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Resumo

O estresse oxidativo € uma condi¢cao associada ao desenvolvimento e progressao de
diversas doencas, caracterizado pelo desequilibrio entre a producdo de espécies
reativas de oxigénio e a defesa antioxidante do organismo. Desta maneira, a descoberta
de novos agentes antioxidantes é extremamente relevante para contribuir com o estado
redox do organismo, atuando na manutencdo da saude, prevencao e/ou tratamento de
doencas. Diferentes compostos quimicos provenientes de produtos apicolas vém sendo
descritos pelo seu potencial antioxidante. Neste contexto, o presente estudo avaliou a
composicao quimica, toxicidade e a atividade antioxidante in vitro e in vivo do cerume da
abelha sem ferrdo Nannotrigona testaceicornis. O extrato etandlico de cerume de
Nannotrigona testaceicornis (EEC-Nt) foi preparado na proporcéo de 4,5 ml de etanol
80% para cada 1 g de cerume, e o contetudo de compostos fendlicos totais e flavonoides
foi avaliado. A atividade antioxidante in vitro do EEC-Nt foi investigada pelos métodos de
captura dos radicais livres 2,2-difenil-1picril-hidrazina (DPPH+) e 2,2°- azinobis 3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTSe++). Para avaliar a toxicidade e o potencial
antioxidante in vivo do EEC-Nt foi utilizado o nematoide Caenorhabditis elegans. O
conteudo de compostos fendlicos e flavonoides no EEC-Nt foi de 8,39 + 0,26 mg EAG/g
e 1,59 £ 0,14 mg EQ/qg, respectivamente. As concentracdes do EEC-Nt capazes de inibir
50% dos radicais livres DPPHe+ e ABTS<+ foi de 637,05 + 3,35 pg/ml e 128,5 + 3,88 pg/ml,
respectivamente in vivo, o EEC-Nt ndo foi toxico aos nematoides nas concentracfes e
tempos avaliados. Entretanto, o EEC-Nt nao foi capaz de promover a protecado contra o
estresse oxidativo induzido por juglone em C. elegans, mas potencializou o efeito toxico
deste agente pré-oxidante. Em suma, este estudo abre perspectivas para investigacdo
do potencial citotoxico e adjuvante a quimioterapicos, bem como contribui para a
bioprospeccéo e valorizacdo da biodiversidade apicola do Estado do Mato Grosso do
Sul.

Palavras-chave: produtos apicolas; radicais livres; estresse oxidativo;



Abstract

Oxidative stress is a condition associated with the development and progression of
several diseases, characterized by an imbalance between the production of reactive
oxygen species and the body's antioxidant defense. Thus, the discovery of new
antioxidant agents is extremely relevant to contribute to the redox state of the body, acting
in the maintenance of health, prevention and/or treatment of diseases. Different chemical
compounds from bee products have been described for their antioxidant potential. In this
context, the present study evaluated the chemical composition, toxicity and in vitro and
in vivo antioxidant activity of cerumen from the stingless bee Nannotrigona testaceicornis.
The ethanolic extract of cerimen Nannotrigona testaceicornis (EEC-Nt) was prepared in
the proportion of 4.5 ml of 80% ethanol for each 1 g of cerumen, and the content of total
phenolic compounds and flavonoids was evaluated. The in vitro antioxidant activity of
EEC-Nt was investigated by the scavenging methods of the free radicals 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazine (DPPHe) and 2,2°-azinobis 3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid
(ABTS-+). The nematode Caenorhabditis elegans was used to evaluate the toxicity and
in vivo antioxidant potential of EEC-Nt. The content of phenolic compounds and
flavonoids in EEC-Nt was 8.39 + 0.26 mg EAG/g and 1.59 + 0.14 mg EQ/g, respectively.
The concentrations of EEC-Nt capable of inhibiting 50% of DPPHe and ABTS-<+ free
radicals were 637.05 + 3.35 pg/ml and 128.5 + 3.88 pg/ml, respectively in vivo. EEC-Nt
was not toxic to nematodes at the concentrations and times evaluated. However, EEC-
Nt was not able to promote protection against juglone-induced oxidative stress in C.
elegans, but potentiated the toxic effect of this pro-oxidant agent. In summary, this study
opens perspectives for investigation of the cytotoxic and adjuvant potential of
chemotherapeutics, as well as contributes to bioprospecting and valorization of the

apicultural biodiversity of the State of Mato Grosso do Sul.

Key words: bee products; free radicals; oxidative stress
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1. Introducéao

As espécies reativas possuem papel essencial nos processos fisiologicos
celulares, incluindo a participacdo no sistema de defesa do organismo, no processo de
fagocitose, cicatrizacdo e sinalizacdo celular (Forester et al., 2018;Di Meo; Venditti,
2020).

Quando em grandes quantidades no organismo, as espécies reativas sao capazes
de causar efeitos deletérios em biomoléculas, como em proteinas, lipidios, DNA e RNA
(Zorov; Juhaszova; Sollott, 2014). Assim, podemos definir o estresse oxidativo como o
desequilibrio entre as espécies reativas e moléculas antioxidantes, onde ha uma
superproducdo de espécies reativas em uma baixa concentracdo de antioxidantes
(Pizzino et al., 2017). Desta forma, o quadro de estresse oxidativo pode desencadear
doencas como Alzheimer, cancer, aterosclerose, diabetes, além do desenvolvimento do
envelhecimento precoce (Pizzino et al.,2017; Liguori et al., 2018; Darenskaya;
Kolesnikova; Kolesnikov, 2021; Teleanu et al., 2022).

Para o controle das espécies reativas, 0 organismo possui o sistema de defesa
antioxidante, formado por moléculas enzimaticas e ndo enzimaticas com a capacidade
de neutralizacdo e/ou inibicdo dos efeitos deletérios promovidos pelas espécies reativas,
e podem ainda reparar danos celulares ocasionados em biomoléculas (Sies, 1997).

Dentre os antioxidantes enddégenos enzimaticos estdo as enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Ja os ndo enzimaticos
incluem a glutationa (GSH), &cido Urico, melatonina, bilirrubina, e coenzima Q.
Adicionalmente, é possivel contar com antioxidantes exdgenos, provenientes da dieta,
como a vitamina C (acido ascorbico), vitamina E (a-tocoferol), carotenoides (J3-
carotenos), polifendis e outros compostos (He et al., 2017).

Desta forma, uma dieta rica em antioxidantes, auxilia 0 nosso sistema de defesa
na protecdo contra as espécies reativas deletérias, mantendo a homeostase celular,
reduzindo danos celulares e evitando ou retardando o desenvolvimento de doengas
ocasionadas por esse desequilibrio (Xu et al., 2017).

Assim sendo, podemos ressaltar os produtos apicolas como o mel, prépolis,
geopropolis, cerume, polen apicola e geleia real, como fontes dietéticas e futuros
farmacos para terapias relacionadas ao estresse oxidativo, visto que possuem

compostos quimicos que desempenham atividades biolégicas como anti-inflamatoria,



antiobesidade, anticancerigena, antimicrobiana e antioxidante (Fratellone; Tsimis;
Fratellone, 2016).

No entanto, hd uma grande quantidade de estudos cientificos que relatam as
atividades de produtos apicolas produzidos por Apis mellifera (Linnaeus, 1758) (abelhas
com ferrdo) e em contraponto com os produtos de abelhas sem ferrdo (Meliponineos),
existe uma menor diversidade de trabalhos cientificos, mesmo havendo maior
diversidade de espécies e sendo um novo campo a se explorar (Al-Hatamleh et al.,
2020).

Atualmente mais de 500 espécies de abelha sem ferrdo sédo descritas, incluindo
Nannotrigona testaceicornis (Lepeletier, 1836), espécie que pode ser encontrada em
regides tropicais como no Brasil (Camargo 2013; Camargo,2023).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a composi¢do quimica e o
potencial antioxidante do cerume da abelha sem ferrdo N. testaceicornis em ensaios in

vitro e in vivo utilizando o modelo pré-clinico Caenorhabditis elegans.

2. Revisdo bibliografica
2.1. [Espécies reativas

As espécies reativas sdo pequenas moléculas ou atomos que possuem a
capacidade de reagir com outras moléculas ou ions tendo como caracteristicas um
tamanho reduzido que permite atravessar membranas celulares bioldégicas e uma
configuracdo quimica que as tornam altamente reativas e instaveis (JENSEN, 2003).
Dentro desse grande grupo, podem ser diferenciadas principalmente em: espécies
reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNs). As EROs podem
ser produzidas por meio de processos enddgenos, como a liberacdo dos subprodutos
das mitocondrias por meio da cadeia transportadora de elétrons, metabolismo do

citocromo P450, peroxissomos e ativacao de células inflamatorias (VALKO et al., 2006a).

As ERNs por sua vez, sdo formadas a partir de processos e respostas
inflamatorias, além de também serem formadas por meio da cadeia transportadora de
elétrons (ANDRES et al., 2022). E em ambos os casos, a producio dessas espécies
reativas pode ser advinda de fatores exdgenos, como: poluicdo, tabagismo, uso de
bebidas alcodlicas, radiacdo, exposicdo a produtos quimicos, exposicdo a luz UV e
metais pesados (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).



