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Resumo

As espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs) sdo normalmente
produzidas em nosso organismo e, em baixas concentragdes, desempenham
importantes funcfes fisiologicas. Entretanto, seu excesso pode gerar danos a
biomoléculas e contribuir com o desenvolvimento de doencas. NOsSsSO organismo
possui um sistema de defesa antioxidante enddgeno capaz de combater essas
espécies reativas. Além de atuar sinergicamente com fontes de antioxidantes
exdgenos oriundos, por exemplo, de produtos naturais, para inibir os danos oxidativos
e manter a homeostase redox. Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo
avaliar o potencial antioxidante e toxicidade do cerume da abelha sem ferrdo
Tetragonisca fiebrigi, popularmente conhecida como Jatai. Para determinar a
capacidade antioxidante do extrato etandlico de cerume de T. fiebrigi (EECT) foram
executados ensaios in vitro, utilizando os radicais livres 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH") e 2,2"- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS*). Também
foram conduzidos ensaios para avaliar a capacidade do extrato em inibir a hemdlise
oxidativa e a peroxidacao lipidica em eritrocitos humanos. Para avaliar a toxicidade
do EECT, foi utilizado o modelo animal Caenorhabditis elegans, linhagem selvagem
N2. Como resultados, observamos que o EECT € capaz de neutralizar os radicais
DPPH® e ABTS™ de forma concentracao dependente, sendo que o EECT foi capaz de
inibir 49,87 % dos radicais DPPH®, na concentracdo de 3.000 pug/mL, e 78,45 % dos
radicais ABTS™*, na concentracdo de 2.000 pg/mL. Além disso, o extrato inibiu a
hemodlise de eritrécitos humanos e a peroxidacao lipidica, induzidos por AAPH, sendo
observado que o EECT foi capaz de inibir 47,33 % da hemdlise oxidativa, na
concentracdo de 125 pg/mL depois de 240 min de incubacéo, além de inibir 41,35 %
da peroxidacdo lipidica, na concentragdo de 100 pg/mL depois de 120 min de
incubacdo. Também foi possivel observar que o extrato ndo demonstrou ser toxico
para o organismo C. elegans nas concentracdes e tempo avaliados. Os resultados
obtidos servem como base para o desenvolvimento de estudos mais aprofundados ou
até mesmo de produtos contendo o cerume, 0 que contribui para a promogédo do

conhecimento e conservacédo da espécie de abelha sem ferrdo Tetragonisca fiebrigi.

Palavras-chave: estresse oxidativo; meliponineos; produtos apicolas.



Abstract

Reactive oxygen species (ROS) and nitrogen (RNS) are normally produced in our body
and, at low concentrations, play important physiological functions. However, its excess
can damage biomolecules and contribute to the development of diseases. Our body
has an endogenous antioxidant defense system capable of fighting these reactive
species. In addition to acting synergistically with exogenous antioxidant sources, for
example, from natural products, to inhibit oxidative damage and maintain redox
homeostasis. In this context, the present study aimed to evaluate the antioxidant
potential and toxicity of the cerumen of the stingless bee Tetragonisca fiebrigi,
popularly known as Jatai. To determine the antioxidant capacity of the ethanolic extract
of T. fiebrigi cerumen (EECT), in vitro assays were performed, using the free radicals
2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH") and 2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) (ABTS™). Tests were also carried out to evaluate the extract's ability to
inhibit oxidative hemolysis and lipid peroxidation in human erythrocytes. To assess the
toxicity of EECT, the animal model Caenorhabditis elegans, wild line N2 was used. As
a result, we observed that EECT is able to neutralize DPPH* and ABTS"* radicals in a
concentration-dependent manner, the EECT was able to inhibit 49,87 % of DPPH"
radicals, at a concentration of 3.000 pg/mL, and 78,45 % of ABTS™ radicals, at a
concentration of 2.000 ug/mL. In addition, the extract inhibited the oxidative hemolysis
of human erythrocytes and lipid peroxidation, induced by AAPH, and it was observed
that the EECT was able to inhibit 47,33 % of the hemolysis, at a concentration of 125
pg/mL after 240 min of incubation, in addition to inhibiting 41,35 % of lipid peroxidation,
at a concentration of 100 pg/mL after 120 min of incubation. It was also possible to
observe that the extract did not prove to be toxic to the C. elegans organism at the
evaluated concentrations and time. The results obtained serve as a basis for the
development of further studies or even of products containing the cerumen, which
contributes to the promotion of knowledge and conservation of the stingless bee

species Tetragonisca fiebrigi.

Key words: oxidative stress; meliponini; bee products.
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1. Introducéo

Os organismos aerdbicos utilizam o oxigénio para geracao de energia na forma
de ATP (adenosina trifosfato). Como consequéncia desse processo, as espécies
reativas sao geradas. As espécies reativas podem ser classificadas como radicais
livres, moléculas instaveis que possuem um ou mais elétrons desemparelhados na
camada de valéncia, ou espécies nao radicalares (Pham Huy; He; Pham Huy, 2008).

Normalmente, os produtos da diminuicdo bioldégica do oxigénio molecular,
gerados durante a cadeia respiratdria mitocondrial e nas reacdes metabdlicas
enddgenas, sdo conhecidos como espécies reativas de oxigénio (EROs) (Arulselvan,
2016). As EROs podem ser classificadas como radicais livres, incluindo o radical
hidroxila (OH"), &nion superoxido (02*), peroxila (ROO") e peroxila lipidica (LOO"), ou
como espécies nao radicalares, incluindo peroxido de hidrogénio (H202), ozénio (O3),
oxigénio singlete (*O2), acido hipocloroso (HOCI) e hidroperéxido lipidico (LOOH)
(Pham-Huy; He; Pham Huy, 2008).

Em situacdo de hipdxia, as espécies reativas de nitrogénio (ERNs) sédo
formadas. As ERNs séo capazes de gerar outras espécies reativas que podem induzir
a peroxidacao lipidica excessiva (Arulselvan, 2016). As ERNs também podem ser
classificadas como radicais livres, incluindo o Oxido nitrico (NO®) e diéxido de
nitrogénio (NOz"), ou como espécies nao radicalares, incluindo o acido nitroso (HNO2),
peroxinitrito (ONOQO") e trioxido de dinitrogénio (N203) (ERNs) (Pham Huy; He; Pham
Huy, 2008).

As espécies reativas podem desempenhar importantes funcdes em nosso
organismo, quando se encontram em concentracdes baixas a moderadas, uma vez
que participam de processos relacionados ao sistema imunol6gico e agem sobre as
cascatas de sinalizagdo intracelular, que regulam varias funcdes fisiol6gicas, como
sintese de insulina, proliferacdo, diferenciacdo e migracdo celular, entre outros
(Weidinger; Kozlov, 2015).

No entanto, quando se encontram em altas concentracdes, as especies
reativas podem causar danos ao organismo (Singh; Sharad; Kapur, 2004). Isso
porque, em alguns momentos, o sistema de defesa antioxidante pode se encontrar
sobrecarregado, acarretando no desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes,

conhecido como estresse oxidativo (Birben et al., 2012).



Estudos buscam compreender os mecanismos relacionados ao estresse
oxidativos e suas consequéncias para saude humana, sugerindo que o baixo consumo
de alimentos ricos em antioxidantes contribui para o agravamento das doencas
(Arulselvan, 2016). Por isso, o consumo de produtos naturais que contenham agentes
antioxidantes vem sendo considerado uma forma de prevencéo ao estresse oxidativo
(Lorenzo et al., 2018).

Dentre esses produtos naturais com potencial antioxidante, podemos destacar
0s produtos apicolas, como mel, propolis, geopropolis, cera, cerume e geleia real, que
sdo amplamente utilizados desde os primérdios da humanidade para prevenir ou curar
feridas, doencas reumaticas, condi¢cdes imunoldgicas e neuroldgicas, distlrbios do
trato alimentar, entre outros (Martinello; Mutinelli, 2021).

O cerume é produzido pelas abelhas através da mistura de propolis e cera (Al-
Hatamleh et al., 2020). Alguns paises, como o Brasil, utilizam esse produto apicola na
medicina popular (Popova; Trusheva; Bankova, 2019). Além disso, estudos anteriores
ja descreveram atividades biolégicas, como atividade antioxidante (Hamilton et al.,
2017) e atividade anticancer in vitro (Nugitrangson et al., 2016), relacionadas ao
cerume de diferentes espécies de abelhas.

Diante desse contexto, o presente estudo buscou avaliar a atividade
antioxidante, por meio de ensaios in vitro e no modelo de eritrocitos humanos, e a
toxicidade, no organismo modelo Caenoharbditis elegans, do cerume da abelha sem
ferrdo Tetragonisca fiebrigi, popularmente conhecida como Jatai. Os resultados
obtidos abrem perspectivas para o desenvolvimento de produtos e medicamentos de
grande importancia para o homem, além da propagacdo do conhecimento e

conservacao dessa espécie de meliponineo.



2. Revisao bibliografica

2.1. Espécies reativas

As espécies reativas sdo descritas como sendo pequenos ions/moléculas
altamente reativos e instaveis, cujo seu tamanho facilita a entrada por meio de
membranas celulares (Jensen, 2003). Essas moléculas podem ser divididas em dois
grupos: as espécies reativas de oxigénio (EROS) e as espécies reativas de nitrogénio
(ERNs). As EROs sédo formadas como subprodutos do metabolismo aerdbico na
mitocondria (Jensen, 2003). Enquanto as ERNs sédo formadas como dos processos
inflamatorios (Birben et al., 2012).

As EROs e ERNSs podem ser classificadas como radicais livres, incluindo anion
superoxido (O2), hidroxila (OH"), dioxido de nitrogénio (NOz’), que se caracterizam
como moléculas contendo um ou mais elétrons desemparelhados, ou como espécies
nao radicalares, incluindo perdxido de hidrogénio (H20:2), acido hipocloroso (HOCI),
peroxitrato (ONOO™) que sao formados a partir do compartilhamento de elétrons por
dois radicais livres (Birben et al., 2012)

A producao das espécies reativas pode ser estimulada por fontes endégenas
ou exogenas. Fatores enddgenos que induzem a producao dessas moléculas incluem
ativacdo de células imunes, inflamacdo, isquemia, infeccbes, processo de
envelhecimento e fosforilacdo oxidativa mitocondrial (Kabel, 2014). Ja a poluicdo do
ar e da 4gua, fumaca de cigarro, alcool, metais pesados ou de transi¢cdo, como cadmio
(Cd), mercurio (Hg), chumbo (Pb), ferro (Fe) e arsénio (As), certas drogas, como
ciclosporina, tacrolimus, gentamicina e bleomicina, solventes industriais e radiacdo
sdo considerados fatores exdégenos que induzem a producdo de radicais livres,
capazes de penetrar no organismo por diferentes vias, onde sdo metabolizados
(Pham-Huy; He; Pham-Huy, 2008).

O anion superéxido (02), é produzido na membrana interna da mitocéndria
como parte do mecanismo que reduz o oxigénio a agua (Jensen, 2003). O anion
superéxido pode existir como hidroperoxila, capaz de penetrar as membranas
bioldgicas, além disso, é considerado um radical primario, uma vez que é capaz de
produzir EROs secundarias de forma direta, através da interagdo com outras
moléculas, ou de forma indireta, por meio de enzimas ou reacfes catalisadas por

enzimas (Ifeanyi, 2018). O anion superoxido pode ser convertido em outras espécies



reativas, como radical hidroxila (OH") e anions hidroxila (OH") por meio da reacéo de
Haber-Weiss (Neha et al., 2019).

