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RESUMO

O geopropolis é uma resina acrescida de barro, produzida apenas pelas abelhas
sem ferrdo. Apesar de ser conhecida popularmente por suas propriedades
medicinais, sdo poucos o0s estudos cientificos que comprovam suas atividades
biol6gicas. Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi determinar a composicao
guimica e as atividades antioxidante, anti-inflamatéria, antimutagénica e
antimicrobiana do geoprépolis de Melipona orbignyi. Para isto, o extrato
hidroetanolico de geopropolis (EHGP) foi preparado e sua composicdo quimica
determinada por cromatografia liquida de alta performance acoplada ao detector de
matriz de diodos e espectrometria de massa (HPLC-DAD-MS). A atividade
antioxidante foi determinada pela captura direta de radicais livres DPPH/ABTS,
inibicdo da hemodlise oxidativa e peroxidacdo lipidica em eritrocitos humanos. A
atividade anti-inflamatoria foi avaliada pela inibicdo da enzima hialuronidase e a
acao antimutagénica foi investigada pelo método de inducdo de recombinacao
mitética e mutacdo em colbnias de Saccharomyces cerevisiae. As atividades
antimicrobianas foram determinadas contra bactérias e leveduras de referéncia e de
origem hospitalar. A composi¢do quimica do EHGP demonstrou a presenca dos
flavonoides aromadendrina, naringenina, metil-aromadendrina e metil naringenina,
bem como derivados de éacidos fendlicos glicosilados (acidos galico, cumarico e
cinamico) e terpenoides (sesqui, di e triterpenos). O EHGP apresentou alta atividade
antioxidante, pela captura direta de radicais livres, exibindo IC50 de 18,3 + 2,8 € 10,3
+ 0,5 pg/mL para os radicais livres DPPH e ABTS respectivamente, e pela reducao
de 93,2 + 0,83 % da hemdlise oxidativa e 89,7 £ 2,13 % dos niveis de
malondialdeido, ambos na concentracdo de 50 pg/mL, resultados superiores ao
controle positivo acido ascorbico. Adicionalmente, o EHGP Inibiu a atividade da
enzima hialuronidase de forma concentracdo-dependente. O EHGP reduziu os
efeitos mutagénicos em S. cerevisiae, reduzindo em 27,5 + 2,5 % a conversao de
genes e 86,3 + 0,4 % do namero de colénias mutantes. Em relacdo a atividade
antimicrobiana, o EHGP apresentou atividade bactericida e fungicida em todos o0s
micro-organismos avaliados, inclusive contra cepas de origem hospitalar resistentes
a acdo de farmacos antimicrobianos. Em concluséo, este estudo demonstra pela
primeira vez a composi¢cdo quimica do extrato do geopropolis de M. orbignyi, bem
como suas atividades antioxidantes, anti-inflamatéria, antimutagénica e
antimicrobiana.

Palavras-chave: HPLC-DAD-MS/MS, compostos fendlicos, peroxidacao lipidica,
hialuronidase, mutacdo, micro-organismos resistentes



ABSTRACT

Geopropolis is a resin mixed with mud, produced only by stingless bees. Despite
being popularly known for its medicinal properties, few scientific studies have proven
its biological activities. In this context, the objective of this study was to determine the
chemical composition and antioxidant, anti-inflammatory, antimutagenic and
antimicrobial activities of the Melipona orbignyi geopropolis. For this, the
hydroalcoholic extract of geopropolis (HEGP) was prepared and its chemical
composition determined by high performance liquid chromatography coupled to diode
array detector and mass spectrometry (HPLC-DAD-MS). The antioxidant activity was
determined by the direct capture of free radicals and inhibition of lipid peroxidation in
human erythrocytes. The anti-inflammatory activity was evaluated by the inhibition of
the hyaluronidase enzyme and the antimutagenic action was investigated by the
method of induction of mitotic recombination and mutation in colonies of
Saccharomyces cerevisiae colonies. The antimicrobial activities were determined
against bacteria and yeasts, isolated from reference strains and hospital origin. The
chemical composition of the HEGP shows a presence of flavonoids aromadendrin,
naringenin, methyl-aromadendrin and methyl naringenin, as well as derivatives of
glycosylated phenolic acids (gallic, cumaric and cinnamic acids) and terpenoids
(sesqui and di triterpenes). The HEGP showed high antioxidant activity, by direct
capture of free radicals, exhibiting IC50 of 18.3 £ 2.8 and 10.3 + 0.5 yg / mL for the
free radicals DPPH and ABTS respectively, and for the reduction of 93.2 + 0.83% of
oxidative hemolysis and 89.7 £ 2 , 13% of malondialdehyde levels, both at 50 ug /
mL, superior results than the positive control, acid ascorbic. In addition, HEGP
inhibited the activity of the inflammatory enzyme hyaluronidase in a concentration-
dependent manner. The HEGP reduced the mutagenic effects in S. cerevisiae,
reducing by 27.5 + 2.5% the conversion of genes and 86.3 = 0.4% of the number of
mutant colonies. In relation to the antimicrobial activity, the HEGP presented
bactericidal and fungicidal activity in all microorganisms evaluated including against
strains of hospital origin resistant to the action of antimicrobial drugs. In conclusion,
this study demonstrates for the first time the chemical composition of the extract of
the geopropolis of M. orbignyi, as well as its antioxidant, anti-inflammatory,
antimutagenic and antimicrobial activities.

Keywords: HPLC-DAD-MS; phenolic compounds; lipid peroxidation; hyaluronidase;
mutation; resistant microorganisms
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1. INTRODUCAO

Historicamente, os produtos naturais e seus derivados desempenharam um
papel importante na medicina (PATRIDGE et al., 2016), sendo utilizados h& séculos
para o tratamento e cura de diversas doencas (SINGH et al., 2016) e por
apresentarem entre seus constituintes, inUmeros compostos bioativos (DOTA et al.,
2011). Estes produtos ainda podem proporcionar uma diversidade estrutural Unica,
oferecendo oportunidades para descoberta de novos compostos (DIAS et al., 2012).

Durante os ultimos anos, os produtos naturais e derivados tém sido avaliados
no tratamento de doencas infecciosas, (antifungicos, antibacterianos, antiparasitarios
e antivirais), neurolégicas, cardiovasculares, metabdlicas, imunoldgicas,
inflamatorias e cancerigenas (BUTLER et al., 2014a). No tratamento do cancer, por
exemplo, de 175 moléculas aprovadas pela Food and Drug Administration (FDA), 49
% sao de origem natural ou derivados (NEWMAN & CRAGG, 2016).

Dentre os produtos naturais, o geopropolis é produzido por algumas espécies
de abelhas nativas sem ferrdo, presentes em zonas tropicais e subtropicais
(BARTOLOMEU et al., 2016), a partir de uma mistura de resinas vegetais, secrecoes
mandibulares, cera de abelhas e terra (DUTRA et al., 2014, BARTOLOMEU et al.,
2016). Este produto tem sido utilizado na medicina popular, como agente anti-
séptico, no tratamento de dermatose e doencas respiratorias (BARTOLOMEU et al.,
2016). No Brasil, o geoprépolis tem sido utilizado por comunidades indigenas no
estado do Maranhdo (ARAUJO et al., 2015) e por comunidades indigenas e sitiantes
da regido améazonica, no tratamento de doencas pulmonares, inapeténcia, infeccéo
dos olhos, como agente fortificante e bactericida (SOUZA et al., 2004).

Recentemente, diversos trabalhos ampliaram os conhecimentos sobre as
aplicacOes terapéuticas do geoprépolis, a partir de diferentes espécies de abelhas
sem ferrdo, com relatos sobre suas propriedades antimicrobiana (LIBERIO et al.,
2011; CUNHA et al., 2013a), antioxidante (SOUZA et al., 2013; DUTRA el., 2014,
SANTOS et al.,, 2017a), anti-inflamatoria (FRANCHIN et al.,, 2012, 2013),
gastroprotetora (RIBEIRO-JUNIOR et al.,, 2015) antiviral (COELHO et al., 2015)
imunomodulatéria (OLIVEIRA et al., 2016), anticancer (CINEGAGLIA et al., 2013;
BARTOLOMEU et al., 2016; SANTOS et al., 2017a), e antimutagénica (SANTOS et
al., 2017b).



Dentre as espécies de abelhas sem ferrdo, a Melipona orbignyi, (Manduri-de-
mato-grosso), produz propolis e geopropolis (NOGUEIRA-NETO, 1997). Na
literatura, foi evidenciada a composicdo quimica, atividade antimicrobiana,
antioxidante e citotoxica do extrato da prépolis (CAMPOS et al., 2014), entretanto,
séo inexistentes estudos que caracterizem a composi¢cao quimica e que comprovem
0s potenciais farmacologicos do geoprépolis desta espécie de abelha. Neste
contexto, o objetivo deste estudo foi investigar a composi¢cao quimica e propriedades
antioxidante, anti-inflamatéria, antimutagénica e antimicrobiana do geopropolis

produzido por M. orbignyi.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Consideracfes gerais sobre espécies reativas e radicais livres

Espécies reativas de oxigénio (ERO) € um termo que se refere a uma série de
moléculas quimicamente reativas, que sdo derivadas do oxigénio (O,), enquanto
(ERN) séo espécies reativas derivadas do nitrogénio (YE et al., 2015). Englobando
ERO e ERN, podemos encontrar radicais livres e outras espécies reativas nao-
radicalares (POLJSAK & DAHMANE, 2012).

