped with an injector with a 25 pL loop and a UV detector. A Hypersil BDS C-18
column (250 x 4.6 mm, 5 um; Thermo Electron Corp., Waltham, MA, USA), protected by a
C-18 precolumn (4 x 3 mm, 5 pm, Gemini; Phenomenex), was used. The compounds of the
geopropolis extract were separated at room temperature using a gradient elution program at a
flow rate of 1.0 mL/min. The mobile phases consisted of Milli-Q water containing 0.1%
formic acid (A) and acetonitrile (B). The following linear gradient was applied: 0—1 min, 5%
B; 1-10 min, 5-30% B; 10—20 min, 30—70% B; 20—60 min, 70—100% B. The column was
reequilibrated for 10 min before the next run. The injection volume into the HPLC system
was 25 pL, and UV— vis detection was performed at 254 nm. Before injection into the HPLC
system, each extract was dissolved in the same solvent used for extraction (HPLC grade) to
obtain a final concentration of about 5 mg/mL and then filtered through a 0.22 pm nylon
syringe filter obtained from Allcrom (Sao Paulo, SP, Brazil).

HPLC-DAD-ESI-MS Analysis of geopropolis bioactives extracts. The most active
extracts (EG1, EG2, EG4 and EG6) were analyzed with an HPLC system (LC-10AD,
Shimadzu) equipped with a photodiode array detector, which was coupled to an Esquire 3000
Plus ion-trap mass spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) using electrospray
ionization (ESI). The conditions for dilution of the samples and the mobile phase composition
were the same as described above. The ionization conditions were adjusted as follows:
electrospray voltage of the ion source of 40 V, capillary voltage of 4.0 kV, and capillary
temperature of 320 °C. Ultrahigh-purity helium (He) was used as the collision gas and high-
purity nitrogen (N,) as the nebulizing gas. Nebulization was aided with a coaxial nitrogen

sheath gas provided at a pressure of 27 psi. Desolvation was facilitated using a counter current
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nitrogen flow set at a rate of 7.0 L/min. Analyses were carried out using full-scan mass
spectra in the positive ionization mode and data-dependent MS? scans from m/z 100 to 3000.
The compounds were identified on the basis of the molecular ion mass, fragmentation,
UV-visible spectra acordding to literature data.

Animals. Male albino Swiss mice, eight to twelve weeks old, weighing 25-30 g
have been maintained for many generations in the Animal House of Universidade Federal do
Maranhio (Sao Luis, MA, Brazil) under standard conditions. Animals were age matched, fed
sterilized food and acidified water and treated according to UFMA Animal Welfare
guidelines. All procedures described were reviewed and approved by the Animal Ethics
Committee (Protocol CEP/UEMA n° 010/2007).

Maintenance of Ehrlich's tumor. Ehrlich tumor cells, a mammary adenocarcinoma,
were maintained ascitic by means of weekly inoculations of approximately 10° cells
intraperitoneally in Swiss mice. With approximately 8 days of tumor evolution the animals
were sacrificed and, after excision of the abdominal wall, the ascitic fluid was aspirated with
the aid of a sterile syringe and needle. The total number of tumor cells were counted in a
Neubauer chamber and viability was determined using vital exclusion by Trypan blue'’.

In vitro antitumor activity. Tumor ascites was collected and centrifuged at 1200 rpm
for 10 minutes and the supernatant was discarded. Tumor cells were then washed with
phosphate buffered saline (PBS) and centrifuged and the supernatant was again discarded in
order to guarantee full removal of ascitic fluid, which contains various tumor growth factors.
After washing, tumor cells were quantitated, adjusted and resuspended to a concentration of
2x10" cells/mL. Next, 10 pL of this tumor cell suspension was added to the wells of 96-well
plates containing the hydroethanolic geopropolis extracts serially diluted in RPMI medium at

concentrations of 500, 250, 125, and 62.5 ng/mL. The plates were incubated for 24 hours and
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the total number of live and dead tumor cells was counted by the Trypan blue vital exclusion
method. Percent cell viability of the extracts was determined using the following formula: %
= (N° of live tumor cells x 100)/total N° of tumor cells, and the calculation of the mean
inhibitory concentration of each extract. Each test was carried out in triplicate (n=3)"’.

In vivo antitumor activity. Evaluation of the development of Ehrlich ascites tumor
after treatment. The animals were divided into four groups (n=10/group), a control group
and three experimental groups. The control group received 0.2 mL PBS by the intraperitoneal
(ip.) route. The experimental groups received EG1 at the doses of 0.5, 5 and 50 mg/kg ip. and
were named EG1AQ.5, EGIAS and EG1AS0, respectively, with each group being treated with
a single dose.

Forty-eight hours after treatment with EG1 as descibed above, 10 animals /group were
inoculated ip. with 2x10° mL Ehrlich tumor cells (ascites tumor). Ten days after the
inoculum, five animals per group were exsanguinated and sacrificed for the assessment of
tumor development. Ascites was collected and the number and viability of tumor cells it
contained were quantitated. The volume and aspect of the ascites (non-hemorragic-1, semi-
hemorrhagic-2 and hemorrhagic-3) was also determined.*

The five remaining animals were kept alive for survival analysis. Percent increase of life
expectancy was calculated according the the following formula, adapted from Plowman et
al.*!:

ILS (%) = [(treated MST group/control MST group) - 1] x 100.

MST - day of 1* death + day of last death) / 2.

Where ILS = Increased Life Span and MST = Mean Survival Time

Development of Ehrlich tumor in the solid form. The animals were divided into eight

groups (n=6/group). Four groups received prophylactic treatment with PBS or EGI
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administered ip. in a single dose 48 hours before inoculation of Ehrlich tumor and the other
four received therapeutic treatment with PBS or EG1 administered ip. in a single dose 48
hours after tumor inoculation. The groups were called Control, EG1S 0.5, EGIS5 and
EGI1S50. Forty-eight hours after EG1 treatment as described above, five animals/group were
inoculated into the footpad with 1x10° tumor cells.

Tumor development was assessed by measuring paw thickness with a digital
pachymeter every two days until the 14" day, when the animals were exsanguinated and
sacrificed by cervical dislocation. The paws were amputated for the determination of tumor
development, weighed and fixed in 10% formol for 48 hours. Next, the paws were decalcified
with 5% EDTA solution and embedded in paraffin. Sections measuring 5 um in diameter
were obtained and stained with hematoxylin-eosin. Slides were analyzed and photographed
with a common light microscope at 400X magnification. The following parameters were
considered for histological analysis: presence of an infiltrate, tumor cells, mitotic figures,
necrosis, and edema, each being scored as O (absent), 1 (mild), 2 (moderate), and 3 (intense),
and the type of infiltrate was classified ***.