O peréxido de hidrogénio é considerado uma espécie reativa de oxigénio
devido a sua capacidade de reagir com biomoléculas e causar danos a células
(Ifeanyi, 2018). Essa espécie reativa apresenta alta solubilidade em solucbes
aguosas, o que faz com que penetrem facilmente em membranas biolégicas (Ifeanyi,
2018). Além disso é produzido durante a hipdxia, além de ser produzido e consumido
pelos peroxissomos nas células (Ifeanyi, 2018).

O peroxido de hidrogénio na presenca de metais de transicdo, como ferro (Fe
2*) e cobre (Cu ?*), se decompde no radical hidroxila por meio de uma sucesséo de
reacfes chamadas reacBes de Haber-Weiss e Fenton. Além disso, produz &cido
hipocloroso (HOCI), por oxidag&o enzimatica de ions cloreto (Jensen, 2003).

O &cido hipocloroso, é considerado um forte agente oxidante para diferentes
biomoléculas. E capaz de atravessar membranas e causar danos a proteinas e lipidios
de membrana ou de moléculas intracelulares (Durackova, 2014). No meio extracelular,
essa espécie reativa é capaz de inibir enzimas proteoliticas, como a elastase, além
de reagir com outros compostos, como tiois e ascorbato, e causar fragmentacao de
proteinas por diferentes mecanismos (Durackova, 2014). O 4cido hipocloroso também
é capaz de reagir com o peréxido de hidrogénio para formar o oxigénio singlete (*O>)
(Durackova, 2014).

O radical hidroxila ocorre como forma neutra do ion hidréxido, apresentando
alta reatividade, o sendo extremamente deletério. E considerado um radical com meia
vida curta, capaz de reagir com moléculas préximas que apresentam afinidade
(Ifeanyi, 2018). Também é capaz de iniciar a peroxidacao lipidica por abstracdo de
hidrogénio de um acido graxo insaturado, além de causar hidroxilacdo, oxidacéo e
clivagem de proteinas e acidos nucléicos (Jensen, 2003).

O oxigénio singlete é produzido a partir do oxigénio molecular por meio de
transferéncia de elétrons, principalmente durante processos inflamatorios e de
fotossensibilizacdo (Ifeanyi, 2018). Essa espécie reativa € capaz de causar efeitos
deletérios ao DNA (Ifeanyi, 2018), além de poder reagir com um acido graxo e dar
origem ao hidroperoxido lipidico (LOOH), que é considerado o principal produto da

peroxidagao lipidica (Pospisil; Yamamoto, 2017).



A peroxidacéo lipidica € uma reacédo em cadeia de radical livre que compreende
trés etapas principais: iniciagdo, propagacao e término. Os radicais livres podem
atacar os acidos graxos poliinsaturados, fazendo com que um atomo de hidrogénio
seja removido do grupo metileno dando inicio as reac¢des de peroxidagdo lipidica em
cadeia (Pospisil; Yamamoto, 2017).

Quando o atomo de hidrogénio é removido, apenas um elétron permanece no
carbono do acido graxo. Entdo, para eliminar o enfraquecimento da ligagdo carbono-
hidrogénio no atomo de carbono adjacente a ligacdo dupla, o radical centrado no
carbono forma o dieno conjugado. O dieno conjugado reage com o oxigénio, formando
o radical peroxila (LOO), que inicia uma reacdo em cadeia removendo o atomo de
hidrogénio de outro &cido graxo (Yaman; Ayhanci, 2021). Os radicais peroxila sdo
capazes de reagir entre si, atacar as proteinas da membrana ou quebrar os 4&tomos
de hidrogénio das cadeias de acidos graxos vizinhas, levando a progressao da reacao
em cadeia da peroxidacdo lipidica. Na ultima etapa da peroxidacao lipidica, os radicais
peroxila se autodestroem, passando a formar produtos ndo radicalares, como o
malondialdeido (MDA), que podem causar danos a biomoléculas, reagindo com
proteinas de membrana vizinhas ou se difundindo com moléculas distantes, como o
DNA (Yaman; Ayhanci, 2021).

Os radicais alcoxila (LO") e peroxil (ROO") sao relacionados a peroxidacéo de
acidos graxos em lipidios. O radical peroxil € formado a partir de radicais centrados
em carbono na presenca de oxigénio (Durackova, 2014). Tanto o radical alcoxila,
qguanto o peroxil podem ser formados durante a decomposicdo de hidroperoxidos
(ROOH) por aquecimento e radiacdo UV e na presenca de ions de metal de transicao.
Esses radicais sao antioxidantes com alto potencial eletroquimico, podendo ser
decompostos através do superéxido protonado em radical peroxil e peréxido de
hidrogénio. Ambos podem abstrair o &tomo de hidrogénio de outras moléculas,
levando a ramificacdo da lipoperoxidacao (Durackova, 2014).

As espécies reativas de nitrogénio possuem alta capacidade de oxidacéo e,
portanto, sdo importantes no processo de estresse oxidativo (Ifeanyi, 2018). Essas
espécies reativas sao derivadas de um radical produzido biologicamente, conhecido
como 6xido nitrico (NO") (Lopez-Alarcon; Denicola, 2013). O 6xido nitrico é produzido
pela enzima Oxido nitrico sintase, sendo considerado um radical livre altamente

reativo, capaz de promover danos a carboidratos, lipidios, proteinas e nucleotideos,



tendo como consequéncia inflamacdo e danos aos tecidos (Mathew; Tiwari; Jatawa,
2011).

O o6xido nitrico é um radical solivel em meios aquosos e lipidicos, permitindo a
difusdo no citoplasma por meio de membranas biolégicas. Tem meia vida de poucos
segundos em meio aquoso, sendo mais estavel na presenca de menores
concentracdes de oxigénio (Ifeanyi, 2018). Durante o processo inflamatério, as células
imunes produzem oxido nitrico e superéxido por meio de explosdo oxidativa. Nessas
condicdes, o 6xido nitrico e o anion superdxido podem reagir e produzir quantidades
significativas de anion peroxinitrito (ONOQO™), considerado um potente agente oxidante
capaz de promover fragmentacdo do DNA e oxidacéo de lipidios (Ifeanyi, 2018).

Na auséncia de gas carbbnico, o peroxinitrito se decompde em radical hidroxila
e em didxido de nitrogénio (NO2"). Porém, na presenca de gas carbbnico, € capaz de
formar nitrosoperoxicarbonato (ONOOCO:2"), que quando hemolisado libera carbonato
(COs™) e dioxido de nitrogénio (Reiter, 2006).

Em altas concentra¢des, o Oxido nitrico pode ser oxidado por moléculas de
oxigénio, gerando trioxido de dinitrogénio (N203), considerado um potente agente
nitrosante dominante em pH fisiolégico (Reiter, 2006). A geracdao do trioxido de
dinitrogénio ocorre em duas etapas: primeiro o 6xido nitrico reage com o oxigénio (O2)
para gerar didéxido de nitrogénio, posteriormente ocorre a reacdo do dioxido de
nitrogénio com uma segunda molécula de Oxido nitrico, produzindo o trioxido de
dinitrogénio, que nado € considerado um antioxidante potente, mas é capaz de nitrosar
aminas secundarias e reduzir grupos tiol (Reiter, 2006).

Na Figura 1 é possivel observar um esquema que ilustra a formacédo de EROs

e ERNs em nosso organismo.
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Figura 1: Formacéo das principais EROs e ERNs no organismo. Adaptado de: Vo et al. (2020).

As EROs e ERNSs, quando se encontram em condi¢des baixas ou moderadas,
podem desempenhar importantes fun¢cées em nosso organismo. Por exemplo, o 6xido
nitrico (NO") é importante na regulacdo da presséo arterial, além de atuar como
mensageiro neural, ja o acido hipocloroso (HOCI) age combatendo infeccdes
microbianas (Jensen, 2003). Além disso, existem sistemas antioxidantes que agem
eliminando as EROs e ERNSs, contribuindo para a prevencdo de possiveis danos
(Yoshikawa; Naito, 2002). No entanto, quando ha o aumento da producao de espécies
reativas ou a dificuldade do sistema antioxidante em neutralizar o dano oxidativo em
alvos biolégicos, um estado de desequilibrio, conhecido como estresse oxidativo, é

estabelecido (Lopez-Alarcon; Denicola, 2013).

2.2. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo pode ser definido como um distarbio no equilibrio pro-
oxidante-antioxidante, em favor do primeiro (Sies, 2018). Esse estado de desequilibrio
pode ser classificado de acordo com a intensidade, podendo ocorrer como um
estresse oxidativo fisiolégico, denominado eustress oxidativo, ou como uma carga
oxidativa toxica, capaz de danificar as biomoléculas, denominado estresse oxidativo
(Sies, 2018).



As consequéncias do estresse oxidativo em nosso organismo incluem, por
exemplo, danos a membranas biolégicas e tecidos (Yoshikawa; Naito, 2002). Além
disso, véarias doencas, como céancer, disturbios neurologicos, aterosclerose,
hipertensdo, isquemia/perfusdo, diabetes, sindrome do desconforto respiratério
agudo, fibrose pulmonar idiopatica, doenca pulmonar obstrutiva crénica e asma estao
sendo associadas a esse estado de desequilibrio oxidativo (Birben et al., 2012). A
Figura 2 demonstra a relacdo entre a geracdo de espécies reativas, 0 estresse

oxidativo e os danos causados ao organismo.
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Figura 2: Relacéo entre a geracdo de EROs e ERNs, a defesa antioxidante, o estresse oxidativo e

seus efeitos no corpo humano. Adaptado de: Sharifi-Rad et al. (2020).

No entanto, o corpo possui varios mecanismos de defesa para minimizar os
danos e para proteger contra a producdo excessiva de espécies reativas. Os
antioxidantes, endodgenos e exdgenos, sdo 0s componentes desses mecanismos de
defesa (Sharifi-Rad et al., 2020).

2.3. Antioxidantes

Os antioxidantes sdo moléculas que agem combatendo, prevenindo ou
reparando os danos causados por espécies reativas as células (Kabel, 2014). Nosso
organismo conta com um sistema de defesa antioxidante enddégeno que pode ser

complementado por antioxidantes exdégenos, obtidos de fontes naturais ou sintéticas.
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Ambos trabalham juntos para proteger as células e neutralizar os radicais livres
(Mathew; Tiwari; Jatawa, 2011).

Reacdes de oxidacdo normalmente ocorrem em nOSSO organismo e sao
consideradas essenciais para vida, porém, podem também gerar radicais livres,
capazes de desencadear reacfes em cadeia que danificam biomoléculas e células
(Kabel, 2014). Assim, o papel dos antioxidantes € evitar que essas reacdes em cadeia
ocorram, através da remoc¢éo de radicais intermediarios ou pela inibicdo de outras
reacoes de oxidacdo (Kabel, 2014).

Os antioxidantes podem defender o organismo por trés formas principais:
através do sequestro de metais de transicao, evitando a disponibilidade para reacéo
com radicais livres, por meio da disponibilizacdo de pequenas moléculas com
capacidade de eliminar radicais livres ou por meio de mecanismos que corrigem 0s
danos causados ao DNA por EROs e ERNs (Ifeanyi, 2018).

Os antioxidantes podem ser classificados como antioxidantes enddgenos,
subdivididos em enziméticos e ndo enzimaticos, ou antioxidantes exdégenos, obtidos
principalmente através da ingestdo de produtos naturais (Neha et al., 2019). A Figura
3 demonstra, por meio de um esquema, 0s principais antioxidantes enddégenos e

exdgenos que serdao descritos neste trabalho.
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Figura 3: Principais antioxidantes endégenos e exdgenos. Adaptado de: Simioni et al. (2018).