As espécies reativas sdo classificadas como radicalares e nao radicalares. Os
radicais livres radicalares sdo moléculas formadas a partir de reacdes bioquimicas de
oxido-reducdo, que possuem como caracteristica, a presenca de um namero impar de
elétrons desemparelhados na sua ultima camada de valéncia (HALLIWELL, 2005). Desta
forma, essa configuracdo eletrbnica faz com que essas moléculas busquem sua
estabilizacdo por meio da interacdo com outras moléculas, o que as tornam altamente
instaveis e reativas, podendo ocasionar danos biomoleculares (VALKO et al., 2007).
Dentre as espécies radicalares podemos destacar o anion superéxido (O2), radical
hidroxila (‘OH),radical peroxil (ROO"), radical alcoxil (RO), 6xido nitrico (NO) e o radical
tiél (RS) (MARTELLI; NUNES, 2014).

Ja os radicais livres ndo radicalares, sdo moléculas que ndo possuem elétrons
desemparelhados, mas sdo altamente reativas podendo gerar ou interagir com outras
moléculas, como o peroxido de hidrogénio (H202), acido hipocloroso (HOCI), peroxinitrito
(ONOO) e o oxigénio singlete (O2) (BIRBEN et al., 2012; ANDRES et al., 2022).

O radical anion superoxido (O2") € uma ERO primaria, considerada um subproduto
formado a partir da cascata de reacfes que ocorrem nas mitocondrias por meio da cadeia
transportadora de elétrons (complexos | e 1), onde ele é formado pela reducdo de um
elétron da molécula de Oz (MURPHY, 2009). O O2", possui alta capacidade de interagdo
com outras moléculas o que favorece na geracdo de EROs secundarias, seja essa
relacdo direta, ou por meio de catalisadores metalicos (VALKO et al., 2006a). Essa
espécie reativa pode assumir a forma de radical hidroperoxila (HO2’), que é a forma
protonada do radical superdxido, que possui capacidade de destruir membranas
biol6gicas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

O radical hidroxila ((OH) é formado a partir da reducao de trés elétrons do oxigénio
e € considerado o oxidante mais reativo entre as EROs, sendo produzido durante as
reacoes de Harber-Weiss, reacdes de Fenton ou pela decomposi¢cdo do peroxinitrito
(VILLAMENA, 2013; JUAN et al., 2021). Esse radical possui uma meia-vida muito curta
e um alta reatividade, capaz de causar danos a todas as biomoléculas, como, as
proteinas, lipidios, aminoéacidos, carboidratos e DNA (DUMANOVIC et al., 2021).

O radical peroxil (ROO’) é formado durante a peroxidacado lipidica, que é um
processo onde ha o efeito deletério ocasionado pelas EROs sobre os &cidos graxos

presentes nas membranas bioldgicas (WEIDINGER; KOZLOV, 2015). Por exemplo, o



‘OH formado pela decomposicao do tipo Fenton em interagcdo com os acidos graxos das
membranas, retira um H da cadeia lipidica formando o radical alquil (R’), deste modo,
este radical reage instantaneamente com o oxigénio molecular (O2) presente nas células,
formando por fim o ROO" (VALGIMIGLI, 2023). Apo6s a formagédo do radical peroxil, ele
pode interagir novamente com acidos graxos presentes nas membranas, removendo um
atomo de hidrogénio e formando um hidroperéxido lipidico (ROOH) e um R, formando
uma reagdo em cadeia, ocasionando em danos as membranas celulares, tornando-os
altamente reativos (ENDALE; TESFAYE; MENGSTIE, 2023; VALGIMIGLI, 2023).

O radical alcélxil (RO’), assim como o0 ROO' e gerado durante os processos de
peroxidacao lipidica, por meio da decomposicdo dos hidroperéxidos lipidicos (D. PATEL
et al., 2024). Apo6s a formacdo do hidroperéxido lipidico ele é catalisado pela interacao
com metais de transicdo, como o ferro (Fe?*) ou cobre (Cu?*), pela via de reactes de
Fenton, tendo como produto um radical alcélxil e um radical hidroxila, que auxilia nos
processos de oxidacdo em cadeia, causando efeitos deletérios a acidos graxos e
proteinas (ENDALE; TESFAYE; MENGSTIE, 2023; VALGIMIGLI, 2023).

O oxido nitrico (NO") é gerado nos sistemas bioldgicos por meio de enzimas 6xido
nitrico sintases (NOS), elas utilizam a L-arginina como substrato e converte em oxido
nitrico, por meio de processos de oxidacdo, que necessitam de cofatores como
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), flavina adenina dinucleotideo
(FAD), flavina mononucleotideo (FMN) e tetrahidrobiopterina (MACCALLINI et al., 2024).
Existem trés isoformas de NOSs que auxiliam na producdo de NO' que sdo: as (I)
endoteliais, responsaveis pelo relaxamento dos vasos sanguineos e regulacdo da
pressdo arterial, as (ll) neuronais, localizadas nos neurénios, atuando na sinalizagéo
celular do sistema nervoso e as (lll) induzidas, que produzem NO' em grandes
quantidades durantes respostas imunes e inflamatérias (LUO et al., 2021b; MACCALLINI
et al., 2024).

O radical ti6l (RS), ou radical de enxofre, tem sua formacao por meio da oxidacao
de tiolatos (RS"), que séao grupos derivados de tiol (" SH ) que estdo presentes em
aminoacidos como as cisteinas (POOLE, 2014). A formacao desses radicais pode ser
por meio da desprotonagao do grupo tiol RS que podem sofrer oxidacdo por EROs

como o radical hidroxila, gerando um radical tiol (RS’). Outras vias de formacdo desse



radical sdo por meio da exposi¢cao dos grupos tiol a radiacdes ionizantes e por meio de

reacoes cataliticas na presenca de metais de transicdo (FRANCIOSO et al., 2020).

O peroéxido de hidrogénio (H202) € uma molécula instavel, derivado do processo
de dismutacdo do Oz (gerado nas mitocondrias), catalisado pela enzima superéxido
dismutase (SOD), mas também pode ser formado por meio de reducdo de oxigénio de
dois elétrons em reacdes catalisada por oxidases como as xantinas oxidases e glicose
oxidases (JOMOVA et al., 2023). Vale ressaltar, que o H202, na presenca de metais de
transicdo como o ion ferroso (Fe?*), doa elétrons a esse radical, convertendo o ferro em
sua forma férrica (Fe®*) e produzindo o radical hidroxila, considerada uma das espécies
mais reativas (BLOKHINA; VIROLAINEN; FAGERSTEDT, 2003).

Além disso 0 H202, ndo possui carga, o que garante sua capacidade de atravessar
as membranas biologicas, podendo desempenhar papéis essenciais na transducdo de
sinal induzido pelo fator de crescimento, manutencdo da homeostase redox do tiol e
funcionamento mitocondrial, como pode atuar como um fator prejudicial se acumulando
dentro das células e interagindo com outras espécies reativas altamente oxidantes,
causando danos biomoleculares ( VILLAMENA, 2013; JOMOVA et al., 2023) .

O &cido hipocloroso (HOCI) é uma espécie reativa ndo radicalar enddgena e
altamente oxidante, possuindo sua maior producédo por neutréfilos, eosinofilos, fagécitos
mononucleares e linfécitos B em respostas imunoldgicas ocasionadas por lesdes ou
combate de infec¢gbes, mediados pelas enzimas NADPH oxidases, que estéo localizada
na membrana mitocondrial (BLOCK; ROWAN, 2020). Nesses sistemas bioldgicos, sua
formacdo ocorre por meio da reagdo entre o peroxido de hidrogénio com o ion cloreto
(CI7), sendo catalisada pela enzima mieloperoxidase, gerando como produto final HOCI
+ H20, e adicionalmente, apés a sua formacao ele pode reagir com outras EROs gerando
outros agentes oxidantes (PULLAR; VISSERS; WINTERBOURN, 2000; VILLAMENA,
2013).

O peroxinitrito (ONOQ) é um grande oxidante que possui capacidade de causar
danos as biomoléculas, como as proteinas e o DNA, além de interferir em vias de
sinalizacdo por meio de nitracdo de aminoacidos proteicos (JOMOVA et al., 2023).
Durante o processo oxidativo que ocorre nos processos inflamatoérios, as células do

sistema imune produzem guantidades significativas de NO e 0 O2", e desta forma, esses



radicais interagem juntos por meio de uma reagdo de adicdo e formam o ONOO
(VILLAMENA, 2013).

O oxigénio singlete (*02) é a forma excitada do oxigénio molecular, sendo
considerado um grande agente oxidante em sistemas biol6gicos e uma espécie reativa
nao radicalar, por ndo possuir elétrons desemparelhados na ultima camada de valéncia,
entretanto, podem interagir com outras EROs e causar danos as biomoléculas
(KRUMOVA; COSA, 2016). O 102 ¢é formado a partir da elevacéo dos elétrons paralelos
a um orbital mais alto, coma inversdo de seu spin, quando submetidos a uma certa
guantidade de energia nos sistemas bioldgicos, como a absorcdo de energia derivada
da luz submetidas as faixas de tons de azul e rosa ( DI MEO; VENDITTI, 2020; CUI et
al., 2024) . Além disso, essas espécies reativas podem serem produzidas em reac¢des
bioguimicas que envolvam outras EROs, durante respostas aos processos inflamatérios
do organismo e durante o processo de estresse oxidativo (EDGE; TRUSCOTT, 2021;
PRZYGODA et al., 2023).

