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RESUMO

A geopropolis é um tipo de propolis produzida por espécies de abelhas sem ferrao,
que consiste na mistura de resina, cera e solo. Apesar das propriedades
farmacoldgicas deste produto serem conhecidas desde os tempos remotos, 0S
estudos disponiveis na literatura ainda sdo escassos. As abelhas nativas sem ferrdo
sdo de grande importancia na manutencao de ecossistemas e fonte de renda para
comunidades locais de meliponicultores. Este trabalho tem como objetivo principal
analisar a composi¢ao quimica e a atividade biologica da geoprépolis produzida pela
abelha nativa sem ferrdo da espécie Melipona quadrifasciata, bem como, implementar
na UNIFAL-MG o modelo in vivo de Galleria mellonella para determinacdo da
toxicidade e atividade antimicrobiana da geopropolis. Para a avaliacdo da composicéo
quimica e atividades biolégicas da geopropolis, a amostra foi coletada no municipio
de Morretes-PR e, posteriormente, extraida em etanol 80% (v/v) para obtencdo do
extrato etandlico de geopropolis- EEGP. Foram realizadas andlises quimicas para
investigar a composi¢cdo do extrato por , determinagcdo quantitativa dos compostos
fendlicos e determinacdo das atividades biolégicas. A amostra foi submetida as
analises de toxicidade sistémica com o modelo de G. mellonella visando definir as
concentracfes seguras a se utilizar. Posteriormente foram realizados ensaios in vitro
para a determinacédo das atividades anti-inflamatorias e antimicrobianas, avaliando-se
as concentracdes inibitérias minimas, concentracdes microbicidas minimas e
atividade antioxidante pelos métodos do sequestro de radicais livres DPPH, potencial
redutor férrico FRAP e capacidade de reducdo do radical oxigénio ORAC. Como
resultados verificou-se que o teor de compostos fendlicos totais do EEGP foi de
23,60+0,22 mg GAE/g de extrato. A capacidade antioxidante da geopropolis na
reducao do radical DPPH foi de 54,79+ 1,64 ymol TEAC/g de extrato, o teste FRAP
mostrou um resultado de 2467,33+223,45 pmol SF/g extrato, e no ORAC a
capacidade do EEGP foi de 0,57+0,03 umol TEAC/g. O EEGP apresentou capacidade
antioxidante de compostos isolados quanto a redugao do radical ABTS'+ on-line. O
ensaio de atividade antimicrobiana mostrou que o extrato apresenta uma maior
atividade contra bactérias gram-positivas. O extrato ndo apresentou toxicidade no
modelo in vivo utilizado. Além dos resultados cientificos que poderdo impactar na no
conhecimento dessa area, pudemos estruturar a producéo de larvas de G. mellonella,

e a implementacéo de metodologias para a determinagao de toxicidade e da atividade



antimicrobiana in vivo que permitira assim, vislumbrar a possibilidade de publicacbes
em periddicos de maior impacto, bem como estabelecer parcerias com outros grupos
de pesquisa dentro e fora da instituicdo, otimizando recursos publicos, aumentando a
produtividade cientifica e a visibilidade da instituicao.

Palavras-chave: Propolis; Produtos naturais; Atividades biolégicas Extrato etandlico;

Abelhas sem ferrao.



ABSTRACT

Geopropolis is a type of propolis produced by species of stingless bees, which consists
of a mixture of resin, wax and soil. Although the pharmacological properties of this
product have been known since ancient times, studies available in the literature are
still scarce. Native stingless bees are of great importance in the maintenance of
ecosystems and source of income for local communities of beekeepers. The main
objective of this work is to contribute with relevant information about the chemical
composition and biological activity of geopropolis produced by the native stingless bee
of the species Melipona quadrifasciata, as well as to implement in UNIFAL-MG the
model for determining in vivo toxicity and antimicrobial activity using larvae of moths of
the species Galleria mellonella. For the evaluation of the chemical composition and
biological activities of geopropolis, the sample was collected in the municipality of
Morretes-PR and later extracted in ethanol 80% (v/v) to obtain the EEGP. Chemical
analyzes were carried out to investigate the composition of the extract, quantitative
determination of phenolic compounds and for the determination of biological activities,
the sample was submitted to the systemic toxicity test with the G. mellonella model to
evaluate the safe concentrations to be used. Subsequently, in vitro assays were
carried out to determine the antimicrobial activities, evaluating the minimum inhibitory
concentrations, minimum microbicidal concentrations and antioxidant activity by the
methods of scavenging free radicals DPPH, ferric reducing potential FRAP and
reducing capacity of the oxygen radical ORAC. As a result, it was verified that the
content of total phenolic compounds in the EEGP was 23.60+0.22 mg GAE/g of extract.
The antioxidant capacity of geopropolis in reducing the DPPH radical was 54.79+ 1.64
pmol TEAC/g of extract, the FRAP test showed a result of 2467.33+223.45 ymol SF/g
extract, and in the ORAC the EEGP capacity was 0.57+£0.03 umol TEAC/g. The EEGP
showed antioxidant capacity of isolated compounds regarding the reduction of the
ABTS+ radical online. The antimicrobial activity assay showed that the extract has
greater activity against gram-positive bacteria. The extract did not show toxicity in the
in vivo model used. In addition to the scientific results that could impact the production
of knowledge in the area, we were able to structure the production of G. mellonella
larvae, and the implementation of methodologies for the determination of toxicity and
antimicrobial activity in vivo, which will thus allow us to envision the possibility of

publications in higher impact journals, as well as establishing partnerships with other



research groups inside and outside the institution, optimizing public resources,

increasing scientific productivity and the institution’s visibility.

Keywords: Propolis; Natural products; Biological activities; Ethanol extract; Stingless

bees.
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1 INTRODUCAO

Inimeros produtos naturais tém sido amplamente utilizados na medicina
popular como agentes terapéuticos desde os primordios da humanidade. Quase todas
as civilizacbes antigas conheciam e usavam produtos naturais como recursos valiosos
em sua medicina (TIVERON et al., 2016). As contribuicbes dos diferentes grupos
étnicos ajudaram no desenvolvimento de pesquisas em produtos naturais,
contribuindo para com o avango sobre conhecimentos associando a estrutura quimica
de um determinado composto com suas propriedades bioldgicas, bem como, a inter-
relacdo com animais/plantas (VIEGAS et al., 2006).

Entre os produtos naturais utilizados pelo homem, destaca-se a propolis.
Prépolis € o nome genérico de substancias resinosas produzidas em qualquer época
do ano por abelhas a partir de uma mistura de substancias coletadas de varias partes
das plantas as quais esses invertebrados adicionam secrecdes salivares, ceras e
polen, sendo utilizadas para preencher buracos, proteger a entrada da colmeia contra
agentes invasores e na reparacao dos favos de mel (TIVERON et al., 2016).

Apresenta composi¢do quimica complexa e diversificada, dependente da fonte
vegetal visitada pela abelha e época de coleta da resina. Possui propriedades
antibacteriana, antifingica, antiviral, antioxidante, hepatoprotetora, gastroprotetora,
anestésica, imunoestimulatéria, anticancerigena, anti-inflamatoria e antimutagénica e
ja foi usado, inclusive, como adjuvante no tratamento de pacientes hospitalizados com
COVID-19 (BANKOVA et al., 1998; DA CUNHA et. al., 2020; PARK, ALENCAR,
AGUIAR, 2002; SALGUEIRO & CASTRO, 2016; SILVEIRA et al., 2021).

Além das abelhas do género Apis, mais conhecidas como africanizadas (Apis
mellifera), no Brasil sdo também encontradas as abelhas nativas sem ferréo
(meliponineos). Os insetos da tribo Meliponinae, que conta com mais de 200 espécies
conhecidas no Brasil, produzem outros tipos de propolis conhecidas também como
geopropolis. Diferentemente da prépolis, para a elaboracéo da geoprépolis, além do
material vegetal, secre¢cbes mandibulares, cera e pélen, estas abelhas adicionam terra
ou barro a sua composicao, e esta € uma caracteristica marcante deste produto
(FRANCHIN et al., 2012, 2013).

Uma das espécies da tribo Meliponinae, amplamente distribuidas é a Melipona
quadrifasciata, que juntamente com outras espécies de abelhas nativas, produzem

produtos bastante valorizados como o mel, o pdlen e a geoprépolis, cujas
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propriedades biologicas tais como, antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatoria, e
a composicdo quimica despertam cada vez mais interesse (AL-HATAMLEH, et al.,
2020; BARBOZA et al., 2020; CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006; DA CUNHA et
al., 2013a; DA CUNHA et al., 2016a; DA CUNHA et al., 2013b; DA CUNHA et al.,
2016b; DA CUNHA et al., 2020; FRANCHIN et al., 2012; FRANCHIN et al., 2013;
FRANCHIN et al., 2016; POPOVA et al., 2019; RUBINHO et al., 2019 e SILVA et al.,
2012).

Entre as atividades bioldgicas propostas, a atividade antimicrobiana apresenta-
se como uma das mais relevantes pois, 0s micro-organismos causadores de doencas
estdo sendo selecionados devido ao mal uso dos antibiéticos, tornando-se resistentes
aos medicamentos encontrados no mercado. Com isso, a busca por novos candidatos
que possuam essa atividade é fundamental para a manutencao da satde humana,
dos animais domeésticos e do desenvolvimento da agropecuéria. Da mesma forma, as
doencas crénicas mais comuns que acometem a populacdo humana como diabetes,
obesidade, hipertensdo, céancer, entre outros, estdo relacionadas com processos
inflamatdrios e/ou estresse oxidativos e assim, como no caso anterior, a
bioprospeccdo de compostos que apresentam atividades para estas patologias €
fundamental.

Concomitante a busca de solucdes para os problemas referidos acima, este
trabalho pretendeu implementar na UNIFAL-MG uma metodologia mais sofisticada
para a determinagcdo da atividade antimicrobiana e dos ensaios de toxicidade. Este
método trata-se do uso de larvas de uma mariposa da espécie Galleria mellonella
(mariposa da cera ou traca do favo de mel) (MAGUIRE, et al., 2016; TSAl et al., 2016).
O uso desse modelo in vivo é consagrado na comunidade cientifica e amplamente
utilizado para estudar a patogénese, a eficacia de novos compostos antimicrobianos
e a respostas imunolégicas, uma vez que o sistema imunoldgico desta larva é
estrutural e funcionalmente semelhante a resposta imune inata de mamiferos
(PEREIRA et al., 2018).

Cabe ressaltar que, como um modelo de infeccao e toxicidade, a G. mellonella
oferece uma série de vantagens técnicas sobre os modelos de infeccdo de mamiferos
como por exemplo, alto rendimento, facilidade de manuseio, requisitos simples de
alojamento, a possibilidade de produzir muitos individuos a um preco relativamente
baixo, a ndo implicacdo de questdes legais e éticas, entre outros.