Os radicais livres sdo &tomos ou moléculas que possuem elétrons
desemparelhados, o que os torna reativos e instaveis, estes compostos reagem com
outras moléculas, abstraindo elétrons destas, adquirindo assim estabilidade, através
de oxirreducdo (PHANIENDRA et al., 2015; POPRAC et al., 2017). Sao substancias
resultantes de processos metabdlicos celulares normais (VALKO et al.,, 2007;
PHANIENDRA et al., 2015), tais como inflamagé&o, fagocitose e respiragao celular
(LOBO et al., 2010; CAROCHO & FERREIRA, 2013). Também séo gerados durante
estados de isquemia, infeccdes e cancer (PHAM-HUY et al., 2008).

Os radicais livres particularmente os pertencentes as ERO e ERN possuem
funcbes regulatérias em varios processos homeostéticos (FALOWO et al., 2014),
participam na sinalizacdo de processos como morte celular programada, proliferagéo
e difenrenciacdo celular (YE et al., 2015; MITTLER et al., 2017), defesa contra
microrganismos (VALKO et al.,, 2007), regulacdo da expressdo de genes
(DEWHIRST et al, 2008), regulacdo da pressao arterial, sistema imune,
neurotransmissao e relaxamento muscular (VALKO et al., 2015).



Em concentragdes baixas ou moderadas as ERO e ERN podem funcionar na
forma de sinais, promovendo atividades de proliferacdo, diferenciacdo celular e
maturacdo de estruturas celulares, enquanto em niveis mais elevados podem
auxiliar no sistema de defesa do organismo, em processos de apoptose e morte
celular (YE et al., 2015; MITTLER et al., 2017). Os radicais livres podem ainda
auxiliar na defesa contra agentes infecciosos (VALKO et al., 2007), fagocitose,
sintese de prostaglandinas (BAGCHI & PURI 1998; LOBO et al., 2010) e possuem
importancia na atividade muscular e na transdugdo de sinais celulares (DROGE,
2002).

Os radicais livres podem ser produzidos endogenamente nas mitocéndrias,
peroxissomos e reticulo endoplasmatico, onde ha um consumo elevado de oxigénio
(PHANIENDRA et al., 2015). A producdo destes compostos pode ainda ser
influenciada por fatores exégenos, tais como a exposi¢cdo a radiacdo, tabagismo,
poluentes, alguns tipos de drogas e produtos quimicos industriais (VALKO et al.,
2007). Em nosso organismo, estes compostos exdgenos podem ser decompostos
ou metabolizados em radicais livres (PHAM-HUY et al., 2008).

Entre os radicais livres pertencentes as ERN encontram-se 6xido nitrico (NO¢)
e dioxido de nitrogénio (NO-,), e como espécies ndo radicalares podemos citar o
peroxido nitrito (ONOO-) e acido nitroso HNO, (PHANIENDRA et al., 2015;
WEIDINGER & KOZLOV, 2015). Contudo, os radicais livres mais importantes
produzidos durante as reacdes metabdlicas, sdo aqueles derivados do oxigénio, por
sua vez, estes sao 0s principais radicais que ocasionam danos biolégicos (BULLON
et al., 2014; PHANIENDRA et al., 2015).

As ERO compdem as espécies radicalares anion superoxido (O.¢), radical
hidroperoxila (HO;), radical hidroxila (*OH), peroxila (ROQOe¢) e alcoxila (RO¢)
(CAROCHO & FERREIRA, 2013), e nao radicalares, como o oxigénio singlete (10O,),
oz6nio (O3), perdxido de hidrogénio (H,O,), e acido hipocloroso (HOCI), que é
produzido por neutréfilos na defesa contra agentes patogénicos, com participacao da
mieloperoxidase, enzima que catalisa a reacdo entre o H,O, e o cloreto
(WINTERBOURN, 2002; YE et al., 2015). As espécies nao radicalares ndo possuem
elétrons desemparelhados, mas sdo altamente reativas (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997). Portanto, quando em concentracfes exacerbadas, as ERO

trazem maleficios, gerando o estresse oxidativo (BULLON et al., 2014).



2.1.1. Estresse oxidativo e seus efeitos

Quando existe um desequilibrio entre a producdo de radicais livres
provenientes de espécies reativas e as defesas antioxidantes, podem ser
desencadeados o0 estresse oxidativo e estresse nitrosativo (LI et al.,, 2013;
PHANIENDRA et al., 2015).

O estresse oxidativo/nitrosativo é desenvolvido quando hd um excesso na
producdo de ERO e ERN e uma deficiéncia de antioxidantes enzimaticos e nao
enzimaticos no organismo (PHAM-HUY et al., 2008; LI et al., 2013; Phaniendra et
al., 2015; Poprac et al., 2017). Esta condicdo pode acarretar danos em biomoléculas
como lipidios, proteinas e acidos nucleicos (KRYSTON et al., 2011; CRAFT et al.,
2012).

Todos os componentes celulares podem ser suscetiveis a acdo das ERO
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997), membranas celulares, por exemplo, sao
vulneraveis a um processo de oxida¢do denominado peroxidacéo lipidica (KOHEN &
NISKA, 2002; CAROCHO & FERREIRA, 2013). Este processo acarreta alteracdes
na estrutura e na permeabilidade de membranas celulares (CATALA, 2015; VAN
DER PAAL et al., 2016), com formacéao de poros, pelos quais permitem a entrada de
ERO nas estruturas intracelulares (VAN DER PAAL et al., 2016).

A peroxidacao lipidica € uma reacdo em cadeia que pode ser dividida em
iniciacdo, propagacdo e término (KOHEN & NYSKA et al.,, 2002). Na iniciacéo,
ocorre 0 sequestro de um atomo de hidrogénio de um acido graxo polinsaturado
(AGP), que pode ser realizado pelo radical hidroxila ("OH) (CAROCHO &
FERREIRA, 2013), formando um radical lipidico, sendo convertido em um dieno
conjugado, que reage com o oxigénio formando o radical peroxila (ROO") (LOBO et
al., 2010).

Apoés a formacéao do radical ROO-, este sequestra mais atomos de hidrogénio
de AGP, formando novos radicais lipidicos (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). A
formacao de radicais ROO" leva a producédo de radicais hidroperéxidos que por sua
vez, podem sequestrar atomos de hidrogénio de outros AGP, gerando a propagacao
destas ERO (CATALA, 2012).

O término desta reacéo ocorre quando antioxidantes como a vitamina E doam

atomos de hidrogénio para os radicais ROO, formando produtos nado-radicalares



(AYALA et al., 2014), ou quando os radicais lipidicos e ROO® produzidos
anteriormente, propagam-se até destruirem a si proprios (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997). Durante o processo de peroxidacado lipidica, sdo formados
compostos como alcanos, isoprostanos e malondialdeido (MDA) (LOBO et al.,
2010), sendo este ultimo amplamente utilizado como marcador deste processo
(GONG, et al.,2013; CHEN et al., 2015), além disto, este composto pode reagir com
proteinas celulares e DNA, através da formacdo de adutos, resultando em danos
biomoleculares (AYALA et al., 2014).

Durante os efeitos do estresse oxidativo, o radical *OH também pode reagir
com todos os componentes da molécula de DNA (KRYSTON et al., 2011), incluindo
bases purinicas e pirimidinicas, podendo levar a inativacdo ou mutacdo do DNA
(ALTIERI et al., 2008). Além disso, as ERO podem acarretar danos em cadeias
laterais de aminoacidos e inativacdo de diversas proteinas (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997; Halliwell, 2011; LU et al., 2010).

Neste contexto, danos em proteinas, lipideos e acidos nucléicos estdo
fortemente relacionados ao desenvolvimento de doengas, incluindo as
neurodegenerativas (BARNHAM et al, 2004; HAUSER et al, 2013),
cardiovasculares (DUMITRASCU, 2013; HUTCHESON & ROCIC, 2012), cancer
(REUTER et al.,, 2010; WATSON, 2013) e diabetes (RAINS & JAIN, 2011;
PONUGOTI et al., 2012), além de induzir ao processo de envelhecimento precoce
(PHAM-HUY, et al., 2008; LOBO et al., 2010).

2.2. Mecanismos de defesa antioxidante enddgenos: ndo enzimaticos e
enzimaticos

Os radicais livres e espécies reativas operam em concentracdes baixas e
mensuraveis dentro das células, estas concentracdes em estado estacionario sédo
determinadas pelo equilibrio entre sua producdo e neutralizagcdo (VALKO et al.,
2007). O fragil equilibrio entre os seus efeitos benéficos e prejudiciais € um aspecto
importante em organismos vivos (BHAT et al., 2015). Em condic¢des fisioldgicas, as
células mantém o equilibrio redox através da geracdo e eliminacdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (TRACHOOTAM et al., 2008).

A homeostase redox € essencial para a manutencdo de muitos processos

celulares, onde nas células, esta homeostase € caracterizada pelo equilibrio geral de
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seus sistemas de oxidagdo e reducdo (AYER et al., 2014). Desta forma, as células
possuem sistemas antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, com intuito de
eliminar ou neutralizar as ERO e ERN para manutencdo da homeostase redox
celular (TRACHOOTAM et al., 2008).

O acumulo celular de ERO é controlado por sistemas de defesa antioxidante,
de origem enddgena enzimética e ndo enzimatica (GOODMAN et al., 2011; YE et
al.,, 2015). A este complexo sistema antioxidante que € atribuido a funcdo de
eliminagcdo de espécies reativas e/ou minimizagdo de seus efeitos (LUSHCHAK et
al., 2014).