Em geral, as espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, quando encontradas
em baixas concentracdes em sistemas bioldgicos, exibem papéis importantes e
desempenham fungbes como, sinalizacédo celular, vasodilatacao, proliferacdo celular,
diferenciacdo celular, apoptose, defesa contra infec¢bes, respostas inflamatorias e
auxiliam no processo de fagocitose, que sdo essenciais para a atividade, manutencao e
defesa dos organismos ( PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2008; DI MEO; VENDITTI,
2020). Contudo, quando encontrada em altas concentragdes em Nnossos organismos de
forma com que, os sistemas antioxidantes ndo consigam neutralizar e/ou eliminar essa
EROs e ERNSs, elas causam danos oxidativos as biomoléculas fundamentais, como as
proteinas, os lipidios e o DNA (PRYOR et al., 2006).

2.2. Estresse oxidativo

A definicdo do conceito de estresse oxidativo teve seu aparecimento em 1985, por
Helmut Sies, onde em seu trabalho apresentou uma revisdo ampla sobre pro-oxidantes,
antioxidantes e suas origens (SIES, 1986). Sies definiu o estresse oxidativo como um
desequilibrio entre oxidantes e os antioxidantes, onde ha uma superprodugédo de
espécies reativas em baixas concentracdes de antioxidantes, que pode ocasionar perda
de sinalizacdes celulares, do controle redox e causar danos moleculares (SIES, 2015;
TELEANU et al., 2022).



Os prejuizos ocasionados pelo estresse oxidativo nos organismos biologicos,
envolvem danos as organelas, proteinas, lipidios e DNA (HAJAM et al., 2022). Esses
danos celulares podem levar ao desenvolvimento do envelhecimento precoce e a uma
diversidade de doencas, incluindo, as neurodegenerativas, cardiacas, respiratérias, o
cancer, inflamatérias cronicas, renais, hepaticas e diabetes (VALKO et al., 2006;
TONNIES; TRUSHINA, 2017; PEOPLES et al., 2019; SADASIVAM et al., 2022;
JOMOVA et al., 2023).

Entretanto, nosso organismo dispde de mecanismos de defesa para controlar os
danos provocados pela superproducdo de radicais livres, a fim de reduzir os danos
causados por essas moléculas (BIRBEN et al., 2012). Esses mecanismos sao advindos
do sistema antioxidante, que podem ser de origem enddgena ou exdgena.

2.3. Antioxidantes

Como dito anteriormente, a producao de espécies reativas € um processo natural
do nosso metabolismo, que auxilia na manutencdo e sinalizacdo celular, quando em
baixas concentragbes. Entretanto, quando existe uma alta producao de radicais livres,

gerando uma reagdo em cadeia deletéria, nosso sistema antioxidante é ativado.

Os antioxidantes, portanto, sdo considerados enzimas e/ou substancias que
quando presente em concentracdes mais baixas em comparagcdo com agentes
oxidantes, sdo capazes de inibir, minimizar e/ou reparar os efeitos deletérios sobre as
biomoléculas gerados pelas altas concentracdes de espécies reativas (PISOSCHI; POP,
2015). Os antioxidantes podem ser classificados em antioxidantes enddgenos
enzimaticos e ndo enzimaticos, e antioxidantes exdgenos. Além disso, fazem parte de
um sistema complexo, possuindo mais de um mecanismo de acao, sendo eles, a doacao
de elétrons, quelacdo de metais, regeneracdo de antioxidantes e enziméaticos ( NIMSE;
PAL, 2015; CHAUDHARY et al., 2023) .

Os antioxidantes podem atuar por meio da doacdo de elétrons ou hidrogénios,
para as espécies reativas, estabilizando sua ultima camada eletrénica e neutralizando
esse radical. O acido ascérbico, é considerado um antioxidante hidrossolUvel capaz de
doar elétrons atuando como um agente redutor e neutralizando espécies reativas, como,
0 peroxido de hidrogénio e o superéxido (PADAYATTY et al., 2003). Outros antioxidantes

podem atuar por meio do sequestro de ions metalicos, como o ferro e o cobre, que atuam



por meio da prevencdo da catalisacdo de reacbes, como as de Fenton, que geram
radicais livres (MEYERSTEIN, 2022).

Alguns antioxidantes, podem atuar na regeneracdo de outros antioxidantes ja
oxidados, de forma sinérgica, como uma “reciclagem”. Por exemplo, a Coenzima Q10
(ubiquinona), possui capacidade de regenerar antioxidantes lipossoluveis como a
vitamina E (GOMEZ-FERNANDEZ; LLAMAS; ARANDA, 1999). Sobretudo, os
antioxidantes podem atuar por meio de degradacao ou remocao de EROs e ERNSs, por
meio da acdo de enzimas, como a superoxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT)
(ZHENG et al., 2023).

2.3.1. Antioxidantes endbgenos enzimaticos

Os antioxidantes enddgenos enzimaticos, sdo enzimas geradas por Nnosso
organismo com poder antioxidante e sao consideradas a linha de frente contra o estresse
oxidativo, pois possuem a capacidade de neutralizar, prevenir, impedir e/ou controlar a
formacao de espécies reativas (BARBOSA et al., 2010). Os antioxidantes endégenos
sdo uma das principais vias de defesa contra o estresse oxidativo, além de auxiliar na
manutencdo celular. Alguns exemplos desse grupo de antioxidantes sdo: a superéxido
dismutase (SOD); a catalase (CAT); a glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa
redutase (GR) (ELSAYED AZAB et al., 2019).

A SOD possui trés isoformas em sistemas biolégicos, SOD1 (Cobre-Zinco SOD),
SOD2 (Manganés SOD) e SOD3 (Cobre-Zinco SOD extracelular) e todas elas sao
responsaveis por converter o anion superoxido em oxigénio e peréxido de hidrogénio
(PERRY et al., 2010).

A SOD1 se encontra predominantemente no citoplasma celular, mas também
pode ser encontrada no ndcleo, nos lisossomos e peroxissomos, e sua atividade
depende da presenca de cofatores, como o cobre e o zinco (CHE et al., 2015). A SOD2
localiza-se na matriz mitocondrial, mas tem sua sintese no citoplasma, que
posteriormente € carregado as mitocondrias por peptideo sinal, e precisa da presenca
de manganés, que atua como cofator para ativacdo da enzima (FARACI; DIDION, 2004;
FUKAI; USHIO-FUKAI, 2011). A SOD3 é uma proteina secretora e esta localizada
principalmente nos tecidos, matriz celular e superficie celular e em menor quantidade no
plasma e fluidos extracelulares, possuem os mesmos cofatores que SOD1, entretanto
possuem um peptideo sinal responséavel pela localizagdo e secrecdo (FUKAI; USHIO-
FUKAI, 2011).



Por meio da acdo da SOD durante o processo de respiracao celular o H202 é
gerado, visto isso, a CAT é predominantemente encontrada nos peroxissomos e atua na
defesa antioxidante por meio da catalisa¢do da decomposi¢éo do peroxido de hidrogénio
em agua (H20) e oxigénio (Oz2), evitando o acumulo de H20:2 celular, que pode ocasionar
danos celulares na presenca de ions metdlicos de transicdo por meio da geracédo de
radicais com maior potencial reativo (GALASSO et al., 2021).

A GPx é considerada uma familia de enzimas antioxidantes, possuindo oito
isoformas diferentes (GPx1 — GPx8), entretanto, a mais abundante encontrada nos
organismos € a GPx1, localizada no citoplasma de todos os tecidos e possui maior
guantidade no coracao. Sobretudo, a GPx1 atua junto a SOD e a CAT catalisando a
reducdo o H202em duas moléculas de H20 por meio da oxidacao da glutationa reduzida
(GSH) em glutationa oxidada/dissulfeto (GSSG) (PEI et al., 2023; JOMOVA et al., 2024).

A glutationa oxidada/dissulfeto (GSSG) a a forma da glutationa (GSH) oxidada,
gue é formada ap0Os as reacfes de reducdo de espécies reativas. Ela indica o estado
oxidativo celular por meio do equilibrio entre GSH e GSSG (NARAYANANKUTTY; JOB;
NARAYANANKUTTY, 2019). O acumulo de GSSG é utilizado como um sinalizador de
estresse oxidativo, visto que, para a sua formacédo € necessario o uso de GSH para
neutralizacao de radicais livre e peréxidos (SARIKAYA; DOGAN, 2020). Quando em altas
guantidades no organismo, a glutationa redutase (GR) consegue converter 0 GSSG em
GSH por meio da doacéo de elétrons de NADPH, mantendo o equilibrio entre GSH e
GSSG, exemplificado na Figura 1 (VASKOVA et al., 2023).
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Figura 1: Acdo das enzimas antioxidantes enddgenas: superoxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase. Adaptado de: JOMOVA et al., (2024)

2.3.2. Antioxidantes enddgenos ndo enzimaticos

Os antioxidantes enddgenos ndo enzimaticos sdo moléculas sintetizadas pelo
NOSSO organismo, capazes de neutralizar rapidamente radicais livres sem a necessidade
da atividade catalitica de enzimas. Sua a¢édo ocorre por meio da doacédo direta de
elétrons para espécies reativas a fim de neutraliza-las. Alguns dos principais
antioxidantes endégenos ndo enzimaticos sdo: as proteinas de ligacdo de metais, a
glutationa, &cido Urico, melatonina, bilirrubina, e coenzima Q (AHMED; MOHAMMED,
2020).