Statistical Analysis. All biological experiments were carried out in triplicate. Data are

reported as mean + standard deviation (S.D.) for 5-10 animals/group. The survival curve was

determined using the Kaplan—Meier curve and analyzed statistically by the log-rank test.

RESULTS AND DISCUSSION

In the present study, hydroethanolic extracts of geopropolis from stingless bees of the
Palmeirandia region, Maranhdo, Brazil, were obtained during randomized periods of
collection in order to determine their predominant chemical composition and their cytotoxic

activity in vitro. An extract was then selected for the determination of its in vivo action
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against an experimental Ehrlich tumor, a mammary adenocarcinoma of Swiss mice, in the
ascitic and solid form, with the prophylactic and therapeutic response of the latter model
being observed.

Extraction yields of extractives

The extraction yield of the hydroethanolic extracts of M. fasciculata geopropolis
extracts EG1, EG2, EG3, EG4, EGS5 and EG6 was 8.11%, 5.32%, 3.89%, 5.22%, 6.45% and
5.10%, respectively.

Analyses of the chemical constituents of the bioactive extracts by HPLC-UV-vis and
HPLC-DAD-ESI-MS/MS.

The chromatograms obtained by HPLC/UV-vis (254 nm) revealed that all geopropolis
extracts had a similar chemical composition (Figure 1), with substances showing the same
retention time despite different collection times. However, on the basis of the in vitro results
obtained with tumor cells, the more active extracts (EG1, EG2, EG4 and EG6), which were
also the ones with a more identical chemical profile, were submitted to chemical
characterization by HPLC-DAD-ESI-MS/MS analysis (Figure 2). Table 1 summarizes the
tentatively identified chemical compounds, their retention time (Rt), molecular weight, MS
data for protonated molecules [M+H]", molecular ion and main product ions obtained by
HPLC-MS/MS for the 13 fragmentation peaks of extrats. The chemical constituents were
identified by comparing their fragments with those described in the literature (Figure 3).

The main classes detected in the extracts were alkaloids, triterpenes and
benzophenones, revealing for the first time the presence of classes such as alkaloids and
benzophenones in M. fasciculata geoprépolis.

Alkaloids. Substance 1, with molecular ion m/z 318 and fragment ions m/z 274 and

256 corresponding to the loss of C;H4O and C,HgO,, respectively, referring to trachelanthic or
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viridifloric acid residues,” was tentatively identified as the pyrrolizidine alkaloid
dihydroheliospathuline-N-oxide™.
Pyrrolizidine alkaloids such as 1,2-dihydropyrrolizidine and echimidine have been

26,27 T
. Echimidine,

identified in products of bees with stings such as pollen and honey
pyrrolizidine alkaloids have been identified in propolis of the stingless bees Scaptotrigona
postica’. However, this alkaloid were detected for the first time in M. fasciculata geopropolis.

This monoester alkaloid class is usually detected in plants of the Asteraceae and
Fabaceae families®® which are present in the municipality of Palmeirandia-MA and are visited
by bees of the genus Melipona®?.

Triterpenes. Substances 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11 and 12 are pentacyclic triterpenes
derived from boswellic acid with an ursane or oleanane skeleton. The fragmentation profile of
triterpenes occurred with ions mainly related to the loss of water (-18 Da) and CO (-28 Da),
but also involved fragments originating from the loss of the acetyl group (-60 Da).
Additionally, ions of B/C-ring retro-Diels-Alder cleavage were observed.”’""

Substance 2 with molecular ion m/z 455 [M+H]" producing fragment ions of m/z 437
[M+H-18]" related to water loss and of m/z 409 [M+H-28]" related to carbonyl loss was
tentatively identified as 9,11-dehydro-p-boswellic acid®'~.

Substance 3 had a molecular ion of m/z 437 and fragment ions of m/z 419 [M+H-18]"
related to the loss of a water molecule and of m/z 391[M+H-28]" due to the loss of a carbonyl.
However, it also showed a fragment ion of m/z 241 in the mass spectrum, possibly formed by
a break of the D ring with a consequent Retro-Diels-Alder reaction that results in the

formation of a methide quinone characteristic of this triterpene type known as 15-

hydroxytingenone®".
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The mass spectrum of substance 4 was tentatively identified a pentacyclic triterpene of
the oleanane type olean-12-ene-2,3,21,23,28-pentol, exhibited a protonated molecule of m/z
491 producing fragment ions of m/z 473, 455 and 437 obtained by the loss of water
molecules™.

Substance S had a molecular ion of m/z 471 producing fragment ions by the loss of
water molecules of m/z 453, m/z 435 and an ion related to the loss of carbonyl of m/z 407 that
was tentatively identified as 3,4—di-epigypsogenin3l. In contrast, substance 9,
speciosaperoxide, with a protonated ion of m/z 531, in addition to showing a fragment ion due
to water loss, m/z 513, also showed a fragment ion corresponding to the loss of the acetyl
group of m/z 453",

Substance 6 was also tentatively identified as an acid triterpene known as 3[3,6,70a-
trihydroxyolean-12-em-27-oic acid, showing a protonated molecule of m/z 489 and fragment
1ons of m/z 471, 453, 435, also due to the loss of water molecules’’.

Substances 8 and 11 were also identified as boswellic acid derivatives, showing
molecular ion m/z 513 and 515, respectively. Compound 8 was a identified as 3-acetyl-11-
keto-a-boswellic acid and compound 11 as 3-acetyl-11-hydroxy-a-boswellic acid, both
presenting fragment ions related to the loss of water [M+H-18]" and of the acetyl group
[M+H-60]"*"*

Substance 10 was another tentatively identified triterpene with a molecular ion of m/z
439 with fragmentation of m/z 421 and 404 which, according to the literature, is a ketone
triterpene known as 12-ursene-2-diketone’!. Substance 12, in contrast to the other triterpenes,
was suggested to be a euphane-type triterpene with a molecular ion of m/z 441 and fragment
ions of m/z 423[M+H-18]" and m/z 405 [M+H-18]" identified as 20,22- epoxyeupha-24-ene-

31,32
3-one .
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The pentacyclic triterpenes with an oleanane and ursane skeleton and the boswellic
acids detected in the geopropolis extracts are quite common in the resins of Boswellia
serrata® and in species of the genus Protium, family Burseraceae®. Plant species of the
family Burseraceae are visited by M. fasciculata in the region under study”®*’.