Os “antioxidantes enzimaticos” operam neutralizando e removendo os radicais
livres, em um processo de varias etapas, com auxilio de cofatores como cobre,
zinco, manganés e ferro (NIMSE & PAL, 2015). Os antioxidantes endégenos mais
importantes que impedem a formagdo ou neutralizam os radicais livres séo as
enzimas: superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx)
e glutationa redutase (GRd) (PHAM-HUY et al., 2008; LU et al., 2010; NIMSE & PAL,
2015; YE et al., 2015).

Como primeira linha de defesa, a SOD catalisa a reacédo de dismutacdo do
radical anion superoxido em oxigénio e H,O, (RAHMAN et al.,, 2007; YE et al.,
2015). Existem vérias isoformas de SOD em diferentes compartimentos celulares
(TRACHOOTHAM et al., 2008), em adicdo, estas isoformas estdo presentes em
todas as células eucaridticas (LIMON-PACHECO & GONSEBATT, 2009). Dentre
estas isoformas, existem a cobre/zinco dependente (CuzZn-SOD ou SOD-1), que esta
presente no citoplasma, nucleo e plasma, a isoforma manganés dependente (Mn-
SOD ou SOD-2) localizada principalmente nas mitocondrias, e a CuzZn-SOD (EC-
SOD ou SOD-3), presente no meio extracelular (Faraci & Didion, 2004; LIMON-
PACHECO & GONSEBATT, 2009).

A CAT atua na decomposicdo do H,O, em agua e oxigénio (RAHMAN et al.,
2007; LOBO et al., 2010). Nos seres humanos, os niveis mais elevados de CAT sao
encontrados no figado, rim e eritrocitos, onde decompde a maioria do H,O, nas
células. A CAT é frequentemente restrita nos peroxissomos (LU et al., 2010), no
entanto, as mitocéndrias bem como o reticulo endoplasmatico possuem certas
quantidades desta enzima (LIMON-PACHECO & GONSEBATT, 2009).



A GPx atua na neutralizacdo de H,0, e outros peroxidos organicos (LOBO et
al., 2010; CAROCHO & FERREIRA, 2013) através de reacfes utilizando a
conversdo de glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSG)
(TRACHOOTHAM et al., 2008). A GPx localiza-se no citoplasma e na matriz
mitocondrial, onde esta enzima pode reduzir outros peroxidos, tais como
hidroperoxidos de acidos graxos (PHAM-HUY et al.,, 2008). Completando este
sistema, a glutationa redutase (GRd), reduz a forma oxidada da glutationa (GSSG) a
sua forma reduzida (GSH), mantendo assim o ciclo de neutralizacdo de ERO
(CAROCHO & FERREIRA, 2013; LUSHCHAK et al., 2014).

Os “antioxidantes nao enzimaticos” séo importantes, pois funcionam
interrompendo as reacdes em cadeia dos radicais livres (NIMSE & PAL, 2015).
Nesta categoria encontram-se o peptideo glutationa, o composto &cido urico, o fator
de enzima Q10 ou coenzima Q10 (CAROCHO & FERREIRA et al., 2013) e a
melatonina (RODRIGUEZ et al., 2004; REITER et al., 2016).

A glutationa € um tripeptideo enddégeno que protege a células contra ERO,
qguer doando um atomo de hidrogénio ou um elétron (CAROCHO & FERREIRA,
2013; NIMSE & PAL, 2015), este tripeptideo é extensivamente utilizado como cofator
para funcionamento de enzimas antioxidantes (VALKO et al ., 2007; LUSHCHAK et
al., 2012). O &cido urico é o produto final do metabolismo de nucleotidos de purina
em humanos, pode ser encontrado no plasma (POLJSAK & DAHMANE, 2012) e é
conhecido por evitar a superproducdo de oxidantes que resultam da reacdo da
hemoglobina com peréxidos (CAROCHO & FERREIRA, 2013).

A coenzima Q10 estd presente em todas as células e membranas, atua
prevenindo a formacdo de radicais peroxila lipidicos (CAROCHO & FERREIRA,
2013), sendo conhecida como ubiquinona na sua forma oxidada e ubiquinol em sua
forma ativa reduzida (SARMIENTO et al.,, 2016). Por dltimo, a melatonina € um
horménio pineal (BONNEFONT-ROUSSELOT et al.,, 2010) e demonstra atividade
antioxidante de maneira indireta, auxiliando a expressédo de enzimas antioxidantes
(RODRIGUEZ et al.,, 2004), e de maneira direta, na captura de radicais livres
(REITER et al.,2014). Adicionalmente, € descrito que a melatonina ainda é capaz de
guelar ions de Fe Il e Il, impedindo assim a formacdo de radicais *OH pela reacéo
de Fenton (REITER et al., 2016).



Deste modo, as defesas antioxidantes enzimaticas e ndo enziméaticas
endoégenas possuem vital importancia, pois fornecem protecdo contra os radicais
livres (LU et al., 2010; POLJSAK & DAHMANE, 2012). No entanto, em condi¢ées de
estresse ambiental (LOBO et al., 2010; LU et al., 2010) e disfuncédo celular (BHAT et
al., 2015), os niveis de espécies reativas podem elevar-se e causar danos celulares
significativos, sendo assim, a ingestdo de antioxidantes exdgenos pode contribuir

para manter a homeostase celular (LU et al., 2010).

2.2.1. Antioxidantes exdgenos e seus beneficios

Antioxidantes exdgenos sao aqueles obtidos por meio da dieta ou como
suplementos dietéticos, como por exemplo, derivados de extratos de acai, uva,
sementes, roma, goji, e substancias como vitaminas e resveratrol (HENNING et al.,
2014). Alguns destes nao neutralizam os radicais livres, mas modulam a atividade
de enzimas antioxidantes (RAHMAN, 2007). Geralmente, antioxidantes naturais
exdgenos sdo provenientes de origem vegetal, como sementes (BIRASUREN et al.,
2013), plantas (ASGHARPOUR et al., 2013) e frutas (BONOMO et al., 2014), onde
fazem parte da alimentacdo essencial ao organismo (GOODMAN, 2011), estes
podem ser obtidos exégenamente também pela ingestdo de chas (ZHU et al., 2016)
e vinho (DEL PINO-GARCIA et al., 2016).

Dentre os antioxidantes naturais encontrados em vegetais, 0S compostos
fendlicos, sdo um dos grupos fitoquimicos mais abrangentes e abundantes na dieta
(BALASUNDRAM et al., 2006; SCALBERT et al., 2005), possuem grande
importancia em funcdes fisioldgicas e morfoldégicas em plantas (BALASUNDRAM et
al., 2006) e exibem numerosas atividades biologicas, tais como anticancerigena,
antialérgica, anti-inflamatoéria, antimicrobiana, antitrombética, cardioprotetora,
antiviral, vasodilatora e antioxidante (DUTRA et al., 2014).

A classe dos compostos fendlicos € constituida por subclasses como o0s
acidos fendlicos, flavonoides e taninos (BURGOS et al., 2013) tais substancias séo
caracterizadas por conferir atividade antioxidante, o que contribui para protecdo das
células do corpo contra a oxidacdo (HOSU et al., 2014). Os acidos fendlicos sao
classificados em hidroxicindmicos, como o &cido galico (figura 1a) e elagico, e
hidroxibenzoicos (acidos ferulico e p-coumarico) (CAROCHO & FERREIRA, 2013).



Os flavonoides sdo compostos naturais e metabdlitos secundarios de baixo
peso molecular, sdo sintetizados em plantas e possuem estruturas fendlicas
variaveis (KUMAR & PANDEY, 2013; LIU & MURRAY, 2016). Os flavonoides podem
ser encontrados amplamente em plantas, frutos e desempenham multiplos efeitos
biolégicos, tais como eliminacdo de radicais livres (NIMSE & PAL, 2015). Estas
substancias fendlicas hidroxiladas podem ser produzidas em variadas situacoes,
incluindo decorréncia de infecgdes microbianas (HASSAN & MATHESIUS, 2012),
interac6es com simbiontes fixadores de nitrogénio (LIU & MURRAY, 2016), protecao
contra herbivoria, radiagdo ultra-violeta e calor (MIERZIAK et al., 2014), além disso,
sdo componentes importantes na coloracéo das flores (KATSUMOTO et al., 2007).

Quimicamente, a estrutura basica dos flavonoides constitui-se por dois anéis
benzeno ligados através de um anel heterociclico pirano (figura 1b) (KUMAR &
PANDEY, 2013), apresentando um ou mais grupos hidroxila nestes anéis
(GELEIINSE & HOLLMAN, 2008). Podem ser divididos em uma variedade de
classes, como os flavonois, antocianinas, isoflavonoides, flavanonas e flavonas
(CAROCHO & FERREIRA, 2013).

a) b)
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HO
OH
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Acido galico Quercetina

Figura 1. (a) Estrutura quimica do acido galico (acido fendlico), (b) estrutura quimica da quercetina
(flavonoide). Fonte: ChemSpider, 2018a; 2018b.

Estas classes diferem no grau de oxidacdo e no padréo de substituicdo de
seus anéis pirano (HEIM et al., 2002), onde a configuracdo, a substituicdo e o
numero total de grupamentos hidroxila influenciam substancialmente em vérios
mecanismos da atividade antioxidante, como eliminagcdo de radicais e
capacidade de quelacdo de ions metalicos de cobre e ferro (KUMAR & PANDEY,
2013).