2.3.1. Antioxidantes endégenos enzimaticos

Quando o organismo se encontra saudavel, existe equilibrio entre a formacao
de espécies reativas e mecanismos de defesa antioxidante endégenos (Arulselvan,
2016). Os antioxidantes enddgenos podem ser subdivididos em dois grupos:
enzimaticos e ndo enzimaticos (Pham-Huy; He; Pham-Huy, 2008). Os principais
antioxidantes enzimaticos incluem a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT),
a glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa redutase (GRx) (Pham-Huy; He; Pham-
Huy, 2008).

Superoxido dismutases (SODs) sdo uma classe de enzimas presentes em
guase todas as células e nos fluidos extracelulares, que agem catalisando a quebra
do anion superoxido liberando oxigénio e perdxido de hidrogénio (Ifeanyi, 2018).
Contém ions metalicos, como cobre, zinco, manganés e ferro em seus sitios ativos,
sendo que Mn-SOD é encontrada na mitocdéndria e peroxissomos, Fe-SOD é
encontrada em peroxissomos e CuZn-SOD é encontrada em peroxissomos e no
citosol (Kabel, 2014).

A enzima catalase (CAT) é predominante em células expostas ao oxigénio,

também age na decomposi¢cdo do perdxido de hidrogénio em oxigénio e agua.
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Apresentam altas taxas de renovacgao e ocorrem em todos os 0rgaos, principalmente
no figado (Ifeanyi, 2018). Além disso, essa enzima ocorre principalmente nos
peroxissomos das células (Durackova, 2014).

A funcdo antioxidante do tripeptideo glutationa (GSH) é realizada, em grande
parte, pelas reacdes catalisadas pela enzima glutationa peroxidase (GPx), que age
reduzindo o peroxido de hidrogénio e o hidroperéxido lipidico a medida que a
glutationa é transformada em glutationa oxidada (GSSG) (Lu, 2013). A glutationa é
mantida nas células na forma reduzida pela acdo da glutationa redutase (GR), que por
sua vez é responsavel por catalisar a reducdo da glutationa oxidada para glutationa,
tendo como cofator o fosfato de dinucleétido de nicotinamida e adenina (NADPH)
(Durackova, 2014).

2.3.2. Antioxidantes enddgenos nao enzimaticos

Os antioxidantes ndo enzimaticos incluem o acido lipoico, glutationa, L-arginina,
coenzima Q, melatonina, acido Urico, bilirrubina, proteinas quelantes de metais,
transferrina, dentre outros, que sao produzidos pelo metabolismo e atuam
principalmente como eliminadores nas reacdes em cadeia oxidativa (Pham-Huy; He;
Pham-Huy, 2008).

O acido lipoico é um importante antioxidante enddgeno, classificado como “tiol”
ou “biotiol”. Sua molécula contém enxofre, por isso esta envolvida na reacao que
catalisa a descarboxilacdo oxidativa de alfa-cetoacidos, como piruvato e alfa-
cetoglutarato, no Ciclo de Krebs. O &cido lipoico também pode exercer seu efeito
antioxidante por quelagdo com metais pré-oxidantes (Yadav et al., 2016).

A glutationa é um tripeptideo sintetizado nas células da maioria dos organismos
aerébicos a partir dos aminoacidos glicina, glutamato e cisteina. Sua atividade
antioxidante se deve ao grupo tiol na cisteina que € caracterizado como um agente
redutor, que pode ser reversivelmente oxidado e reduzido (Kabel, 2014). A glutationa
é considerada um importante antioxidante solivel em agua, extinguindo diretamente
os radicais livres e desempenhando um papel importante no metabolismo xenobiotico
(Yadav et al., 2016).

Proteinas como a transferrina, ferritina e lactoferrina s&o consideradas
antioxidantes por sua capacidade de quelar ions férricos e outros metais de transicao

conferindo, assim, protecéo contra espécies reativas geradas por ferro, principalmente
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os radicais hidroxila gerados durante as reacdes de Fenton (Pisoschi et al., 2021).
Como resultado, ocorre a diminuicdo da peroxidacéo lipidica dependente de ferro
(Pisoschi et al., 2021).

A forma reduzida da coenzima Q (CoQ), o ubiquinol (CoQH2), atua como
antioxidante através da eliminacéo direta dos radicais livres ou através do aumento
da disponibilidade de ascorbato (vitamina C na forma ionizada) e tocoferol (vitamina
E) (Paunovi¢ et al., 2017). O ubiquinol também é capaz de reagir diretamente com
superoxido, com o radical lipidico e com o radical peroxil (Durackova, 2014).

Outro importante agente antioxidante é a melatonina, capaz de atravessar
facilmente as membranas celulares. Uma vez que esse antioxidante é oxidado, nédo
pode ser novamente reduzido ao estado anterior, porque forma produtos estaveis
quando reage com radicais livres. Por isso, é conhecido como antioxidante terminal
ou suicida (Ifeanyi, 2018).

A bilirrubina (BIL) € formada a partir da degradacao da hemoglobina e de outras
proteinas heme pelo sistema fagocitario mononuclear. Muitos efeitos benéficos foram
associados a concentracdes moderadas de bilirrubina, incluindo atividade anti-
inflamatoria, anti-aterosclerdtica, anti-adiposidade e atividade antioxidante contra os
radicais peroxil em meios polares, como bicamadas lipidicas (Mirohczuk-
Chodakowska; Witkowska; Zujko, 2018).

O acido urico (AU) é gerado durante o metabolismo das purinas. Esse
composto é considerado um eliminador de radicais livres ativo, responsavel por dois
cerca de 60 % da capacidade de eliminacéo de radicais livres do plasma sanguineo
(Pisoschi et al.,, 2021). O acido urico também contribui na protecdo de enzimas
antioxidantes, como a superéxido dismutase, sendo capaz de modular a atividade
dessas enzimas, adiando a inativacdo das mesmas pela acdo do perdxido de
hidrogénio (Mironczuk-Chodakowska; Witkowska; Zujko, 2018). O potencial
antioxidante desse composto esta relacionado ao fato de que os radicais urato,
formados na reacédo entre acido Urico e peréxido de hidrogénio, apresentam menor
potencial oxidativo do que outros radicais de oxigénio, além de poder reagir com o
acido ascorbico e regenerar o acido urico (Mirohnczuk-Chodakowska; Witkowska;
Zujko, 2018).
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2.3.3. Antioxidantes exdgenos

O sistema antioxidante do corpo humano pode ser enriquecido com
antioxidantes exdgenos provenientes de fontes naturais ou sintéticas, que contribuem
na prevencao e tratamento de doencas promovidas pelo estresse oxidativo (Sen et
al., 2010). Os antioxidantes exdgenos incluem vitamina E, vitamina C, carotenoides,
metais (selénio (Se), manganés (Mn), zinco (Zn)), compostos fendlicos (incluindo
flavonoides, &cidos fendlicos e taninos), 4cidos graxos (6mega-3 e 6mega-6), entre
outros (Pham-Huy; He; Pham-Huy, 2008).

Os antioxidantes exdégenos sdo essenciais para o processo de restauracao e
manutencao do equilibrio em nosso organismo, uma vez que contribuem com a acao
dos antioxidantes enddgenos para neutralizar o excesso de radicais livres, proteger
as ceélulas contra seus efeitos toxicos e auxiliam na prevencdo de doencas (Pham-
Huy; He; Pham-Huy, 2008). Por isso, vem sendo sugerido que a ingestdo de uma dieta
rica em antioxidantes esta inversamente associada ao risco do desenvolvimento de
algumas doencas (Lépez-Alarcén; Denicola, 2013).

O acido ascérbico, popularmente conhecido como vitamina C, é considerado o
mais importante antioxidante sollvel em agua. Sua acao envolve a neutralizacao de
espécies reativas na fase aquosa, antes de ocorrer a peroxidacao lipidica (Singh;
Sharad; Kapur, 2004). A vitamina C € capaz de aumentar a resposta imunoldgica,
além de prevenir a formacgdo de nitrosaminas. As nitrosaminas sdo uma classe de
compostos formado pela ligagdo de um grupo nitroso a uma amina, considerados
potentes agentes genotdxicos e carcindgenos (Ifeanyi, 2018).

A vitamina C apresenta outra importante funcéo, a de regenerar o tocoferol,
popularmente conhecido como vitamina E (Yadav et al., 2016). A vitamina E € um
importante antioxidante primario, soluvel em lipidios, que apresenta atividade
antioxidante dentro da membrana celular, protegendo os acidos graxos da
peroxidacao lipidica (Yadav et al., 2016).

Os carotenoides sdo compostos pigmentados, sintetizados por plantas e
microrganismos, sendo encontrados em frutas e vegetais que constituem as principais
fontes desses compostos (Kaur, 2013). O betacaroteno e outros carotenoides também
atuam protegendo os tecidos ricos em lipidios contra agentes oxidantes (Singh;
Sharad; Kapur, 2004).
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Os compostos fendlicos sdo formados a partir do metabolismo secundario de
plantas, sendo responsaveis pela pigmentacao, adstringéncia e protecdo contra a luz
ultravioleta, parasitas e insetos (Albuquerque et al.,, 2021). Essas substancias
apresentam diferentes beneficios a saude, como atividade anti-inflamatoria,
antimicrobiana, antiproliferativa e antioxidante, sendo a Ultima associada a capacidade
de doacdo de um atomo de hidrogénio e/ou um elétron aos radicais livres, causando
a quebra da reacéo de oxidacdo em cadeia (Albuquerque et al., 2021).

A estrutura quimica dos compostos fendlicos é formada por hidroxilas ligadas
a um, ou mais, anéis benzénicos. Essa estrutura pode variar sendo que, de acordo
com o0 numero e os elementos estruturais dos grupos fendlicos, esses compostos
podem ser classificados em: flavonoides, estilbenos, lignanas e acidos fendlicos (Ge
et al., 2021).

Os flavonoides sdo encontrados em folhas, flores, frutas, sementes, nozes,
graos, especiarias, diferentes plantas medicinais e bebidas como vinho, cha e cerveja
(Singh; Sharad; Kapur, 2004). Além de apresentar potente atividade antioxidante,
apresentam atividade antitumoral, anti-isquémica, antialérgica, anti-hepatotdxicas,
antiulcerativas e anti-inflamatoria (Singh; Sharad; Kapur, 2004).

A Figura 4 ilustra a interacao entre os antioxidantes enddégenos e exdgenos em

NOSSO organismo.
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Figura 4: Formas de interagcdo entre antioxidantes endégenos e exdgenos em nosso organismo.
Adaptado de: Mironczuk-Chodakowska; Witkowska; Zujko, 2018.

2.4. Abelhas sem ferrao

Antes das abelhas Apis mellifera serem introduzidas no continente americano,
as abelhas sem ferrdo eram a principal fonte de mel e cera para as popula¢des locais
(Flores, Hilgert; Lupo, 2018). As abelhas sem ferrdo pertencem a subfamilia
Meliponinae (Hymenoptera, Apidae), dividida em duas tribos: Meliponini e Trigonini,
que juntas somam cerca de 61 géneros e mais de 550 espécies (Pimentel et al., 2021).