Using GC-MS analyses of M. fasciculata Smith geopropolis, Araujo et al.'' and
Batista et al.'” demonstrated the presence of triterpenes such as B-amyrin, B-amyrenone,
lupeol, cycloursane, and cycloartenol, but the triterpenes 2, 3, 4, S, 6, 8, 9, 10, 11 and 12
were detected for the first time in stingless bee products in the present study.

Benzophenones. The mass spectrum of substance 7 showed a peak corresponding to
the molecular ion of m/z 603 [M+H]" with fragmentation of m/z 585, [M+H-18]", m/z 467
[M+H-118]", m/z 411[M+H-56]", m/z 343 [M+H-68]", m/z 287 [M+H-56]", which, according
to the literature, corresponds to a benzophenone called garcinol3 433 Substance 13 is another
possible benzophenone since it has a molecular ion of m/z 671, although it has the same
fragmentation profile as that of substance 7, differing from the latter by the presence of a
prenyl radical (m/z 69). Garcinol is a polyisoprenyl benzophenone with anti-inflammatory,
antioxidant, antiproliferative and anticancerigenous activities which is detected in species of

® and in the species Clusia burchellii (“gameleira”)’’ and Platonia

the genus Garecinia,
insignis (“bacurizeiro”)’’ of the family Clusiaceae. It should be pointed out that plant species
of the family Clusiaceae, especially the genera Platonia, Vismia and Clusia, are found in the
municipality of Palmeirindia-MA®. Polyisoprenyl benzophenones have also been identified
in brown propolis from Cuba® and from Bahia-BR™. Tomés-Barberan et al.*’ identified

benzophenones in Venezuelan propolis and suggested that bees collect floral resins of the

genus Clusia in order to produce propolis. The benzophenone ent-nemorosone was isolated
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from the geopropolis of M. scuterralis, stingless bees, and its presence has also been detected
in plant species of the family Clusiaceae extensively growing in the region’.
In vitro and in vivo antitumor activity

The cell viability of the ascitic form of Ehrlich tumor treated with extract
concentrations of 0, 62.5, 125, 250 and 500 pg/mL is illustrated in Figure 4. At the highest
concentrations (500 and 250 pg/mL) the extracts were cytotoxic to Ehrlich tumor cells, with
EGI, EG2, EG4 and EG6 being the most cytotoxic, inducing almost a 50% reduction of cell
viability starting at the concentration of 250 pg/mL. In contrast, EG3 and EGS5 only induced a
50% reduction of cell viability at the highest concentration (500 pg/mL). The mean Clsg
values of the extracts were: EG1=270 pg/mL, EG2=315 pg/mL, EG3=340 pg/mL, EG4=309
pg/mL, EG5=419 pg/mL, and EG6=180 pg/mL (Figure 5), with no statitically significant
difference between them, except for EG6 which showed the lowest Clsy (180.06 pg/mL).

In order to better understand the effects of the extracts of M. fasciculata geopropolis
we investigated the in vivo antitumor action of EG1 on the ascitic and solid forms of Ehrlich
tumor of Swiss mice. Although this was not the extract with the best cytotoxicity, it was the
one with the best extraction yield and its cytotoxicity and chemical profile were closely
similar to those of EG6, the most active extract.

Thus, we observed that EG1 significantly inhibited the number of total tumor cells and
reduced the ascites volume of the tumor at the dose of 50 mg/kg in all treated groups (Figure
6A). There was no difference in the aspect of the tumor ascites, most of which had a score of
1, i.e., a non-hemorrhagic aspect (Figure 6B).

Ascitic fluid is essential for tumor growth since it represents a direct nutritional source
for tumor cells. Its production in Ehrlich ascites tumor is mainly guaranteed by the

hyperpermeability of the capillaries present in the peritoneal cavity, a feature due to the fact
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that the neoplastic cells induce an increased expression of receptors that promote
angiogenesis, with the subsequent formation of large amounts of ascitic fluid*"**,

The number of tumor cells in the ascites was significantly inhibited in the EG1AS50
group, treated with the extract at the highest concentration, compared to control and to the
remaining treated groups (Figure 6C). However, there was no significant difference in the
viability of these cells (Figure 6D).

Regarding the survival curve of the animals, only the EG1A50 group showed a
significant increase compared to control (Figure 6E). Similarly, the mean number of days of
survival of the EG1A50 group of animals was significantly higher compared to control and to
the remaining treated groups (Figure 6F), with a 9.5% increase in life expectancy (Table 2).

We should empasize the increased survival and life expectancy of the animals treated
with EGI since an increased life expectancy is definitely an important criterion for the
assessment of any chemotherapeutic agent19’41.

According to studies on propolis, we know that the increase survival of experimental
animals may be mainly related to the prevention of the implantation of a transplantable tumor
and to the fact that propolis inhibits DNA synthesis in tumor cell cultures, thus directly acting
on the destruction of cytoplasmic and nuceal structures.**

A Croatian propolis extract showed a synergistic antitumor effect with cisplatin on
Ehrlich tumor, inhibiting tumor growth, increasing animals survival by an additional 115%
rate and reducing the toxic and cytotoxic effect of cisplatin on normal cells without affecting
its cytotoxicity for tumor cells®.

For the treatment of Ehrlich tumor in the solid form, EG1 administered 48 hours

before tumor implant (prophylactic treatment) induced a significant reduction of paw

thickness in the EG1S 0.5 group on the 8th, 10th, 12th and 14th day compared to control and
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to the EG1S 50 group. At the dose of 5 mg/kg, there was a reduction of paw thickness on the
4th, 8th, 10th, 12th and 14th day compared to control and a reduction on the 8th, 12th and
14th day compared to the EG1S 50 group (Figure 7A).

EGIS administered at the dose of 5 mg/kg after tumor implant (therapeutic treatment)
significantly inhibited the increase in paw thickness on the 12th day compared to control and
to the higher dose of 50 mg/kg and also significnatly inhibited tomor growth compared to
control on the 14th day (Figure 7B).

The variation between the final and initial thickness in the prophylactic treatment
revealed a significant reduction at the doses of 0.5 and 5 mg/kg compared to control and to
the dose of 50 mg/kg. In the therapeutic treatment, the dose of 5 mg/kg induced a significant
reduction compared to control and to the remaining treated groups (Figure 7C and 7D).