A acgdo antioxidante destes compostos em sistemas biolégicos sdo atribuidas
a sua capacidade de transferir elétrons aos radicais livres (RAFIEIAN-KOPAEI et al.,
2013), quelacdo de metais catalisadores de radicais livres, ativacdo de enzimas
antioxidantes e inibicdo de oxidases (HEIM et al., 2002; CAROCHO & FERREIRA,
2013; BANJARNAHOR et al., 2014).

Algumas vitaminas e minerais, tais como o acido ascérbico (Vitamina C),
tocoferdl/tocotrienol (Vitamina E), zinco e selénio auxiliam na inibicdo de radicais
livres e interrompem a propagacédo destes (GOODMAN et al., 2011, CAROCHO &
FERREIRA, 2013). A vitamina E pode ser encontrada em alimentos como gréos de
cereais, (BRENNAN et al.,, 2011), salmdo (Olsvik et al., 2015) e castanhas
(DELGADO et al., 2016). Por outro lado, a vitamina C € um importante componente
de frutas e vegetais, presente em alguns exemplos de frutas citricas, como o limao,
tangerina e laranja (REKHA et al., 2012).

O acido ascorbico possui quatro grupos hidroxila, atua como um potente e
mais importante antioxidante hidrofilico (BARROS et al., 2011), sendo capaz de
guelar metais catalizadores de radicais livres (BREWER, 2011), e sendo eficaz na
eliminacdo de espécies reativas como O,°, H,0,, ‘OH, 'O, e 6xido de nitrogénio
(NOx) (GULCIN, 2012).

A vitamina E € composta por oito isoformas, sendo quatro tocoferois e quatro
tocotriendis (CAROCHO & FERREIRA, 2013). S&o vitaminas lipossoluveis e
apresentam atividade antioxidante (HERRERA & BARBAS, 2001). A a-tocoferol é a
isoforma antioxidante mais importante, pois protege as membranas celulares da
peroxidacao lipidica (TRABER & ATKINSON, 2007; BREWER, 2011).

Dentre os minerais que apresentam importante atividade antioxidante, estao o
selénio e o0 zinco. O selénio pode ser obtido através de ingestdo de plantas (alho,
cebola, brécolis), frutas, nozes, carne de frango e peixe (NAVARRO-ALARCON &
CABRERA-VIQUE, 2008; RAYMAN, 2012). J& o zinco pode ser encontrado no leite
e seus derivados, frutas, vegetais, nozes, ovos e peixes (SOLOMONS et al, 2001).

Estes minerais ndo agem diretamente sobre os radicais livres (CAROCHO &
FERREIRA, 2013). O selénio € uma parte indispensavel da maioria das enzimas
antioxidantes (TABASSUM et al., 2010). O zinco atua como cofator da SOD,
competindo com ions de Fe? e Cu? catalisadores de radicais ‘OH, e além disso

produz a metalotioneina, um sequestrador de radicais "“OH (PRASAD et al., 2014).
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Além destes micronutrientes (vitaminas e minerais) desempenharem importantes
funcdes antioxidantes, sdo extremamente importantes para o bom funcionamento do
sistema imune (GODFREY & RICHARDSON, 2002).

Antioxidantes exdgenos também podem ser encontrados em outros tipos de
produtos naturais, como o0s produtos apicolas, dentre eles, o mel (SILVA et al.,
2013), prépolis (NINA et al., 2015) e geopropolis de abelhas sem ferrdo (LIBERIO et
al., 2011, DUTRA et al., 2014; COELHO et al., 2015; SANTOS et al., 2017b).

2.3. Aspectos do processo inflamatério

A inflamacdo € uma resposta protetora imune e fisiopatoldgica, decorrente de
infeccdes e/ou danos teciduais (ORTEGA-GOMEZ, 2013; KOTAS & MEDZHITOV,
2015). Este processo visa a elimiminacdo e neutralizacdo de patdégenos
(MEDZHITOV, 2008; GRIVENNIKOV et al.,, 2010) e a reparacdo de tecidos que
foram danificados (MEDZHITOV, 2010; TAKEUCHI & AKIRA, 2010), para que desta
forma, seja mantida a homeostase corporal (NORLING & SERHAN, 2010;
ROSENBLAT et al., 2014).

Classicamente, a inflamacédo pode ser evidenciada através de cinco sintomas:
edema, calor, rubor, dor e perda de funcdo do tecido (TAKEUCHI & AKIRA et al.,
2010). Podemos entender o processo inflamatoério por meio de etapas ou fenbmenos
que podem ser denominados irritativos, vasculares, exsudativos, alterativos,
resolutivos e reparativos (FILHO, 2011). Adicionalmente, a inflamacéo ainda pode
ocorrer nas formas aguda e crénica (MURAKAMI & HIRANO, 2012), o que ira
depender do tipo de estimulo e eficacia da reacao inicial em eliminar o agente
responséavel pelo dano (KUMAR, 2010).

A inflamagao aguda se inicia rapidamente e apresenta curta dura¢cdo, poucos
minutos a alguns dias (KUMAR, 2010). Este processo pode ocorrer por meio de
estimulos diversos, tais como injurias teciduais (traumas por contuséo e perfuracéo),
agentes fisicos, agentes quimicos, reac¢des imunoldgicas, necrose tecidual e
infeccdes (MEDZHITOV, 2008; PORTH & MATFIN, 2010).

Apobs o estimulo desencadeante (fenbmeno irritativo), ocorre a vasodilatacédo
e aumento da permeabilidade capilar (fendbmenos vasculares), (PORTH & MATFIN,
2010; FILHO, 2011), devido a infiltragdo de células do sistema imune inato, como
neutrofilos (COUSSENS, 2002; FERRERO-MILLIANI, 2006), e a participacdo de
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macrofagos residentes, granulécitos, (MEDZHITOV, 2008) e células do endételio
(KUMAR, 2010) na liberacdo de uma série de mediadores, como histamina,
serotonina, citocinas, fator de ativacdo plaquetaria (PAF), metabdlitos do &cido
araquidoénico (prostaglandinas, leucotrienos e lipoxinas), e o6xido nitrico (NO)
(FEGHALI & WRIGHT, 1997; COUSSENS, 2002; REUTER et al., 2010; KUMAR,
2010; FILHO, 2011; ROSENBLAT et al., 2014).

Devido aos eventos vasculares, ocorre o processo de direcionamento dos
leucocitos e proteinas do plasma, como anticorpos, até o local lesionado ou que
contém agentes invasores (fendbmenos exsudativos) (KUMAR, 2010; FILHO, 2011).
No processo inflamatério agudo também pode ocorrer degeneracdo e necrose
(fendbmenos alterativos) e ativacdo de mecanismos anti-inflamatorios naturais, que
incluem liberac@o de glicocorticoides, modificagbes em receptores das células do
exsudato e dos tecidos, apoptose e fagocitose (fendmenos resolutivos) (FILHO,
2011).

A resposta inflamatoéria aguda é normalmente encerrada quando o estimulo
desencadeante é eliminado, a infeccdo € cessada e o tecido danificado é reparado
(fenomenos reparativos) (MEDZHITOV, 2010; NORLING & SERHAN, 2010; FILHO,
2011). Porém, se a resposta falha em neutralizar o estimulo, a reacdo progride para
a inflamacéo crénica (KUMAR, 2010; LANDSKRON et al., 2014).

A inflamacdo croénica possui duracdo prolongada (semanas, meses e em
alguns casos até anos), neste caso, o0 estimulo lesivo e tentativas de reparo estédo
agindo simultaneamente (FEGHALI & WRIGHT, 1997; KUMAR, 2010). Na
inflamacdo cronica ocorre a infiltracdo de linfocitos T, células plasmaticas e o
recrutamento de mondcitos e macrogafos, onde a consequéncia final deste estado é
a perda da funcao do tecido, devido a fibrose (FERRERO-MILIANI et al., 2006).
Além disso, infecgBes cronicas e doengas autoimunes sdo eventos relacionados ao
desenvolvimento de inflamacao crénica (MEDZHITOV, 2008).

Os efeitos deletérios da inflamacéo crénica incluem alteragbes no humor,
sono, energia, cogni¢cdo e motivagao, todos os quais fazem parte de sintomatologia
dos transtornos do humor (ROSENBLAT et al., 2014). A inflamacao excessiva e/ou
inapropriada € causa do surgimento de diversas doencgas, como artrite reumatoide,

psoriase e doenca inflamatoria intestinal, além de contribuir fundamentalmente em
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doecas cardiovasculares, diabetes (LUCAS et al., 2006), doencas autoimunes,
neurodegenerativas, sindrome metabdlica e cancer (MURAKAMI & HIRANO, 2012).

Drogas néao esteroidais anti-inflamatorias podem ser utilizadas no controle da
inflamacdo (KESSEL et al., 2014). Entretanto, podem ocasionar efeitos colaterais
gastrointestinais (BJARNASON et al.,, 1993; JARUPONGPRAPA et al.,, 2013),
complicacbes renais e cardiovasculares (HARIRFOROOSH et al.,, 2013). Os
glicocorticéides sédo utilizados no tratamento de inflamagdo aguda e cronica
(COUTINHO & CHAPMAN, 2011), no entanto, ndo curam doencgas cronicas, levando
a tratamentos de longo prazo e efeitos colaterais, incluindo osteoporose, catarata,
diabetes e supressao do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal (NEWTON, 2013).