As espécies da tribo Meliponini estdo distribuidas em regides tropicais e
subtropicais, principalmente na Austréalia, sudeste da Asia, Africa e América Latina. Ja
as espécies da tribo Trigonini ocorrem em todas as regides tropicais do mundo
(Pimentel et al., 2021). No Brasil ja foram descritas mais de 300 espécies de abelhas
sem ferrdo, sendo 244 espécies nativas do pais (Domingues et al., 2020), incluindo a
espécie Tetragonisca fiebrigi, que faz parte da tribo Trigonini e é popularmente
conhecida como Jatai ou abelha-ouro (Dorneles; Rosa; Blochtein, 2017). A Figura 5

traz alguns exemplos de espécies de abelhas sem ferrdo que ocorrem no Brasil.
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Figura 5: (A) Nannotrigona testaceicornis; (B) Tetragonisca angustula; (C) Scaptotrigona sp.; (D)
Melipona rufiventris; (E) Melipona quadrifasciata. (A) e (B) pertencem a tribo Trigonini, enquanto (C),

(D) e (E) pertencem a tribo Meliponini. Fonte: Lavinas et al. (2019).

As abelhas sem ferrdo sao assim chamadas, pois nessas espécies o ferrdo é
altamente reduzido, ndo servindo como mecanismo de defesa (Popova; Trusheva,;
Bankova, 2019). Uma provavel explicacdo para a perda do ferrdo neste grupo esta
relacionada ao fato de que as colonias ndo ficam expostas quando as abelhas
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enxameiam, além disso, geralmente os locais de nidificacdo sdo escondidos e bem
protegidos (Stuchi et al., 2014).

Os ninhos normalmente sdo construidos em troncos de arvores, em fendas de
rochas, em buracos feitos por outros animais, entre outros locais. Os materiais
utilizados na construcéo dos ninhos incluem cera, cerume e resinas vegetais, algumas
espécies também utilizam solo nesse processo, para producdo da geopropolis, por
exemplo (Roubik, 2006). A Figura 6 demonstra como é a estrutura interna de um ninho

de abelhas sem ferrdo.

Batume

—g—t Potes de armazenamento

——t |nvélucro

|——t Favosde cria

A Tdnel de ingresso

_ v“‘" Entrada

— Potes de armazenamento

i w——|— Batume

Figura 6: Arquitetura interna do ninho de meliponineos. Fonte: Nogueira-Neto, 1997.

As abelhas sem ferrdo formam um grupo de insetos diverso, apresentando alta
variabilidade na fisiologia, morfologia e tamanho, variando de 0,2 mm no género
Trigonisca a mais de 20 mm em algumas espécies de Melipona (Stuchi et al., 2014).
S&o consideradas insetos eussociais, uma vez que as colonias sédo formadas por uma
rainha fértil e por dezenas a milhares de operarias (Popova; Trusheva; Bankova,
2019).

Essas abelhas sédo produtoras de mel, cera, propolis e outros produtos, que
podem ser utilizados pelos humanos (Brodkiewicz; Reynoso; Vera, 2020). Além disso,
possuem um papel crucial na polinizagdo de plantas, sendo responsaveis por cerca
de 40 — 90 % da polinizacao de espécies nativas ou cultivadas nos tropicos (Popova,
Trusheva; Bankova, 2019).
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2.5. Tetragonisca fiebrigi

Dentre as espécies de abelhas sem ferrdo ja descritas, a espécie Tetragonisca
fiebrigi, ocorre na Argentina, Bolivia, Paraguai e Brasil, incluindo os estados de Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Parana, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo (Camargo;
Pedro, 2013). Essa espécie apresenta grande importancia ecologica devido a
polinizacao de diversas culturas vegetais, além de importancia econémica e alimentar,
uma vez que reservas de mel e polen de espécies de Tetragonisca foram relatadas
como culturalmente importantes e apreciadas na culindria e medicina tradicional,
desde os tempos antigos (Vossler; Fagundez; Blettler, 2014).

As abelhas T. fiebrigi sdo popularmente conhecidas como Jatai. Essas abelhas
sdo pequenas, sociais e vivem em colbnias perenes (Martinez et al., 2017). Além
disso, produzem mel de 6tima qualidade (Vossler; Fagundez; Blettler, 2014). Por isso,
desenvolvimento da meliponicultura utilizando essa espécie vem ganhando impulso,
sendo esta atividade responsavel pela geracdo de recursos econbémicos e pela
promoc¢do da diversidade bioldgica, devido ao seu papel na polinizacao cruzada
(Martinez et al., 2017).

Estudos relacionados a espécie T. fiebrigi incluem a pesquisa de Campos et al.
(2015), onde os autores apontam a presenca de compostos fendlicos, alcoois e
terpenos na composicdo do extrato etandlico da prépolis produzida por esta espécie,
além da atividade antimicrobiana, potencial anti-inflamatério, atividade citotoxica e
antioxidante. Ja Brodkiewicz; Reynoso; Vera (2020) relataram os efeitos anti-
inflamatorios,  antitissicos e  expectorantes dos  extratos  alcodlicos
de geopropolis de T. fiebrigi.

Schvezov et al. (2020) fizeram uma analise das propriedades microbiol6gicas
e fisico-quimicas do mel produzido pelas abelhas T. fiebrigi. Os resultados obtidos
demonstraram que os parametros fisico-quimicos e bioldgicos do mel da jatai diferem
dos valores padrdes do mel de Apis mellifera, mas sdo semelhantes ao mel de outras
abelhas sem ferrdo. Os autores identificaram contaminagédo por Escherichia coli,
sendo os tratamentos de preservacao, pasteurizacdo e desumidifcacdo capazes de
eliminar essa contaminacdo, além disso, os autores também observaram que ha
influéncia sazonal nos parametros microbiolégicos, de acidez, pH, sacarose e
atividade diastase do mel.

Na Figura 7 é possivel observar um exemplar da espécie T. fiebrigi.
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1 mm

Figura 7: Exemplar da espécie Tetragonisca fiebrigi. Fonte: Fototeca Cristiano Menezes, FCM.

2.6. Produtos apicolas

Produtos naturais como as plantas, por exemplo, apresentam muitos beneficios
ao ser humano, incluindo atividade antioxidante (Maury et al., 2020). Dentre estes,
podemos destacar os produtos apicolas, que atualmente tém sido alvo de estudos
cientificos que comprovaram as atividades antioxidante, antibacteriana, anti-
inflamatoria, antitumoral, antiviral e muitas outras (Martinello; Mutinelli, 2021). A

Figura 8 apresenta alguns produtos apicolas, relacionando-os as suas atividades
biolégicas.
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Cera de abelha

Larva de abelha  Oeleia real
Produtos apicolas Principais compostos Bioatividade
B )
Pélen de (& e, TR Antiblétice, antialérgico, antlanémico, antitussigene, diurético,
abelha lipidias, polifenis e flavanaides digestivo, cardioprotetor, hepatoprotetor, fungdo renal
' Imunomeoduladara, cicatrizacdo de dleera, ete,
Coleta de abelhas Antioxidante, antibacteriano, curativo de ferida, anti-inflamatario,
e produtos de Mel Carboidratos e flavonaides antitilcera, antitumoral, remédio para tosse, dor de garganta, dores
fermentagio de ouvido, etc,
Antibacteriano, antioxidante, antiviral, anti-inflamatdria,
Prépolis Polifenois e flavenoides antitumoral, antiproliferative, anti-hiperglicémico, antifiingico, ac3o
odontolégica, antiprotezodrio, ete.
Larvas de
. abelha
Colmeias e
corpos ecoldgicos Pupas de . - . Antitumeral, anti-metastase, alivia a depressde, inibe o
de abelha abelha Proteinas, lipidios e agicares desenvolvimento de dermatites atopicas como lestes cutaneas etc.
Colmeias
velhas
Antimicrobiano, anti-inflamatério, antiapoptétice, indutor de
Veneno Peptideos e proteinas apoeptese, curador de feridas, :astimula o crescimento de células de
de abelha timécitos, etc,
Secrecdes de Geleia Carboidratos, proteinas, Antitumoral, anticxidante, anti-envelhecimente, neurotropico, anti-
abelhas real lipidies, polifencis e flavonoides inflamatario, etc,
Cera de Prateinas, lipidios, polifenais, Antimicrobiane, antillcera, anti-inflamatério, ete.
abelha flavenoides e hidrocarbonetos
Outros Pao de Carboidratos, proteinas, Antioxidante, antimicrobiano, antitumeral, anti-hipartensive,
abelha lipidios, polifenois e flavonaides neuraprotetor, ete.

Figura 8: (A) representagdo dos principais produtos apicolas; (B) atividades biolégicas relacionadas
aos produtos apicolas. Adaptado de: Luo et al. (2021).

Os produtos apicolas como mel, pélen, geleia real, cerume, geoproépolis,
prépolis, cera, entre outros, apresentam grande valor econémico e/ou nutricional, além
de diversos compostos bioativos em sua composi¢cao. Esses produtos s&o ricos em

proteinas, acucares simples, aminoacidos essenciais e acidos graxos

monoinsaturados (Yucel; Topal; Kosoglu, 2017).
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Os compostos bioativos encontrados na composicdo de produtos apicolas
incluem &acidos fendlicos, flavonoides e carotenoides, que apresentam atividade
antioxidante e contribuem na acdo contra doencas como cancer, aterosclerose,
doencas cardiovasculares, enfraquecimento do sistema imune, Parkinson, Alzheimer,
artrite, entre outras (Yucel; Topal; Kosoglu, 2017).

A bioatividade e composicdo quimica dos produtos apicolas depende das
fontes de resina utilizadas pelas abelhas sem ferrdao, sendo assim dependente da flora
da regido onde as espécies ocorrem (Popova; Trusheva; Bankova, 2019).

2.6.1. Cerume

O cerume é produzido por meio da mistura de propolis e cera, sendo
empregado exclusivamente por meliponineos (Roubik, 2006). A propolis € um material
resinoso, composto por folhas, cascas e botdes de flores coletados de fontes vegetais,
sendo posteriormente misturado com cera e enzimas salivares secretadas pelas
abelhas (Salleh et al., 2021) A cera € secretada por abelhas operarias, através de
glandulas dorsais, sendo depois colocada em um depdsito. Para produc¢éo do cerume,
as operarias misturam a cera e a propolis em suas mandibulas (Roubik, 2006).

Além de ser usado para constru¢do de estruturas do ninho, como invélucro,
pilares, potes de armazenamento, células de cria e entrada dos ninhos, o cerume pode
ser usado para realizacao de reparos de emergéncia em danos causados por inimigos
(Roubik, 2006). O cerume também contém substancias que protegem a colmeia
contra infeccbes bacterianas e potencialmente pode apresentar importantes
atividades terapéuticas para o ser humano (Hamilton et al., 2017). Na Figura 9

podemos observar as estruturas construidas com cerume pelas abelhas.
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Potes de mel e pdlen

Figura 9: O cerume é utilizado para construcao de potes de mel e polen, células de cria e do
involucro, apontados na imagem. Adaptado de: Shanahan; Spivak, 2021.

As publicagdes relacionadas ao cerume incluem a pesquisa de Hamilton et al.
(2017), onde os autores demonstram que 0 extrato metandlico de cerume da
espécie Tetragonula carbonaria apresenta identificam compostos como acido galico,
amirinas, C- metil flavanonas e floroglucinois, entre outros, os quais sao descritos na
literatura como sendo capazes de eliminar radicais livres, inibir a oxidagdo da enzima
5-lipoxigenase (5-LOX) mediada pelo &cido linoleico e inibir a producéo de leucotrieno
B4 (LTB4) em neutréfilos humanos pelo. J4 o estudo de Nugitrangson et al. (2016),
constatou no cerume da abelha Tetragonula laeviceps a presenga de a-mangostina,
substancia responsavel por conferir uma potente atividade anticancer in vitro em uma
ampla gama de linhagens de células humanas derivadas do cancer.