As proteinas de ligacdo de metais foram um dos primeiros antioxidantes
enddgenos descritos, que incluem proteinas extracelulares e intracelulares, como a
albumina, ceruloplasmina, metalotioneinas, ferritina, transferina, lactoferrina e
mioglobina. A Albumina é considerada uma proteina antioxidante, capaz de se ligar a
metais redox e agir na eliminacdo de espécies reativas reagindo com radicais hidroxila.
A ceruloplasmina, pode atuar por meio da inibicao de radicais livres por ligacéo de cobre
livre e ions de ferro. As metalotioneinas possuem capacidade de se ligar a ions metalicos
redox ativos e estaveis redox, além de atuar como um necrofago de espécies reativas.

J& as transferinas, ferritinas e lactoferrinas, sdo quelantes de ferro capazes de atuar na
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inibicdo de radicais livres em reacdes de Fenton. E a mioglobina é um dos principais
eliminadores de NO* (MIRONCZUK-CHODAKOWSKA; WITKOWSKA; ZUJKO, 2018).

A glutationa é um composto formado por trés aminoécidos (glicina, cisteina e acido
glutdmico) com baixo peso molecular, geralmente ela é sintetizada nos hepatdcitos,
entretanto outros tecidos também podem sintetiza-la, por se tratar de um antioxidante
soluvel, pode ser encontrada no citoplasma, nas mitocondrias e no nucleo celular (LU,
2013). A GSH é responséavel ndo somente pela eliminacao de radicais livres, como auxilia
no reparo dos danos causados pelos mesmos, além de conseguir regenerar outros
antioxidantes ja4 oxidados, como a vitamina C e a vitamina E (MIRONCZUK-
CHODAKOWSKA; WITKOWSKA; ZUJKO, 2018).

O acido urico é considerado um produto final do processo de catabolismo de
nucleotideos de purinas, podendo ser sintetizado principalmente em nosso organismo
pelo intestino, figado, musculos, rins, glandulas mamarias, endotélio vascular e o epitélio
da cornea ou advindo por meio de alimentos da dieta (NDREPEPA, 2018). Além disso,
em concentracgdes ideais, atua como um dos mais importantes antioxidantes no plasma,
sendo capaz de neutralizar radicais livres como 0 ONOO, o "OH e os radicais livres que
contenham ferro, além de auxiliar na preservacdo da funcdo e estrutura da SOD
extracelular e atuar na protecéo e reparo do DNA oxidado (ROUMELIOTIS et al., 2019).

A melatonina é considerada um hormdnio essencial que é secretado durante o
periodo noturno, e sua producdo ocorre pela glandula pineal, que esta localizada no
cérebro, possuindo um papel extremamente importante na regulacédo do ciclo do sono,
conhecido como: ciclo circadiano (SANTOS-LEDO; GARCIA-MACIA, 2024).
Adicionalmente a MEL, atua como um antioxidante endégeno ndo enziméatico, capaz de
eliminar radicais hidroxila e o peroxinitrito, reduzir a peroxidagao lipidica no cérebro e
evitar a toxicidade do oxigénio singlete, desta forma garantindo efeitos neuroprotetores
e protetores celulares contra os danos oxidativos (WATSON et al., 2016).

A bilirrubina, é produzida principalmente no baco e no figado, por meio do
processo de degradacdo de componentes que possuem heme, como a hemoglobina e
algumas proteinas especificas (ADIN, 2021). A bilirrubina é considerada, portanto, um
produto final do catabolismo heme, onde cerca de 4mg por quilograma corporal é
produzido por nosso organismo (OTERO REGINO; VELASCO; SANDOVAL, 2009).

A coenzima Q ou ubiquinona, é sintetizada a partir de aminoacidos de tirosina e
da via de mevalonato, sendo encontrada em todas as membranas celulares atuando

como um transportador de elétrons e um potente antioxidante (MANTLE et al., 2023). A
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ubiquinona é considerada um lipidio redox-ativo, atuando nas mitocéndrias como um
transportador de elétrons na cadeia respiratoria, onde recebe elétrons dos complexos |
e Il e doa ao complexo Il da cadeia transportadora de elétrons (FERNANDEZ-DEL-RIO;
CLARKE, 2021). Quando encontrada em sua forma reduzida, denominada de ubiquinol,
atua como um potente antioxidante capaz de eliminar os radicais livres, protegendo
contra o efeito deletério ocasionado sobre lipideos, proteinas e acidos nucléicos (FISAR;
HROUDOVA, 2024).

2.3.3. Antioxidantes exégenos

Os antioxidantes exdgenos, sdo compostos que geralmente ndo sao produzidos
por nosso organismo, podendo ser obtidos por meio da dieta alimentar ou por
suplementacdo (TRESSERRA-RIMBAU, 2020). Assim como o0s antioxidantes
enddgenos enzimaticos e ndo enzimaticos, os antioxidantes exdgenos possuem papel
essencial na neutralizacdo das espécies reativas (BIANCHI; ANTUNES, 1999). Dentre
0os antioxidantes exdégenos podemos destacar o acido ascorbico (vitamina C), o0s
tocoferdis (vitamina E), os carotenoides, os polifendis, flavonoides, e os minerais, como
0 selénio (Se) e o0 zinco (Zn).

O &acido ascorbico (AA) é essencial para varias funcbes do nosso organismo,
entretanto, durante a evolucdo, humanos e alguns primatas deixaram de sintetizar esse
composto ocasionado por uma disfungéao na L-gulono-1,4 lactona oxidase, enzima essa,
responsavel por catalisar a conversao de L-gulonolactona em AA (TRABER; STEVENS,
2011). Diante disso, os seres humanos dependem de fontes exdgenas advindas da dieta
e/ou suplementacao, para a obtencao desse relevante antioxidante.

A vitamina C é considerada um dos antioxidantes mais poderosos, com
caracteristicas hidrossoluveis, possuindo potencial de eliminacao direta de radicais livres
como o superoxido, radicais hidroxila, oxigénio singlete e reducdo do peroxido de
hidrogénio a agua por meio de uma reacdo de ascorbato peroxidase (BLOKHINA;
VIROLAINEN; FAGERSTEDT, 2003). Em acréscimo, o AA pode atuar como cofator de
enzimas (em especial as hidrolases), na sintese de colageno e regenerar o tocoferol por
meio do radical tocoferoxila ( THOMAS et al., 1992; ROCK; JACOB; BOWEN, 1996;
BIANCO; SILVA, 2017).

Ja o tocoferol, que também €& conhecido popularmente como vitamina E, é um
potente antioxidante lipofilico, e essa caracteristica o torna um excelente eliminador de
radicais livres do tipo peroxila (TRABER; STEVENS, 2011). A vitamina E, doa elétrons
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para radicais peroxila e mantém a sua estabilidade por meio de ressonéancia, essa
atividade garante a interrupcéo de reacdes em cadeia de oxidacdo de membranas e
lipoproteinas plasmaticas ocasionadas por radicais livres, evitando a peroxidacgao lipidica
(SUAREZ-JIMENEZ et al., 2016; YAMAUCHI; YAGI; KATO, 1996).

Os carotenoides, correspondem a mais de 600 compostos descritos,
considerados antioxidantes que possuem moléculas com caracteristicas lipofilicas,
assim como os tocoferdis (KRINSKY, 1998; PISOSCHI; POP, 2015). Devido a sua
caracteristica lipofilica, também s&o considerados forte eliminadores de radicais peroxila,
protegendo contra danos oxidativos as membranas celulares (STAHL; SIES, 2003).
Entretanto, esses compostos também possuem capacidade de eliminacdo de oxigénio
singlete, e essas rea¢cfes podem ser por meio transferéncia direta de elétrons, abstracao
de hidrogénio e adicéo de radicais as moléculas (YOUNG; LOWE, 2001).

Os polifendis sdo um grande grupo de compostos bioativos naturais de origem
vegetal, que sdo amplamente encontrados na dieta alimentar. Esse grupo inclui classes
como os flavonoides, os &cidos fendlicos, os taninos e estilbenos (TRESSERRA-
RIMBAU, 2020). Como dito anteriormente, os polifendis sdo de origem vegetal,
produzidos como metabdlitos secundario das plantas para protecéo contra organismos,
desta forma quando consumido, esses compostos auxiliam nosso organismo na defesa
antioxidante neutralizando radicais livres, por meio de doacao de elétrons, quelacdo de
metais e regeneracao de vitaminas, além de estimular enzimas antioxidantes endégenas
e quebrar reacdes de oxidacdo em cadeia (TSAO, 2010).

Os flavonoides fazem parte do grande grupo de compostos fendlicos, que sdo
sintetizados por plantas como metabdlitos secundarios, auxiliando no desenvolvimento
e defesa desse organismo (HERNANDEZ et al., 2009). Esses compostos possuem a
estrutura quimica béasica formada por 2 anéis aroméaticos, um anel heterociclico
oxigenado e 15 atomos de carbono, entretanto, a troca do grupo funcional no anel
hetrociclico por metil, hidroxila, glicano, acetil, ou outro grupo, determinam as subclasses
de flavonoides (ALKHALIDY; WANG,; LIU, 2018).

Adicionalmente os flavonoides s&o encontrados em plantas como derivados
glicosilados, podendo ser encontrado nas flores, frutos, vegetais, graos e ervas
aromaticas, desempenhando importantes atividades em nosso corpo, como, efeito
antioxidante, anti-inflamatéria, neuroprotetora e cardioprotetora (PIETTA, 2000; ROCHA-
VELASCO; YEH et al., 2021; MORALES-SUAREZ-VARELA; LLOPIS-GONZALEZ,
2024).
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Os minerais selénio (Se), zinco (Zn), cobre (Cu), manganés (Mg) e ferro (Fe),
também sado antioxidantes advindos da dieta, que auxiliam nosso sistema de defesa
antioxidante como cofatores de enzimas antioxidantes enddégenas como a GPx, SOD e
CAT na neutralizacao de espécies reativas (GOFF, 2018).