Em virtude do possivel papel da inflamacdo crénica no desenvolvimento de
diversas doencas, torna-se necessario a busca de novos compostos bioativos que
apresentem eficacia ao inibir o processo inflamatério, com o minimo de efeitos

colaterais.

2.3.1. Acido hialurénico e enzima hialuronidase

O &cido hialurénico (AH) é um hidrato de carbono, mais especificamente um
polissacarideo, que ocorre naturalmente em todos os organismos vivos (NECAS et
al., 2008). E um dos principais componentes da matriz extracelular
(PAPAKONSTANTINOU et al.,, 2012; LITWINIUK et al., 2016), e pode ser
encontrado em altas concentracées em tecidos conectivos macios, incluindo a pele,
corddo umbilical, liquido sinovial e humor vitreo (MENZEL & FARR, 1998; GIRISH &
KEMPAJARU; 2007; NECAS et al., 2008).

No corpo, auxilia na lubrificagdo de articulagbes e musculos, participa de
processos de diferenciagdo e crescimento celular, progressao tumoral, inflamacgéo
(COLLINS & BIRKINSHAW, 2013) e atua como um fator que modula ativamente a
regeneracdo de tecidos (LITWINIUK et al.,, 2016). Esta substancia também pode
reduzir os impulsos nervosos e sensibilidade nervosa associada a dor (NECAS et
al., 2008).

A molécula de AH é composta pela unido do acido D-glucurdnico e N-acetil-D-
glucosamina, através das ligacdes glicosidicas (1-3) e p(1-4) (figura 2) (NECAS et
al., 2008; JIANG et al., 2011; LITWINIUK et al., 2016). Sua sintese € realizada por
enzimas especificas denominadas Hyaluronic Acid Synthases (HAS1, HAS2, HAS3)
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(PAPAKONSTANTINOU et al.,, 2012; LITWINIUK et al., 2016). Estas enzimas
utilizam o acido D-glucurénico e N-acetil-D-glucosamina como substratos para sua
producéo (VIGETTI et al., 2014).
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Figura 2. Estrutura quimica do acido hialurénico. Fonte: Jiang et al., 2011.

Por outro lado, a sua degradacdo ocorre pela acdo de trés enzimas, a
hialuronidase, b-d-glucuronidase e [3-N-acetil-hexosaminidase (NECAS et al., 2008).
Este grupo de enzimas distribui-se em todo o reino animal (GIRISH & KEMPAJARU,
2007). No corpo humano, as hialuronidases podem ser encontradas em &rgaos
(testiculos, baco, pele, olho, figado, rim, Utero e placenta) e liquidos corporais
(liquido lacrimal, sangue e esperma) (MENZEL & FARR, 1998).

As hialuronidases degradam o AH em fragmentos de tamanhos variaveis,
através da hidrolizacao das ligacdes [(1-4) (PAPAKONSTANTINOU et al., 2012).
Fragmentos de baixo peso molecular que séo formados se ligam ao receptor CD44
nos leucocitos, promovendo seu recrutamento para os locais de inflamacgéo (Kumar,
2010).

Além disto, fragmentos de baixo peso molecular de AH podem estimular a
expressao de genes pro-inflamatorios e citocinas (RAYAHIN et al., 2015). Por outro
lado, fragmentos de AH de alto peso molecular, podem atuar protegendo o corpo
dos efeitos das ERO, enquanto o AH na sua forma de polimero, exibe propriedades
anti-inflamatérias e imunossupressivas (LITWINIUK et al., 2016).

Nos ultimos anos, as hialuronidases receberam atencao e importancia devido
a sua funcéo reguladora no metabolismo do AH (GIRISH & KEMPAJARU, 2007). O
aumento na degradacdo do AH pode auxiliar no desenvolvimento de inflamagao
cronica, hipertensdo pulmonar e cancer (ORMISTON et al., 2010; SIRONEN et al.,
2011; SIMPSON, 2015). Adicionalmente, as hialuronidases podem desempenhar um
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papel importante no processo de progressdao tumoral (TOOLE et al., 2004,
SIRONEN et al., 2010).

Neste sentido, diversos trabalhos com extratos de produtos naturais, tais
como, plantas (MUHIT et al., 2015), frutos (KIM et al., 2016) mel (KOLAYLI et al.,
2015), propolis (CAMPOS et al., 2015) e geoprépolis (SANTOS et al., 2017b) tem
avaliado o potencial anti-inflamatoério pelo método de inibicdo da atividade da enzima

hialuronidase.

2.4. Mutacdes e cancer

O DNA é a maior biomolécula presente nas celulas, consequentemente, pode
estar sujeito a sofrer uma maior carga de danos (VERMEIJ et al., 2014). Erros que
podem ocorrer durante sua replicacdo, bem como danos ocasionados nesta
biomolécula e que foram reparados erroneamente, sdo fatores que resultam em
mutacdes (GREENMAN et al., 2007; MARTINCORENA & CAMPBELL., 2015).

As mutacOes podem ser classificadas em germinativas, que ocorrem quando
uma informagdo genética €é passada para cada célula filha durante o
desenvolvimento e divisdo celular, e assim, individuos das proximas geracdes
podem herdar estas mutacfes e expressa-las durante algum momento de sua vida
(HARRIS et al.,, 2013; PODURI et al., 2013). Enquanto muta¢des somaticas, sao
aquelas que devido a uma combinacdo de fatores, surgem apos a fertilizacdo e
durante a producdo de DNA, a medida que as células se dividem e se diferenciam
em um determinado tipo celular, podendo distinguir-se das células genitoras
(HARRIS et al., 2013; MITCHELL, 2018). As mutacdes somaticas podem ocorrer nos
genomas de todas as células em divisdo (GREENMAN et al., 2007).

Estas mutacOes ainda podem ser influenciadas pela exposicdo a agentes
mutagénicos de origem exégena e enddégena (GREENMAN et al., 2007;
MARTINCORENA & CAMPBELL, 2015). Como fontes exdgenas citamos produtos
quimicos (VERMELJ et al., 2014), luz ultravioleta, fumaga proveniente de cigarros
(HARRIS, 2013), infec¢bes por patdgenos, toxinas ambientais e radiacdes ionizantes
(AYALA et al.,, 2014). Endégenamente, substancias produzidas durante o
metabolismo celular normal como as especies reativas de oxigénio e nitrogénio
(COOKE et al., 2003), podem atuar de forma incessante gerando varios tipos de
danos ao DNA (VERMEIJ et al., 2014).
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Estas lesbes no DNA interferem em suas principais fungdes, como
armazenamento seguro, transmisséao e uso de informacao genética (VERMEIJ et al.,
2014). Além disto, uma deficiéncia nas vias de reparo do DNA pode ocasionar a
restauracdo incorreta destas lesdes ou deixa-las sem reparacdo, levando a
instabilidade genémica ou mutagbes que possam contribuir diretamente para uma
grande variedade de doencas humanas, incluindo o cancer (JIN & ROBERTSON,
2013).

A carcinogénese ¢é caracterizada como um estado descontrolado do
crescimento celular (JEGGO et al., 2016), em outras palavras, o cancer resulta da
proliferacdo clonal de uma unica célula anormal (MARTICORENA & CAMPBELL,
2015), esta doenca pode ser decorrente de lesdes oxidativas que ocasionam
mutacdes (VERMEIJ et al., 2014) que variam desde substituicdo de base simples a
aberracfes de grande escala, como translocacdes e altera¢cdes no numero de copias
(COOKE et al., 2003; HARRIS et al., 2013).

O cancer também pode ser resultante de um acumulo de muta¢des nos genes
gue controlam diretamente a divisdo e morte celular (LENGAUER et al.,, 1998).
Adicionalmente, a exposicdo a agentes mutagénicos aumentam a frequéncia de
mutacdes em células somaticas e germinativas humanas. A inducdo de mutactes
em células somaticas pode levar a aumento do risco de cancer (DUBROVA et al.,
2016).

O etil metanosulfonato (EMS) é um composto de alquilacdo utilizado em
pesquisas para induzir mutagdes genéticas, através de lesées no DNA (HARTMAN
et al., 2014; MOHD-YUSOFF et al., 2015), mais especificamente nos nucleotideos
guanina e adenina (HARTMAN et al.,, 2014). Nestas muta¢cfes, as guaninas séo
alquiladas e as timinas desemparelhadas, gerando transicdes de G/C para A/T
(MOHD-YUSOFF et al., 2015).

O EMS tem sido utilizado em numerosos estudos de genotoxicidade (UYSAL
et al., 2012; MATIC et al., 2015; JIN et al., 2017; LEE et al., 2018), além disso, seus
efeitos tem sido avaliados em plantas (TALEBI et al., 2012), microalgas (KAWAROE
et al., 2015), células de linfécitos humanos (SOTTO et al., 2010), ratos transgénicos
(CAO et al.,, 2014), nematdides (Caenorhabidtis elegans) (SARIN et al.,, 2010),
insetos (HAELTERMAN et al. 2014), bactérias (ISHIl et al., 2015), e leveduras

(GRUBER et al., 2012). Adicionalmente, na literatura sao reportados estudos com
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extratos naturais que demonstram potencial antimutagénico, através da reducéo de
mutacdes ocasionadas por agentes mutagénicos, incluindo o EMS (PASCOAL et al.,
2014; CARMONA et al.,, 2016; GANAIE et al.,, 2016; CARMONA et al., 2017),
Mitomicina C (MMC) (DI GIORGIO et al., 2015) e N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina
(MNNG) (DEL-TORO-SANCHEZ et al., 2014).