2.7. Organismo modelo Caenorhabditis elegans

Para determinar se produtos ou compostos oferecem beneficios a saude
humana, incluindo atividade antioxidante, é preciso desenvolver uma série de ensaios
in vitro e in vivo. Entretanto, existem limites praticos e éticos em relacéo a aplicacédo

de ensaios experimentais em humanos, por isso é preciso analisar e buscar um
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organismo modelo que permita a realizacdo de estudos e experimentacfes para
compreensao e novas descobertas acerca da fisiologia do organismo humano e as
doencas que o afetam (Apfeld; Alper, 2018).

O nematoide Caenorhabditis elegans é um exemplo de organismo modelo que
pode ser utilizado na avaliacdo dos efeitos antioxidantes e toxicos de diferentes
produtos naturais. Esses nematoides apresentam muitos 6rgaos e tecidos, incluindo
musculos, hipoderme, glandulas, intestino, sistema secretor-excretor e sistema
nervoso (Liao, 2018). Com relagéo ao sistema nervoso, os nematoides hermafroditas
possuem 302 neurbnios, enquanto os machos tém 385. Muitos dos neurdnios
adicionais dos machos estdo conectados a cauda e sdo usados para acasalamento
(Loxterkamp et al., 2021).

O C. elegans € um organismo diploide cujo genoma contém seis cromossomos:
cinco autossomos e um cromossomo sexual. Podem ser hermafroditas XX ou
apresentar apenas o sexo masculino XO (Apfeld; Alper, 2018). Possuem um milimetro
de comprimento, apresentando 959 células somaticas e ciclo reprodutivo curto,
levando cerca de trés dias para chegar ao estagio de adulto fértil (Zwirchmayr et al.,
2020). Apresentam também uma cuticula resistente e transparente, que permite a
visualizacdo de estruturas internas sem a necessidade de dissecacao, facilitando o
rastreio de corantes organelares e expressdes de genes especificos (Hunt, 2017).

No laboratério, a manutencdo do C. elegans € feita em placas de Petri,
contendo agar NGM (Nematode Growth Medium), e bactérias Escherichia coli OP50,
como fonte de alimento (Liao, 2018). Além disso, os nematoides hermafroditas sédo
auto férteis, capazes de produzir centenas de descentes, 0 que possibilita a
manutencao e geracao de grandes estoques de nematoides (Apfel; Alper, 2018).

O periodo de embriogénese desses nematoides leva aproximadamente 16 h a
20 °C. Os ovos ficam retidos dentro do nematoide hermafrodita até o estagio de 24
células, quando sao entdo depositados (Corsi; Wightman; Chalfie, 2015). O embrido
hermafrodita eclode e se torna uma larva de primeiro estagio (L1). Posteriormente, a
larva passa a se alimentar e a se desenvolver durante quatro estagios larvais (L1 —
L4). A larva permanece no estagio L1 por aproximadamente 16 h, ja os estagios de
L2 a L4 levam cerca de 12 h cada (Corsi; Wightman; Chalfie, 2015).

Ao final de cada estagio a larva passa por um periodo de inatividade,

denominado letargo. Durante esse periodo, uma nova cuticula é produzida. A
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inatividade termina com a muda da cuticula velha (Corsi; Wightman; Chalfie, 2015).
Cercade 12 h ap6s a muda do estagio L4, os hermafroditas adultos passam a produzir
ovos por um periodo de 2 a 3 dias, até que tenham utilizado todos os espermatozoides
autoproduzidos (Corsi; Wightman; Chalfie, 2015).

Sob condi¢bes estressantes como aglomeracdo, suprimento limitado de
alimento ou estresse térmico, os nematoides podem mudar durante o estagio L1 para
uma rota alternativa de desenvolvimento, passando para um estagio denominado L2d,
que é seguido por um estagio de diapausa sem alimentagdo chamado dauer (estagio
L3 alternativo) (Frézal, Félix, 2015). Os nematoides em dauer sao resistentes a
condicBes de estresse e podem sobreviver por varios meses sem comida. Quando as
condi¢Bes voltam a ser favoraveis, as larvas voltam a se alimentar e retomam o seu
desenvolvimento (Frézal; Félix, 2015).

Na Figura 10 é possivel visualizar todas as etapas do ciclo de vida do C.

elegans, incluindo o estagio de dauer.

Adult

Embryos

-

Figura 10: Ciclo de vida do nematoide C. elegans. Fonte: Corsi; Wightman; Chalfie, (2015).
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Este modelo animal foi o primeiro organismo multicelular que teve seu genoma
completamente sequenciado, por Sydney Brenner, em meados da década de 1960
(Hunt, 2017), o que permitiu a observacao de que muitos genes e vias de sinalizagao
sao conservados entre esses nematoides e os seres humanos (Hunt, 2017). A partir
de entdo, diversos estudos demonstram éxito no uso de C. elegans em pesquisas
relacionadas a muitos aspectos bioldgicos, como desenvolvimento, especificacdo do
destino celular, neurobiologia, tumorigénese, interferéncia da expressao génica
mediada por RNA (RNAI) e envelhecimento (Liao, 2018).

Além disso, os estudos utilizando os C. elegans também podem ser aplicados
para avaliar o efeito toxico de produtos naturais. Os testes de toxicidade séo feitos
com a expectativa de que as informagdes adquiridas em um determinado modelo se
apliguem a outros sistemas biolégicos, com cada modelo apresentando
potencialidades e limitacées dependendo das informacgdes exigidas (Hunt, 2017). Os
ensaios de toxicidade em C. elegans fornecem dados de um animal inteiro com
sistemas digestivo, reprodutivo, enddcrino, sensorial e neuromuscular intacto e
metabolicamente ativo (Hunt, 2017), também podem ser realizados através da

avaliacao de diferentes parametros, como podemos observar na Tabela 1.

Parametros de Produto natural Referéncia
toxicidade avaliado

Prépolis das abelhas sem
ferrdo Scaptotrigona
depilis e Melipona | Bonamigo et al. (2017)
guadrifasciata

anthidioides

Extrato das folhas de | Monteiro-Alfredo et al.

Ensaio de sobrevivéncia | Acrocomia aculeata (2020)

Polpa dos frutos de | Leite et al. (2020)

Dipteryx alata

Extrato de Paullinia | Boasquivis et al. (2018)
cupana
Folhas de Brassica | Chen et al. (2015)

chinensis
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Parametros de Produto natural Referéncia
toxicidade avaliado
Polpa dos frutos de | Leite etal. (2020)
Ensaio de tempo de vida | Dipteryx alata
Flores de Heterotheca | Rodriguez-Chavez et al.
inuloides (2015)
Polpa dos frutos de | Leite etal. (2020)
Ensaio de analise do | Dipteryx alata
numero de progénie Extrato de Paullinia | Boasquivis et al. (2018)
cupana
Ensaio de depuracdo de | Folhas de Brassica | Chen et al. (2015)
alimentos chinensis
Ensaio de sobrevivéncia
neuronal
Ensaio de analise do
comprimento corporal
Ensaio de andlise da |Extrato de Paullinia | Boasquivis et al. (2018)
locomocéao cupana

Ensaio de andlise das
taxas de bombeamento

faringeo

Tabela 1: Parametros para andlise da toxicidade de produtos naturais no modelo C. elegans.
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3. Objetivos:

Geral:

e Avaliar as propriedades antioxidantes e toxicidade do cerume da abelha sem

ferrdo Tetragonisca fiebrigi.

Especificos:

e Quantificar a concentragcdo de compostos fendlicos e flavonoides no extrato
etandlico de cerume da abelha T. fiebrigi (EECT), in vitro;

e Verificar a capacidade do EECT de inibir os radicais livres 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH") e 2,2"- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS™) in
Vitro;

e Analisar a capacidade do EECT em inibir a hemolise oxidativa e a peroxidacao
lipidica de eritr6citos humanos induzida pelo agente oxidante dicloridrato de azobis-
(2-amidinopropano) (AAPH);

e Investigar a toxicidade aguda de diferentes concentracoes do EECT em
Caenorhabditis elegans, linhagem selvagem N2.
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4. Justificativa

Os antioxidantes podem ser definidos como qualquer substancia que, em
baixas concentra¢cdes em comparacdo a um substrato oxidavel, seja capaz de atrasar
ou inibir a oxidacdo desse substrato. Assim, 0s antioxidantes sdo responsaveis por
evitar danos causados aos componentes celulares pela acdo dos radicais livres
(Young, Woodside, 2001).

Suplementos antioxidantes sintéticos sdo produzidos para o combate ao
estresse oxidativo. Contudo, esses produtos sdo caros, ndo sdo acessiveis pela
populacdo como um todo e podem causar efeitos colaterais indesejados (Arulselvan,
2016). Como alternativa, existem os antioxidantes naturais, que sdo abundantes em
fontes alimentares e podem ser a chave para a prevencao e protecao contra os danos
promovidos pelas espécies reativas, tornando-os preciosos para reducao das doencas
relacionadas ao estresse oxidativo (Arulselvan, 2016).

De maneira geral, ja é sabido das propriedades benéficas dos produtos
apicolas, que sao utilizados para fins nutricionais e medicinais. Essas propriedades
guimicas e biolégicas estéo relacionadas as plantas fonte de recursos, ao clima e
regido onde a espécie estéa localizada (Nugitrangson et al., 2016). Porém, nem todas
as espécies de abelhas foram igualmente estudadas, acarretando um conhecimento
limitado sobre seus respectivos produtos apicolas.

Uma destas espécies é a Tetragonisca fiebrigi, que ocorre em alguns paises
da América do Sul, incluindo o Brasil. A espécie ja teve alguns de seus produtos
estudados buscando avaliar diferentes atividades terapéuticas, como atividade
antioxidante da propolis, por exemplo, que foi relacionada a presenca de compostos
fendlicos e terpenos (Campos et al., 2015).

No entanto, sdo inexistentes os estudos relacionados ao cerume desta espécie
ainda, mas acredita-se que este produto apresenta potencial bioprospectivo. Diante
desse fato, o presente estudo buscou avaliar a capacidade antioxidante do EECT in
vitro e a toxidade do extrato utilizando o nematoide Caenorhabditis elegans.
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5. Material e métodos

5.1. Identificacdo das colmeias e obtenc&o do cerume
As colmeias das abelhas sem ferrdo T. fiebrigi foram identificadas na cidade de
Dourados (22°12°07”S 56°06'33"W), Mato Grosso do Sul, Brasil. As amostras de

cerume foram coletadas e armazenadas a — 20 °C, até o preparo do extrato.

5.2. Preparo do Extrato Etandlico de Cerume de Tetragonisca fiebrigi
(EECT)

O preparo do extrato foi realizado de acordo com Alencar et al. (2007). O
cerume foi pesado e em seguida foi adicionado etanol 80 %, seguindo a proporgéo de
4,5 mL de solvente para cada grama de cerume. A solucéo foi mantida em banho-
maria a 70 °C até a completa dissolucdo, sendo periodicamente homogeneizada em

vortex. Por ultimo, o material foi filtrado para obtencéo do EECT.

5.3. Ensaio de determinacéo de compostos fendlicos

O ensaio de determinacdo de compostos fendlicos foi realizado através do
método colorimétrico Folin-Ciocalteu, como descrito por Meda et al. (2005). Para isso,
foram adicionados 0,5 mL de EECT na concentracdo de 3,0 mg/mL a 2,5 mL do
reagente Folin—Ciocalteu (1:10). A solucéo foi incubada no escuro, em temperatura
ambiente por 5 min. Posteriormente, foram adicionados 2,0 mL de carbonato de sodio
(Naz2COs3) (14 %) a solugéo, que foi incubada novamente no escuro, em temperatura
ambiente, por 2 h. Diferentes concentracfes de acido galico (0,2 — 21,7 ug/mL) foram
utilizadas como padréo para produzir a curva de calibragcdo. Por ultimo, a absorbancia
foi lida em espectrofotdmetro modelo T 70 UV/VIS (PG Instruments Limited,
Leicestershire, UK) a 760 nm, utilizando etanol 80 % como branco. O ensaio foi
realizado em triplicata, sendo a média das trés leituras utilizada para determinacéo da
concentracdo de compostos fendlicos, expresso em mg equivalente ao acido galico
(EAG) / g de cerume.