Além disso, o planeta passa por enormes problemas relacionados as questées
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ambientais e sociais. Vivemos em um mundo onde o0 momento histérico é cadtico, um
mundo onde milhGes de pessoas perdem a vida acometidas por doencas infecciosas
ou crbnicas todos os anos. Na luta para buscar solucdes para esses problemas, o
estudo da composic¢ao quimica e das atividades biolégicas de produtos naturais, como
a geopropolis, principalmente em um pais com as caracteristicas do Brasil, onde se
concentra uma enorme biodiversidade, faz todo o sentido pois, possibilita a
descoberta de novos candidatos a farmacos que possam combater doencas
infecciosas e crbnicas por meio de um possivel medicamento ou melhorar as
condicBes de saude através do consumo na forma de um alimento funcional.

Sendo assim, trabalhos como este, envolvendo produtos meliponicolas, podem
trazer resultados que agregam valores a esses produtos, despertando um maior
interesse no cultivo e manutencéo desses insetos. Com isso, além da possibilidade
de gerar novos conhecimentos cientificos, estes dados podem contribuir para a
preservacdo do meio ambiente e o desenvolvimento socioeconémico da populacéo
local, fechando um circulo virtuoso fazendo valer o investimento em ciéncia e

tecnologia.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a composi¢ao quimica e atividades biologicas do extrato etandlico

de geopropolis produzido por Melipona quadrifasciata.

2.1.1 Objetivos Especificos
a) Determinar a composicdo quimica do extrato da geopropolis de M.
guadrifasciata por cromatografia liquida acoplada ao espectrometro de
massa (LC-ESI-QTOF-MS);

b) Analisar a atividade antioxidante do extrato etandlico de geoprépolis

através de métodos espectrométricos;

c) Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro e in vivo em modelo de G.
mellonella do extrato etandlico de geoprépolis contra diferentes

microrganismos;

d) Implementar e padronizar a metodologia para avaliar a toxicidade e a
atividade antimicrobiana do extrato etandlico de geoproépolis in vivo contra

diferentes microrganismos usando o modelo de G. mellonella.
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3 DESENVOLVIMENTO

3.1 PRODUTOS NATURAIS

A natureza tem sido uma fonte de medicamentos h& milénios, ao longo dos
tempos, os seres humanos confiaram na Natureza para atender as suas necessidades
basicas, entre as quais os medicamentos para o tratamento de um amplo espectro de
doencas (CRAGG & NEWMAN, 2013; NEWMAN & CRAGG, 2020).

Os gregos e romanos contribuiram substancialmente para o desenvolvimento
racional do uso de fitoterapicos no mundo ocidental antigo. Dioscérides, um médico
grego (100 d.C.), registrou com precisdo a coleta, armazenamento e uso de ervas
medicinais durante suas viagens com os exércitos romanos por todo o entdo “mundo
conhecido”, enquanto Galeno (130-200 d.C.), um praticante e professor de farmécia e
medicina em Roma, € bem conhecido por suas receitas complexas e formulas usadas
na manipulacao de medicamentos (CRAGG & NEWMAN, 2013; NEWMAN & CRAGG,
2020).

Os sistemas a base de plantas continuam a desempenhar um papel essencial
na saude, e seu uso por diferentes culturas tem sido amplamente documentado
(CRAGG & NEWMAN, 2013; NEWMAN & CRAGG, 2020). Até a primeira metade do
século XX, o Brasil era essencialmente rural e usava amplamente a flora medicinal,
tanto nativa quanto introduzida. Hoje, a medicina popular do pais é reflexo das unides
étnicas entre os diferentes imigrantes e 0s iniUmeros povos autdctones que difundiram
o0 conhecimento das ervas locais e de seus usos, transmitidos e aprimorados de
geracdo em geracao (LORENZI & MATOS, 2002).

Segundo a OMS, as praticas da medicina tradicional expandiram-se
globalmente na ultima década do século passado e ganharam popularidade. Além
disso, as plantas medicinais, as preparacoes fitofarmacéuticas e os produtos naturais
isolados representam um mercado que movimenta bilhdes de délares, tanto em

paises industrializados como em desenvolvimento (BRASIL, 2006).
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Os produtos naturais tém desempenhado um papel importante como fonte
alternativa de farmacos que revolucionaram o tratamento de doencas graves. Esta
claro que a Natureza continuara a ser uma importante fonte de novas pistas
estruturais, e o desenvolvimento eficaz de medicamentos depende de colaboragbes
multidisciplinares. Deve ser lembrado que a Natureza teve trés bilhdes de anos para
refinar sua quimica e s6 agora estamos arranhando a superficie explorando a sua
diversidade molecular (CRAGG & NEWMAN, 2013; NEWMAN & CRAGG, 2020).

3.2 ABELHAS SEM FERRAO

Os insetos estédo entre os mais diversos e bem-sucedidos animais do planeta
Terra, ocorrendo em praticamente todos os tipos de ambientes, tendo sido
catalogadas cerca de um milhdo de espécies de insetos descritas, 0 que corresponde
a quase ¥ de todas as espécies animais conhecidas, com estimativa de que existam
cerca de cinco milhdes de espécies de insetos em todo mudo (GRIMALDI & ENGEL,
2005).

A ordem Hymenoptera tem sido considerada por diversos autores como a mais
uatil de todas as ordens de insetos, do ponto de vista da espécie humana. Isto por
reunir as formigas, vespas (conhecidas na regido amazoOnica como cabas) e,
principalmente, as abelhas. Estas Ultimas com grande capacidade de geracdo de
renda, devido a producédo de mel, cera e prépolis, além de seus servicos ambientais,
gue as posiciona no ranque como elementos chaves para conservacao ambiental,
especialmente, pelos servicos prestados na polinizacdo de plantas nativas e
cultivadas (ISBM, 2013).

As abelhas sao insetos polinizadores, altamente sociais, que se organizam em
colénias permanentes e sdo extremamente importantes para a manutencdo dos
ecossistemas locais. Estima-se que um terco da alimentacdo humana depende direta
ou indiretamente da polinizacao realizada por abelhas (TOLEDO, 2018).

A apicultura € o manejo da espécie Apis mellifera, popularmente conhecida
como “europeia” ou “africana” que, como o proprio nome diz, nao é nativa do territorio
brasileiro. Sua pratica € muito difundida no pais, dispde de tecnologia desenvolvida,
padrdes de producao definidos e seus produtos regulamentados, € ela que fornece o
mel disponivel no mercado brasileiro. J& a Meliponicultura é a atividade de criacédo

das abelhas sem ferrdo, ou meliponineos, nativas do Brasil e de outras regides
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tropicais e subtropicais da Terra (ISPN, 2018).

Os meliponineos sdo um grupo que merece destaque, sdo conhecidos
popularmente como abelhas indigenas “sem ferrao”, por possuirem o ferrdo atrofiado
(vestigial), perdendo a capacidade de ferroar. Seu tamanho varia de
aproximadamente 2 mm até 15 mm. Morfologicamente, os meliponineos podem ser
facilmente distinguidos dentre as outras abelhas pela reducdo da venacao da asa, a
reducdo do ferrdo (apenas vestigial), a auséncia de espordo nas tibias posteriores e
a presenca do lobo jugal nas asas posteriores (ISBM, 2013).

As abelhas sem ferrdo (Meliponini), compreendem mais de 500 espécies
classificadas em 48-61 géneros. O maior numero de géneros e espécies ocorre na
regido Neotropical, com 32 géneros e 417 espécies reconhecidas, e estudos recentes
de genética populacional indicam que o niumero de espécies provavelmente sera
ainda maior. As abelhas sem ferrdo ndo sdo apenas um clado monofilético rico em
espécies, elas também séo filogeneticamente muito mais antigas que as abelhas do
género Apis, com origens que datam de 75 a 80 milhdes de anos atras (FREITAS et
al., 2020).

Quadro 1 - Classificacéo atual das abelhas sem ferréo.

Classificacao mais atual

(Michener, 2007)

Classe Insecta
Ordem Hymenoptera
Superfamilia Apoidea
Familia Apidae
Subfamilia Apinae

Tribo Meliponini

Fonte: Adaptado ISPN (2018).

De maneira geral, as Meliponini, espécies unicamente do género Melipona, séo

as urugus, jandairas, tilbas, mandacaias e equivalentes. Ja as Trigonini, espécies de
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todos os outros géneros que ndo sao Melipona, sao as jatais, irais, mirins, canudos e
outras tantas (ISPN, 2018).

Nas Américas tropicais e subtropicais, as abelhas sem ferrdo foram os
principais polinizadores até a introdugcdo da abelha Apis mellifera, no século XVIII
(FREITAS et al., 2020). Elas estao distribuidas nas regides tropicais e subtropicais da
Terra: com excecao do Chile, ocupam todos os paises da América Latina; as florestas
tropicais e savanas africanas; o extremo sul da Asia, inclusive as ilhas do Pacifico; e
norte da Oceania, incluindo o nordeste australiano. Entretanto, € nas Américas que
grande parte da diversidade de espécies ocorre, sdo aproximadamente 350 tipos
descritos, 250 s6 no Brasil em que a cultura de criacdo destes insetos se manifesta
de forma mais abrangente (ISPN, 2018).

Dentre os meliponineos, a espécie Melipona quadrifasciata (Figura 1),
popularmente conhecida por Mandacaia, que na linguagem indigena significa Vigia
Bonito, devido ao enxame sempre ter um vigia que fica na entrada da colmeia, séo as
abelhas sem ferrdo nativas brasileira da tribo Meliponini e género Melipona. Esta
espécie mede de 10 mm a 12 mm de comprimento e tem o corpo preto com faixas
amarelas no abdome. Na natureza ela constréi seus ninhos em ocos de arvores (ISBN,
2021).

Fotografia 1 - Abelha Melipona quadrifasciata (Mandacaia)

L]

Fonte: www.abelha.org.br (Editado).

No Brasil, M. quadrifasciata € uma espécie de abelha sem ferrdo amplamente

difundida que desempenha um papel importante como polinizador de habitats naturais
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e culturas cultivadas (ANTONINI et al., 2006). A abelha sem ferrdo M. quadrifasciata
esta entre as mais de 200 espécies de abelhas sem ferrdo nativas do Brasil, de regibes
tropicais e subtropicais (GALGOWSKI et al., 2021).

Os meliponineos constituem um grupo ecologicamente importante de abelhas
pois atuam como polinizadores de plantas nativas das regides tropicais, temperadas
e subtropicais. Com a destruicdo da flora nativa, a reducdo de substrato para
nidificacéo, a coleta predatoria de ninhos e a introducdo de espécies exdticas, essas
abelhas vém sendo dizimadas, com estimativas de que, no Brasil, aproximadamente
100 espécies de meliponineos apresentam riscos potenciais de extincdo. Desta forma,
0 interesse pela meliponicultura, que inclui o cultivo e a exploracéo racional dessas
abelhas, pode contribuir para a preservacéo de espécies vegetais, além de agregar
valor aos produtos meliponicolas, como o mel, a geoprépolis, a prépolis, a cera e o
polen.