2.4. Abelhas sem ferrdo

As abelhas séo agentes essenciais na polinizacdo para a reproducdo da maioria
das angiospermas, e esse fato esté totalmente relacionado com a dependéncia desses
insetos por recursos florais, como o polen e o néctar, desde a sua fase larval até o
individuo adulto, e dentre as abelhas, os meliponineos sdo o0s principais agentes
polinizadores de espécies nativas (DA PAZ, 2012; ROUBIK, 2023; SILVA).

As abelhas sem ferrdo ou “abelhas indigenas” ou “abelhas nativas”, sé&o
pertencentes a ordem Hymenoptera, da familia Apidae, e da tribo Meliponini,
encontradas nas regides tropicais e subtropicais, como no sudeste da Asia, na Africa, na
Australia e América Latina, incluindo o Brasil, com a existéncia de cerca de mais de 600
espécies de abelha sem ferrdo, sendo que s6 no Brasil j& foram descritas 300 espécies
(ROUBIK; ROUBIK, 1992).

Embora sejam denominadas como abelhas sem ferrdo, essas abelhas possuem
um ferrdo vestigial, ou seja, elas apresentam as estruturas e o aparato da picada, mas
séo reduzidos, atrofiados e nao funcionais (ENGEL et al., 2023). Essas abelhas
constroem seus ninhos a partir de fissuras, cavidades e espacos 0cos ja existentes na
natureza e no ambiente em que se encontram, além de possuirem habitos de nidificacédo
diversificada e relativamente complexa, desde a estrutura da entrada do ninho ao seu
interior (SILVA; DA PAZ, 2012).

As abelhas sem ferrdo sao parte de um grupo bem diversificado em sua fisiologia,
morfologia e tamanho, podendo variar de 0,2 mm a mais de 20 mm, e essas
caracteristicas principalmente em relagdo ao seu tamanho esta relacionado diretamente
com a distancia de voo que essas abelhas podem voar, ou seja, abelhas de menor
tamanho percorrem menores distancias que abelhas de maior porte (ARAUJO et al.,
2004; STUCHI et al., 2014).

2.5. Nannotrigona testaceicornis
Dentre as espécies de abelhas sem ferrdo descritas atualmente, destaco a

Nannotrigona testaceicornis (Lepeletier, 1836) (Figura 2), distribuida pelos estados
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brasileiros como a Bahia, Espirito Santo, Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Parana, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro, Santa Catarina, S&o0 Paulo e Tocantins
(CAMARGO, 2023) Essas abelhas sao de pequeno porte, em torno de 4,90 mm e sua
colbnia possui cerca de 1750 operérias, e sao utilizadas na meliponicultura brasileira.
Entretanto, essas abelhas possuem uma baixa producédo de mel e cerume (CORREIA,;
PEREZ-MALUF; COSTA, 2023).

Figura 2: Espécime de Nannotrigona testaceicornis. Fonte: “Colegdo Entomoldgica do Prof. Jodo M.F.
Camargo”, FFCLR/ USP.

Essa espécie é conhecida popularmente como Irai, considerada como uma abelha
docil, que pode ocupar vegetacdes neotropicais e até mesmo alguns ambientes urbanos
(RASMUSSEN; GONZALEZ, 2017) . A entrada do ninho das abelhas dessa espécie €
formada por um canudo, a partir de ceras e resinas, que ficam resguardado por uma
fileira de operérias, e em caso de ameaca ao ninho, elas entram rapidamente para a
colénia e fecham a entrada com cera, principalmente no periodo noturno (CORREIA;
PEREZ-MALUF; COSTA, 2023).

Populactes indigenas consideram os produtos provenientes dessas abelhas de
extrema riqueza, utilizando larvas, mel, pélen apicola e cerume para diversas finalidades,
como alimentacdo, artesanato e medicina (RASMUSSEN; GONZALEZ, 2017).

15



Atualmente os produtos apicolas de N. testaceicornis, vem ganhando espago no campo
cientifico, com trabalhos que relatam potenciais atividades do mel e prépolis dessa
espécie, como atividade antioxidante e atividade antimicrobiana ( ALVES FILHO;
MENEZES, 2005; GONCALVES; SANCHES; PEREIRA; SERRAO, 2017; CARVALHO
et al., 2021).

2.6. Produtos apicolas

Atualmente ha uma busca por produtos naturais que possuam beneficios a saude
humana, como atividade antioxidante, anticancer, antibacteriana, e/ou que auxiliem no
tratamento de diversas doencas e na prevencéo do envelhecimento precoce. No ambito
dos produtos naturais destaca-se os produtos apicolas de abelhas sem ferréo, que séo
comumente encontrados na natureza e produzidos em meliponiculturas.

Os produtos apicolas tém sido alvo de estudos no campo cientifico, onde ja
existem diversos trabalhos que comprovam as atividades desses produtos. Dentre estes
produtos estdo o mel, a prépolis, o geopropolis, o cerume, , e 0 pao de abelha, que sdo
produzidos, coletados e até fermentados por abelhas sem ferrdo (PIMENTEL et al., 2022;
ZAKARIA et al., 2022; FERREIRA et al., 2023).

N&o é possivel se estabelecer uma uniformidade na composicdo quimica dos
produtos de abelha sem ferrdo, uma vez que a flora, a localizacdo geogréfica, o clima e
até mesmo o manejo desse material na meliponicultora podem alterar as propriedades
quimicas desses produtos e interferir na sua bioatividade, sobretudo, isso torna esses
produtos Unicos a depender de cada regido e coleta (AL-HATAMLEH et al., 2020).

Diferentemente das abelhas com ferrdo, as abelhas sem ferrdo armazenam o seu
mel em potes feitos com cerume que podem variar em tamanho e forma e dependendo
da forma em que é coletado pode adquirir uma caracteristica mais acida devido ao
contato com o pdo de abelha (produto fermentado), que pode adquirir propriedades
diferentes (MENEZES; VOLLET NETO; FONSECA, 2012).

O cerume é um produto apicola produzido exclusivamente por meliponineos, e
elaborado a partir da mistura de enzimas salivares, cera de abelha e resinas vegetais
coletadas de diversas plantas (ROUBIK, 2006). Esse material € produzido pelas abelhas
sem ferrdo e secretado por meio de glandulas cerigenas localizadas em seu abdémen,
que sdo misturadas a resinas vegetais no ninho, formando uma mistura densa e
relativamente flexivel (CHUTTONG et al., 2023) .
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O cerume é utilizado para diversas fun¢cdes no ninho (Figura 3) que auxiliam no
funcionamento e sobrevivéncia das coldnias, como a construcdo de estruturas internas,
sendo elas os potes de mel e polen, células de cria, pilares, involucros e reparos internos.
Além disso, atua como barreiras para a protecao da colbnia e auxiliam no isolamento da
colmeia, mantendo a temperatura interna do ninho (SHANAHAN; SPIVAK, 2021). Na
(Figura 3) € possivel observar a propolis produzidas por essas abelhas sem ferrdo que

auxilia junto ao cerume a protec¢éo do ninho.

Potes de gréos de pélen

Prépolis

Cerume

Células de cria

Invélucros

Figura 3: Ninho de Nannotrigona testaceicornis. Autoria propria.

Devido a sua composicédo possuir resinas vegetais que podem conter diversos
compostos incluindo polifendis e flavonoides, garantem certas propriedades tanto para a
manutencdo e sobrevivéncia dos ninhos, quanto para o campo cientifico que vem
explorando essa bioatividade (FERREIRA et al., 2023). Dentre essas propriedades
podemos destacar a atividade antioxidante e antimicrobiana (CHUTTONG et al., 2023;
FERREIRA et al., 2023). Além disso, Ferreira et al (2023) trouxe pela primeira vez, a
avaliacao do potencial antioxidante do cerume de Tetragonista fiebrigi e Geotrigona sp.

Em modelo in vivo utilizando o modelo pré-clinico C. elegans, aplicado a area da saude.

2.7. Modelo pré clinico Caenorhabditis elegans
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O Caenorhabditis elegans (Figura 4) foi identificado pela primeira vez por Sydney
Brenner em 1993, esses nematoides possuem vida livre, podendo ser encontrado no
solo e em matéria vegetal em decomposicao (WU et al., 2024).S&o individuos que
possuem cerca de 60 — 80 % de genes homodlogos com seres humanos, que
desempenham func¢des bioldgicas semelhantes em ambos 0s organismos, além disso
possuem cerca de 40 % de genes ortélogos a algumas doencas (CORSI; WIGHTMAN,;
CHALFIE, 2015).

Figura 4: Caenorhabditis elegans. Embrides, larva e adultos. Adaptado de: Corsi et al. (2015)

Na primeira fase larval possui cerca de 0,25 mm de comprimento, enquanto
adultos conseguem atingir tamanho de 1 mm. Esses nematoides podem ser
hermafroditas e autofecundantes, ou machos. Um grande potencial desse modelo € seu
ciclo de vida relativamente rapido, podendo chegar a fase adulta com postura de ovos
em 72 h e possui uma expectativa média de vida entre 25 e 26 dias, contados desde a
fase embrionaria (STRANGE, 2006).