De acordo com Kada & Shimoi. (1987), o termo antimutagénico refere-se a
compostos capazes de reduzir a taxa ou frequéncia de mutacoes,
independentemente do mecanismo envolvido. Sejam mutagcbes provenientes de
eventos genotoxicos espontaneos ou induzidos (DURNEV, 2018). Além disso, 0s
antimutagénicos podem ser compostos de origem natural ou sintética (MIKHAILOV
et al., 2015; MOHAMMED, 2016).

Um agente antimutagénico pode desempenhar acdo no meio extracelular
(desmutagénico), onde inativa agentes mutagénicos, ou acao intracelular (bio-
antimutagénico), onde influencia processos de reparacdo, por exemplo (KADA &
SHIMOI, 1987). Conforme o mecanismo de acdo, podem ser classificados em
diferentes classes: como antioxidantes, indutores de reparo, inativadores,
bloqueadores ou compostos que afetam o0 metabolismo e transporte de
mutagénicos, além de outros compostos com diferentes mecanismos de agdo
(SLOCZYNSKA et al., 2014; GAUTAM et al., 2016; DURNEV, 2018). Diversos
mecanismos foram observados em compostos isolados e em extratos de origem

natural, como ilustrado na tabela 1.
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Tabela 1. Mecanismos de acgdo antimutagénicos evidenciados em diferentes

extratos ou compostos.

Fonte de Extrato ou . ~ A
= Mecanismo de acéo Referéncias
obtencgéo Compostos
Prépolis verde e Extratos ricos em - S .
" . Interag&o direta e inativacdo do mutagénico,
Baccharis compostos fendlicos e N Roberto et al. (2016)
- . captura de radicais livres
dracunculifolia flavonoides

Extrato rico em terpenos
(Limoneno, [B-tujeno, a-
mirceno, y-terpineno)

Citrus latifélia
Citrus sinensis

Captura de radicais livres
e redugdo da ativagdo do pré-mutagénico

Toscano-Garibay et al. (2017)

Applied Chemical

Co., Ltd. Quitosana

Redugdo de mutagBes através de reagdo
direta com formas ativas de mutagénicos

Chang et al. (2018)

Peumus boldus Flavonoides

Interacdo direta com agente mutagénico e

Carmona et al. (2017)

Cryptocarya alba (Antocianinas) bloqueio da alquilagéo do DNA
- Selenometionina Inducéo de reparo no DNA Seo et al. (2002)
Extrasynthese Flavonoides
. 4 . isolados/purificados Inibicdo do citocromo P4501A Kanazawa et al. (1998)
Sigma-Aldrich .
(Flavonas e Flavonois)
m fenoli I ~ =
. . co ‘postos eno ICOS. Desalquilagio de lesdes no DNA, prevengéo
Sigma-Aldrich (Rutina, guercetina, S ~
L contra alquilagdo no DNA, formacdo de B
TCI-Europe mirecitina . ) Mladenovi¢ et al. (2013)
P - barreira protetora no DNA através de
ChromaDex Acido rosmarinico, . - . L L
rutina) interacdes hidrofobicas e eletroestaticas

Secale cereale Alquiresorcinéis

Aumento de apoptose em células com
material genético danificado

Gasiorowski et al. (2001)

Extrato rico em A&cido

Camellia sinensis .
gélico

Ligacdo ou inser¢cdo em transportadores da
membrana, blogqueando a transferéncia de
mutagénicos para o citoplasma,

Hour et al. (1999)

Zingiber officinale  Oleos essenciais

Inibicdo do citocromo P450, inibicdo dos
niveis de enzimas metabolizadadoras de
xenobiéticos, aumento dos niveis de
enzimas detoxificantes uridina 5'-
difosfoglucuronil transferase e glutationa s-
transferase

Jeena et al. (2013)

Estudos com extratos

naturais antioxidantes de propolis e geopropolis

também tem sido avaliados frente ao seu potencial de impedir mutagdes (TOHAMY
et al., 2014; SANTOS et al., 2017b). Neste sentido, uma vez que a mutacdo no DNA

€ um passo crucial para o desenvolvimento do cancer (COOKE, 2003), necessita-se

a busca de substancias derivadas de produtos naturais que possam auxiliar na

prevencdo de mutacdes genéticas e consequentemente na prevencdo do

desenvolvimento do cancer.
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2.5. Resistencia microbiana

Inimeras doencas que acometem a salde humana sdo ocasionadas por
micro-organismos, embora estejam presentes na microbiota do corpo humano, em
guantidades anormais, podem ser responsaveis pelo surgimento de graves
infeccbes. Como forma de tratamento, s&o utilizados o0s medicamentos
antimicrobianos, estes farmacos auxiliam na protecéo da saude humana, atuando no
tratamento de infeccbes ocasionadas por micro-organismos (PAULA et al., 2016;
BANIN et al., 2017; OMS., 2018).

Embora estes medicamentos tenham sido utilizados para fins preventivos ou
terapéuticos, o surgimento de micro-organismos resistentes se tornou uma questéo
séria em hospitais de todo o mundo (GOLDMAN et al., 1996; CAMPOS et al., 2015).
De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS., 2018), micro-organismos
resistentes, incluindo bactérias e fungos, sdo aqueles capazes de resistir a drogas
antimicrobianas, levando a inefichcia dos tratamentos e consequentemente
persisténcia e propagacao de infeccoes.

Esta resisténcia pode surgir em virtude de mecanismos intrinsecos ou
adquiridos (PERCIVAL et al., 2005). A resisténcia intrinseca refere-se a capacidade
inata de resistir & acdo do antibiético como resultado de estruturas ou funcdes
inerentes do micro-organismo (PERCIVAL et al., 2005; BLAIR et al., 2015). Por outro
lado, a resisténcia adquirida pode surgir em consequéncia de mutacdes e/ou
aquisicdo de genes de resisténcia provenientes de outros micro-organismos
(LAXMINARAYAN et al.,, 2013; LIMA et al,. 2015). Além disso, esta resisténcia
ocorre através de varios mecanismos moleculares, tais como bombas de efluxo,
alteracdo da permeabilidade do farmaco, producdo de enzimas modificadoras de
antibiéticos e formacao de biofilmes (KHAN & KHAN, 2016; WRIGHT, 2016).

Os micro-organismos que desenvolvem resisténcia antimicrobiana, podem ser
conhecidos como superbactérias (OMS.,2018), e podem apresentar resisténcia a
multiplas drogas antimicrobianas (RMD) (NORDMANN et al., 2007; PAULA et al.,
2016; KHAN & KHAN, 2016). Dentre estes, alguns dos mais importantes sdo a
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa, (LISTER et al., 2009; PETTY et al., 2014; KHAN & KHAN, 2016).

A RMD também representa um grave problema no tratamento de infeccdes

por fungos (COSTA et al., 2014). Onde aproximadamente mais de 90% de todos os
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Obitos relacionados a estes micro-organismos, sao resultantes de espécies que
pertencem aos genéros Cryptococcus, Candida, Aspergillus e Pneumocystis
(BROWN, 2012). Dentre estes, espécies de Candida e Cryptococcus, possuem
grande importancia médica, além de apresentar RMD (BROWN, 2012; XIE et al.,
2014; CHOWDHARY et al., 2017).

Em contrapartida ao problema de resisténcia por micro-organismos, o termo
Sepse, refere-se a uma resposta desregulada e deletéria do corpo humano devido a
infeccdes, que acarreta disfuncdo de tecidos e orgdos (VINCENT et al.,, 2015;
SINGER et al., 2016; OMS.,2018). Quando associada com disfungdo de um ou mais
orgaos, denomina-se sepse grave, de outro modo, sepse com hipotensdo refrataria
a ressuscitacdo volémica, denomina-se choque séptico, onde as chances de
mortalidade sdo substancialmente aumentadas (CASTRO et al., 2008; SINGER et
al., 2016).

De acordo com a OMS., (2018), a cada ano, mais de 30 milhdes de pessoas
em todo o mundo séo afetadas por sepse, com ocorréncia de 6 milhdes de oébitos.
No Brasil, durante o periodo de 2002 a 2010, o numero de mortes atingiu a escala
alarmante de mais de nove milhdes, 12,9% de todas as mortes neste periodo
(TANIGUCHI et al., 2014). Adicionalmente, estima-se que mais de 200,000 mil 6bitos
ocorrem por ano em UTI’s brasileiras (MACHADO et al., 2017).

A sepse € a principal causa de morte em decorréncia de infecgdes,
especialmente se ndo diagnosticada e tratada com prontidao (SINGER et al., 2016),
sendo que muitas destas infeccbes sdo frequentemente resistentes a agentes
antimicrobianos (OMS., 2018). Além disto, hospitais podem servir como
reservatorios para a disseminacdo de agentes patogénicos resistentes a
antimicrobianos (GOLDMANN, 1996).

A emergéncia a nivel global de micro-organismos multirresistentes € um
problema crescente, a prevaléncia desta resisténcia pode contribuir particularmente
para o surgimento de infeccBes hospitares (LOUREIRO et al.,, 2002; LIMA et al.,
2015). Patdgenos resistentes possuem a capacidade de sobreviver em ambientes
secos, por dias, semanas e até meses (BOYCE, 2007), com isto, pacientes em UTI's
possuem alto risco de adquirir infeccbes, dependendo da gravidade da doenca,
imunossupressao ou fatores externos, tais como, ventilagdo mecénica e contato com

cateteres (LAMBERT et al., 2011). Adicionalmente, o ambiente hospitalar promove a
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resisténcia de micro-organismos devido a realizacdo de procedimentos invasivos e

uso indiscriminado de antimicrobianos (PAULA, 2016).