As abelhas nativas sem ferrdo sdo as principais responsaveis pela polinizacao
de plantas nativas das regifes tropicais, temperadas e subtropicais, além de contribuir
na polinizacdo de produtos agricolas. A eficiéncia desses animais no processo de
polinizacdo esta intimamente relacionada aos recursos naturais disponiveis na regiao.
As acbes antrépicas que acarretam a destruicdo da biodiversidade nativa, culminando
na consequente reducdo de ninhos e diminuicdo da polinizacdo, dificultam a
restauracado, recuperacao e manutencao de matas e florestas.

Dessa forma, a meliponicultura — cultivo de abelhas sem ferrédo — surge como
uma alternativa na manutencdo das espécies de meliponineos, além de ser
caracterizada como uma atividade de beneficio matuo para o ambiente e as

comunidades que a praticam.

3.3 PROPOLIS E GEOPROPOLIS

A propolis, um produto alimenticio, & uma substancia resinosa coletada pelas
abelhas de brotos e exsudatos de plantas em diferentes regiées do mundo. A prépolis
foi usada pelos egipcios como um dos componentes do embalsamamento devido as
suas propriedades anti putrefacdo, pelos incas como agente antipirético, e do século
XVIlI ao XX tornou-se muito popular na Europa por sua atividade antibacteriana
(TIVERON et al., 2016).

As abelhas produzem propolis para fortalecer e tapar buracos e rachaduras nas
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paredes das colmeias, proteger as colmeias contra o vento e a agua, reduzir o
crescimento microbiano e manter a temperatura interna. A propolis € composta
principalmente por cera e resinas vegetais e ha muito tempo é utilizada na medicina
antiga devido aos seus efeitos na saude, bem como ingrediente alimentar mais
recentemente. As abelhas forrageadoras obtém as resinas de gemas vegetativas e
exsudatos vegetais proximos as colmeias (SARTORI et al., 2021).

A composicao quimica e as atividades bioldgicas da prépolis variam de acordo
com a regido e a disponibilidade de espécies botanicas de onde é proveniente. Os
compostos volateis presentes na propolis contribuem para seu aroma caracteristico e
sdo substancias biologicamente ativas das resinas, correspondendo a até 3% da
composicdo da prépolis (SARTORI et al., 2021). A prépolis geralmente contém uma
variedade de compostos quimicos, como polifendis (flavonoides, acidos fendlicos e
seus ésteres), terpendides, esterdides e aminoacidos, depende da vegetacéao no local
de coleta (KUMAZAWA et al., 2004).

A propolis tem sido usada na medicina popular em muitas regides do mundo
(GHISALBERTI et al., 1979) e tem sido relatada em possuir varias atividades
biolégicas como antibacteriana (KUJUMGIEYV et al., 1999), antiviral (AMOROS et al.,
1994), anti-inflamatorio (WANG et al. 1993) e anticancerigeno (KIMOTO et al., 2001 e
MATSUNO, 1995). Por esta razédo, a propolis € amplamente utilizada em alimentos e
bebidas para melhorar a saude e prevenir doencas como inflamacdes, doencas
cardiacas, diabetes e cancer (BANSKOTA et al., 2001b; BURDOCK, 1998).

Existem também, além da prépolis produzida por abelhas do género Apis,
algumas espécies de meliponina que misturam propolis com argila ou solo. O
resultado dessa mistura € um material resinoso mais rigido que a prépolis, que é
denominado de geoprépolis (Figura 2). Apesar das diferencas na formacao de ambos
os produtos, a geopropolis tem fun¢des semelhantes as da propolis no que diz respeito

a protecdo da colmeia e atividades bioldgicas (DE SOUZA et al., 2018).
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Fotografia 2 - Amostra de geoprépolis de M. quadrifasciata.

Fonte: Autor

A geopropolis € uma propolis incomum coletada por abelhas nativas sem ferrdo
da tribo Meliponini e amplamente encontrada em areas tropicais e subtropicais em
todo o mundo (FRANCHIN et al., 2013). Diferentes atividades biolégicas da prépolis e
da geopropolis tém sido investigadas em todo o mundo, incluindo antioxidante
(FRANCHIN et al., 2012; FRANCHIN et al., 2013 e DOS SANTOS et al., 2017),
imunomoduladoras (LIBERIO et al., 2011 e OLIVEIRA et al., 2019), antimicrobiana
(DOS SANTOS et al., 2017; DE SOUZA et al., 2017; SOUZA et al., 2019 e SUREK et
al., 2021), antileishmanial (DUTRA et al., 2019), antiviral (YOSRI et al., 2021), anti-
inflamatoria (FRANCHIN et al., 2012; FRANCHIN et al., 2013; e CAMPOS et al., 2015)
e acdo antitumoral (BORGES et al., 2011; CINEGAGLIA et al., 2013; DA CUNHA et
al., 2013; BARTOLOMEU et al., 2016) e (BARBOZA et al., 2020).

Dentre as geoproépolis, a da espécie de abelha Melipona quadrifasciata tem sido
alvo de interesse do nosso grupo de pesquisa, pois ja foi descrito por (DA CUNHA,
2013), que estudos com geopropolis observaram atividade antimicrobiana significativa

contra Staphylococcus aureus e outros microrganismos.

3.4 GALLERIA MELLONELLA

O estudo da viruléncia bacteriana muitas vezes requer um modelo animal
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adequado, e modelos de infeccdo em mamiferos sdo caros e podem levantar
guestdes éticas. O uso de insetos como modelos de infeccéo oferece uma alternativa
valiosa. Em comparag&o com outros hospedeiros de modelos n&o vertebrados, como
0S nematoides, 0s insetos tém um sistema de defesa antimicrobiana relativamente
avancado e, portanto, sdo mais propensos a produzir informacdes relevantes para o
processo de infec¢cdo de mamiferos (RAMARAO et al. 2012).

Um dos modelos mais utilizados para estudar infeccdes microbianas é o
modelo murino. No entanto, existem obstaculos éticos, orcamentéarios e logisticos
associados ao uso de roedores como modelos de infeccdo. Em primeiro lugar, manter
um nuamero suficiente de animais necessarios para obter dados estatisticamente
relevantes € caro e muitas vezes considerado eticamente censuravel. Em segundo
lugar, os mamiferos tém longos periodos de reproducéo, 0 que retarda o progresso
da experimentacéo (TSAI et al. 2016).

Mais recentemente, a Galleria mellonella (mariposa-da-cera-maior ou
mariposa-do-favo-de-mel) foi introduzida como um modelo alternativo para estudar
infeccdes microbianas. G. mellonella € um inseto da ordem Lepidoptera e da familia
Pyralidae. Na verdade, sdo as larvas da lagarta, e ndo a mariposa adulta que € usada
como modelo animal. Quando comparadas com os hospedeiros tradicionais de
mamiferos, as larvas de G. mellonella sdo mais baratas de estabelecer e mais faceis
de manter, pois ndo requerem equipamentos de laboratério especiais (TSAI et al.
2016).

As larvas de G. mellonella apresentam varias vantagens técnicas: séo
relativamente grandes (as larvas de ultimo instar antes da pupacao tém cerca de 2 cm
de comprimento e peso de 250 mg), permitindo a injecdo de doses definidas de
bactérias; eles podem ser criados em varias temperaturas (20°C a 30°C) e estudos de
infeccdo podem ser realizados entre 15°C e acima de 37°C, permitindo experimentos
que mimetizam um ambiente mamifero. A infeccdo das larvas permite monitorar a
viruléncia bacteriana por diversos meios, incluindo céalculo da DL 50, medida da
sobrevivéncia bacteriana e exame do processo de infeccdo (RAMARAO et al. 2012).
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Fotografia 3 - Larvas de Galleria mellonella (mariposa-do-favo-de-mel) em
seu estado natural.

Fonte: Autor

Nota: Larvas de G. mellonella vivas utilizadas nos experimentos.

A G. mellonella € um modelo cada vez mais popular para avaliar a viruléncia
de patégenos bacterianos e a eficacia de agentes antimicrobianos (PEREIRA et al.,
2020). Nos ultimos 20 anos, mais de 2.000 artigos cientificos foram publicados no
PubMed sobre G. mellonella, dos quais mais de 1000 foram publicados apenas em
nos ultimos trés anos, demonstrando a crescente popularidade desse modelo de
infeccdo. Em particular, houve uma expansdo na diversidade de patdgenos
bacterianos estudados, contribuindo de forma inestimavel para a pesquisa com
microrganismos patogénicos humanos e veterinarios (TSAI et al., 2016).

A utilizacéo das larvas de G. mellonella demonstraram fornecer uma visao util
sobre a patogénese de uma ampla gama de infec¢gdes microbianas, incluindo fungos
de mamiferos como Fusarium oxysporum, Aspergillus fumigatus e Candida albicans
e patdgenos bacterianos, como Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Serratia
marcescens, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes ou Enterococcus
faecalis. Independentemente da espécie bacteriana, os resultados utilizando esse
modelo correlacionam-se consistentemente com os de estudos semelhantes em
mamiferos, em que cepas bacterianas que apresentam infeccdo atenuada em
modelos de mamiferos demonstram menor viruléncia em Galleria, e cepas que

causam infec¢cbes humanas graves também sao altamente virulentas no modelo de
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Galleria. (RAMARAO et al., 2012). Assim, o diferencial deste trabalho também foi
implementar na UNIFAL-MG, essa metodologia sofisticada para a determinacédo da
atividade antimicrobiana e dos ensaios de toxicidade. Este método pode contribuir
com varias pesquisas desenvolvidas na instituicdo, e o melhor, de forma rapida,

eficaz, de baixo custo e ainda assim, sdo aceitas pela comunidade cientifica.
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4 MATERIAL E METODOS

A seguir serd apresentada a metodologia utilizada no desenvolvimento do

presente trabalho, as quais estdo descritas em detalhes.

4.1 COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras de geopropolis produzidas por M. quadrifasciata foram coletadas
no dia 20/12/2019 na estacdo verdo, no meliponario localizado no municipio de
Morretes-PR, (25°36’46”S 48°48'01”"W). Os materiais foram coletados sob a
supervisao do Sr. Jefferson Belenda, meliponicultor responsavel pelo local.

A coleta das amostras foi realizada raspando a geopropolis produzida nas
fendas entre a parte inferior da tampa e a melgueira superior da colmeia. Apds a
raspagem, o material foi devidamente embalado, etiquetado e armazenado em freezer
(-8° C) até o preparo dos extratos e ensaios quimicos e biolégicos.

O projeto esta cadastrado na plataforma SisGen (Sistema Nacional de Gestao
do Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado) sob o numero
A5F3CCB, para a regularizagdo junto ao MMA (Ministério do Meio Ambiente) como
atividade de acesso ao patrimonio genético (ANEXO 1).