Esse organismo multicelular possui uma embriogénese de 16 h, onde apdés a
fertilizac&o é constituido uma casca em volta do ovo fecundado, o tornando impermeavel,
desta forma, esses animais ficam retidos dentro dos hermafroditas até a formacéo de 24
células, e apds esse periodo é realizada a postura (NANCE, 2005). A eclosao ocorre
guando o embrido atinge 558 nucleos celulares, atingindo o estagio L1. J& os estagios
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larvais (L1 — L4) tem duracao de cerca de 12 horas, onde cada fim de estagio € formado
uma nova cuticula no animal. Quando atingem o estagio final L4, apds 12 horas, os
hermafroditas ja sdo considerados individuos adultos e comegcam a fazer a postura de
ovos que pode durar de 3 — 5 dias, atingindo uma postura média de 300 ovos (WU et al.,

2024). Esse ciclo de vida pode ser observado na Figura 5.

Caenorhabditis elegans
(adult worm)

8 hou/ \
Young

adult Egg
\ Multi-step

10 hours embryonic stage
14 hours

l

Long-term 12 hours

survival

8 hours

L4 larva Dauer
\ stage Low food
Months conditions

8 hours

Figura 5: Ciclo de vida de C. elegans. Fonte: WU et al., 2024

Uma caracteristica fundamental desses animais é o mecanismo de sobrevivéncia
denominado “dauer”’. Quando ha escassez de alimento, ou fatores ambientais que nao
favorecem seu desenvolvimento, larvas em estagio L2 formam uma cuticula de protecao
gue envolve o animal por completo obstruindo a sua boca, impedindo sua alimentacao e
diminuindo sua atividade metabdlica (GOLDEN; RIDDLE, 1984). Esse ciclo de vida
alternativo possibilita que esses nematoides sobrevivam por meses até encontrar
condicdes favoraveis para seu desenvolvimento, onde perdem a cuticula que recobre a
boca, possibilitando que o animal volte a se alimentar e continuar a se desenvolver em
estagio L4 (GOLDEN; RIDDLE, 1984).

Em laboratérios esses nematoides sao criados em placas de Petri contendo agar
NGM (Nematode Growth Medium), que consiste em um meio com nutrientes essenciais

para seu desenvolvimento, e como fonte de alimentagéo, séo tratados com Escherichia
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coli OP50 (WU et al., 2024). Para seu manuseio e trabalho, € essencial e necessario o
uso de microscoépio estereoscopio para visualizacdo, pois possuem tamanho reduzido.
Esses individuos possuem corpo transparente, sendo possivel a visualizacdo de
estruturas funcionais, além de serem excelentes modelos para visualiza¢éo de proteinas
e expressdes génicas por meio de marcadores de fluorescéncia, o que permite estudar
vias de sinalizacdo, conjuntos de células, desenvolvimento celular e embrionario, e os
sistemas (CORSI; WIGHTMAN; CHALFIE, 2015).

Outro fator importante desses animais, é que foram 0s primeiros organismos
multicelulares a terem a sua sequéncia gendmica descrita. Esses nematoides possuem
um numero invariavel de 959 células somaéticas, sendo que hermafroditas possuem 302
neurdnios e os individuos machos possuem 385 (CORSI; WIGHTMAN; CHALFIE, 2015).

Todas essas informacdes descritas anteriormente, tornam o C. elegans um
excelente modelo animal e ferramenta biotecnoldgica, auxiliando no desenvolvimento de
pesquisas envolvendo ensaios de toxicidade, longevidade, vias de sinalizagéao,
expressdo génica, metabolismo e reprodutivos em um organismo celular completo
(HUNT, 2017; JONES et al., 2010; LINK et al., 2003).

20



3. Objetivos
Geral
Investigar a composi¢éo quimica e a atividade antioxidante do cerume da abelha

sem ferrdo Nannotrigona testaceicornis in vitro e in vivo.

Especificos

- Quantificar a concentracdo de polifendis e flavonoides no extrato etandlico de
cerume da abelha N. testaceicornis (EEC-Nt).

- Analisar a capacidade do EEC-Nt de inibir os radicais livres 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH?e) e 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTSe+) in vitro;

- Verificar a toxicidade de diferentes concentracdes de EEC-Nt em Caenorhabditis
elegans na linhagem selvagem N2;

- Avaliar atividade antioxidante aguda e subcrénica induzida por 5-hidroxi-1,4-

naftoquinona (Juglone) de EEC-Nt.
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4. Justificativa

A grande importancia de investigar antioxidantes naturais esta associada ao seu
papel crucial que exercem no combate ao estresse oxidativo, condicdo essa que ocorre
quando existe um desequilibrio entre as espécies reativas e 0S mecanismos
antioxidantes de defesa do nosso organismo (AHMED; MOHAMMED, 2020). Esse
desequilibrio se encontra diretamente ligado ao envelhecimento precoce e ao
desenvolvimento de diversas doencas, como, as cardiovasculares, neurodegenerativas,
cancer e diabetes (CHAUDHARY et al., 2023).

A busca por fontes naturais de antioxidantes que podem ser advindos por meio
da dieta, é uma area de crescente interesse cientifico, especialmente quando associada
a sustentabilidade e a valorizacdo de recursos provenientes da biodiversidade
(TRESSERRA-RIMBAU, 2020). Desta forma, os produtos naturais, emergem como uma
alternativa viavel para o desenvolvimento de terapias antioxidantes, sendo importante
tanto para a ciéncia, quanto para a industria farmacéutica (FIRUZI et al., 2011).

Nesse contexto, 0 uso de produtos apicolas ja € conhecido por suas propriedades
biolégicas benéficas tanto para fins nutritivos, quanto para seu uso medicinal (LUO et al.,
2021a). Entretanto ha uma ampla gama de estudos referentes aos produtos apicolas de
Apis mellifera, e uma baixa producédo de estudos referentes aos produtos apicolas de
meliponineos (AL-HATAMLEH et al., 2020).

As abelhas sem ferrdo, sdo responsaveis pela producdo de diversos
biocompostos com relevancias ecoldgicas e terapéuticas. A Nannotrigona testaceicornis
possui na literatura trabalhos referentes a atividade antioxidante e antibacteriana de seu
mel e prépolis, entretanto, o estudo dos produtos apicolas desse meliponineo ainda é
escasso (ALVES FILHO; MENEZES, 2005; GONCALVES; SANCHES; PEREIRA,;
SERRAOQ, 2017; CARVALHO et al., 2021). Dentre os produtos apicolas de abelha sem
ferrdo, destaco o cerume da abelha Nannotrigona testaceicornis, produto composto pela
mistura de cera e resinas vegetais coletadas do ambiente (PEREIRA et al., 2012).

Atualmente, a literatura ndo apresenta estudos relacionados ao cerume dessa
espécie, mas, com base em estudos referente ao mel e propolis dessa abelha, acredita-
se que esse produto possa apresentar potencial bioprospectivo. Desta forma, este
estudo, buscou investigar a atividade antioxidante do cerume de N. testaceicornis por

meio de ensaios in vitro e in vivo utilizando o modelo pré-clinico Caenorhabditis elegans.

5. Material e métodos
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5.1. Obtencéo do cerume e preparo do extrato

As amostras de cerume da espécie N. testaceicornis foram coletadas pelo
professor José Benedito Perrela Balestieri em Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil
(22°13'24.8"S 54°48'45.2"W). Para o preparo do extrato etandlico de cerume de
Nannotrigona testaceicornis (EEC-Nt) foi utilizado 4,5 ml de etanol 80% para cada 1 g
de cerume. A mistura ficou em banho-maria a 70 °C em recipiente fechado até a sua
total dissolucdo, em seguida as amostras foram filtradas com papel filtro qualitativo 80
g/m?, obtendo-se o EEC-Nt, que foi armazenado a -20 °C para a realizacdo dos

experimentos.

5.2. Ensaio de determinagcdo de compostos fendlicos totais e flavonoides

O conteudo de compostos fendlicos totais foi investigado utilizando o método
colorimétrico Folin-Ciocalteu, descrito por Meda et al. (2005). Para isto, 500 ul de EEC-
Nt na concentracdo de 3,0 mg/ml foram adicionados a 2,5 ml do reagente Folin-
Ciocalteu (1:10). Essa solucéao foi incubada no escuro em temperatura ambiente por 5
min, e apés esse periodo, foram adicionados 2,0 ml de carbonato de sodio (Na2Co3)
(14%) sendo incubado novamente ao abrigo de luz por 2 h. Como curva padréo de
calibracdo, foram utilizadas diferentes concentra¢des de acido galico (0,2 — 21,7 pg/ml).
Para o branco, foi utilizado etanol 80%. A absorbancia foi mensurada a 760 nm, e os
resultados expressos em mg equivalentes de acido gélico por g de extrato. Foram
realizados trés experimentos independentes em triplicata.

O conteudo de flavonoides foi determinado de acordo com método descrito por
Liberio et al., (2011). Neste método, 500 ul de EEC-Nt na concentracao de 3,0 mg/ml,
foram adicionados a 4,5 ml do reagente cloreto de aluminio hexahidratado (AlICIz6H20)
(2%), que foi solubilizado em metanol. Essa solugao foi incubada ao abrigo de luz e em
temperatura ambiente por 3 min. Para a curva padréo de calibragdo, foram utilizadas
diferentes concentracdes de quercetina (0,2 — 21,7 pg/ml). Para o branco foi utilizado
metanol. A absorbancia foi mensurada a 415 nm, e os resultados expressos em mg
equivalentes de quercetina por g de extrato. Foram realizados trés experimentos

independentes em triplicata.