2.5.1. Medicamentos Antimicrobianos

Medicamentos antimicrobianos possuem a finalidade de eliminar micro-
organismos que ocasionam o surgimento de infec¢cdes em seres humanos (OMS,
2018). Estes compostos atuam em niveis bioquimicos, moleculares e estruturais
(KOHANSKI et al.,, 2010), o que pode resultar na inibicdo do crescimento e da
divisdo ou morte celular de bactérias (medicamentos bacteriostaticos ou
bactericidas) (NEMETH et al., 2015) e fungos (medicamentos fungistaticos ou
fungicidas) (ROEMER & KRYSAN, 2014). Adicionalmente, sdo classificadas em
drogas de pequeno ou amplo espectro, sendo ativas contra poucos ou uma

variedade de micro-organismos, respectivamente (LEVINSON, 2010).

2.5.2. Antibacterianos

Séo utilizados no tratamento de infec¢cdes ocasionadas por bactérias gram-
positivas e gram-negativas (STEENBERGEN et al., 2005; LI et al., 2006). Algumas
das classes tradicionais e conhecidas destas drogas sdo os antibidticos pB-
lactamicos, aminoglicosideos, tetraciclinas, glicopeptideos e quinolonas (NIKAIDO,
2009; BLAIR et al., 2015; BROWN, 2016). Cada antibiético possui um determinado
mecanismo de acdo, tais como inibicdo da sintese da parede celular, sintese
proteica e da sintese de acidos nucleicos (KURTBOKE, 2017).

Os B-lactamicos sdo um grupo de antibidticos caracterizados pela presenca
de um grupamento heterociclico azetidonona denominado anel beta-lactamico
(TAVARES, 2014). Dentro da classe dos antibiéticos B-lactamicos, citamos as
penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos (BROWN, 2016). Estes antibiéticos
séo bactericidas (ROEMER & KRYSAN, 2014), e atuam na sintese da parede celular
das bactérias (KOHANSKI et al., 2010) através da Inibicdo das ligagBes cruzadas
(transpeptidacao) do peptideoglicano (LEVINSON, 2010).

Os aminoglicosideos sdo uma classe de antibidticos bactericidas utilizados
especialmente contra bacilos gram-negativo (LEVINSON, 2010). S&o formados por
acucares, grupamentos amina e possuem em sua estrutura molecular um

grupamento aminociclitol (TAVARES, 2014). Alguns exemplos sdo a canamicina,
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neomicina e gentamicina, estes sdo capazes de atuar na sintese proteica de micro-
organismos e contribuir para formacao de ERO (KOHANSKI et al., 2007; KOHANSKI
et al., 2010; BROWN, 2016).

Descobertas na década de 1940, as tetraciclinas, sdo produzidas por
bactérias do género Streptomyces (TRABULSI & ALTERTHUM, 2008) e sao
antibioticos que bloqueiam a ligacdo do aminoacil-tRNA em seu sitio ribossémico,
inibindo assim a sintese protéica (CHOPRA & ROBERTS, 2001). As tetraciclinas
foram os primeiros antibiéticos de amplo espectro (KURTBOKE, 2017) e apresentam
atividade bacteriostatica contra uma variedade de bactérias gram-positiva e gram-
negativa (LEVINSON, 2010).

Os glicopeptideos sdo constituidos por complexas e grandes estruturas
ciclicas, o que confere sua resisténcia a acdo de enzimas proteoliticas B—
lactamases (TAVARES, 2014). S&o antibidticos bactericidas derivados de
actinomicetos, atuam na parede celular bacteriana e como exemplos citamos, a
Vancomicina e (B-avoparcin (BUTLER et al., 2014b; BROWN, 2016; SUGIMOTO et
al., 2017). A Vancomicina, é utilizada no tratamento de infec¢cdes agudas por micro-
organismos patogénicos gram-positivos, € capaz de inibir a biossintese do
peptideoglicano (SINGH et al., 2017), pois liga-se de forma direta com a porcéo D-
alanil-D-alanina de pentapeptideos, impedindo assim a acdo de transpeptidases e
inibe a acdo de enzimas transglicosilases (LEVINSON, 2010).

As quinolonas sao antibiéticos bactericidas de origem sintética e sdo capazes
de inibir a sintese de DNA em bactérias, atuando em DNA girases e topoisomerases
Il e IV (KOHANSKI et al., 2010; BROWN et al., 2016). A primeira quinolona, o acido
nalidixico, foi isolada como subproduto da sintese da cloroquina e disponibilizada no
tratamento de infeccdes urinarias (BRUNTON, 2011). Adicionalmente,
pesquisadores aprimoraram as quinolonas, através da adicdo de flior em suas
estruturas, surgindo as fluroquinolonas, como enoxacinas, perfloxacinas e
ciprofloxacinas (KURTBOKE, 2017).

2.5.3. Antifungicos

Infec¢gbes ocasionadas por fungos se tornaram cada vez mais comuns, onde
pacientes portadores de Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) e pacientes
com as defesas imunologicas suprimidas sdo particularmente mais suscetiveis a
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infecgbes fungicas (BRUNTON, 2011). Como opg¢des de tratamento podem ser
utilizadas diferentes classes de farmacos antifiUngicos, que incluem os azais,
polienos, equinocandinas e analogos de pirimidinas (SUCHER et al., 2009;
ROEMER & KRYSAN, 2014; LOHSE et al., 2017).

Os azobis sdo compostos quimicos heterociclicos aromaticos que apresentam
atomos de carbono substituidos por atomos de nitrogénio (TAVARES, 2014). Sdo os
mais utilizados e incluem exemplos como fluconazol, voriconazol e posaconazol (XIE
et al., 2014). Como mecanismo de acao, estes compostos atuam através da inibicao
competitiva da lanosterol 14-alfa-demetilase, a principal enzima de formacdo de
esteroides, acarretando a deplecdo de ergosterol e acumulacdo de lanosterol, e
consequentemente a inibichio do crescimento fangico (LEVINSON, 2010;
BRUNTON, 2011; KURTBOKE, 2017).

Os polienos sédo substancias formadas por atomos de carbono com dupla
ligacdo, sdo moléculas de caracteristica anfipatica e sao produzidos por
actinomicetos do solo (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006; TAVARES, 2014;
KURTBOKE, 2017). Nesta classe, a anfotericina B € um exemplo bem conhecido de
polieno que apresenta importante atividade antifingica (BRUNTON, 2011; ROEMEr
& KRYSAN, 2014; TAVARES, 2014). Antifungicos desta classe sdo capazes de se
ligar ao ergosterol, o principal esterol das membranas fangicas, ocasionando a
formacéao de poros, desestabilizacdo da membrana e consequentemente indugcédo do
vazamento do conteudo celular, até a letalidade (ODDS et al., 2003; LOHSE et al.,
2017).

As equinocandinas sdo lipopéptideos ciclicos e atualmente mais de vinte
destes compostos naturais foram isolados (KURTBOKE, 2017). Existem trés
equinocandinas que foram aprovadas pela Food and Drug Administration, sdo elas,
a caspofungina, micanfungina e anidulafungina (SUCHER et al.,, 2009). Estes
compostos inibem a sintese de 3-1,3-glucano, que é importante para a formacéo da
parede celular fungica, esta inibicdo acomete a integridade da parede celular,
provocando a lise osmotica da célula (LEVINSON, 2010; LOHSE et al., 2017).

Os nucleotideos timina, citosina e uracila sdo bases pirimidinicas e
componentes essenciais que constituem acidos nucleicos como DNA e RNA
(SHARMA et al., 2014). De acordo com a literatura, existem agentes farmacéuticos

modernos que contém fragmentos de pirimidina (ELGEMEIE et al.,, 2017). A
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flucitosina (5-FC) é um analogo de pirimidina fluorada, que foi sintetizada em 1957
como um analogo de citosina para o tratamento de leucemia, sendo que em 1963 foi
evidenciada sua atividade antifangica (ANDRIOLE, 1999). Esta atividade ocorre em
funcdo deste composto conseguir mimetizar nucleotideos e se incorporar em acidos
nucleicos (DNA e RNA) de células fangicas, interferindo assim na sua replicacdo de
DNA e sintese proteica (LOHSE et al., 2017).

2.6. Micro-organismos de importancia médica resistentes a antimicrobianos
2.6.1. Cocos gram-positivos

2.6.1.1. Staphylococcus aureus

A bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus € uma bactéria comensal e
patdgena humana (TONG et al., 2015). E presente em regides do corpo humano,
como maos, pescoco, faringe, axilas, abdomen e nariz (WERTHEIM et al., 2005) e
atua como uma das principais causas de bacteremia, endocardite infecciosa,
infeccdes osteoarticulares, cutaneas, pleuropulmonares e pneumonia (DELEO et al.,
2010; TONG et al., 2015). Além disso, espécies de S. aureus s&o responsaveis por
20,7% das sepses, 20% dos casos de pneumonia e 19,7% das infeccbes de pele e
dos tecidos moles na América Latina (GALES et al., 2012).