EG1 also had a significant inhibitory effect on the growth of Ehrlich tumor in the solid
form in the paw even when the animals were treated ip., data that were confirmed both by
macroscopic measurement and by microscopic analysis, with a reduction of paw thickness
being observed in treated animals. These results agree with those reported by Araujo et al.**
who demonstrated that a propolis extract of Scaptotrigona aff. postica, stingless bees
inhibited the progression of Ehrlich tumor in the paws of mice starting on the 6th day after
inoculation of single doses of 5 and 50 mg/kg, even when the tumor was implanted at a
distance from the the treatment site.

This model is primarily evaluated on the basis of increased paw thickness, a fact that
may express unreal development since paw thickness may reflect not only tumor development
per se, but also the intense inflammatory infiltrate commonly occurring in this tumor model,

being crucial for histopathological evaluation.
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Histopathology revealed that when EG1 was administered in a prophylactic manner
the EG1S 0.5 group showed a significant reduction in the number of tumor cells compared to
control and to the treated groups, with increased edema in the EGIS 5 group compared to
control and to the remaining treated groups, and with polymorphonuclear cells being present
in the infiltrate (Figure 8A, B, C and D). However, the highest dose (50 mg/kg) did not differ
from control, leading us to suggest that this may have been due to swelling of the paw not
because of an increase in tumor cells, but possibly because of the presence of an inflammatory
infiltrate. This because the implantation of Ehrlich tumor indices, of itself, a local
inflammatory reaction resulting in the formation of intense edema and cell migration. In
addition, it has been previously demonstrated that the geopropolis extract of M. fasciculata
from Palmeirandia has an immunomodulatory action with a proinflammatory response when
used to treat THP-1 cells, a monocytic cell line of human leukemia'®.

In contrast, when administered in a therapeutic manner, the EG1S 0.5 group showed a
significant reduction of tumor cells compared to control and to the treated groups, with a
reduced necrosis in the EGIS 5 and EG1S 50 groups compared to control. And the cell types
present in the infiltrate were also polymorphonuclear (Figure 8E, F, G and H).

In general, the efficacy of an antitumor drug is assessed on the basis of its ability to
reduce the quantity of tumor cells. However, the importance of the immune response of the
host to the tumor should be underscored, reflected by the presence of inflammatory cells at
the site of the neoplasia, since an inflammatory response is essential for the modulation of
tumor development. Several studies have confirmed the presence of inflammatory infiltrates
(macrophages and polymorphonuclear cells) in the stroma and in the periphery of neoplastic

tissues as prognostic factors, supporting the dependence between inflammation and tumor
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growth, with the influx of inflammatory cells such as neutrophils promoting tumor
development45.

Both the prophylactic and therapeutic treatments had an inhibitory effect against
Ehrlich tumor, even though involving the administration of a single dose. However, the
prophylactic treatment proved to be more effective, casing tumor regression since the 8th day,
whereas the threapeutic treatment was significantly different starting on the 12th day. This
may be explained by the fact that in the prophylactic treatment the active substances are
already bioavailable at concentrations high enough to produce an effect, whereas in the
therapeutic treatment tumor progression ends up being faster than the bioavailability of active
substances. Or yet again, since geopropolis can modulate the immunological system by
inducing proinflammatory cytokines, prophylactic treatment becomes more rapid and
efficient.

These results underscore the fact that, even when administered as a single dose, the
geopropolis extract can induce a satisfactory response against the tumor. This is an important
fact that raises the perspectives of new research with this product as a promising material for
the production of medications aiding antitumor treatment, mainly because its chemical
composition revealed constituents such as benzophenones, triterpenes and alkaloids with a
high therapeutic potential whose various biological activities, including the antitumor action,
have already been studied.

Thus, we suggest that the antitumor action of M. fasciculata geopropolis may be
related to the synergistic effect of benzophenonas and triterpenes, since benzophenones such
as garcinol identified in these extracts have inhibitory effects on MCF-7 tumor cells, with
toxicity for these tumor cells at concentrations of more than 20 uM, inducing a substantial

loss of adherence and cell lysis*®. In addition, this geopropolis extract inhibits cell prolferation
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and induces cell apoptosis in multiple tumor cell lines of breast and prostate cancer, as well as
pancreatic cancer, showing selectivity for tumor cells, since normal epithelial cells of the
breast were not affected. *’

Additionally, pentacyclic triterpenes with an oleanane and ursane skeleton have
already been shown to be able to induce apoptosis of tumor cells, to increase the level of
caspase activation and to interfere with central regulators of the mechanisms of cell
development, proliferation and death, as is the case for p53, for the PI3K/Akt and MAPK
pathways, and for NF-«B.*®

Pyrrolizidine alkaloids are considered to be potent antitumor agents since the products
of their oxidative metabolism promote the formation of cross-binding of the DNA-protein
type49. And alkaloids are considered to be the most promising secondary metabolites in the
area of antitumor agentsso.

On this basis, the present data demonstrate that the geopropolis extract of M.
fasciculata from Palmeirandia-MA has antitumor activity causing the reduction of tumor cell
numbers both in vitro and in vivo, increasing the survival of animals with ascites tumor and
also reducing the size of solid tumors both when administered before the inoculation of tumor
cells (prophylctic treatment) and after tumor implant and fixation (therapeutic treatment). In
addition, it contains chemical constituents such as alkaloids, benzophenones and triterpenes,
first reported here in M. fasciculata geopropolis, which predominate even at different times of
collection, thus guaranteeing their constant biological activity. Furthermore, the present study
also opens perspectives for new investigations involving the isolation of these chamical

substances and the elucidation of their mechanism of antitumor action.
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ABBREVIATIONS USED
EG geopropolis extract
HPLC high performance liquid chromatography

UV-Vis ultraviolet visible

ESI electrospray ionization
MS mass spectrometry
DAD diode array detection

MS/MS tandem mass spectrometry

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
EDTA ethylenediamine tetraacetic acid

RPMI Roswell Park Memorial Institute

PBS phosphate buffered saline
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Figure captions

Figure 1. Chromatographic profile of the hydroethanolic extracts of Melipona fasciculata

Smith geopropolis (EG1 to EG6) obtained by HPLC-UV-vis (254nm).

Figure 2. Base peak chromatogram (BPC) of the hydroethanolic extracts of Melipona

fasciculata Smith geopropolis (EG1, EG2, EG5 and EG6) obtained by HPLC-DAD.

Figure 3. Chemical structure of compounds tentatively identified in the geopropolis extracts

of Melipona fasciculata.