23



5.3. Atividade antioxidante in vitro

A experimentacdo in vitro, foi realizada com finalidade de avaliar a atividade
antioxidante do EEC-Nt em ambiente controlado. Os ensaios foram realizados em
laboratorios, por meio de sistemas bioquimicos especificos para a analise dessas
propriedades, como o método de captura do radical livre DPPH*e ABTS'. Ensaios in vitro,
permite analisar de forma controlada e reprodutivel a atividade antioxidante do EEC-Nt,
como uma eficaz triagem inicial. Além disso, esses experimentos permitem a

continuidade dos estudos em modelos mais complexos, como ensaios in vivo.

5.4. Capturado radical livre DPPH"

O ensaio de captura do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH") foi
realizado de acordo com o método descrito por Campos et al (2015). Para iss0,200 pul de
diferentes concentracées de EEC- Nt (1 — 3000 pg/ml) foram misturadas a 1800 pl de
solucéo de DPPH (0, 11 mM) em etanol 80 %. A mistura foi homogeneizada e incubada
a temperatura ambiente no escuro durante 30 min, e a absorbancia mensurada a 517
nm. O acido ascorbico (AA) e BHT foram utilizados como controles de referéncia. Foram
realizados trés experimentos independentes em triplicata. A porcentagem de inibicao do
DPPH nas amostras foi calculada pela equacéo descrita a seguir:

1 — Abs (amostra)

Inibigio do radical DPPH (%) = Abs (controle)x 100

5.5. Capturado radical livre ABTS®

O ensaio de captura do radical livre 2,2"- azinobis (3- etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) ABTS®, foi realizado como descrito por Re et al (1999). Para isso, 20 ul de
diferentes concentracdes de EEC- Nt (1 — 2000 pg/ml) foram misturadas a 1980 pul de
solugcdo de ABTS' (com absorbancia de 0,700 + 0,05). A mistura foi homogeneizada
e incubada no escuro por 6 minutos em temperatura ambiente, e absorbancia foi
mensurada a 734 nm em espectrofotbmetro. O acido ascorbico e o BHT foram usados
como controles de referéncia. A porcentagem de inibicdo do ABTS® nas amostras foi

definida pela seguinte equagéo:
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Abs (controle) — Abs (amostra)

Inibigao do radical ABTS (%) = Abs (controle)x 100

5.6. Atividade Antioxidante in vivo

A experimentacdo in vivo foi realizada com objetivo de avaliar os efeitos de
toxicidade e atividade antioxidante do EEC-Nt em organismos vivos. Para isso, foram
utilizado o modelo pré-clinico C. elegans. Dentre as vantagens de uso desses
nematoides em estudos de biologia celular e molecular aplicados a saude humana
destaca-se a presenca de 40 a 60% de homologia com genes humanos, descricéo e
sequenciamento completos de seu genoma, curto ciclo de vida, corpo transparente e
facilidade de manutencdo comparado a outros modelos (CORSI; WIGHTMAN; CHALFIE,
2015). Estas vantagens viabilizam a investigacdo das propriedades biologicas de
produtos naturais, farmacos e biomoléculas em um organismo in vivo por completo
(Corsi, 2015).

5.7. Linhagem e manutencao de C. elegans

Para realizacdo dos ensaios in vivo foi utilizada a linhagem selvagem N2 de C.
elegans, obtidas do Caenorhabditis Genetics Center (CGC) (University of Minnesota,
Minneapolis, MN, USA). Os nematoides foram cultivados em placas de Petri contendo
agar NGM (Nematodes Growth Medium) e alimentados com Escherichia coli OP50. Para
a realizacdo dos experimentos, 0os nematoides foram sincronizados antes da

experimentacao, e utilizados em estagio L4.

5.8. Letalidade em C. elegans

Para avaliacdo do potencial efeito toxico do extrato foi realizado o teste de
toxicidade em C. elegans. Nematoides (10 a 20 individuos) em estagio L4 foram
transferidos para placas de 96 pocos contendo 100 ul de meio M9. Posteriormente, foram
adicionados 100 pl do EEC-Nt em diferentes concentracdes (10 — 2000 pg/ml). Para o
controle de viabilidade, foram adicionados 100 pl de meio M9. As placas foram mantidas
em B.O.D a 20 °C e avaliadas em 24 e 48 h. A viabilidade dos nematoides foi avaliada

pela sensibilidade e movimentagcéao, com auxilio de uma micro espatula de fio de platina,
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classificando-os como vivos ou mortos. Para a visualizagcdo dos nematoides durante
o experimento foi utilizado um microscopio estereoscopio. Foram realizados trés
experimentos independentes em triplicata e os resultados expressos em porcentagem
de sobrevivéncia dos nematoides pela seguinte equagéo: Viabilidade (%) = (Nf x 100) /

Ni. Onde: Ni € o nimero inicial de nematoides e Nf o nimero final de nematoides.

5.9. Estresse oxidativo agudo induzido por Juglone

Para o ensaio de estresse oxidativo agudo induzido pelo agente oxidante juglone,
10 a 20 nematoides do tipo selvagem N2 em estagio L4 foram transferidos para
microplacas de 96 pocos contendo 100 pl de diferentes concentracdes do EEC-Nt (100
— 1500 pg/ml) e pré incubados a 20 °C por 1 h. Posteriormente, 50 ul de juglone
(concentracao final 250 uM) foi adicionado aos pocos, e a microplaca foi incubada em
B.O.D a 20 °C. O controle positivo foi incubado apenas com meio M9 e, o controle
negativo foi incubado com M9 e juglone. A viabilidade foi avaliada pela movimentacao e
sensibilidade dos nematoides ao toque de uma micro espatula de fio de platina de hora
em hora, durante 6h. Os animais foram classificados como vivos ou mortos. Foram

realizados trés experimentos independentes em triplicata.

5.10. Estresse oxidativo subcrdénico induzido por Juglone

Para o ensaio de estresse oxidativo subcronico induzido pelo agente oxidante juglone,
10 a 20 nematoides do tipo selvagem N2 em estagio L4 foram transferidos para
microplacas de 96 pocos contendo 100 pl de diferentes concentracbes do EEC-Nt (10 —
2000 pg/ml) e incubados a 20 °C por 1 h. Posteriormente, 50 ul de juglone (concentracao
final 40 uM) foi adicionado aos pocos, e a microplaca foi incubada em BOD a 20 °C por
24 e 48 h. O controle positivo foi incubado apenas com meio M9 e, o controle negativo
foi incubado com M9 e juglone. A viabilidade foi avaliada pela movimentacdo e
sensibilidade dos nematoides ao toque de uma micro espatula de fio de platina. Os
animais foram classificados como vivos ou mortos. Foram realizados trés experimentos

independentes em triplicata.

5.11. Analises estatisticas
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Os dados obtidos foram expressos como média + erro padrao da média (EPM),
e para a analise entre 0s grupos experimentais foi utilizada a analise de variancia
(ANOVA), com pés teste de Dunnett, comparando os tratamentos com seu controle. Foi
utiizado o software GraphPad Prism 8. Os resultados foram considerados
estatisticamente significativos quando p < 0.05.
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6. Resultados

6.1. Compostos fendlicos totais e flavonoides

As concentracfes dos compostos avaliados foram os compostos fendlicos e os
flavonoides. O teor desses compostos foram 8,39 + 0,26 mg EAG/g do extrato e 1,59 +

0,14 mg EQ/g do extrato, respectivamente.

6.2. Atividade antioxidante in vitro

O EEC-Nt apresentou atividade antioxidante in vitro, sendo que obteve o menor
ICs0 no método de descoloragdo do radical ABTS™, demonstrando aproximadamente 5
vezes maior eficiéncia no sequestro desse radical quando comparado com o DPPH". Os
valores de ICso0 pela captura dos radicais DPPH' e ABTS™ por EEC-Nt séo apresentados

na tabela 1.

Tabela 1. Capacidade antioxidante do extrato etandlico de cerume da Nannotrigona testaceicornis (EEC-
Nt) frente aos radicais DPPH" e ABTS*. BHT: hidroxitolueno butilado, AA: acido ascorbico.

Amostra DPPH* ABTS™
Inibicdo méaxima Inibicdo maxima
ICso (g/ml) % png/ml ICso (g/ml) % ug/ml
AA 3,43+0,14 92,32+0,55 10 2,53+0,39 95,93+2,08 5
BHT 53,51+0,74 89,85+0,50 500 3,42+1,11 95,39+0,22 10
EEC-Nt 637,05+3,35 88,53+0,39 3000 128,55+3,88 99,48+0,19 1000
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6.3. Toxicidade em C. elegans

O primeiro parametro avaliado no modelo pré-clinico foi a toxicidade in vivo. Os
nematoides foram expostos ao EEC-Nt durante a fase L4 por 24h (Figura 6 — A) e 48h
(Figura 6 — B). Neste ensaio, ndo foi observado efeitos tdéxicos nas concentracdes
avaliadas (10 — 2000 pg/ml) em C. elegans, permitindo desta forma continuar as

proximas avaliacdes em seguranca.

