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Resumo
A terapia fotodindmica (FTD) vem sendo aplicada para tratamento de diversas patologias, como cancer e

feridas cronicas. Este trabalho objetivou complexar extrato de prépolis marrom com ion cobre Il a fim de verificar
o aparecimento de banda de absorgao na regido do visivel do espectro eletromagnético, e verificar a atividade
anti-radicalar do extrato antes e apés complexagao. O extrato de prépolis foi complexado e foram obtidos seus
espectros UV-Vis. A atividade anti-radicalar foi investigada pelo ensaio do DPPH. Os resultados indicaram o
aparecimento de uma banda larga entre 650 e 1100 nm, comprovando a complexagdo. Os resultados do ensaio
DPPH mostraram que houve uma diminui¢cdo de 62% do potencial de inibi¢do do radical. Dessa forma, a banda
de absorgdo na regido visivel do espectro possibilita que a prépolis seja utilizada como fotossensibilizador,
enquanto a diminuigdo do potencial anti-radicalar € positiva, uma vez que a FTD depende da geragao de espécies
reativas de oxigénio.
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Introdugéao

A terapia fotodinamica (FTD) consiste em uma reacao fotoquimica com o objetivo de causar a destruicao de
um tecido. E uma modalidade clinica de fotoquimioterapia baseada no uso de uma substancia fotossensibilizante
nas células-alvo, seguida pela irradiagéo de luz de um comprimento de onda especifico (Shanmugapriya & Kang,
2019; Oyama et al., 2020).

A prépolis € uma resina produzida pelas abelhas do género Apis, através da mistura de diferentes partes
das plantas, cera e secregdes salivares. Na colmeia, a propolis é utilizada para protegéo tanto fisica, fechando a
entrada da colmeia, evitando a entrada de vento e chuva, quanto quimica, garantindo o ambiente asséptico. A
composicao quimica da proépolis é bastante variada e dependente, principalmente, da flora da regido visitada
pelas abelhas (Pasupuleti et al., 2017; Anjum et al., 2019). As propriedades farmacolégicas da prépolis séo
bastante conhecidas e relatadas na literatura, como antimicrobiana, antioxidante, cicatrizante, anestésica,
antitumoral, entre outras (Carvalho et al., 2011; Mof{ et al., 2011; Finger et al., 2013; Pasupuleti et al., 2017;
Ibrahim et al., 2018; Dogan et al., 2020).

Apesar da proépolis ter sido estudada em associagéo a terapia fotodinamica, oportunidade em que houve
comprovagao do efeito sinérgico positivo dessa associagado (Wang et al., 2017), nunca foi reportada a prépolis
como fotossensibilizador. Provavelmente, se deve ao fato desse produto natural ndo apresentar elevada
absorbancia na regido visivel do espectro, condigao necessaria para aplicagdo da FTD.

A presente pesquisa visou verificar se complexar a prépolis com metais promove geracdo de banda de
absorgcédo no comprimento de onda da regi&o visivel para que esta possa ser utilizada como fotossensibilizador
na FTD, e ainda se a complexacao interfere nas propriedades biolégicas originais da préopolis.

Objetivo Geral: Estabelecer o perfil ético na regido do visivel de extratos de prépolis in natura e complexados
com metais.

Objetivos especificos: Preparar extratos etandlicos de prépolis marrom; realizar a varredura na regido do
visivel (380nm a 740nm) do perfil 6tico dos extratos; complexar extratos com o ion Cu(ll); avaliar o perfil UV-Vis
dos extratos complexados; avaliar a atividade anti-radicalar antes e apés a complexacao.

Metodologia

A amostra de propolis marrom foi gentilmente cedida por apicultor e coletada no municipio de Prudentdpolis-
PR, no ano de 2019.

O extrato foi preparado por maceragao com agitagcao ocasional por 7 dias, para tanto pesou-se 1,0034 g de
prépolis marrom e o solvente extrator utilizado foi 50 mL de etanol 95% v/v. Apés esse periodo o extrato foi filtrado
a vacuo e armazenado em freezer por uma noite para precipitacao das ceras. No dia seguinte, procedeu-se nova
filtracdo a vacuo. O solvente foi entdo evaporado em equipamento Speed Vac resultando em 0,3909 g de extrato
seco.

O extrato de propolis foi ressuspendido em etanol 95%v/v resultando em uma solugdo de 33 mg.mL".
Solugéo de CuClz a 5% (m/v) foi preparada em agua ultrapura. Ambas as solug¢des foram diluidas 20 vezes e em
seguida, utilizando o espectrofotdmetro UV-Vis (Shimadzu® UV-1800) obteve-se os espectros de varredura (200-
1100 nm) do extrato de propolis e do CuCl2 separadamente.

Para a reagdo de complexagao adicionou-se em um balédo volumétrico de 5 mL, 250 pL da solugéo de CuCI2
5% (m/v) e 500 pL da solugédo 33 mg.mL"" de prépolis. Completou-se o volume do baldo com etanol 95% vi/v.
Apéds 30 minutos foi obtido o espectro de varredura (200 a 1100 nm).
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A atividade antirradicalar foi determinada pelo método espectrofotométrico e leitura de absorbancia a 515
nm, através da reagdo entre o DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazila) e os antioxidantes presentes nos extratos ou
complexos formados, de acordo com Rufino (2009) com algumas modificagdes (Schmidt et al., 2014). Para tanto,
preparou-se solugao estoque de DPPH na concentragéo de 1,3 mM.