Figure 4. Cell viability of the ascitic form of experimental Erhlich tumor treated with 0, 62.5,
125, 250, and 500 pg/mL concentrations of hydroethanolic extracts of Melipona fasciculata
Smith geopropolis (EG1 to EG6). Different letters indicate significant differences (p<0.05),

*** (p<0.001) ANOVA (One way/Newman-Keuls).

Figure 5. In vitro antitumor activity of hydroethanolic extracts of Melipona fasciculata Smith
geopropolis (EG1 to EG6) represented by mean inhibitory concentration (ICsp). The symbols
and the vertical lines represent the means + standard deviations of the indicated means (n=3),

#Indicates a significant difference between them (p<0. 01), ANOVA (Kruskal-Wallis).

Figure 6. Effect of treatment with a hydroethanolic extract of Melipona fasciculata
geopropolis (EG1) on the development of Ehrlich ascites tumor. The animals were treated
intraperitoneally with EG1 at the doses of 0.5, 5.0 and 50 mg/kg or with PBS (control) and

inoculated with 2x106 tumor cells 48 hours later. Ten days after inoculation, ascites was
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collected for the evaluation of volume (A), aspect (non-hemorrhagic-1, semi-hemorrhagic-2
and hemorhagic-3) (B), total number of tumor cells (C), and tumor cell viability (D). Survival
was monitored (E) and mean number of days of survival was calculated (F). Data represent
the mean = S.D. for 5 animals per group. *p< 0.05 compared to control. # p< 0.05 compared

to the remaining EG1 doses.

Figure 7. Effect of treatment with Melipona fasciculata geopropolis on solid Ehrlich tumor
development in mice. Swiss mice were treated intraperitoneally with EG1 for prophylaxis
and therapy at the doses of 0.5, 5 and 50 mg/kg. The control groups received only PBS.
Forty-eight hours after prophylactic or therapeutic treatment, the animals were inoculated
with 105 Ehrlich tumor cells in the footpad and paw thickness was measured every 2 days
with a digital pachymeter (A and B). Difference between the final and initial thickness after
prophylaxis and therapy, respectively (C and D). Data are the mean + S.E.M. for 6 animais
per group. *indicates a significant difference between the control and treated groups (p<0.05),

#indicates a significant difference between the treated groups (p<0.05).

Figure 8. Photomicrograph of footpad tumor cells of mice with Ehrlich tumor treated with a
hydroethanolic extract of Melipona fasciculata geopropolis (EG1). Swiss mice were treated
prophylactically and therapeutically with EG1 at the doses of 0.5, 5 and 50 mg/kg by the
intraperitoneal route. The control groups received only PBS. The images represent
histological sections of the footpad 14 days after Ehrlich tumor inoculation, stained with
hematoxylin-eosin and analyzed at 400x magnification. Photomicrographs showing a
panoramic view of neoplastic tissue in the dermis. Sagittal section. (A) Prophylactic control,

(B) prophylactic EGS 0.5, (C) prophylactic EGS 5, (D) prophylactic EGS 50, (E)
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Therapeutic control, (F) therapeutic EGS 0.5, (G) therapeutic EGS 5, (H) therapeutic EGS 50.

The black arrows indicate tumor cells and the red arrow indicates an inflammatory infiltrate.
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Table 1. Compounds tentatively identified in the geopropolis extract (EG) of Melipona fasciculata

Smith by HPLC-DAD-ESI-EM/EM

Compound MW [M+H]*'m/z MS/MS fragments (m/z) Tentative identification

1 317 318 300. 274, 256 Dihydroheliospathuline-N-oxide

2 454 455 437, 4009, 359, 295 9,11-Dehydro-B-bowelic acid

3 436 437 419, 391 15-Hydroxytingenone

4 490 491 455,437 Olean-12-ene-2,3,21,23,28-pentol

5 470 471 453,435, 407 3,4-Di-epigypsogenin

6 488 489 471, 453, 435 3,6,7-Trihydroxyolean-12-em-27-oic acid
7 602 603 585,467,411, 343, 287 Garcinol

8 512 513 495, 453, 435 3-Acetyl-11-keto-a-bowellic acid

9 530 531 513,453 Speciosaperoxide

10 438 439 421, 404 12-Ursene-2-diketone

11 514 515 497, 437, 345 3-Acetyl-11-hydroxy-B-bowelic acid
12 440 441 423, 405 20, 22- Epoxyeupha-24-ene-3-one
13 670 671 585, 467, 411, 343, 301 Poliisoprenyl benzophenone

* RT, retention time, MW, molecular weight; [M+H]", molecular fon
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Table 2. Effect of intraperitoneal (ip.) treatment with a hydroethanolic extract of Melipona

fasciculata Smith geopropolis (EG1) on the increase of animal life expectancy

Parameters Control EG 0.5 mg/kg EG 5 mg/kg EG 50 mg/kg

Median survival 21.0+1.8 20.5+1.2 20.0+4.3 23.0 £3.7
time (days)

Increase in life - 24 -4.8 9.5
expectancy (%)

Values are expressed as mean + SD
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 5
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Figure 6
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Figure 7
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Figure 8
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5. CONCLUSOES

e Os extratos hidroetandlicos da geoprépolis de Melipona fasciculata Smith de diferentes
regides fitogeograficas do estado do Maranhdo apresentam composi¢do quimica distinta,
mas atividades biolégicas semelhantes.

e O extrato hidroetandlico da geoprépolis de Melipona fasciculata Smith do municipio de
Fernando Falcdo, regido do Cerrado maranhense, e suas fragdes acetato e hidrometandlica
aprsesentaram maior citotoxicidade para células tumorais Ehrlich, MCF-7 e RAW, sendo
que doses citotdxicas para células do tumor de Ehrlich e MCF-7 ndo foram citotéxicas para
células RAW.

e O extrato hidroetandlico da geopropolis de Melipona fasciculata do Cerrado maranhense e
suas fracdes acetato e hidrometandlica também apresntaram atividade antioxidante e
composi¢do quimica rica em compostos fendlicos, como taninos hidrolisdveis,
provavelmente os responsaveis pela citotoxicidade para células tumorais.

e O extrato da geopropolis de Melipona fasciculata Smith do municipio de Palmeirandia -
MA apresentou atividade antitumoral causando diminui¢cao do nimero de células tumorais
in vitro e in vivo, aumentando a sobrevida dos animais portadores de tumor ascitico, bem
como induzindo a diminui¢do do tumor sélido, tanto quando administrado de forma
profildtia como teraputica.