5.4. Ensaio de determinacao do teor de flavonoides
O ensaio de determinacdo do teor de flavonoides no EECT foi realizado de
acordo com o método descrito por Liberio et al. (2011), com algumas modificacdes.
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Para isto, 0,5 mL do EECT a 3.0 mg/mL foram adicionados a 4,5 mL de cloreto de
aluminio hexahidratado (AICIs.6H20) (2 %), solubilizado em metanol. A solucéo foi
incubada no escuro, em temperatura ambiente, por 30 min. Diferentes concentracdes
de quercetina (0,2 — 21,7 pg/mL) foram utilizadas como padréo para construir a curva
de calibracéo. Por ultimo, a absorbancia foi lida em espectrofotbmetro modelo T 70
UVIVIS (PG Instruments Limited, Leicestershire, UK) a 415 nm, utilizando metanol
como branco. O ensaio foi realizado em triplicata, sendo a média das trés leituras
utilizada para determinacdo da concentragdo de flavonoides, que foi expresso em mg

equivalente a quercetina (EQ) / g de cerume.

5.5. Captura do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH")

Para avaliagdo da atividade antioxidante in vitro, foi realizada a anélise de
captura do radical DPPH*, como descrito por Gupta e Gupta (2011), com pequenas
modificacdes. Inicialmente, foi realizada a diluicdo do EECT e dos controles positivos
acido ascorbico e hidroxitolueno butilado (BHT), que sao antioxidantes de referéncia,
para se obter as diferentes concentracdes (1 — 3.000 pg/mL). Em seguida, foram
adicionados 200 pL dos respectivos tratamentos a 1.800 pL de DPPH" a 0,11 mM,
solubilizado em etanol 80 %. As solucfes foram incubadas no escuro a temperatura
ambiente por 30 minutos. Por ultimo, a absorbancia das amostras foi mensurada em
espectrofotometro modelo T 70 UV/VIS (PG Instruments Limited, Leicestershire, UK)
a 517 nm. Como controle foram utilizados 200 pL de etanol 80 % adicionados a 1.800
uL do radical DPPH' sem a adicdo das amostras analisadas. Foram realizados trés
experimentos independentes em duplicata e a porcentagem de inibicdo do DPPH" foi

calculada através da seguinte equacao:

Atividade de captura de DPPH (%) = (1 — AbSamostra/AbScontrole) X 100

5.6. Captura do radical livre 2,2°- azinobis (3- etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) ABTS™

Para avaliacdo da atividade antioxidante in vitro, foi também realizado o ensaio
de captura do radical ABTS™, baseado no método descrito por Re et al. (1999). Para
o preparo do radical ABTS** foram adicionados 88 pL da solucdo de persulfato de
potassio (140 mM) a 5 mL da solucdo aquosa de ABTS (7 mM). A solucéo foi incubada
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por 12 h no escuro e depois diluida em etanol absoluto para se obter a absorbancia
de 0,700 + 0,05 em espectrofotdmetro modelo T 70 UV/VIS (PG Instruments Limited,
Leicestershire, UK), a 734 nm. O extrato e os controles positivos (acido ascérbico e
BHT) foram diluidos em etanol 80 % para se obter as diferentes concentracdes (1 —
2.000 pg/mL). Em seguida, foram adicionados 20 pL dos respectivos tratamentos a
1.980 pL de solucdo do radical ABTS™, sendo incubado no escuro a temperatura
ambiente por 6 minutos. Por dltimo, a absorbancia das amostras foi mensurada em
espectrofotometro a 734 nm. Como controle, foram utilizados 20 pL de etanol absoluto
adicionados a 1.980 pL da solucdo radical ABTS™. Foram realizados trés
experimentos independentes em duplicata e a porcentagem de inibicdo do ABTS™ foi

calculada através da seguinte equacéo:

Inibicdo do radical ABTS (%) = ((AbScontrole — ADSamostra)/AbScontrole) X 100

5.7. Ensaio antioxidante utilizando modelo de eritrocito humano
5.7.1. Preparo da suspensdao de eritrocitos

Apos aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa: CEP do Centro Universitario
da Grande Dourados (UNIGRAN), Brasil (processo CEP numero 123/12), 15 mL de
sangue periférico foram coletados em tubos contendo citrato de sédio. O material foi
entdo levado a centrifuga modelo 206-BL (FANEM LTDA, Guarulhos, BR) a 2.000 rpm
por 5 min. Apés a centrifugacéo, o plasma sanguineo e a camada de leucécitos foram
descartados, os eritrécitos foram lavados com solucdo salina (NaCl 0,9 %) e
centrifugados a 2.000 rpm por 5 min, por trés vezes. Posteriormente, uma suspensao

de hematdcrito eritrocitario a 10 % foi preparada em solucao salina a 0,9 %.

5.7.2. Ensaio de inibicdo da hemolise oxidativa

A capacidade do EECT em proteger eritrocitos humanos contra a hemodlise
oxidativa foi avaliada de acordo com o método descrito por Campos et al. (2014).
Inicialmente, 250 pL da suspenséao de eritrocitos a 10 % foram pré-incubados com 250
uL de diferentes concentragcbes do EECT (50 — 125 pg/mL) ou &cido ascérbico, usado
como controle positivo, durante 30 min a 37 °C. Posteriormente, foram adicionados
500 pL da solucao de dicloridrato de azobis- (2-amidinopropano) (AAPH), indutora de
hemdlise, a 50 mM. Uma solugao de etanol 1% foi utilizada como controle solvente.
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Para o preparo dos controles salina e AAPH, 250 uL da suspenséao de eritrocitos foram
pré-incubados com 250 pL de solugcéo salina a 0,9 %. Para o preparo do controle
hemodlise total, 250 pL da solucdo de eritrocitos e 250 pL de agua destilada foram preé-
incubados. Os controles também passaram por um pré-tratamento de 30 min a 37 °C.
Posteriormente, foram adicionados 500 pL da solucdo AAPH aos tubos referentes ao
controle AAPH. Ao controle salina e ao controle solvente, foram adicionados 500 pL
de solucao salina 0,9 %. Por ultimo, ao controle da hemolise total, foram adicionados
500 pL de agua destilada. Todos os tratamentos foram mantidos a 37 °C, sendo
agitados periodicamente. A capacidade do extrato em proteger os eritrocitos contra o
agente indutor AAPH foi avaliada apos 120, 180 e 240 min de incubacdo. Apés cada
respectivo periodo de incubagéo, as amostras foram levadas a centrifuga modelo 206-
BL (FANEM LTDA, Guarulhos, BR) a 1.500 rpm, por 10 min. Em seguida, 200 pL do
sobrenadante de todos os tratamentos foram transferidos para cubetas contendo
1.800 pL de solucdo salina 0,9 %, sendo posteriormente realizada a leitura em
espectrofotometro modelo T 70 UV/VIS (PG Instruments Limited, Leicestershire, UK)
a 540 nm. Foram realizados dois experimentos independentes em duplicata e a taxa
de hemodlise foi calculada pela seguinte equacéo, onde (A) é a absorbancia da amostra

e (B) é a hemolise total:

Hemdlise total (%) = (A / B) x 100

5.7.3. Ensaio de eficiéncia inibitoria contra a peroxidacdao lipidica

O ensaio foi realizado de acordo com o método descrito por Campos et al.
(2014). A suspensao de eritrocitos a 10 % foi usada para avaliar o efeito do EECT
contra a peroxidacéo lipidica, quantificada pela presenca de malondialdeido (MDA).
Para isso, 250 uL da suspenséo de eritrécitos a 10 % foram pré-incubados com 250
pL das diferentes concentragfes (50 — 125 pg/mL) do EECT ou acido ascérbico, por
30 min a 37 °C. O controle salina e o controle AAPH foram preparados com 250 pL da
suspensao de eritrocitos e 250 pL de solugéo salina 0,9 %. Uma solucao de etanol 1%
foi utilizada como controle solvente. Apos os 30 min, 500 pL da solu¢do de AAPH 50
mM foram adicionados a solucdo de eritrocitos pré-tratada com EECT ou &cido
ascorbico e ao controle AAPH. No controle salina foram adicionados 500 pL de

solucédo salina 0,9 %. Todas as amostras foram mantidas a 37 °C, sendo agitadas
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periodicamente. A dosagem de MDA foi avaliada apés 120, 180 e 240 min de
incubacédo. Apés cada respectivo periodo de incubacéo, as amostras foram levadas a
centrifuga modelo 206-BL (FANEM LTDA, Guarulhos, BR) a 1.500 rpm por 10 min.
Posteriormente, 500 pL do sobrenadante foram transferidos para tubos contendo 1
mL de acido tiobarbittrico (TBA) a 10 nmol. Como solucédo padrdo, 500 puL de MDA a
20 mM foram adicionados a 1 mL de TBA. As amostras foram entdo incubadas a 96
°C por 45 min. Em seguida, foram resfriadas e 4 mL de alcool n-butilico foram
adicionados as mesmas. Por ultimo, as solu¢des foram levadas a centrifuga modelo
5810 R (Eppendorf AG, Hamburg, DE) a 3.000 rpm por 5 min. Dois mililitros do
sobrenadante de cada amostra foram utilizados para leitura da absorbancia em
espectrofotometro modelo T 70 UV/VIS (PG Instruments Limited, Leicestershire, UK),
a 532 nm. Foram realizados dois experimentos independentes em duplicata. Os niveis

de MDA nas amostras foram expressos em nmol/mL obtidos pela seguinte equacéao:

MDA (nmol/mL) = AbSamostra X (20 x 220,32 / AbSpadrasoMDA)

5.8. Linhagens e manutencéo de Caenorhabditis elegans

Para realizacdo dos ensaios in vivo foi utilizada a linhagem selvagem do tipo
N2 do nematoide C. elegans, obtida do Caenorhabditis Genetics Center (University of
Minnesota, Minneapolis, MN, USA). Os animais foram mantidos em placas de Petri
contendo agar Nematode Growth Medium (NGM) e alimentados com bactéria
Escherichia coli OP50.

Os nematoides utilizados nos experimentos estavam em estagio L4, que
corresponde ao estagio de jovem adulto. Para que todos os animais em uma placa
estivessem nesse estagio foi preciso seguir uma sequéncia de processos: primeiro foi
feito um chunking, realizado através do corte do 4gar de uma placa com numero
consideravel de nematoides, que posteriormente foi colocado em uma nova placa com
NGM e bactérias. A placa foi vedada e mantida em B.O.D. a 20 °C por 96 h.

Apos esse periodo, a placa apresentava nematoides em diferentes estagios e
ovos, permitindo a realizacdo do préximo passo: a sincronizagdo. A placa foi lavada
com meio M9 para que 0s animais e 0s ovos fossem retirados do agar, o contetudo
extraido foi transferido para tubo Falcon onde foram adicionados hipoclorito (2%) e
hidroxido de sédio (NaOH) 5 M, reagentes responsaveis pela lise dos animais, e
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liberacdo dos ovos. Os ovos foram lavados em meio M9, e transferidos para uma nova
placa com NGM e bactérias. A placa foi vedada e mantida em B.O.D. a 20 °C por 48

h, para que os animais atingissem o estagio L4.