A B
120 120
1001 — 100 T
S 80 S 80
[} o
g g
T 60 o 60
g 8
> 40 > 40
20 20
0 0
C 10 50 100 500 1000 1500 2000 C 10 50 100 500 1000 1500 2000
EEC-Nt (ug/ml) - + + + + + + + EEC-Nt (ug/ml) - + + + + + + +

Figura 6: Porcentagem da viabilidade de Caenorhabditis elegans tratados com diferentes concentracdes
de EEC-Nt (10 — 2000 ug/ml) e dos controles © apés: (A) 24 h de incubacao (B) 48h de incubacao. Os

valores sdo expressos como a média + EPM.
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6.4. Atividade antioxidante in vivo

As propriedades antioxidantes do EEC-Nt foram avaliadas in vivo no modelo pré-
clinico C. elegans. Os nematoides foram expostos ao agente oxidante juglone, que
possui capacidade de gerar espécies reativas, promovendo a morte desses animais. No
ensaio de estresse oxidativo agudo avaliado durante 6h (Figura 7), durante todo o

periodo avaliado (1 — 6 h), ndo observou — se protecdo em C. elegans tratados com

deferentes concentracdes de EEC-Nt (100 — 1500 ug/ml).

1000

120+

100+

80

60

Viabilidade (%)

40

20

o T

#H#tH#

1500

+ EEC-Nt (ug/ml)

+ Juglone (250 pM)

HH#H##

e

A
120+
100+
g{ 80
Py
B
=t 60
=
S
> 40
20
0 T
cT [eN] 100 500
EEC-Nt (pg/ml) - - + +
Juglone (250 uM) - + + +
C
120+
100+
g 807
Iy
8
3 60
=
=
S 404
20
0
EEC-Nt (ng/ml)

Juglone (250 pM)

Figura 7: Estresse oxidativo agudo no modelo experimental in vivo C. elegans tratados com EEC-Nt em
(A) Oh, (B) 1h e (C) 2h. Controle (CT) e controle juglone (CJ). Resultado considerados estatisticamente
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No ensaios de estresse oxidativo subcronico 24 h (Figura 8-A) e 48 h (Figura 8-
B), também nao foram observados resultados que mostrem protecao frente ao estresse

oxidativo induzido por juglone, nas diferentes concentra¢des avaliadas de EEC-Nt (10 —
2000 pg/ml).
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Figura 8: Estresse oxidativo no modelo experimental in vivo C. elegans tratados com EEC-Nt. Controle
(CT), controle juglone (CJ). (A) 24 h de incubacdo (B) 48 h de incubagdo. Resultado considerados

estatisticamente significativos (p < 0,05) quando o grupo tratado foi comparado com o controle. Os valores
s&0 expressos como a média = EPM. # versus controle.
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7. Discussao

Este estudo apresenta pela primeira vez, a atividade antioxidante do cerume da
abelha sem ferrdo Nannotrigona testaceicornis, espécie nativa encontrada no estado do
Mato Grosso do Sul. Ao investigar a composicao quimica do cerume de N. testaceicornis
por meio de ensaios colorimétricos, foi observada a presenca de compostos fendlicos e
flavonoides. Os compostos fendlicos sdo um grupo abrangente que englobam diversas
classes de compostos, dentre eles, os acidos fendlicos, taninos, naftoquinonas,
tocoferdis e inclusive os flavonoides (ANGELO; JORGE, 2007; GUTIERREZ-GRIJALVA
et al., 2016; MATSUMURA et al., 2023).

Estes compostos possuem potencial antioxidante ja descrito na literatura,
atividade atribuida a sua forma quimica estrutural, devido a presenca de pelo menos um
anel aromético ligado a um ou mais grupos hidroxilas, que conferem a capacidade de
neutralizar radicais livres pela doacdo de seus elétrons, (AL MAMARI, 2021; KRUK et
al., 2022).

Além disso, os polifendis detém a capacidade de realizar ressonancia,
caracteristica pela qual sdo capazes de deslocar seus elétrons e grupos funcionais
durante os processos de reacdes redox, devido a presenca de anéis aromaticos em sua
molécula (HSUEH; WU; CHEN, 2019). Essa atividade permite que esses compostos,
apos doarem seus elétrons, permanecam estaveis e mantenham sua fungéo antioxidante
(ANDRES et al., 2023). Essa caracteristica ressonante é o que 0s tornam excelentes

agentes antioxidantes.

Neste estudo, o EEC-Nt apresentou atividade antioxidante in vitro pela captura
dos radicais livres DPPH® e ABTS™, sendo a maior atividade evidenciada na captura do
radical ABTS™. O ensaio de sequestro do radical DPPH" possui maior sensibilidade a
moléculas com caracteristicas lipofilicas, enquanto o ABTS™* é sensivel a tanto a
moléculas hidrofilicas quanto lipofilicas (GULCIN, 2020). Do mesmo modo, Ferreira et al
(2023), relata melhor atividade antioxidante do cerume de Tetragonisca fiebrigi e
Geotrigona sp.ao capturar o radical ABTS™, devido a presenca de moléculas que

possuem caracteristica anfifilica.

Apos avaliar a atividade antioxidante in vitro do EEC-Nt, foi investigado o potencial
contra o estresse oxidativo in vivo, utilizando o nematoide C. elegans como modelo pré-
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clinico. Esse modelo biotecnolégico permite estudar os mecanismos de acao de produtos
naturais, bem como os futuros farmacos, nos processos bioquimicos e fisiolégicos que
ocorrem no organismo completo desse animal, visto que possuem homologia com genes

humanos, além de ortologia com genes relacionados a doencas. (HUNT, 2017).

Apoés a avaliacdo da toxicidade, o EEC-Nt ndo apresentou efeitos toxicos aos
nematoides, garantindo seguranca para futuros ensaios. Ensaios de toxicidade sao de
grande importancia e relevancia, para conhecer concentragdes seguras de uso, visto
que, por meio deles é possivel avaliar se os produtos naturais estudados possuem algum
efeito nocivo, além de auxiliarem na avaliacdo da toxicidade de futuros farmacos (ASUZU
et al., 2022; DENGG; VAN MEEL, 2004).

Em C. elegans, a atividade antioxidante foi avaliada por meio da exposi¢cao dos
nematoides ao agente oxidante juglone, de forma aguda e subcronica. O juglone € um
metabolito secundario derivado de plantas da familia Jungladaceae (ISLAM; WIDHALM,
2020),capaz de gerar anion superoxido, considerada uma espécie reativa de oxigénio
gerada intracelularmente no ciclo redox (AHMAD; SUZUKI, 2019). Contudo, o EEC-Nt
ndo demonstrou atividade antioxidante no ensaio de estresse oxidativo agudo e
subcronico, ndo sendo capaz de proteger 0s nematoides em nenhuma das

concentracdes contra a geracao de espécies reativas de oxigénio.

Entretanto, no estresse agudo induzido por juglone, nas maiores concentracdes o
EEC-Nt apresentou atividade pré-oxidante. A atividade pré-oxidante é caracterizada pela
capacidade de alguns compostos gerarem mais espécies reativas e desencadearem o
quadro de estresse oxidativo (FORESTER; LAMBERT, 2011). Diante disso, estudos
mostram que o agente oxidante juglone pode atuar em sinergismo com outros compostos
acentuando sua atividade na geracdo de espécies reativas de oxigénio (KVIECINSKI et
al., 2012; OURIQUE et al., 2015).

Desta forma, alguns medicamentos quimioterapicos, sado descritos pele seu
mecanismo no aumento de EROs, como a doxorrubicina (DOX). A DOX, se liga a
cardiolipina presente na membrana mitocondrial interna, e inicia o processo de geracao
de EROs, que com o aumento dessas espécies causam danos as estruturas presentes
na mitocondria, levando ao processo de apoptose (KCIUK et al., 2023). Alguns estudos
relatam efeitos sinérgicos entre DOX e ascorbato, demonstrando um perfil citotoxico
frente a linhagens celulares (LIU et al., 2019; YANG et al., 2017).
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Diante disso, O EEC-Nt pode ser utilizado em ensaios de citotoxicidade junto a
quimioterapicos como a DOX para investigar efeitos sinérgicos na reducdo de danos
ocasionados por esses compostos, como também na investigacdo de efeitos sinérgicos
relacionados ao aumento de EROs intracelular na inducdo da apoptose. Além disso,
trabalhos relatam efeitos citotéxicos frente a linhagem celular K562 utilizando prépolis de
Plebeia droryana, Melipona quadrifasciata anthidioides e Scaptotrigona depilis
(BONAMIGO et al., 2017a, 2017b) , corroborando para o desenvolvimento de novos
ensaios e perspectivas com relacédo aos dados obtidos.

Os dados obtidos neste trabalho destacam ainda, a importancia do conhecimento
para a preservacgdo. Este estudo valoriza os produtos naturais, como produtos apicolas
de abelha sem ferrédo encontrados no Mato Grosso do Sul, fomentando a bioeconomia e
bioprospeccéo. Contudo, evidenciando a potencialidade dos produtos apicolas reforca a
necessidade de conservacdo e protecdo dessas espécies, essencial para a saude,

equilibrio ambiental e biodiversidade do Cerrado.
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8. Conclusdes

O extrato etandlico de cerume de Nannotrigona testaceicornis apresentou a
presenca de compostos fendlicos, efeito antioxidante in vitro e ndo demonstrou perfil
toxico em Caenorhabditis elegans. Entretanto em ensaios antioxidantes in vivo foi
possivel observar efeito pré6 oxidante nas maiores concentracfes do extrato, o que
colabora para a investigacdo de novas perspectivas, como possivel efeito citotoxico em
linhagens celulares e mecanismos de acao sinérgicas com quimioterapicos. Este estudo
ainda valoriza a biodiversidade e bioprospeccdo e consequentemente, a conservagao

das abelhas sem ferrdo Nannotrigona testaceicornis.
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