e Além disso, apresentou constituintes quimicos como alcaloide, benzofenonas e triterpenos
que provavelmente em sinergismos sao os responsdveis por essa atividade bioldgica.

e A bioatividade da geoprépolis de Melipona fasciculata abre perspectiva para o seu
aproveitamento como matéria-prima para futuros medicamentos que ajudem no tratamento
antitumoral e também para mais pesquisas para o esclarecimento de seus mecanismos de

acao.
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B INTRODUCTION
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from a mivture af vegetahle resins, saliva secetions, wax, and
sl Bees store large depasits of this materia] inside their hives,
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Geopropalis produed by Melipana soutel Laric collected in the
state of Bahia, northeastern Brazil has bemn shown to eshibit
antimicrobial activity against StaphWomcous awreus and
Streploooccus mutans, & well & anbonidant anti-inflammatory,
antinocicgptive, and antiproliferative properties™” Benzophe.
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AESTRACT

Geopropolis, 2 mixture of plant resin, wax, soil and mlivary secretion, is produwced by the stingless bee Mealipema fasciondata. Thas
aim of this study was to investipate the chemicz] compasition and antioxidant activity of peopropolis collected from bedhives
in two phytopeographical regions, Booded fields and cerrado, in the muonicipalities of Palmeirindia and Fernando Falcao,
Maranh3o State, northeastern Brazil. The geopropolis compounds were identified by gas chromatography—mass speciromezry
{GOIMES). Additionally, rowal phenclic content was determined with the Folin-Ciocalteu reagent and antioxidant activiey was
evaluared fr eitre by 2,2-diphenyl-1-picrythyd ramyl (DPPH) and ferric reducing antioxidans power (FRAP) amays. The four
geopropolis sumples varked in terms of total phenolic content and antioxidant activiey and the highest values were observed for
peopropolis from Fernando Falcio. Triterpenes such as cycloartane, usane and oleanane and phenclic acids {protocatechaic
acid and pallic acid} were identified in the peopropolis from Palmeirindia, while the phenolic acids, gallic and ellagic acid
were the main compounds in gropropolis from Fernando Falcdo. The antioxidant property of geapropelis is due to its high
total phenolic content and predominance of pallic add and ellagic acid. The results showed that the plant resources in bwo
phyropecgraphical regions of Maranhio used by bees for the production of peopropolis contribute to the chemical compaesition
and bicactiviey of this produwct.

EETWRDS: stingless bee. palyphenals, triterpenes, phytogeogrmaphical regions.

Composicdao quimica e atividade antioxidante da geoprépolis de Melipona
fasciculata (Meliponinae) produzida em areas de campos alagados e de

cerrado no Estado do Maranhao, Nordeste do Brasil

RESUMO

Cenprapalis, wma mishera de resinas vegetais, cera, verra e secregio salivar, produrida pda abelha sem fermio Melipena faafolin.
Este estudo investigow a composicio quimica e a stividade antioxidante da peopropolis coletada em colmeias em duas regices
firnpengrificas de campos alagados e de cerrado, nos municipios de Palmeirindia e Fernando Faldio, no Estado do Mamnhso,
MNordesee do Brasil. (s compostos da geoprd polis foram identifimdos por cromatoprafia pasas acoplada a espectrometria de
massas [CGIEM). Foram determinados os teores de fendlicos totais pelo reagente de Folin -Cioclten, e atividade antioxidanze
utilirando o ensaio in mire oom 2, 2-difenil-1-picrithidras] (DPPH) e mpadidade redutora do fermo (FRATP). As quatro amostras
de peopropolis apresentaram variacies no teor de fendlicos totais e atividade antioxidante, as peopripelis de Fernando Faldhio,
apresentaram maiores teones. Nas peopropolis do municipio de Palmerindia foram identificados, ifterpenos do tipo dcdoartana,
umano e obmnana e dcidos fenalicos (Acido protocateruion e doido gdlico), enguanto que na geopropalis de Fernando Falcso,
aridos fendlicos, dddo pilico e digico foram o= principais constituintes. A propriedade antioxidante da gropripolis pode ser
atribasida aos altos teores de fendlicos wotais e de doido palico e digico. Os resultados demonstram que as fontes vepetais das
duas regides ftogrogrificas do Maranhio, Brasil, utilizadas pelas abelhas pam a producio da geoprapolis contribuem para a
composicio quimica € binatividade deste produto.

PALAYRAS-CHAVE: abelhas =m ferrio, polifendis, triterpenos, regites ftmopengrafics.
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trivial names and “code” abbreviations (e g., NAR. for nanngenm) unless such codes are in
common usage (e.g., MITBE for methy] tert-butyl ether).

If trade names are used, define at poimt of first use. [f nomenclatwe is speciabized, nclude a
“Nemenclature™ section at the end of the paper, giving defimbons and dimensions for all terms.
Use ST umts msofar as possible. Refer to The ACS Sivle Guide for lists of 51 vmits and a
discussion of therr use.

Write all equations and formmlas clearly and mmber equations consecutively. Place superscopts
and subscripts accurately; avoid superscripts that may be confused with exponents. Identafy
typed letters and mmmbers that might be misinterpreted. such as “oh™ for zero or “ell” for one.
Chenustry numbenng requinng pnmes should be identified as such (1.e., 3.3 -dibydroxy-), not
by an apostrophe (e.g., 3,3 -dihydroxy- ).

It 15 the authors” responsibility fo provide correct nomenclature. Structures should be inchided
for mmeommeon chenmeals, particulardy when the systematic or common name 15 too complex or

15

133



unclear to readily denote the structure. Such structures should be mncluded as a figure or table.
All nomenclatre must be consistent and imambiguous and should conform to cumrent Amernican
usage. Insofar as possible, authors should use systematic names sinular to those used by
Chemical Abstracts Service, the Infernational Union of Pure and Applied Chemistry, and the
International Umen of Biochenustry and Molecular Biology. Chemical Abstracts (CA)
nomenclature miles are descnibed i Appendix IV of the Chemical Absiracts Index Guide. For
CA nomenclature advice, consult the Manager of Nomenclature Services, Chemucal Abstracts
Service, P.O. Box 3012, Columbus, OH 43210-0012. A name generation sen'i-:e 15 available for
a fee through CAS Client Services, 2540 Olentangy Fiver Road, P.O. Box 3343, Columbus, OH
43210-0334 [telephone (614) 447-3870; fax (614) 447-3747; e-mml answerscas.org]. In
addition. the ACS Web site has links to nomenclature recommendations at hitp://chemistry org.
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Include essential credits but hold to an absolute numnmm  Omit acadenme and social titles.
Meeting presentation data and acknowledzment of financial support of the work should not be
mcluaded here; give these mstead in a note following the Feferences. It 15 the responsibility of the
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When submitting a mamiscript to the Journal via ACS Paragon Plus, the submitting author 15
asked to 1dentify the fimding sources for the work presented in the manusenipt. Identifying
fimding sources 15 opticnal during submussien of an original mamisenpt. Funding source
mformation 15 required when a revised manuscnipt 15 submutted. Funding should be
acknowledged in a separate statement (not in the Acknowledgment paragraph).