5.9. Ensaio de toxicidade aguda

Para avaliar se o EECT promove toxicidade in vivo, foi realizado o ensaio de
toxicidade aguda nos nematoides C. elegans no estagio L4, segundo Dengg et al.
(2004). Primeiro, 100 pL de meio M9 foram pipetados em uma placa de 96 pocos,
posteriormente, entre 10 a 20 animais foram transferidos para cada poco com o auxilio
de uma microespatula de platina. Por ultimo, 100 pL de diferentes concentracdes (5 —
2.000 pg/mL) do EECT foram adicionados. Para o controle positivo foram adicionados
100 pL de M9, ja para o controle solvente, foram adicionados 100 pL de etanol, na
concentracédo final de 1% (porcentagem de etanol presente na maior concentracao
avaliada do extrato). A placa foi mantida em B.O.D. a 20 °C por 24 e 48 h. Apos 0s
respectivos periodos, a viabilidade dos nematoides foi avaliada em microscopio
estereoscopio modelo SMZ-140 & W10X/23 (British Columbia, Canadg). Os
nematoides foram tocados com uma microespatula de platina sendo avaliados como
vivos ou mortos. Foram realizados dois experimentos independentes em triplicata e
os resultados foram expressos pela porcentagem de nematoides vivos, calculada pela
seguinte equacao, onde (Ni) é o numero inicial de nematoides e (Nf) € o numero final
de nematoides apds 24 e 48h de incubagéo:

Viabilidade dos nematoides (%) = (Ni x 100) / Nf

5.10. Anélises estatisticas

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). As
concentracgdes inibitorias de 50% (ICso) dos radicais livres foram determinadas por
regressao nao linear. A analise univariada de variancia (ANOVA) seguida pelo pos-
teste de Dunnett foi usada para comparar dois ou mais grupos. Todas as analises
foram realizadas com o software GraphPad Prism 8.0. Os resultados foram

considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05.
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6. Resultados

6.1. Ensaio de determinagcdo de compostos fendlicos

O método de Folin-Ciocalteu € um método colorimétrico, normalmente
empregado para a determinacéao do teor de compostos fenélicos em uma solucdo. A
reacao entre compostos fendlicos e o reagente Folin-Ciocalteu deve ocorrer em meio
basico pela adicdo de carbonato de sdédio (Na2CO3). Esse método se baseia na
capacidade de oxidacdo dos compostos fendlicos e na consequente reducdo do
reagente Folin-Ciocalteu, formado pela mistura dos &cidos fosfomolibdénio e
fosfotungsténio. Como resultado dessa reducao, ocorre a formacédo de um complexo
de oxidos de tungsténio e molibdénio que apresentam cor azul, sendo a coloracao
proporcional a concentracdo dos compostos fendlicos. Esse ensaio foi empregado
para avaliar a capacidade redutora do EECT, sendo observado que o extrato

apresentou 3,93 £ 0,39 mg (EAG) / g do extrato do cerume.

6.2. Ensaio de determinacao de flavonoides

O principio do ensaio esta relacionado ao fato do cation aluminio ser capaz de
formar complexos estaveis com os flavonoides, na presenca de metanol. Assim, o
complexo formado por flavonoides e aluminio absorve luz em comprimento de onda
maior do que outros compostos, sendo possivel a quantificacdo dos flavonoides em
uma solucéo. No caso do EECT, foi observada a presenca de 0,19 + 0,073 mg (EQ) /

g do extrato do cerume.

6.3. Ensaio de eliminagéo de radicais livres DPPH*

O radical livre DPPH' apresenta cor purpura. Assim que substancias
antioxidantes sdo adicionadas a solucao, o radical recebe atomos de hidrogénio, &
reduzido e passa a apresentar coloragdo amarela. A capacidade da amostra de
reduzir o DPPH" é evidenciada pela porcentagem de DPPH" restante no sistema. De
acordo com a Figura 11, podemos observar que o EECT apresentou um aumento da
porcentagem de inibicdo dos radicais livres DPPH® de maneira concentracao
dependente. Na concentragdo de 3.000 pg/mL o extrato apresentou inibicdo dos

radicais DPPH" de 49,87 %, enquanto o acido ascorbico demonstrou atividade maxima
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de inibicdo de 93,77 %, na concentracdo de 10 pg/mL e para o BHT o valor foi de

92,32 %, na concentracao de 500 pg/mL.
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Figura 11: Efeito das diferentes concentra¢cfes (1 — 3.000 yg/mL) do EECT e dos padrdes &cido
ascorbico (AA) e BHT na inibicdo dos radicais DPPH", expresso como porcentagem de inibigdo do
DPPH'. Os valores sdo expressos como a média £+ EPM de trés experimentos independentes,

realizados em duplicata.

6.4. Ensaio deinibicdo de radicais livres ABTS™

A solucéo contendo o radical ABTS™ apresenta coloracéo azul/verde. O método
se baseia no monitoramento da reducao do cation-radical ABTS™ quando substancias
antioxidantes sdo adicionadas a solucao. Isso acontece porque o radical ABTS™ reage
com um doador de atomo de hidrogénio, é reduzido e passa a apresentar coloracéo
mais clara, ou até mesmo torna-se incolor. A reducdo do ABTS™ ocorre de forma
dependente da escala de tempo da atividade antioxidante, da concentracdo e
composicao do antioxidante. A Figura 12 demonstra a inibicdo dos radicais ABTS™
pelos antioxidantes de referéncia acido ascorbico e BHT e o EECT, que tém sua
capacidade antioxidante evidenciada, de acordo com o0 aumento de suas
concentracbes. O EECT apresentou um ICso de 257,80 pg/mL, enquanto oS

antioxidantes padrdes, acido ascorbico e BHT, apresentaram um ICso de 2,59 pg/mL
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e 8,36 pg/mL, respectivamente. Na concentracéo de 2.000 ug/mL o extrato promoveu
78,45 % de inibicdo dos radicais ABTS™, ja os antioxidantes de referéncia alcancaram
a inibicdo méxima, sendo que para o acido ascorbico esse valor foi de 99,33 %, na
concentragéo de 5 pg/mL, e para o BHT o valor foi de 99,16 %, na concentragéo de
50 pg/mL.

100 - - - - - = _ _ IAA
__ 80 UL EBHT
Sl i JEECT
!g 60
o i
= 40
£

20 |

0L 0] ] H L pg/mL

N \J
9Q

S S

Figura 12: Efeito das diferentes concentra¢gbes (1 — 2.000 ug/mL) do EECT e dos padrdes acido
ascorbico (AA) e BHT na inibicdo dos radicais ABTS"*, expresso como porcentagem de inibicdo do
ABTS™*. Os valores sdo expressos como a média + EPM de trés experimentos independentes,

realizados em duplicata.

6.5. Ensaio de inibicdo da hemolise oxidativa induzida por AAPH

A membrana plasmatica dos eritrocitos € rica em &cidos graxos poli-
insaturados, o que o0s torna suscetiveis a peroxidagéo lipidica promovida por radicais
livres. O AAPH é capaz de promover a formacédo do radical peroxil (ROO") e,
consequentemente, causar a oxidacao de lipidios e proteinas na membrana celular,
levando a hemolise. Como observado na Figura 13, o &cido ascorbico e o EECT foram
capazes de inibir a hemolise em eritrécitos humanos, apés 240 min de incubagéo
guando os tratamentos sdo comparados ao controle AAPH, onde eritrocitos séo
incubados apenas com o agente oxidante. Nas concentragdes de 100 pg/mL e 125
pg/mL, o EECT foi capaz de inibir a hemolise em 51,68 % e 47,33 %, respectivamente.
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Ja o acido ascoérbico, nas concentracdes de 100 pg/mL e 125 pg/mL, foi capaz de
inibir a hemodlise em 52,81 % e 56,25 %, respectivamente. De acordo com a Figura
14, ndo houve diferenca estatistica quando comparamos o controle &cido ascorbico e
o EECT com o controle salina, indicando que os tratamentos ndo induziram a hemolise

oxidativa em eritrocitos, quando incubados sem a presenca do agente oxidante AAPH.
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Figura 13: Efeito das diferentes concentracdes (50 — 125 pg/mL) do EECT e acido ascoérbico
(antioxidante padrao) contra a hemdlise induzida por AAPH (50 mM) aos 240 min de incubagéo. Os
valores sdo expressos como a média + EPM de dois experimentos independentes, realizados em
duplicata. * Representa resultados estatisticamente significativos (p < 0,005) quando os grupos tratados

com EECT ou &cido ascorbico foram comparados ao grupo controle AAPH (eritrocitos incubados

apenas com agente oxidante).
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Figura 14: Efeito das diferentes concentrages (50 — 125 pg/mL) do EECT e acido ascoérbico
(antioxidante padrdo) em eritrocitos humanos, sem adi¢cdo do agente indutor de hemolise AAPH (50
mM) aos 240 min de incubacgéo. Os valores sdo expressos como a média + EPM de dois experimentos
independentes, realizados em duplicata. Os tratamentos com EECT e Acido ascorbico foram

comparados ao grupo controle salina (eritrocitos incubados apenas com solu¢do NaCl 0,9 %).

6.6. Ensaio deinibicdo da peroxidagéao lipidica induzida por AAPH

A capacidade do EECT de proteger contra peroxidacéo lipidica induzida por
AAPH em eritrocitos humanos foi avaliada por meio da dosagem de malondialdeido,
gue € um importante biomarcador utilizado na avaliacdo do estresse oxidativo. O
ensaio consistiu no uso de AAPH como indutor do estresse oxidativo, promovendo a
hemdlise oxidativa em eritrécitos humanos e tendo como produto dessa reacao o
MDA. O acido tiobarbittrico (TBA) foi utilizado para evidenciar a presenca de MDA
nas amostras avaliadas. De acordo com o observado na Figura 15, aos 120 min de
incubacéo, o EECT apresentou niveis reduzidos de MDA nas concentracfes 75 pg/mL
e 100 pg/mL, quando comparado ao controle AAPH, em que os eritrocitos foram
incubados apenas com o agende indutor de danos oxidativos. Na concentracdo de 75
pg/mL, o EECT apresentou uma porcentagem de redugédo de MDA de 37,83 %,
enguanto na concentracédo de 100 pg/mL essa porcentagem foi de 41,35 %. O acido
ascorbico, utilizado como controle positivo, apresentou niveis reduzidos de MDA em
todas as concentragfes testadas, demonstrando uma porcentagem de inibicdo do
MDA de 85,04 % na concentragédo de 125 pg/mL.
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Figura 15: Efeito das diferentes concentragbes (50 — 125 ug/mL) do EECT e acido ascorbico
(antioxidante padréo) na peroxida¢éo lipidica induzida por AAPH (50 mM) aos 120 min de incubag&o.
O controle salina representa eritrécitos incubados apenas com solugdo NaCl 0,9 %. Os valores séo
expressos como a média £+ EPM de dois experimentos independentes, realizados em duplicata. *
Representa resultados estatisticamente significativos (p < 0,005) quando o controle AAPH (eritrécitos
incubados apenas com agente oxidante) é comparado com o controle salina (eritrécitos incubados
apenas com solucé@o NaCl 0,9 %). # Representa resultados estatisticamente significativos (p < 0,005)

quando o grupo tratado com EECT e acido ascérbico foram comparados ao grupo controle AAPH.