Para determinar o tempo de reacao entre o extrato de prépolis sem complexar e o radical estavel DPPH,
adicionou-se 100 pL do extrato de prépolis (33 mg.mL-), 120 uL de DPPH (1,3mM) e 2780 pL de etanol 95% v/v.
A solugao ficou ao abrigo da luz, e fez-se a leitura da absorbancia em 515 nm de cinco em cindo minutos durante
50 minutos. A solugéo controle consistiu em 120 yL de solugdo de DPPH (1,3mM) e 2880 pL de etanol 95% v/v,
que apresentou absorbancia de 0,73, e a solugao utilizada como branco foi o etanol 95% v/v.

Para determinar a capacidade de inibicido do radical estavel DPPH pelo extrato de propolis antes e apds
complexagéo com o cloreto de cobre, adicionou-se 100 uL do extrato de propolis (33 mg.mL"") ou do extrato apds
a reacao de complexacéo, 120 yL de DPPH (1,3mM) e 2780 uL de etanol 95% v/v. A solugéo ficou ao abrigo da
luz, e fez-se a leitura da absorbancia em 515 nm apds 25 minutos. Todo o procedimento foi realizado em triplicata.

Resultados e Discussao

Ao observar a figura 1 percebe-se que a propolis analisada absorve radiagao ultravioleta e tem seu maximo
de absorgao em comprimentos de onda menores de 400 nm. Apresenta ainda, uma banda de absorg¢ao de baixa
intensidade em aproximadamente 900 nm. Esse achado corrobora com outros trabalhos que estabeleceram o
perfil UV-Vis de extratos de varios tipos de propolis de diferentes partes do mundo, que demonstraram maximos
de absorgéo na regiao de absorgdo dos compostos fendlicos (280-400 nm) e pouca ou nenhuma absorgao na
regido do visivel (Tomazzoli et al., 2015; Mot et al., 2011; Barbeira et al., 2013). O cloreto de cobre possui 2
bandas na regiao do visivel, com maximos de absor¢do em 830 e 970 nm, aproximadamente. Também na figura
1, é possivel perceber que apos a reagdo de complexagao, observa-se a formagdo de uma banda larga de
absorgéo, que vai de 650 a 1100 nm. Sugere-se que o aparecimento dessa banda se deve a reagao entre os
flavonoides, presentes na composigédo quimica da prépolis e o metal utilizado na reagéo, no caso, o cobre.

Figura 1: Perfil 6tico UV-Vis do extrato de propolis, do extrato complexado e da solugéo de cloreto de cobre |l
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De fato, a caracteristica de complexagédo dos flavonoides da prépolis com metais € bem explorada na
literatura como um método para quantificacdo do teor de flavonoides totais em amostras de prépolis. Nesse caso,
geralmente o composto empregado para promover a complexacéao é o cloreto de aluminio (Sawaya et al., 2011).
Neste trabalho optou-se por utilizar o cobre por ser menos téxico, uma vez que o objetivo futuro é de utilizar a
prépolis como fotossensibilizador na terapia fotodinamica aplicada no tratamento de feridas crénicas.

Os resultados obtidos da avaliagdo da capacidade anti-radicalar dos extratos de prépolis antes e apds a
complexagao com cloreto de cobre estao presentes na tabela 1.

Tabela 1: Dados de inibigdo do radical DPPH (absorbancia controle de 0,73) apos reagdo com extrato de

prépolis e extrato de prépolis apés complexagao com CuClz

Extrato de Extrato de propolis apos complexacio com
propolis CuClz
Absorbancia 0,133+ 0,017 0,349 + 0,033
% de Inibigao 82% 52%

Percebe-se que houve uma diminuigdo de cerca de 62% dessa capacidade, uma vez que a percentagem
de inibicdo da absorbancia do radical passou de 82 a 52%.



73 Reunido Anual da SBPC

Conclusoées

A complexacdo dos extratos de propolis com o ion Cu (ll) foi confirmada pela banda na regido visivel
observada nos espectros obtidos, de forma que a hipotese inicial de que ocorreria um deslocamento batocrémico
pela reagdo da prépolis com ions metalicos foi comprovada.

Devido a composi¢cdo quimica da propolis e pelo fato de metodologia semelhante ser empregada para
determinar o teor de flavonoides totais na prépolis, espera-se que os flavonoides presentes na sua composi¢ao
que se complexaram com o cloreto de cobre (Sawaya et al., 2011). Provavelmente, esta complexagao tornou
essa classe de compostos indisponiveis para reagir com o DPPH na avaliagdo da atividade anti-radicalar, e
assim, inibir sua absorgao caracteristica.

Ao pensar na aplicagao a que se almeja para o extrato de propolis complexado, a diminuigao da atividade
anti-radicalar observada é promissora, uma vez que a terapia fotodindmica depende da geragédo de espécies
reativas de oxigénio, e uma atividade anti-radicalar muito significativa pode indicar uma possivel atividade
antioxidante, e, portanto, a propolis acabar inibindo as espécies que sdo necessarias para a aplicagao da terapia
fotodindmica. Vale ressaltar que a capacidade anti-radicalar nao foi totalmente inibida e para a efetiva aplicacao
da prépolis como fotossensibilizador sdo necessarios novos testes.

Novos estudos devem ser realizados no sentido de estabelecer se a complexagéo interfere em outras
propriedades bioldgicas da prépolis, como a antimicrobiana. Ainda, devido a composi¢gao quimica da prépolis ser
variada, faz-se necessario realizar esses estudos também com outros tipos de prépolis.
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