REFERENCES
Consult The ACS Style Guide and current 1ssues of the Jowrnal for examples of reference format.

Authors should cite all pnior published work directly pertment to the mammscnipt. To demonstrate
that the subnutted manusenpt meets sufficient mterest of the readership of the joumnal, it is
expected that articles recently published on the respective topic in the Journal of
Agrieultural and Food fire'mnm be cited to a reasonable extent. As a general gmdeline,
authors should attempt to limit the literature cited to approximately 50 or fewer citations {except

for review or perspective mamiscnipts).

Authors are responsible for the accuracy of their references. References taken from a review or
other secondary source should be checked for accuracy with the pnmary source.

Beferences should be histed on a separate page and munbered i the order m wluch they are cited
in the text.

References should be cited in the text by superscript mumbers, for example, ', etc

Give complete nformation, using the last name and mmtials of the author, patentes, or equuvalent;
do not use “Anonymous™.

Follow Chemical Abstracts Service Source Index for abbreviations of journal titles. Because
subscnbers to the Web edibon of the Jowurnal are now able to chick on the “Chemport™ or other

tag following each reference to remeve the comesponding abstract from vanous Web resources,
reference accuracy 15 cnifical.
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Typical references follow the styles ziven below.
For journals:

1. Brown, ]; Jones, M. ; Green, D. Article tifle. J Agric. Food Chem. 1980, 28, 14
{Issue mumber mmst be used if each 1ssue of the periodical begins with page 1.)

For books:

2. Smuth, L; Caldwell, A Chapter title. In Book Tiile, edibon no ; Keys, F., Park,
G., Eds ; Pubhisher: City, State (or Country if non-U.5), Year, Vol. no., pp.

For Web pages:
3. Black. A ; White, B. Page title. UFL (http:/. ) (most recent access date).

Papers should not dfpeud for their usefulness on wmpublished matenal and excessive reference
to matenal “in press” is discouraged Reference to the authors” own unpublished work is
permitted 1f the subject 15 of mndar_', mportance to the manuseript n question, but any
unpubhshed results of central importance mmst be dfscnbed mn sufficient detail withm the
manuscnpt. If pertinent references are “in press” or unpublished for any reason, furnish
copies to enable reviewers to evaluate the manuscript. An electronic copy of these materials
should be uploaded according to the divections for review-only Supporting Information.
“In press” references should include the Digital Object Identifier (DOI) assigned by the
potential publisher.

TABLES AND ARTWORK

The tables and graphics (llustrations) should be mserted in the manuscript file after the
Beferences section. Do not upload tables and graphics that are to be published with the
manuscript as Supporting nformation files.

Tables and figures should be carefully designed to maximize presentation and
comprehension of the experimental data with superfluous information excluded. Useful

mformation not directly relevant to the discussion may be included under Supporting
Information.

Tables. Tables may be created using a word processor’s text mode or table format feature. The
table format feature 15 preferred Ensure each data enfry 15 m its own table cell. Lower case
should be used for all table entnes unless a capital letter 15 requured. If the text mode 15 used.
separate columns with a single tab and use a line feed (enter) at the end of each row.

Tables should be mumbered consecutively with Arabic mmerals and should be grouped after the
figure captions. Footmotes in tables should be given letter designations and be cited in the table
by rtalic superscript letters. The sequence of letters should proceed by row rather than by
colunm. Each table should be provided with a descnptive heading, which together with the
mdividual column headings, should make the table, as nearly as possible, self-explanatory. In
setting up tabulations. anthors are requested to ]-:eep in mind the type area of the journal page
(178 =254 cm), and the cohmmm width (%.3 cm), and to make tables conform to the linntations
of these dimensions. Arrangements that leave many columns partially filled or that contain
much blank space should be avoided. Conversely, armangements that mnclude =20 columns
should be broken mto two tables if possible. If significance of values 15 to be mdicated use a
lower case letter. on line, one space after the value.
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Figures and Artwork. The preferred submission procedure is to embed graphic files m a Word
document. It may help to prmt the mamsenpt on a laser prnter to ensure all artwork 15 clear and
legible. Artwork should be sequentially mmbered using Arabic mumbers. Schemes and charts
may have titles and footmotes; figures should have caphions. Insert the captions following the
References and the graphics after the Tables.

Additional acceptable file formats are TIFF, PDF, EPS (vector artwork), or CDX (ChemDraw
file). If submitting mdividual graphic files in addition to their being embedded m a Word
document, ensure the files are named according to graphic function (1.e., Scheme 1, Figure 2.
Chart 3), not the scientific name. Labeling of all fisure parts should be present. and the parts
should be assembled into a single graphic. For EPX files, ensure that all fonts are converted to
outlmes or embedded m the graphuc file. The document setting should be m RGB mode. Note:
Although EPS files are accepted. the vector-based graphies will be rastenized for producton.
Please see below for TIFF file produchon resolutions.

TIFF files (either embedded m a Word document or submutted as mdividual files) should have
the followmg resolution requirements: black and white line art, 1200 dpi; grayscale art (a
monochromatic image containing shades of gray), 600 dpi: color art {RGB color mode), 300 dpi.

The RGB and resolution requirements are essential for producing high-quabity graphics within
the published paper. Graphics submitted m CMYK or at lower resolafion may be used; however,
the colors may not be consistent. Graphics of poor quality may not be able to be improved.

Most graphic programs provide an option for changing the resolution when images are saved.
Best practice 15 to save the graphic file at the final resolution and s1ze using the program used to
create the graphic.

For bar charts, bars with hatching patterns generally reproduce well. Bars that range in shading
from bight to dark gray to black can usually be reproduced successfully, although we do not
recommend any more that two shades of gray. A legend needs to be meluded within the figure
itself rather than the patterns or shades inchoded in the caption.