6.7. Ensaio de toxicidade aguda no modelo C. elegans

Para avaliar a possivel toxicidade do EECT, foi realizado o ensaio de toxicidade
aguda utilizando nematoides C. elegans em estagio adulto (L4). Os nematoides foram
expostos a diferentes concentracbes do EECT (5 — 2.000 pg/mL), controle M9 e
controle solvente, durante a fase adulta por 24 h (Figura 16 (a)) e 48 h (Figura 16
(b)). Os resultados demonstram que, durante os tempos avaliados, as concentragdes
testadas do EECT nao apresentaram nenhum efeito toxico ao C. elegans, quando o
grupo tratado foi comparado ao grupo controle, mantido apenas em M9 (C. M9).
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Figura 16: Porcentagem de viabilidade domC. elegans expostos ao meio M9 (C. M9), ao solvente
etanol a 1 % (C. Solvente) e a diferentes concentra¢des de EECT (5 — 2.000 yg/mL), apés (a) 24 h e
(b) 48 h de incubagdo. Os valores sdo expressos como a média + EPM de dois experimentos

independentes, realizados em triplicata.
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7. Discussao

Sabe-se que o consumo de frutas, vegetais e gréos contribui na prote¢ao contra
o desenvolvimento de doencgas cronicas, sendo essa protecédo associada a presenca
de fitoquimicos nesses alimentos (Zhang et al., 2015). Por isso, pesquisas vém sendo
desenvolvidas buscando identificar compostos naturais eficazes, ndo toxicos, que
apresentem atividade antioxidante e outros beneficios a saude (Liao, 2018).

A identificacdo de novos compostos que demonstram atividade antioxidante é
importante para prevencdo de danos causados pelo estresse oxidativo em nosso
organismo. Sabe-se que os antioxidantes de origem vegetal apresentam grande
bioatividade e diversidade molecular, o que afeta positivamente a saude de quem os
consome por meio de alimentos, incluindo produtos apicolas gerados a partir de
néctar, polen ou resinas vegetais (Martinello; Mutinelli, 2021).

Dentre estes, o cerume é formado pela mistura de propolis e cera secretada
pelas abelhas, que o utilizam na colbnia para construir estruturas de protecao e
suporte, além de potes de mel (Al-Hatamleh, 2020). O cerume de abelhas sem ferrdo
também apresenta importancia para o homem, uma vez que é utilizado na medicina
tradicional em paises como México, Brasil, india e Vietnd (Popova; Trusheva;
Bankova, 2019).

A prépolis utilizada na producdo do cerume pode ser coletada pelas abelhas a
partir de exsudatos de brotos de folhas e rachaduras na casca de varias espécies de
arvores. Posteriormente, esse material € enriquecido com secrec¢des salivares e
enzimaticas das abelhas, podendo entédo ser utilizado para diferentes finalidades na
colmeia (GOmez-Caravaca et al., 2006). A cera € sintetizada através de glandulas
localizadas no abdémen de abelhas operérias, a partir de acucares provenientes do
mel (Martinello; Mutinelli, 2021).

A composicdo quimica desses produtos pode variar entre as espécies de
abelhas e zonas geograficas. Existem poucas informacdes relacionadas ao cerume
de abelhas sem ferrdo na literatura, porém ja foi descrito que o cerume de Meliponula
ferruginea apresenta compostos como acucares e derivados de acgucar, acidos
aromaticos, acidos graxos, diterpenos, resorcindis, acidos anacardicos, acido quinico

e triterpenos em sua composi¢cao quimica (Popova et al., 2021).
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Em relacéo a cera, sabe-se que esse produto € composto por hidrocarbonetos,
acidos graxos livres e alcoois graxos livres, monoésteres de cera linear,
hidroximonoésteres derivados dos acidos palmitico, 15-hidroxipalmitico e oleico e
ésteres de cera complexos contendo acido 15-hidroxipalmitico e didis (Martinello;
Mutinelli, 2021). Ja a propolis, € composta por 50 % de resinas e balsamo vegetal
(incluindo compostos fendlicos), 30 a 40 % de cera e acidos graxos, 5 a 10 % de 6leos
essenciais e aromaticos, 5 % de pdolen e aproximadamente 5 % de outras substancias,
incluindo aminoacidos, micronutrientes e vitaminas, como tiamina, riboflavina,
piridoxina, vitaminas C e E (Martinello; Mutinelli, 2021).

Buscando quantificar os compostos responsaveis pelas atividades observadas
durante os estudos realizados com o extrato etandlico de cerume da abelha
Tetragonisca fiebrigi, ensaios colorimétricos foram realizados, permitindo a
quantificacdo de compostos fendlicos e flavonoides em sua composicdo quimica.
Nossos resultados se assemelham aos obtidos por Campos et al. (2015), onde foi
constatada a presenca de compostos fendlicos no extrato etanélico de prépolis de
Tetragonisca fiebrigi.

Os compostos fenolicos compdem um diverso grupo de metabdlitos
secundarios das plantas, apresentando grande diversidade de estruturas e funcées.
A sintese desses compostos ocorre normalmente durante o desenvolvimento da
planta, assim como em resposta a situagdes incluindo estresse ambiental e radiacao
UV (Haminiuk et al., 2012). Os compostos fendlicos sédo considerados um dos mais
importantes grupos de compostos ocorrentes em espécies vegetais, sendo relatada a
existéncia de pelo menos 8.000 estruturas quimicas. Ja foi descrito que esses
compostos exibem atividade anticarcinogénica, anti-inflamatéria, antiaterogénica,
antitrombdética, imunomoduladora e analgésica, além da atividade antioxidante
(Goémez-Caravaca et al., 2006).

A atividade antioxidante desses compostos esta relacionada a sua estrutura
quimica, formada por um ou mais anéis aromaticos ligados a hidroxilas (Zheng, 2010).
Essa atividade pode estar relacionada a capacidade de doacéo de elétrons a radicais
livres, promovendo a conversdo do radical a uma molécula estavel (Haminiuk et al.,
2012). Podem também agir complementando ou ampliando as fun¢des das vitaminas

e enzimas antioxidantes responsaveis pela defesa contra o estresse oxidativo, além
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de ser capaz de modular as vias de sinalizacdo celular em nosso organismo (Tsao,
2010).

Outros mecanismos de acgao incluem a supressao da geracgao de radicais livres
e consequente reducao da taxa de oxidacao; captacao direta de radicais das reacdes
em cadeia da peroxidacao lipidica, por meio da doacdo de elétrons (Tsao, 2010);
quelacdo de ions metalicos; inibicAo de enzimas geradoras de radicais livres e
modulacdo de enzimas antioxidantes enddgenas (Banjarnahor; Artanti, 2014).

Umas das classes mais importantes de compostos fendlicos sdo os
flavonoides, que apresentam uma ampla gama de efeitos benéficos a saude, incluindo
acao antioxidante (Zheng, 2010). Os mecanismos de acao dos flavonoides incluem o
bloqueio do acesso de agentes oxidantes pela membrana celular, protegendo assim
a estrutura e funcdo da membrana; inibicdo de enzimas produtoras de radicais livres,
como a xantina oxidase (XO) e inibicdo da liberacédo de radicais livres pelos neutréfilos
(Hussain et al., 2016).

Compostos fendlicos (incluindo flavonoides, acidos fendlicos e taninos) estéo
presentes na composi¢do de produtos apicolas, conferindo atividade antioxidante a
esses produtos por meio da inibicdo de enzimas especificas, simulacdo de alguns
horménios e neurotransmissores e eliminacdo direta dos radicais livres (Gomez-
Caravaca et al., 2006).

Ao avaliar as propriedades biol6gicas do cerume da abelha T. fiebrigi,
observamos que o EECT apresentou atividade antioxidante in vitro, evidenciada por
meio da eliminacéo dos radicais livres DPPH' e ABTS™ e essa atividade antioxidante
esté relacionada a presenca de compostos fendlicos e flavonoides no extrato.

O EECT demonstrou maior atividade antioxidante no ensaio de captura do
radical ABTS™ do que do radical. Esse resultado muito provavelmente esta
relacionado a presenca de compostos lipofilicos no cerume de T. fiebrigi. Uma vez
gue o radical ABTS™ apresenta seletividade tanto para antioxidantes hidrossoluveis
guanto para antioxidantes lipossoluveis, enquanto o radical DPPH" apresenta
afinidade apenas para compostos hidrossoluveis (Leite et al., 2020).

A atividade antioxidante promovida pelo EECT também péde ser evidenciada
nos ensaios de inibicdo da hemdlise oxidativa e da peroxidacao lipidica, onde utiliza-
se 0 agente oxidante AAPH para promover 0 estresse oxidativo em eritrocitos

humanos.

44



O radical AAPH, quando adicionado a uma solucdo aquosa, se decompde e
gera um radical alquila, que reage com oxigénio (O2) e libera um radical peroxil
(ROO"), responsavel por induzir a oxidacdo de lipidios poli-insaturados das
membranas dos eritrocitos, desencadeando a peroxidacao lipidica em cadeia e a
hemolise dos eritrdcitos. Entretanto, quando solugcdes antioxidantes estdo presentes,
os radicais peroxil (ROO") sdo sequestrados e convertidos em espécies nao reativas,
inibindo a hemolise dos eritrécitos.

O EECT foi capaz de inibir a hemdlise oxidativa e peroxidagéo lipidica, além
disso, ndo apresentou atividade hemolitica, demonstrando a seguranca desses
resultados. Os compostos antioxidantes, como polifendis presentes no EECT, podem
contribuir com a atividade de inibicdo da peroxidacéo lipidica, e consequentemente
hemolise dos eritrocitos, observada neste estudo.

Resultados semelhantes foram observados na propolis da espécie T. fiebrigi no
estudo de Campos et al. (2015), onde experimentos realizados demonstraram que a
propolis foi capaz de inibir radicais ABTS™, a hemdlise oxidativa e a peroxidacéo
lipidica em eritrocitos humanos.

Além dos ensaios in vitro para determinar a atividade antioxidante do EECT,
também foi investigada a toxicidade do EECT em um organismo vivo, o nematoide C.
elegans. Esses nematoides sdo amplamente utilizados em diferentes estudos devido
a similaridade de suas vias metabdlicas com mamiferos (Torre et al., 2019). Além
disso, esse organismo modelo € uma excelente alternativa ao uso de mamiferos na
pesquisa, apresentando vantagens que incluem curto tempo de geracéo, baixo custo
para manutencao e auséncia de restricbes éticas (Sandner et al., 2021).

No presente estudo, o organismo modelo C. elegans foi utilizado nos ensaios
de toxicidade, onde os nematoides foram incubados com EECT. Esse ensaio nos
permitiu observar que o EECT ndo foi toxico aos nematoides nas concentracdes e
tempo avaliados, 0 que garante maior seguranga para realizagao de ensaios futuros
utilizando modelos in vivo. Os resultados obtidos por ensaios de toxicidade sao
importantes, pois permitem analisar e identificar agentes nocivos em alimentos ou
produtos farmacéuticos garantindo, assim, o avanco relacionado a seguranca

alimentar e ao desenvolvimento de medicamentos (Leite et al., 2020).
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8. Conclusodes

Os resultados obtidos durante o desenvolvimento do presente estudo nos
levaram a concluir que o cerume da abelha sem ferrdo Tetragonisca fiebrigi apresenta
importante atividade antioxidante, observada em ensaios in vitro e em modelo de
eritrocitos humanos. Além disso, ensaios in vivo nos permitiram avaliar que o EECT
nao apresenta toxicidade aos nematoides C. elegans. Esses dados abrem
perspectivas para a realizacdo de novos experimentos buscando investigar outras
propriedades terapéuticas ou até mesmo a aplicacdo do EECT na industria
farmacéutica ou alimenticia. Por fim, os resultados obtidos podem contribuir com a
propagagdo do conhecimento e, consequentemente, a conservagao da abelha
Tetragonisca fiebrigi, nativa do Brasil.
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