4.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS ETANOLICOS CONCENTRADOS DA
GEOPROPOLIS DE M. QUADRIFASCIATA (EEGP)

Para a obtencéo do extrato etandlico de geopropolis (EEGP), primeiramente foi
feita uma limpeza, retirando-se eventuais impurezas como pedacos de madeira e
insetos mortos, posteriormente, a amostra foi pulverizada com o auxilio de gral e
pistilo. Foram pesados 70,3 g da amostra em um béquer e adicionados 525 mL de
etanol absoluto. A suspenséo foi aguecida em banho de 4gua termostatizado a 70°C
durante 30 minutos sob agitacdo constante. Apos a extracdo, a mistura foi submetida
a filtracdo a vacuo e concentrada em evaporador rotativo (Figura 1), para a obtencéo
do EEGP (FRANCHIN et al., 2012).
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Figura 1 - Fluxograma dos procedimentos de extracdo e analises da geoproépolis.
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Fonte: Autor

Nota: a- maceracéo e limpeza do extrato bruto; b- suspensédo e aquecimento em banho de agua
termostatizado; c- filtracdo a vacuo e concentracdo em evaporador rotativo; d- extrato etandlico
concentrado; e- analises de fendlicos totais e antioxidantes em placa de 96 pogos e f: ensaios de

toxicidade e agdo antimicrobiana em modelo sistémico de G. mellonella.

4.3 DETERMINACAO DE FENOLICOS TOTAIS

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado por Folin-Ciocalteu,
conforme descrito por AL-DUAIS et al., (2009), adaptado para micro volumes. Cerca
de 20 pL das amostras (EEGP ou padrdo) foram adicionadas a microplaca de 96
pocos. Em seguida, foram adicionados 100 uL do reagente Folin-Ciocalteu 10% e,
apos 5 minutos, 75 uL da solucdo de carbonato de potassio a 7,5%. A reacao ocorreu
por 40 minutos a temperatura ambiente e protegido da luz, a absorbancia foi
determinada em um leitor de microplacas a 740 nm. O contetudo total de compostos
fendlicos foi expresso em equivalentes de acido galico (GAE), calculado com base em
uma calibracdo curva de 20 a 120 pg/mL. O branco foi composto por 20 pL de 4gua
destilada no local da amostra. As amostras foram analisadas em triplicata e expressas

em mg de GAE/g de extrato de propolis.
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4.4 ANALISES QUIMICAS DO EXTRATO ETANOLICO DE GEOPROPOLIS
(EEGP)

O ensaio de determinacéo do perfil quimico por LC-ESI-QTOF-MS foi realizado
em parceria com a Prof? Patricia de Oliveira Carvalho, da Universidade S&o Francisco
— USF, em Braganca Paulista (SP).

4.4.1 Determinacéo do perfil quimico por LC-ESI-QTOF-MS

A prépolis seca (1 mg) foi reconstituida em 1 mL de etanol antes da andlise por
cromatografia liquida-espectrometria de massa (LC-MS). A agua foi purificada em um
sistema Milli-Q da Millipore (Medford, MA, EUA). O acetonitrilo de grau HPLC (ACN)
foi da Honeywell (Morristown, NJ, EUA). Os dados foram adquiridos usando um
cromatografo liqguido ACQUITY FTN acoplado a um espectrometro de massa XEVO-
G2XSQTOF (Waters, Milford, MA, EUA) usando o software MassLynx 4.1. Foi
utilizado um ACQUITY UPLC HSS T3 (Waters, 50 x 2,1 mm, 1,8 um). A fase movel
consistiu de: (A) Agua 0,1% de &cido formico e (B) acetonitrila a uma vazdo de 0,20
mL.min-1 com gradiente linear (em % B): 0—8,0 min: 25%; 8,0-9,0 min: 100%; 9,0-9,1
min: diminua para 25% (com mais 0,8 min para reequilibrar a coluna), resultando em
uma analise de 10 min. O volume de injecao foi de 2 e 3 yL para os modos positivo e
negativo, respectivamente. Para a fonte de ionizagao por eletrospray, os parametros
foram definidos da seguinte forma: modo positivo com tenséo capilar de 3,0 kV, cone
de amostragem de 40.000, temperatura da fonte de 140°C, temperatura de
dessolvatacdo de 300°C, fluxo de gas do cone de 50 L/h , e vazdo de gas de
dessolvatacdo de 1000 L/h; modo negativo com tenséo capilar de 2,0 kV, cone de
amostragem de 40.000, temperatura da fonte de 140°C, temperatura de
dessolvatagdo de 550°C, fluxo de gas do cone de 50 L/he fluxo de gas de
dessolvatagcéo de 900 L/h. A faixa de varredura de aquisicéo foi de 50 a 1200 Da.
Leucina encefalina (peso molecular = 555,62; 200 pg/uL em 1:1 ACN:H20) foi usada
como uma massa de bloqueio para medicdes precisas de massa, e uma solucdo de
formato de sddio 0,5 mM foi usada para calibracdo do instrumento. Cada amostra foi
analisada trés vezes.

Para monitorar a estabilidade do sistema, amostras de controle de qualidade
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(QC) foram inseridas antes do lote e inseridas entre as injecfes. Uma aliquota de 1
mg do EEGP foi reconstituida em 1 mL de solucédo de metanol / agua (1:1, v/v) antes
da andlise por cromatografia liquida-espectrometria de massa (LC-MS). A fase mével
consistiu em: (A) Agua 0,1% de &cido férmico e (B) acetonitrila a uma taxa de fluxo de
0,20 mL/min com gradiente linear (em % B): 0—-8,0 min: 25%; 8,0—9,0 min: 100%; 9,0-
9,1 min: diminuir para 25% (com mais 0,8 min para o reequilibrio da coluna),
resultando em uma analise de 10 min. O volume de injecao foi de 1 L.

Para a fonte de ionizacgéo por eletropulverizacdo, os parametros foram definidos
da seguinte forma: modo positivo com uma tensdo capilar de 3,0 kV, cone de
amostragem de 40.000, temperatura da fonte de 140°C, temperatura de
dessolvatacdo de 300°C, fluxo de gas do cone de 50 L/h, e fluxo de gas de
dessolvatacdo de 1000 L/h; modo negativo com tenséo capilar de 2,0 kV, cone de
amostragem de 40.000, temperatura da fonte de 140°C, temperatura de
dessolvatacdo de 550°C, fluxo de gas de cone de 50 L/h e fluxo de gas de
dessolvatacdo de 900 L/h. A faixa de aquisicdo da varredura serd de 50 a 1200 Da.
Leucina encefalina (peso molecular = 555,62; 200 pg/uL em 1:1 ACN: H20) foi usada
como uma massa de bloqueio para medicdes de massa precisas e uma solucao de

formiato de sédio 0,5 mM foi usada para calibracéo do instrumento.

4.4.2 Andlise Estatistica e Anotacao de Compostos

Os dados brutos foram processados com o software Progenesis Ql 2.0
(Nonlinear Dynamics, Newcastle, Reino Unido) para deteccao de pico, alinhamento,
integracéo, deconvolucéo e identificacdo putativa baseada em MSE (anotac&o) de
compostos. Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS), Vaniya-
Fiehn Natural Product Library, banco de dados ReSpect e RIKEN Plant Metabolome
MetaDatabase foram usados para esta anotagdo com os parametros de pesquisa de
erro de massa do precursor < 5 ppm e tolerancia de fragmento < 10 ppm. Pontuagao
de fragmentacao, precisdo de massa e similaridade de isétopos foram considerados
para a identificacdo putativa das moléculas. A andlise estatistica foi realizada usando
a plataforma web MetaboAnalyst 4.0 (McGill University, Montreal, QC, Canada). Os
dados foram normalizados de forma bruta usando a Normalizagdo do Quociente
Probabilistico e amostras de CQs como referéncia. Os dados foram cubicos e log10

transformados para modo positivo e negativo, respectivamente, e dimensionados
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automaticamente antes de realizar a analise estatistica. A analise de variancia
(ANOVA) nao pareada foi usada como uma analise estatistica univariada e a correcao
HSD de Tukey foi aplicada. Apenas as caracteristicas (isto €, um ion com m/z Unico e
tempo de retengéo) que preencheram os critérios de taxa de falsa descoberta de valor

p (FDR) ajustada < 0,05 foram consideradas.

4.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

A atividade antioxidante foi testada por diferentes métodos descritos a seguir.

4.5.1 Atividade antioxidante pela desativacéo do radical livre DPPH

A determinacéo da atividade sequestrante de radicais livres de DPPH seguiu o
método descrito por Moraes-de-Souza et al. (2008) com algumas modificacdes.
Aliquotas de 66 pL do padrao, controle ou EEGP e 134 pL de solucéo de etanol 150
MM de DPPH foram transferidos para pogos de microplacas. Apds 45 min no escuro,
a absorbancia foi medida em 517 nm em um leitor de microplacas. O etanol foi usado
como branco e uma curva de calibragéo foi construida com Trolox como padrdo, em
concentracdes variando de 20 a 140 uM. A atividade antiradical foi determinada na
forma de atividade antioxidante (AA), calculada por meio da taxa de declinio da
absorbancia da solucdo de DPPH apd6s 45 minutos de reacdo (fase estavel) em
relacdo a solucao referéncia (DPPH em etanol). A andlise foi realizada em triplicata e
os resultados foram expressos em pmol Trolox equivalentes por mg de amostra (umol
TE/mg).

4.5.2 Atividade antioxidante pelo método de reducao do ferro — FRAP

O teste foi realizado a partir da metodologia descrita por Muller et al. (2010),
com modifica¢gdes. Foram preparados pontos da curva analitica do padréo sulfato
ferroso em diferentes concentracdes para gerar uma equacéo de reta. As amostras
foram solubilizadas em etanol 80% e posteriormente diluidas também em etanol 80%,
partindo-se de uma concentracdo de 10 mg/mL. Para o controle negativo, o extrato foi
substituido pelo solvente etanol 80%. Foi utilizado agua destilada para o branco. Em

cada poco da microplaca de 96 pocos foram adicionados 20 uL da amostra, do padrao
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ou do controle, 30 pL de agua destilada e 200 yL do reagente FRAP preparado
anteriormente utilizando-se 10 partes de solucdo tampéo de acetato de potassio, 1
parte de cloreto férrico a 20 mM e 1 parte de solugcédo de 2,4,6 -tri(2-piridil)-1,3,5-
triazina a 10 mM. A placa foi agitada e incubada a 37°C durante 8 minutos, e a leitura
foi realizada a 595 nm na leitora SpectraMax - M3, Molecular Devices. Os resultados

serao expressos em equivalente de sulfato ferroso (UM Fe 2+ /mg de extrato).