For manuscnpts contaming gel patterns, use of a igh-resolufion digtal scanner 1s recommended.
Only high-quality ongmal unaltered digtal mpmdu-:tuns will allow reviewers to comectly
verify the experimental results. For an example of gel pattems see J. Agric. Food Chem., 3012,
60 (18), 44924400 (DOI: 10.1021/3£300563n).

Only readable and accurately represented images are acceptable; the Editors reserve the option
to reject images that do not satisfactorily support points made in the manuscript or that
are not of satisfactory quality for publication.

The cuality of the illustrations published in the Jowrnal largely depends on the quality of the
ongmnals provided Figures cannot be modified or enhanced by the joumal production staff
Contrast 15 important. Each figure or photograph should be pmpﬂ'h labeled

Graphics should be sized at the final producton size when possible. Single-column graphics are
preferred and can be sized up to 240 pomts (3.33 ). Double-cohmm graphics mmst be sized
between 300 and 504 pomts (4.167 m and 7 m ). All graphics have a maximum depth of 660
points (9.167 i) mcluding the caption (please allow 12 points for each hine of caption text).
Consistently sizing letters and labels i graphics throughout the mamiscript wall help to ensure
consistent graphic presentation for publication. Lettermg should be no smaller than 4.5 points.
(Helvetica or Anal type works well for lettering ) Lines should be no thinner than 0.5 poimnt
Lettening and lmes should be of umiform density. Aveid the use of very large and very small
lettering within the same figure.
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If artwork that mmst be reduced will be submitted. use larger lettering and thicker lines so that,
when reduced the artwork meets the above-mentioned parameters.

Avoid using complex textures and shading to achieve a three-dimensional effect. To show a
pattem, choose a simple crosshatch design.

Color illustrations should be submitted onlv if they are essential for clarity of commmmication.
Feproduction of color illustrations will be pl‘cl‘l.-‘ldﬂd. at no cost to the author. Do not submit color
ponts to be prnted m black and white.

Structural Formulas. Structural formulas should be included for all new chemicals and for
existing chemicals for which chemical nomenclature and/or trivial names do not convey the
structure adequately. Stuchral formmlas are valuable n expressing concisely the precize
nature of the compounds under discussion and revealing the essence of the subject to readers
unfamuliar with the topic, without their necessary recourse to reference materials. The use of
chemical names without accompanying structires may cause readers to overlook the significance
of the paper.

Structures should be produced with the use of a drawing program such as ChemDiraw. Structure
drawmg preferences (preset in the ACS Stylesheet m ChemDraw) are as follows:

as drawing settings select. _.
chain angle 120°
bond spacing 18% of width
fixed length 144 pomts (0.308 cm, 0.2 m.}
bold width 2.0 pomnts (0.071 cm. 0.0278 )
line width 0.6 point (0.021 co, 0.0084 n)
margm width 1.6 pomnts (0.056 cm, 0.02221n )
hash spacmg 2.5 pomts (0.088 cm. 0.0347 m.)
as text sefiings select. ..
Font Anal or Helvetica
Size 10 pomts
under preferences choose. ..
Units points
tolerances 3 pixels
under page setup choose. ..
Paper US Letter
Scale 100%

Using the ChemDraw muler or approprate margin settings, create structure blocks, schemes, and
eqlmtuns having maxinmm widths of 11.3 cm {one-columm format) or 23.6 cm (two-column
format). MNote: 1f the foregoing preferences are selected as cm values, the ChemDraw ruler 13
calibrated m cm. Also note that a standard sheet of paper 13 only 21.6 cm wide, so all graphics
submitted n two-column format nost be prepared and printed in landscape mode.

Use boldface type for compound numbers but not for atom labels or capticns.

Authors using other drawing packages should, as far as possible, modify their program’s
parameters to reflect the above gmdehnes

For more information, please visit hitp.pubs.acs org'page/dauthors submission/index himl
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TABLE OF CONTENTS GRAPHICS
Authors of research articles, perspectives. and reviews are required to mclude a switable graphic
for publication in the table of contents (TOC) in the Web edition of the Jowrnal. Submission of
this graphic 15 mandatory. Thas graphic should caphure the reader’s attention and in conjunction
with the mamscript’s title, give the reader a quick visual impression of the type of chemistry
descrbed. Struchures should be constructed as specified under Structural Formmilas above. The
TOC graphic may be up to 3.25 in. (8.5 cm) wide and 1.75 in. (4.75 cm) tall. (See detailed
mstmictions at the Paragon Plus Web site) Text should be lmuted to labels for compoumnds,
reaction arrows, and figures. The use of color to enhance the scientific value 15 encouraged. The
TOC graphic should be mserted on a separate page at the end of the manuscnipt file. A gude to
TOC graphics is available here:

2/ pubs. acs org/paragonphis submission'toc_abstract_sraphics smdelines.

SUPPORTING INFORMATION

Extensive tables, graphs, spectra, calculations, and other material beyond a modest content m the
published paper may be included m the Web edition of the Jowrnal. These will not be part of the
published article but can be accessed separately on the Web by readers.

Supporting Information mist be submutted at the same time as the mamiseript and uploaded
separately to the ACS Paragon Plus environment. A list of acceptable file types is available on
the Web. All Supporting Information files of the same type should be prepared as a single file
(rather than submitting a series of files containmg individual images or structures). For example,
all Supporing Information available as PDF files should be contaimed mn one PDF file.

The matenial should be described in a paragraph mserted between the Acknowledgment and the
Feferences sections, using the followmg format:

Supporting Information. Brief statement in nonsentence format listing the contents of the
material supplied as Supporting Information

Components of the Supporing Information shonld be clearly labeled with all necessary figure
caphions and table files and footnotes.

DO NOT UPLOAD FIGURES AND TABLES THAT ARE TO BE PUBLISHED IN THE
ARTICLE INTO THE SUPPORTING INFORMATION FILE. Figures and tables that wall
appear in the published article are to be inserted in the mamuscript directly after the References
section.

CONFLICT OF INTEREST

A statement describmg any financial conflicts of interest or lack thereof 1s published with each
manuscript. Durng the submussion process, the corresponding author nmst provide this
statement on behalf of all authors of the mamiseript. The statement should desenbe all potential
sources of bias, meluding affiliations, fimding sources, and financial or management
relationships, that may constitute conflicts of interest (please see the Ethical Gmd@i'nms] The
statement will be published m the final article. If no conflict of mterest is declared, the following
statement will be published in the article: *“The authors declare no competing financial mterest.”
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