4.5.3 Capacidade de absorc¢édo do radical oxigénio (ORAC) em microplaca

O ensaio ORAC foi realizado de acordo com o método descrito por Chisté et al.
(2011), com modificacdes. Em placas de 96 pocos, o EEGP foi misturado com solugéao
de fluoresceina (FL) e solucdo de dicloridrato de 2,2'-azobis(2-metilpropionamidina)
(AAPH). Amostra foi solubilizada em etanol 80% e diluido em tampao fosfato em
diferentes concentracdes. A microplaca foi incubada a 37°C por 2 horas, com leitura
a cada minuto em uma microplaca leitor SpectraMax® M3 em Aexc 485 nm e Aem 528
nm. O tampéao fosfato foi usado como branco, e o etanol 80% foi usado como controle
negativo. Solugdes de Trolox (12,5; 25; 50; 100; 200 e 400 uM) foram usadas para
construir uma curva de calibracdo. Os valores finais do ORAC foram calculados
usando uma equacao de regressao entre a concentracdo de Trolox e a area liquida
sob a curva de decaimento FL e foram expressos como pumol de equivalentes de

Trolox por grama de extrato (umol TEAC/g extrato).

4.5.4 Atividade antioxidante online por CLAE - FR com o radical ABTS«*

O ensaio foi desenvolvido em parceria com a Escola Superior de Agricultura
Luiz de Queiroz - ESALQ da Universidade de S&o Paulo - USP. A andlise foi realizada
de acordo com a metodologia proposta por Koleva et al. (2001), com algumas
modificacdes. O método consiste em analisar de forma online e momentanea os
compostos separados por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa
(CLAE - FR) quanto as suas capacidades de sequestrar o radical livre ABTS++. Para
a realizacao da analise, foi utilizado o radical ABTS++ 7mM previamente preparado e
diluido em metanol 100% para ajuste de absorbancia de 0.70 + 0.02 a 734 nm. O
radical reagiu com 0s compostos presentes na amostra analisada, separados pés-

coluna cromatografica durante aproximadamente 1 minuto. A amostra submetida a
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essa analise foi filtrada em filtro de 0,22 um antes da injecao de aliquotas de 40 uL no
cromatografo.

A reagdo ocorreu da seguinte forma: 0s compostos separados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia foram primeiramente detectados pelo detector
de arranjo de fotodiodo (DAD-SPD -M10AVp, Shimadzu Co). Apds a eluicdo desses
compostos da coluna cromatografica ODS — A (Fase Reversa - 18, de 4,6 x 250mm,
com particulas no tamanho de 5 pm) a reagdo com o radical ABTSe<+ ocorreu no coill
(15m x 0. 25mm i.d. PEEK tubing).

A analise da perda da coloracdo azul do radical, em consequéncia da
intensidade do sequestro destes pelos compostos, foi detectada por um detector de
UV - Vis (SPD - 20 AV, Shimadzu Co) a 734 nm, resultando na formacéo de picos
negativos. O método utilizado para realizacao do perfil cromatografico foi proposto por
Tiveron (2015) e consistiu no uso da fase movel A: dgua/acido acético (95,5%/0,5%
v/v) e fase mével B: metanol 100%. A corrida teve o total de 120 min e o gradiente de

eluicdo aumentou gradativamente conforme a Tabela 1:

Tabela 1 - Gradiente de eluicdo utilizado para cromatografia liquida de alta eficiéncia

— fase reversa

Gradiente Fase A Gradiente Fase B Tempo inicial - Tempo final
70% 30% 0 min 15 min
60% 40% 15 min 30 min
50% 50% 30 min 45 min
40% 60% 45 min 65 min
25% 75% 65 min 95 min
10% 90% 95 min 105 min

70% 30% 105 min 120 min

Fonte: (SALIBA, A.S.M.C, 2021), pag.32.%

Os resultados obtidos foram analisados pelo software Class - VP e expressos
em atividade antioxidante equivalente ao Trolox, por meio da utilizagdo de uma curva

de calibragcdo com concentracdes entre 12,5 e 200 uM.

1 saliba , Ana Sofia Martelli Chaib. Digestéo in vitro e transporte de polifendis da propolis organica do
Sul do Brasil por meio de células humanas Caco - 2 / Dissertacao (Mestrado) - USP / Escola Superior
de Agricultura Luiz de Queiroz. Piracicaba, 71 p. 2021.
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4.6 TOXICIDADE EM MODELO SISTEMICO DE G. MELLONELLA IN VIVO

Os efeitos de toxicidade aguda do EEGP foram avaliados in vivo usando o
modelo de larvas de G. mellonella, como anteriormente descrito com modificagdes por
SARDI et al (2017). Trés doses crescentes de extratos foram testadas a fim de
determinar seu LDso (minima dose capaz de matar 50% das larvas ao longo do tempo).
Um total de 15 larvas foram selecionadas aleatoriamente para cada grupo (total n =
45 | extrato) pesando entre 0,2 e 0,3 g, sem sinais de melanizagcédo. Dez microlitros
dos extratos ou controle (H20d) foram injetados na hemocele de cada larva através

do ultimo proleg esquerdo usando uma Seringa Hamilton de 25uL.

Fotografia 4 - Método de injecdo na hemocele em larva de G. mellonella.

Fonte: Autor

As larvas foram incubadas a 30°C e sua sobrevivéncia foi registrada em
intervalos selecionados de 24h, 48h e 72h. Apenas as larvas que nao exibiram
movimentos ao toque e com altos niveis de melanizacdo foram contados como

mortas.
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4.7  ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA IN VITRO

4.7.1 Cultura de macréfagos

Os macrofagos RAW 264.7 foram cultivados em RPMI suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB), 100 U/mL de penicilina e 2 mM de glutamina a 37°C em
uma atmosfera de 5% de CO 2 /95%.

4.7.2 Ensaio de viabilidade celular por MTT

Os macréfagos RAW 264.7 (BCRJ code: 0212; Rio de Janeiro, Brasil) foram
cultivados em placas de 96 pocos (2 x 105 células/poco) por 24 horas, a 37°C com
5% de CO2. Passado o periodo de adesao, as células foram tratadas com DMSO em
concentracdes de 0,1; 1; 10 e 25 pg/ml. ApGs 24 horas, o sobrenadante foi removido,
e o RPMI com MTT (0,3 mg/ml) foi adicionado e a placa incubada por 3h. Posterior, o
sobrenadante foi removido novamente e as células foram ressuspensas em 200 pL
de DMSO a 5%. A absorbancia foi medida a 540nm usando um leitor de microplaca

(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA).

4.7.3 Quantificacdo de TNF-a

Os macréfagos foram cultivados em placas de 96 pocos (2 x 10s células/poco)
por 24 horas, a 37°C com 5% de CO.. Passado o periodo de adesdo, as células foram
tratadas com DMSO em concentracbes de 10 pg/ml por 30 minutos e foram
estimuladas com LPS 10 mg/mL por 4 horas. Apos este periodo, o sobrenadante foi
coletado e a citocina TNF-a foram quantificadas pelo método de Enzyme Linked

Immunosorbent Assay (ELISA).

4.8 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EEGP CONTRA
DIFERENTES MICRORGANISMOS

Para os testes de determinacdo da atividade antimicrobiana foram utilizados
microrganismos cepas ATCC (American Type Culture Collection) que foram
gentilmente cedidos pelo Laboratorio de Microbiologia de Alimentos e Laboratoério de
Microbiologia Béasica da Unifal-MG.
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4.8.1 Determinacéo da CIM

A concentracao inibitéria minima (CIM) foi realizada empregando placas de 96
pocos pelo método de microdiluicdo em caldo, conforme os protocolos M07-Al11 para
bactérias (CSLI, 2018) e M27 para leveduras (CLSI, 2017), desenvolvidos pelo Clinical
Laboratory Standardization Institute. Para a determinagédo da concentragao inibitoria
minima, o extrato foi testado nas concentrag¢des de 125, 250, 500, 1000 e 2000 pg/mL.
Os experimentos foram realizados com cepas Gram-positivas padrdo ATCC (exceto
Listeria innocua (Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus cereus ATCC 11778,
Listeria monoeytogenes ATCC 2035 e Listeria innocua CLIST 2050); cepas Gram-
negativas padrao ATCC (exceto Salmonella typhimurium) (Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Salmonella typhimurium) e cepa de
levedura padrédo ATCC (Candida albicans ATCC 10231).

As cepas foram reativadas a partir das culturas estoque em meio BHI liquido
(Brain Heart Infusion) por 24h a 35°C, e posteriormente, com auxilio de uma pipeta
foram suspendidas em uma solucéo de NaCl 0,9% estéril. A turbidez desta suspenséo
foi avaliada mensurando-se a suspensdo em espectrofotdmetro, no comprimento de
onda de 660 nm, 75% de transmitancia, o que equivale a 1-2 x 108 UFC/mL. Depois
foi realizada uma diluicdo de modo a obter uma concentragdo microbiana em torno de
1-2 x 10° UFC/mL.

Em microplacas de 96 pocos, foram aplicados 180 uL de meio de cultura e 20
ML de extrato nos pocgos das colunas 1 a 9 da linha A, e 100 pL do caldo nos pogos 1
a 9 das linhas B-H (andlise de cada amostra em triplicata), com posterior diluicdo do
extrato a partir do pogo da linha A e adigdo de 80 uL de caldo e 20 uL da suspensao
microbiana em todos os pocos das colunas 1 a 9. Para a avaliacdo do antimicrobiano
amoxilina, foram aplicados 180 uL do meio de cultura e 20 yL do antimicrobiano no
poco 10 da linha A, e 100 uL do caldo no pogo 10 das linhas B-H, com posterior
diluicdo a partir do poco da linha A e adicdo de 80 uL de meio e 20 pL da suspenséao
microbiana em todos os poc¢os da coluna 10.

O controle negativo do solvente foi realizado substituindo-se o extrato por
etanol absoluto na coluna 11. O controle do microrganismo foi realizado adicionando
180 pL do meio de cultura e 20 pL da suspensio microbiana nos pogos E-H da coluna
12. Para o controle de esterilidade do meio de cultura, foram aplicados 200 pyL do meio

nos poc¢os A-D da coluna 12. As microplacas foram incubadas em estufa a 35°C por
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24 horas. Para a leitura foi adicionado 20 pL do indicador resazurina (Sigma Aldrich®)

em cada poco da microplaca 02 h antes, e a leitura foi realizada a olho nu.

4.8.2 Determinagao da CMM

A partir dos resultados obtidos no experimento para determinacao da CIM, as
suspensdes provenientes dos po¢os em que nao houve crescimento microbiano foram
utilizadas para a determinacdo da atividade microbicida. Desta forma, apos
visualizacdo do resultado da CIM, 10 pyL dessas suspensdes foram inoculadas em
placas de agar Mueller - Hinton, em triplicata, e incubadas a 35°C por 24 horas. As
concentracbes microbicidas minimas (CMM) foram consideradas como a menor
concentracdo das amostras testadas que ndo permitiram crescimento celular sobre a

superficie do agar inoculado.

4.8.3 Determinacdo da atividade antimicrobiana in vivo em modelo de Galleria

mellonella

A atividade antimicrobiana in vivo foi testada frente a bactéria Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), seguindo a metodologia proposta por Loh et al. (2013) com
adaptacdes. A cepa foi reativada a partir das culturas estoque em caldo Brain Heart
Infusion (BHI) por 24 h a 35°C, e posteriormente suspensa em solugéo de NaCl 0,9 %
estéril. A turbidez desta suspensdo foi padronizada em espectrofotbmetro, no
comprimento de onda de 660 nm, a 25 % de transmitancia, sendo este o IC50 para as

larvas.

Um total de 10 larvas foram selecionadas aleatoriamente para cada grupo,
pesando entre 0,2 e 0,3 g, sem sinais de melaniza¢cdo. Dez microlitros da suspensao
microbiana foram injetadas na hemocele de cada larva através do ultimo segmento
esquerdo usando uma Seringa Hamilton de 25 yL (Hamilton, Reno, NV). Apés uma
hora da inoculacdo do microrganismo, foram injetados dez microlitros do EEGP e
controles conforme descrito acima. O teste foi realizado usando as concentracdes de
125, 250, 500, 1000 e 2000 pg/mL, o que equivale as doses de 5,10, 20, 40 e 80
mg/kg, que apresentaram atividade no teste in vitro e etanol e agua destilada estéril

como controles. As placas de Petri contendo as larvas foram incubadas a 35°C, e sua
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sobrevivéncia foi registrada em intervalos selecionados de 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24 horas

pos infeccao.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Os resultados de quantificacao
de compostos fendlicos e das atividades antioxidantes foram expressos como média
+ desvio padrdo. Os dados foram avaliados por meio do software R - Studio com
analises de variancia (ANOVA) por meio do procedimento “GLM”. Para a comparagao

das médias, foi aplicado o teste de Tukey a o nivel de 5% de significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na caracterizacdo quimica e nos ensaios de atividades
biologicas e antioxidantes do extrato etandlico da geopropolis produzida por M.

quadrifasciata, sdo expostos e discutidos nos itens a seguir.

5.1 RENDIMENTO DA EXTRACAO DA AMOSTRA COM ETANOL PURO (P.A)

Como descrito no subitem 4.2, a amostra bruta antes dos processos de
extracdo continha uma massa de 70,03 g, e para a determinacao do rendimento do
extrato, apds a extracdo com etanol absoluto a amostra foi armazenada em béquer
previamente pesado até atingir peso constante. Apds esse processo 0 extrato
concentrado apresentou uma massa de 29,5 g e o respectivo rendimento de 42,12%.

O rendimento do extrato da geoprépolis foi avaliado para identificar o poder de
extracdo do solvente utilizado e o resultado demonstra que a geopropolis de M.
quadrifasciata extraida com etanol P.A como solvente, apresentou um rendimento
geral superior ao valor encontrado por Rubinho et al. (2019), que foi de 14%, onde a
geopropolis produzida pela mesma espécie de abelha, porém coletada no Sul de
Minas Gerais. Ferreira et al. (2020), ao analisar a geopropolis também produzida pela
mesma espécie de abelha, porém coletada no Sul de Santa Catarina, obteve o
rendimento de 6%, também utilizando etanol absoluto como solvente. Essa
disparidade pode ser explicada pela diferenca no comportamento das abelhas ao
produzirem a geopropolis. Pelo fato deste produto ser constituido de uma mistura de
solo, cera e resinas de plantas, caso a coleta de solo para a producao de geopropolis
seja maior, o rendimento da extracdo pode ser menor. Porém, caso o teor de cera e
resina seja maior, o rendimento, nesses casos, pode ser maior. No entanto, cabe
ressaltar que o maior rendimento ndo esta diretamente relacionado com a qualidade
da geopropolis, uma vez que esta caracteristica dependera da qualidade dos
constituintes existentes na producao da geopropolis oriunda das resinas dos vegetais

gue circundam as colmeias.

5.2 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

O resultado do teor de compostos fendlicos totais do extrato etandlico de

geopropolis produzido pela abelha da espécie M. quadrifasciata estudada neste
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trabalho é apresentado na Tabela 2:

Tabela 2 - Teor de compostos fendlicos totais (mg GAE/g da geopropolis) do Extrato

Etanolico de Geopropolis (EEGP) produzido por M. quadrifasciata.

EEGP Fendlicos Totais
mg GAE/mg
| | 1
M. quadrifasciata 23,60+ 0,22

Fonte: Autor

O teor de compostos fendlicos totais dessa geopropolis foi proximo ao valor
encontrado por DE SOUZA (2013) que foi de 27,0 +0,4 mg GAE/g da geopropolis de
Melipona subnitida, coletada na Paraiba. Porém, foi inferior ao encontrado por
Rubinho et al. (2019) que foi de 238,22 + 11,89 mg GAE/g da geoprdpolis da mesma
espécie, coletada em outra regido, no Sul de Minas Gerais. Ainda no Brasil, a prépolis
verde produzida no estado de Minas Gerais apresentou 120 mg GAE/g (KUMAZAWA
et al., 2004), a propolis vermelha coletada no estado de Alagoas teve valor de 232 mg
GAE/g (ALENCAR et al., 2007) enquanto a propolis organica coletada no Sul do Brasil
foi de 17,59 mg GAE/g (TIVERON et al., 2016). Essas diferencas devem-se,
principalmente, as espécies vegetais disponiveis para a producdo de propolis nas
regides proximas as colmeias. Importante ressaltar ainda que, o teor de compostos
fendlicos nem sempre esté correlacionado com a qualidade da amostra uma vez que
o teste de Folin-Ciocalteu tem suas limitagGes, entre as quais, sensibilidade seletiva,
onde o teste ndo é seletivo apenas para compostos fendlicos, pois outros compostos,
como acidos organicos, podem reagir com o reagente de Folin e gerar um sinal
positivo falso, podendo resultar em uma superestimacéo da quantidade de compostos
fendlicos na amostra, e ainda, a variedade de compostos fendlicos com diferentes
estruturas quimicas que podem afetar a resposta no teste de Folin, levando a
variacbes na precisdo e na sensibilidade do método para diferentes tipos de
compostos fendlicos. Apesar disso, o teste € preconizado pelas agéncias oficiais do
Brasil para a analise desse tipo de produto.

Compostos fendlicos sdo substancias quimicas que, em sua estrutura,
possuem ao menos um grupo hidroxila ligado diretamente a um anel aromatico. O

reagente Folin-Ciocalteau é uma solucdo complexa de ions poliméricos formados a
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partir de heteropoliacidos fosfomolibudicos e fosfotungsticos (BASTOS et al., 2011).
Esse reagente oxida os fenolatos, reduzindo-os a um complexo azul Mo-W,
juntamente com a adicdo de carbonato de sdédio, podendo ser medido por
espectrofotometria. O método de Folin-Ciocalteou € empregado com o objetivo de
detectar todas as classes de compostos poli-hidroxifenélicos. Como o reagente de
Folin-Ciocalteou reage com alguns compostos nao fendlicos que também apresentam
atividade antioxidante e apresenta elevada correlagdo com métodos usados para
avaliar atividade antioxidante, alguns autores sugerem que este método seja
empregado para determinar capacidade antioxidante total (EVERETTE et al., 2010).

Os compostos fendlicos exibem uma ampla variedade de propriedades
biolégicas, como atividades anticancerigenas, anti alérgicas, anti aterogénicas, anti
hepatotoxicas, anti-inflamatoérias, antimicrobianas, anti tromboticas, cardioprotetoras,
anti-replicacdo do HIV, vasodilatadoras e antioxidantes (DUTRA et al., 2014). Os
efeitos benéficos dos compostos fendlicos tém sido atribuidos a sua atividade
antioxidante (BALASUNDRAM et al., 2006). Os compostos fendlicos tém sido foco de
interesse devido as suas propriedades antioxidantes e quimiopreventivas.
Particularmente, os polifendis parecem ser responsaveis pelos beneficios para a
saude humana (FRACASSETTI et al., 2013).

5.3 COMPOSICAO QUIMICA DO EEGP

Pelo uso da técnica de LC-ESI-QTOF-MS, foram identificados 22 compostos
fendlicos no extrato etandlico bruto da geoprépolis de Melipona quadrifasciata, 11 na
fase positiva e 11 na fase negativa (Tabelas 3 e 4).

Foi feita uma andlise exploratéria com anotacdo (putative identification) de
compostos diferenciais. A anotacdo foi feita automaticamente pelo software
Progenesis levando-se em consideracdo dados de massa exata (erros menores que
5 ppm) e comparacao com padrdes de fragmentacdo em bancos de espectros. Foram
excluidas features com coeficiente de variagdo > 25% nas amostras QC, mesmo apos
a normalizacao.

Dentre os potenciais features de interesse, obteve-se 26 features diferenciais
para o modo negativo e 19 para o modo positivo. Dentre estes, selecionou-se os 11
features mais diferenciais (com base no valor de p) em cada modo de ionizac¢éo, cujos

dados estdo apresentados nas Tabelas 4 e 5.



46

Tabela 3 - Compostos identificados por LC-ESI-QTOF-MS do EEGP de M.

quadrifasciata - Modo positivo.

Composto Identificagéo Tr [M-H] Erro de massa Formula
(min) m/z (ppm) molecular
1 Naringenin 1.10 273.0752 -2,183947196 | Ci5H1205
2 Artemisinin 1.19 265.1443 3,074495376 C15H2205
Caemferol 3-0-
3 beta-soforosideo 1.24 445 1139 2,058109815 | C22H22011
4 Coumaric acid O- | ;35 | 3490884 -3,0830008 | CisH1s0s
glucoside
D-(+)-Maltose
5 monohydrate 1.30 365.1047 -2,095037291 | C12H22011
1-O-trans-
6 cinnamoyl-beta-D- 1.32 333.0935 -3,240114848 | CisH1s07
glucopyranose
7 4-Methylesculetin 5.32 193.0489 -3,225977436 | C10HsO4
7,4'-
8 Elmethoxylsoflavon 5.77 283 0958 -2,563356789 | C17H1404
9 (+-)-Jasmonic acid 5.81 193.1215 -3,702742729 | C12H1803
10 Aracdonic acid 5.91 304.2399 -1,193408223 | C20H3202
11 Kaurenic acid 6.34 285.2204 2,976449902 | C2oH02

Nota: Tr- Tempo de retengdo; m/z- relacdo massa carga.

Tabela 4 - Compostos identificados por LC-ESI-QTOF-MS do EEGP de M.
quadrifasciata - modo negativo.

Composto Identificacéo Tr [M-H] Erro de Formula
(min) m/z massa (ppm) molecular
12 Isorhamnetin-3-O-galactoside 1.04 477.1036 | -0,4416341226 C22H22012
13 5-0O-Methylgenistein 1.12 283.0610 | -0,6031625379 Ci6H120s
14 Mycophenolic Acid 1.12 319.1187 | 0,08655711665 C17H2006
15 Artemisinin 1.16 281.1382 -4,578070322 Ci5H220s
16 Hydroxy Ferulic Acid 1.17 209.0456 | 0,1918556279 Ci10H100s
17 Galloyl glucose 1.26 331.0654 -4,919467206 Ci13H16010
18 Kaemphero3-O-beta- 461.1088
sophoroside 1.30 -0,2732454589 C22H22011
19 4-Coumaric acid 1.35 163.0396 -2,655376264 CoHsOs
20 Dihydrokaempferol 1.35 287.0553 -2,8263795 Ci5H1206
21 ;;&éﬁ;;ﬁéggamoy"beta"} 137 | 291.0879 | 1,626898052 CisH1607
22 2'-Hydroxyflavanone 5.70 239.0715 0,50231137 Ci5H1203

Nota: Tr- tempo de Retencao; m/z- relagdo massa carga.
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Entre os compostos presentes na amostra, 0 composto 01, foi identificado como
Naringenina, que € uma flavanona amplamente utilizada nas industrias alimenticia,
quimica e farmacéutica devido as suas diversas atividades fisioldgicas, incluindo
propriedades anti-inflamatéria (1), antioxidante (2) e hiperlipidémica (3). Estudos
anteriores mostraram que a Naringenina pode ser usada para regular e tratar varias
doencas fisiologicas em humanos, como obesidade, diabetes, hiperlipidemia e
presséo arterial elevada (AYOUB et al. 2017; BAO et al., 2016; BAUR & SINCLAIR,
2006 e VAN HUL et al., 2018).

A artemisinina, composto 02, é uma lactona antimaléarica derivada de ging hao
(Artemisia annua ou absinto doce). O valor medicinal desta planta é conhecido pelos
chineses h& pelo menos 2.000 anos. Em 1596, Li Shizhen recomendou cha feito de
ging hao especificamente para tratar os sintomas da malaria (VINETZ et al., 2011).

O acido jasmonico, composto 09, é um composto organico pertencente a
familia dos éacidos carboxilicos. E um fito-horménio que regula o crescimento e
desenvolvimento das plantas, mas tem sido objeto de estudos devido a sua potencial
atividade farmacol6gica. Jarocka-Karpowicz et al., (2021), relacionou diversas
atividades biolégicas associadas a este composto e seus derivados, entre as
quais, anti-inflamataria, anticancer e antienvelhecimento.

O composto 19, identificado como &cido cumarico, € um composto fendlico
encontrado em muitas plantas e faz parte da via de biossintese dos fenilpropandides,
que est&o envolvidos na sintese de diversos metabélitos secundarios. E uma molécula
cuja atividade farmacologica € bastante conhecida, principalmente relacionada a
atividade antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana e protecéo contra radiacdo UV
(Boz, 2015; Boo, 2019).

5.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

Os resultados das andlises de atividade antioxidante do EEGP estao
apresentados na Tabela 5:
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Tabela 5 - Resultados de atividade antioxidante do Extrato Etanolico de Geopropolis

(EEGP) produzida por M. quadrifasciata.

DPPH FRAP ORAC
EEGP pmol TEAC/mg de pmol SF/mg de pmol
extrato extrato TEAC/mg
de extrato
| | | | 1
Melipona 54,79+1,64 2467,33+223,45 0,57+0,03

guadrifasciata

Fonte: autor

O resultado da atividade de eliminacéo do radical livre DPPH do extrato foi de
54,79+1,64 pmol TEAC/mg, onde observou-se uma capacidade antioxidante
consideravel, em que o sequestro de radicais foi superior ao resultado apresentado
por Tiveron (2016), onde o valor do DPPH da prépolis organica coletada no Sul do
Brasil exibiu uma atividade de 0,38 pmol TEAC/mg. A geoprépolis de Melipona
orbignyi coletada no Mato Grosso do Sul também obteve um valor menor, 18.3 + 2.8
pmol TEAC/mg (DOS SANTOS et al., 2017), o resultado foi menor comparado a
Rubinho (2019), da geopropolis de M. quadrifasciata coletada no Sul de Minas Gerais
(1.650,99 + 81,09 umol TEAC/g). Como a composigdo quimica da prépolis é
dependente da localizacdo geografica, a relacdo entre os teores de fendlicos totais e
atividade antioxidante esta relacionada com a flora e regido da coleta.

O método do sequestro do radical livre 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH?),
permite detectar a capacidade de uma substancia antioxidante em transferir elétrons
e reduzir o radical DPPH. Por ndo ser um método especifico, € um ensaio comumente
utilizado para avaliar o potencial antioxidante total de amostras (PIRES et al., 2017).
Essa metodologia do DPPH avalia a capacidade geral da amostra em sequestrar
esses radicais livres e como ele é solubilizado em solventes orgéanicos, favorece a
acao de compostos lipofilicos, podendo subestimar a capacidade antioxidante total da
amostra (ARNAO, 2001).

Quando analisada pelo método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) a
atividade antioxidante obteve o valor de 2.467,33+ 223,45 pymol Fe2+/mg extrato,
provavelmente devido ao mecanismo especifico do teste, considerando que o0s
principios metodolégicos dos testes sao diferentes assim como o radical utilizado. O

EEGP obteve valor equivalente ao encontrado por Rubinho (2019) que foi de
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(2.228,08 + 64,27 umol Fe2+/g extrato) da geopropolis da mesma espécie de abelha,
porém do sul de Minas Gerais, porém, significativamente maior que o encontrado por
Da Silva (2013) tendo um valor de 52,0 + 0,0 ymol Fe?*/g extrato da geoprépolis de
M. interrupta coletada no Amazonas. Esses valores podem variar de acordo com a
origem e composicdo quimica da geopropolis, bem como o solvente usado na
obtencéo do extrato e até o tempo de reacéo.

O FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) € um teste simples e preciso,
capaz de reproduzir em condi¢bes adversas e relativamente barato que mede a
capacidade dos antioxidantes para reduzir o ferro férrico (Fe3*). Em baixo pH, o
excesso de Fe®* na mistura da reacédo é reduzido a forma ferrosa, o qual gera a
formacao de cor que esta diretamente relacionada com a capacidade de reducéo da
amostra. Observa-se que de acordo com os valores encontrados neste trabalho, nao
existe correlacdo significativa entre a quantidade de fendlicos totais e a capacidade
antioxidante pelo método FRAP, a alta capacidade antioxidante talvez ndo possa ser
atribuido ao contetdo de fendlicos totais, uma vez que os resultados indicam que a
concentragdo total de compostos fendlicos ndo é o uUnico fator responsavel pelas
propriedades antioxidantes, a natureza quimica das substancias fendlicas e a
presenca de outros derivados, também contribuem para a capacidade antioxidante
total dos extratos (SALGUEIRO e CASTRO, 2016).

Pelo método ORAC, a atividade antioxidante do EEGP foi de 0,57 + 0,03 umol
TEAC/mg, inferior a atividade da geoprépolis de M. quadrifasciata estudada por
Rubinho et al., (2019), que foi de 2919.57 + 46.75 pymol TEAC/g. A capacidade de
absorcéo do radical oxigénio (Oxygen Radical Absorbance Capacity — ORAC) € um
método de medida, in vitro, da capacidade antioxidante em amostras biol6gicas. O
ensaio mede a degradagao oxidativa da molécula fluorescente “fluoresceina”, apds
ser misturada com geradores de radicais livres como o “AAPH (2,2’-azobis(2-amidino-
propane) dihydrochloride)”. O AAPH, assim como outros azo-iniciadores, produz
radicais peroxila por aquecimento, os quais oxidam a sonda fluorescente. Assim, a
intensidade de fluorescéncia decresce com 0 progresso do processo oxidativo. A
degeneragcdo da fluoresceina é medida na presenca de antioxidantes, os quais
retardam a taxa de oxidac&o e, por consequéncia, a perda de fluorescéncia (CHISTE
et al., 2011). A atividade determinada pelo método ORAC apresenta uma melhor
correlagcdo com a atividade antioxidante que ocorre in vivo, pois analisa a atividade

contra radicais peroxila que sdo envolvidos na peroxidacdo e auto oxidacéo lipidica
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(TAN & LIM, 2015).

Estudos relataram que a atividade antioxidante esta significativamente
correlacionada com varias propriedades curativas, como atividades anti-inflamatorias,
antimicrobianas, anticancerigenas e anti-obesidade (AVILA et al., 2019; AZIZ et al.,
2017; BONAMIGO et al., 2017 e RANNEH et al., 2019). Isso ndo é surpreendente,
dado que o papel dos antioxidantes no estresse/dano oxidativo € bem conhecido e
esta implicado em uma ampla gama de doencas. Além disso, o papel dos
antioxidantes ndo se limita a eliminar os radicais livres; também tem bons potenciais
para modular as vias de transducdo de sinal que sédo afetadas pelos radicais livres
durante o estresse oxidativo e s8o responsaveis pelas respostas celulares, por
exemplo, inflamacédo, sobrevivéncia, proliferacdo e morte em varias doencas (AL-
HATAMLEH, M. et al., 2020; DHARMARAJA, A.T., 2017 e DZIAL, M. et al., 2016).

Parte da atividade antioxidante demonstrada pela geopropolis pode estar
relacionada a presenca de compostos fendlicos como 4-acido cumarico, a naringenina

e alguns flavonoides que foram identificados na amostra estudada.

5.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ONLINE POR CLAE - FR COM O RADICAL
ABTS-

Os resultados da atividade antioxidante on-line do extrato de geopropolis de M.

quadrifasciata estdo apresentados na Figura 2.

Figura 2 - Cromatogramas do EEGP de M. quadrifasciata obtido em HPLC-DAD
com ABTS on-line acoplado (picos negativos).
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Nota: A - leitura no comprimento de onda 280 nm e B - leitura no comprimento de onda 240 nm.

Nos comprimentos de onda 280 e 240 nm, foi possivel observar que 3
compostos apresentaram potencial em reduzir o radical ABTS'+, formando picos
negativos. Os trés compostos, nao identificados, e que apresentaram capacidade de
reducao ABTS+ foram quantificados e expressos em equivalentes ao Trolox, através
de uma curva de calibracdo. O composto 1 (TR=96.47 min) representa uma atividade
equivalente & 107,89 umol de Trolox/mg. O composto 2 (TR= 93.8 min) representa
84,15 umol de Trolox/mg. E o composto 3 (TR= 98.24 min) tem atividade relativa a
18,05 umol de Trolox/mg.

Alguns compostos, possuem maior capacidade em interagir com o radical
ABTS + devido a carga positiva deste (SPAGNOL et al., 2019), entretanto, isso n&o
significa que os compostos que ndo reduzem o radical ABTS:+, ndo tenham atividade
antioxidante em relacdo a outros radicais, através de outras formas de reducao. Sendo
assim, a geopropolis de M. quadrifasciata apresenta capacidade antioxidante de
compostos isolados quanto a reducao do radical ABTS '+, havendo a necessidade da

posterior identificacdo dos compostos que apresentaram tal atividade.

5.6  ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA IN VITRO

Ensaios de viabilidade celular e quantificacdo de TNF-a foram realizados para
determinar se o0 extrato apresentava efeitos citotoxicos em macréfagos e melhor

avaliar seu mecanismo de agao na ativagdo do TNF-qa, respectivamente (Figura 3).
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Figura 3 - Efeito da geopropolis na viabilidade celular de macréfagos tratados com
diferentes concentragbes do EEGP e estimulados com LPS na presenga do EEGP.
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Nota: (A) Ensaio de MTT realizado em macrofagos RAW 264.7 tratados com geoprépolis e incubados
por 24h (B) quantificagdo de TNF-a no sobrenadante de cultura de macréfagos tratados com

geoprépolis 10 g/mL e estimulados com LPS 10 ng/mL por 4h.

Como visto, o EEGP de M. quadrifasciata ndo exibiu efeito citotoxico quando
testado nas concentracdes 0,1; 1,0 e 10 pg/mL, quando comparado ao controle de
meio de cultura em uma faixa de 10 yg/mL a 1000 ug/mL (p > 0,05). No entanto, as
células tratadas com o extrato na concentracdo mais alta (25 ug/mL) apresentou
viabilidade diminuida em comparacdo ao controle, sendo assim, foi utilizado a
concentracado de 10 ug/mL para verificar a atividade anti-inflamatéria do EEGP com
base na liberacao da citocina TNF-a pelos macrofagos estimulados com LPS. Como
pode ser observado na Figura 3B, o EEGP foi capaz de inibir a producdo de TNF-a na
concentracao de 10 pg/mL apresentando uma diferencga estatisticamente significativa
em relacdo ao controle sem EEGP.

O TNF-a é uma citocina pré-inflamatéria envolvida em véarias doencas
inflamatorias, como artrite, doencas autoimunes e certos tipos de cancer, sendo que
a préopolis tem sido amplamente estudada devido as suas propriedade anti-
inflamatoria (Franchin et al., 2012; Da Cunha et al. 2016). Diversos compostos
presentes na propolis, como flavonoides, acidos fendlicos e terpenoides, tém sido
associados a esses efeitos. Essas substéancias podem modular a resposta
imunoldgica e inibir a producéo de citocinas inflamatorias, incluindo o TNF-a.

Entre os compostos presentes no EEGP, um que se destaca é o acido

jasmonico (composto 9), que, segundo DANG et. al. (2008), apresentou atividade anti-
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inflamatoria inibindo a producdo de TNF-a em macrofagos RAW 264.7 estimulados

com LPS.

5.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO DO EEGP DE
M.QUADRIFASCIATA CONTRA DIFERENTES LINHAGENS MICROBIANAS

A atividade antimicrobiana apresentada pelo extrato de geopropolis de M.

quadrifasciata analisado no presente trabalho encontra-se na Tabela 6.

Tabela 6 - Atividade antimicrobiana e antimicrobicida in vitro do EEGP de M.
guadrifasciata.

EEGP (ug mL1)
Cepas
CIM CMM
Gram-positivas Staphylococcus aureus 125 - 250 1000 - 2000
ATCC 6538
Bacillus cereus N.A N.A
Listeria innocua N.A N.A
CLIST 2050
Listeria monocytogenes N.A N.A
ATCC 2035
Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa N.A N.A
ATCC 27853
Salmonella typhimurrium N.A N.A
Escherichia coli N.A N.A
ATCC 25922
Levedura Candida albicans 250 - 500 N.A
ATCC 10231

Fonte: Autor
Nota: CIM (Concentracao Inibitéria Minima), CMM (Concentracéo Microbicida Minima) e N.A (Ndo

ativo nas concentracdes testadas).
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O EEGP de M. quadrifasciata apresentou melhores resultados de inibicao
contra S. aureus (125-250 ug/mL) e C. albicans (250-500 ug/mL). Valores de MIC
para E. coli, L. innocua, B. cereus, L. monoeytogenes, P. aeruginosa e S. typhimorrium
nao foram encontrados nas concentracdes testadas no presente trabalho (> 2.000
Mg/mL).

O resultado da CIM para S. aureus foi inferior ao obtido por Rubinho et al.
(2016) em que a inibicao foi de 62,5-125 uyg/mL, do EEGP de M. quadrifasciata
coletada no Sul de Minas Gerais, porém resultado foi superior para C. albicans,
(>1000). Também apresentou resultado inferior a atividade contra E. coli, P.
aeruginosa e S. typhimurrium. Porém obteve valor aproximado a da propolis vermelha
contra S. aureus ATCC 25923, onde os valores avaliados por Cabral et al., (2009)
variaram de 62,5 a 125 pg/mL.

Para se ter um perfil completo de atividade antimicrobiana, foram realizados
testes para determinacdo de CMM do EEGP avaliado (Tabela 5). Os resultados de
CBM para a bactéria Gram-positiva S. aureus variou de 1000 a 2.000 pg/mL. Valor
diferente ao de Rubinho et al., (2016) que foi 250-500 pg/mL.

O extrato bruto de qualquer produto natural que apresente CIM inferior a 500
Mg/mL é promissor € merece mais investigacbes para elucidar sua composicao
qguimica e possiveis mecanismos de acdo (DUARTE, et al.,, 2007). A atividade
antibacteriana da geopropolis de M. quadrifasciata foi maior contra bactérias Gram-
positivas, e pode estar relacionada a presenca de flavonoides, acidos e ésteres
aromaticos na sua composicdo. Esses compostos tém efeitos nas paredes celulares
desses microrganismos através de um mecanismo ainda ndo conhecido (BANKOVA,
et al.,, 1999). Dado que as bactérias Gram-negativas possuem duas membranas
plasmaticas, a externa cobrindo a parede celular, podemos levantar a hipétese de que
os acidos fendlicos do EEGP ndo conseguiram penetrar na membrana externa e,
portanto, ndo foram capazes de atingir seu alvo. Como as bactérias Gram-positivas
nao possuem membrana externa (BROWN, L. et al., 2015), o EEGP néo poderia agir
contra sua parede celular.

Portanto, os valores de CIM registrados para o EEGP de M. quadrifasciata
testada neste estudo demonstram que sao compostos antimicrobianos promissores.
Embora a variante de EEGP aqui testada tenha sido coletada em outra regido e sua
composicdo quimica seja diferente das prépolis brasileiras, ela possui potencial

antimicrobiano, e, portanto, merecem atencdo em uma futura prospeccéo de seus
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compostos ativos.

5.8 TOXICIDADE AGUDA IN VIVO EM MODELO DE GALLERIA MELLONELLA
Foram analisadas diferentes concentracdes do extrato etandlico de geoproépolis
de M. quadrifasciata, utilizando o modelo in vivo de larvas da espécie G. mellonella,

conforme mostrado na Figura 5.

Fotografia 5 - Larvas de G. mellonella para indicacéo de toxicidade in vivo.

Fonte: Autor
Nota: A- larva melanizada e morta, evidenciando toxicidade ao composto e B- larva viva e com

aspecto normal saudavel, efeito citotdéxico ndo evidenciado.

Foram analisadas diferentes concentragdes do extrato etandlico de geoprépolis
de Melipona quadrifasciata, diluida em etanol 55% (maior concentracéo etandlica que
nao apresentou toxicidade para a condugao do ensaio), utilizando o modelo in vivo de

larvas da espécie Galleria mellonella, conforme descrito na Figura 3.
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Figura 4 - Toxicidade sistémica do EEGP em modelo de larvas de G. mellonella.
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Fonte: Autor.
Nota: Dose 32 mg/kg? de larva (800 pug/mL), 16 mg/kg de larva (400 pg/mL) e 4 mg/kg de larva (100
pg/mL).

O EEGP de M. quadrifasciata aplicado nas larvas de G. mellonella nas
concentracfes de 32 mg/kg de larva (800 ug/mL), 16 mg/kg de larva (400 pg/mL) e 4
mg/kg de larva (100 yg/mL) e o veiculo ndo apresentaram efeito toxico significativo
apos um periodo de 72h comparado ao controle.

Os dados mostraram que G. mellonella € um modelo eficaz para avaliagdo de
toxicidade in vivo e que o EEGP estudado ndo apresentou efeito toxico nas

concentracoes testadas.

5.9 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VIVO EM MODELO
DE G. MELLONELLA DO EEGP.

A atividade antimicrobiana in vivo em modelo de G. mellonella foi realizado de
acordo com a metodologia descrita no item 4.7.3 e os resultados estdo apresentados

na Figura 4.
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Figura 5 - Determinacédo da atividade antimicrobiana in vivo em modelo de G.
mellonella do EEGP em diferentes doses.
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Nas primeiras duas horas ap0s iniciar o experimento € possivel notar que a
porcentagem de sobrevivéncia nao foi alterada pela infeccdo bacteriana. Porém apés
12 horas de infeccao a sobrevivéncia das larvas nédo tratadas cai para abaixo de 40%,
enquanto a sobrevivéncia das larvas tratadas é maior quanto maior da concentracédo
do EEGP demonstrando que a geoprépolis, em combina¢cdo com o sistema imune da
larva, consegue retardar o efeito da infeccdo nos insetos tratadas. Apos 24 horas
decorrido o inicio da infeccéo, a concentracdo que apresentou maior porcentagem de
sobrevivéncia foi a 500 pg/mL.

A atividade antimicrobiana do EEGP pode estar relacionada a presenca de
compostos identificados no extrato, tais como acido cumarico, acido jasménico e
naringenina que sao compostos descritos na literatura como possuidoras de atividade
antimicrobiana, conforme discutido anteriormente. E uma possivel explicacdo para
que a concentracdo de 500 pg/mL tenha apresentado a melhor porcentagem de
sobrevivéncia apos 24h de infeccdo pode estar relacionado a toxicidade do proprio
EEGP nas concentragcdes de 1000 e 2000 pg/mL, o que ocasionou uma menor

porcentagem de sobrevivéncia nessas concentracoes.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo permitiu avaliar a composi¢do quimica e identificar o potencial
antioxidante, anti-inflamatério e antibacteriano da geoprépolis de Melipona
quadrifasciata, bem como a sua toxicidade em modelo de G. mellonella.

Compostos entre as quais, naringenina, artemisina, acido jasmonico, acido
cumarico, entre outros fendlicos, foram identificados no EEGP por LC-ESI-QTOF.

O EEGP destacou-se por apresentar atividade anti-inflamatoria atuando na
diminuicdo da producdo de TNF-a na concentragdo de 10 ug/mL do EEGP e uma
relativa atividade antioxidante dependendo da metodologia empregada.

Além disso, exibiu atividade antimicrobiana contra a bactéria S. aureus com
concentracdo inibitéria entre 125 a 250 pg/mL e contra a levedura C. albicans
apresentando CIM de 250 a 500 pg/mL.

O EEGP nao apresentou toxicidade no modelo in vivo de G. mellonella nas
doses testadas e quando foi testado a atividade antimicrobiana in vivo usando o
mesmo modelo, verificou-se que o EEGP consegue retardar a morte das larvas apés

12h de infecgdo por xxxxx, na concentracado de 2.000 pg/mL.
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