Nas décadas de 40 e 50, foram reportadas infeccbes hospitalares de S.
aureus resistentes a penicilina e na década de 70 ao antibiotico meticilina (LIMA et
al., 2015). Durante os ultimos anos, a S. aureus meticilina resistente (MRSA) se
espalhou globalmente, sendo presente na maioria de hospitais, onde podem atuar
como uma importante fonte de infec¢cées adquiridas (WERTHEIM et al., 2005;
NIKAIDO, 2009).

A maioria das cepas de S. aureus resistentes adquiriram um plasmideo que
codifica uma penicilinase (B-lactamase), enzima que inativa o antibioticos por
hidrélise do anel B-lactamico, por sua vez, a resisténcia da S. aureus a meticilina se
deve a aquisicdo do gene mecA, que codifica enzimas que interferem na acdo deste
antibiotico (LIMA et al., 2015). Adicionalmente, a SAMR ja possui importancia em
nivel global (NIKAIDO, 2009; HARRIS et al., 2010), sendo que sua resisténcia a
vancomicina também é um problema de saude publica reportado h& varios anos
(CDC, 1995). SAMR e S. aureus resistente a vancomicina estao entre as 12 familias

de bactérias que representam a maior ameaca para a saude humana, ocupando o
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segundo lugar na lista de alta prioridade para desenvolvimento de novas drogas
(OMS., 2018).

2.6.1.2. Enterococcus faecalis

A bactéria gram-positivo Enterococcus faecalis € um micro-organismo
anaerobio facultativo (VIDANA et al., 2010). Micro-organismos desta espécie séo
robustos, versateis e possuem habilidades para sobreviver em condi¢cdes adversas,
como ambientes com altas concentracdes de sal e temperaturas que variam desde
10° C a 45° C (ARIAS et al., 2012).

E. faecalis séo cocos e podem ocorrer de forma isolada, em pares ou como
cadeias curtas, habitam a cavidade oral, sdo encontrados em fezes e principalmente
no trato gastrointestinal humano, (STUART et al., 2006; ARIAS et al., 2012), sendo
presentes em diversos ambientes, incluindo alimentos, agua, solo e plantas (MATOS
et al., 2013). Infec¢Bes endodbnticas (BEGANOVIK et al., 2018), no trato urinario
(SHAH et al.,, 2018) e pericardites (NEHME et al.,, 2017) que afligem a saude
humana, sdo ocasionadas por micro-organismos desta espécie.

Em termos de resisténcia, E. faecalis se mostra resistente a uma grande
variedade de antibidticos, tais como, gentamicina, oxacilina, ampicilina, clindamicina,
cefalosporinas, aminoglicosideos e vancomicina, 0 que a caracteriza como uma
bactéria resistente a multiplas drogas (ARIAS et al., 2012; OLI et al., 2012). Além
disso, possui resisténcia contra o antibidtico daptomicina através de alteracdes na
interacdo da membrana (ARIAS et al., 2012) Adicionalmente, esta espécie promove
formacéao de biolfimes, o que contribui para infecgcdes mais persistentes e resisténcia
(TOLEDO-ARANA et al., 2001; OLI et al., 2012).

2.6.2. Bacilos gram-negativos

2.6.2.1. Escherichia coli

Esta espécie gram-negativo € conhecida como um comensal inofensivo e
essencial que ocorre naturalmente no trato gastrointestinal de animais e humanos
(CABRAL et al., 2010; CROXEN et al., 2013). E capaz de crescer tanto
aerobicamente e anaerobicamente (GONZALEZ et al., 2017), e de preferéncia em
ambientes a 37 ° C (WANG et al., 2010).
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A maioria de suas cepas nao é patogénica (CABRAL et al., 2010), entretanto,
algumas cepas de E. coli podem divergir das cepas comensais, assumindo uma
natureza patogénica (KAPER et al., 2004), adicionalmente, estas cepas podem
apresentar fatores especificos de viruléncia (fimbrias, capsula e lipopolissacarideo),
0 que contribui com sua capacidade de causar um amplo espectro de doencas
(BIEN et al., 2011).

Dentre as cepas patogénicas, podemos citar E. coli enteropatogénicas
enterohemorragicas, enterotoxigenicas, uropatogénicas, e extracelular patogénicas
(KAPER et al., 2004). Estas séo relacionadas com infec¢bes do trato urinério,
sepses, meningite, lesbes em células epiteliais intestinais e principalmente o
desenvolvimento de diarréia (CABRAL et al., 2010; CROXEN et al., 2013).

A E. coli é uma bactéria RMD de grande importancia (SAENZ et al .,2004;
POIREL et al., 2010). Cepas desta espécie podem possuir genes que codificam
resisténcias multiplas (KORZENIEWSKA et al., 2013), dentre estas, a E. coli (ST131)
€ disseminada globalmente e esta associada com infeccbes do trato urinario
humano e sepse (PETTY et al., 2014). Adicionalmente, esta cepa é a principal causa
de infeccbdes graves resistentes a multiplos farmacos nos Estados Unidos
(JOHNSON et al., 2010).

Formas de resisténcia desta espécie incluem a producdo de enzimas [-
lactamases, conferindo resisténcia a antibioticos 3-lactamicos (PITOUT et al., 2012),
producédo de B-lactamases de espectro estendido, que confere sua resisténcia a
antibiéticos como cefalosporina (JOHNSON et al., 2010) e bombas de efluxo (BLAIR
et al., 2015).

2.6.2.2. Pseudomonas aeruginosa

A P. aeruginosa atua como um patdégeno oportunista, € encontrada em
plantas, animais e humanos (LISTER et al., 2009), pode acarretar infeccdes
pulmonares (LYCZAK et al., 2000) e pneumonia (HIRSCH & TAM, 2010). Além
disso, esta espécie expressa varios fatores de viruléncia como flagelos, pili e LPS
gue contribuem para sua patogénese (RAMACHANDRAN, 2014).

Esta espécie consegue sobreviver com exigéncias nutricionais minimas e
tolerar uma variedade de condi¢gBes fisicas, o que justifica sua persisténcia em

ambientes hospitalares (LISTER et al., 2009). Na América Latina espécies de
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Pseudomonas spp. sao responsaveis por 7,5% das sepses, por 31,2% dos casos de
pneumonia e por 13,8% das infeccdes de pele e dos tecidos moles (GALES et al.,
2012).

Este micro-organismo é intrinsecamente resistente a uma ampla gama de
drogas (ZAVASCKI et al., 2010). Na literatura € descrito que esta espécie apresenta
resisténcia aos antibiéticos cefalosporinas, penicilinas, aminoglicosideos, quinolonas
e carbapenemicos, (FALAGAS et al., 2006; ZAVASCKI et al., 2010).

Esta RMD ocorre devido aos seus mecanismos de resisténcia, como
producéo de b-lactamases, enzimas modificadoras de aminoglicosideos, bombas de
efluxo, modificacdo do sitio-alvo e alteracdo da membrana (HANCOCK, 1998;
ZAVASCKI et al., 2010; HIRSH & TAM, 2015). Além disso, a P aeruginosa resistente
a carbapenemicos possui prioridade critica, ocupando segundo lugar no top 12 das
bactérias que necessitam urgentemente do desenvolvimento de novas drogas
antimicrobianas (OMS, 2018).

2.6.3. Fungos

2.6.3.1. Cryptococcus neoformans

A levedura C. neoformans é um fungo patogénico oportunista que surgiu
como uma importante causa de morbidade e mortalidade em pessoas com
deficiéncias imunoldgicas (GILES et al., 2009). Este fungo tem uma distribuicdo
mundial, e é freqientemente encontrado em solos contaminados com excre¢éo
avidria (CASADEVALL et al, 2003). O mesmo pode ocasionar meningite
(BOULWARE et al., 2014), infec¢des na laringe e possui certos fatores de viruléncia
(capsula de polissacarideo, melanina e proteases), para contornar as defesas do
hospedeiro, (CASADEVALL et al., 2003; BERGERON et al., 2015).

Nos casos de imunocompeténcia, estes fungos podem promover uma
infeccdo latente que posteriormente se disseminara apdés uma imunossupressao
futura (MUNSHI et al., 2018), por exemplo, a maioria dos pacientes com AIDS
infectados com C. neoformans desenvolve meningite (SAR et al., 2004).
Adicionalmente, estudos recentes revelam que anualmente surgem 278.000 mil
casos de antigenemia criptocécica, com a meningite sendo a causa de 15% das
mortes relacionadas a AIDS (RAJASINGHAM et al., 2017).
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Um fator importante que pode contribuir para sua alta taxa de morbidade é a
resisténcia deste fungo a varios antifungicos, tais como flucitosina (ALEXANDER &
PERFECT, 1997), fluconazol (SMITH et al., 2015; BONGOMIN et al., 2018),
equinocandinas (MALIGIE & SELITRENNIKOFF, 2005) e anfotericina B (ANDRADE-
SILVA et al., 2013).

2.6.3.2. Candida albicans

Espécies de Candida comumente residem como organismos comensais,
sendo parte do microbioma normal no intestino, cavidade oral ou vagina em
aproximadamente 50% da populacdo (MOYES & NAGLIK, 2011). Dispositivos
médicos, como 0s cateteres intravasculares, podem se tornar colonizados com
Candida sp., permitindo o desenvolvimento de estruturas de biofilme e disseminacéo
de infeccbes (RAMAGE et al., 2012).

Dentre as espécies do género Candida, a C. albicans ocasiona infec¢des na
mucosa oral e tratos genitais, em adi¢do, este microrganismo € o segundo maior
agente responsavel por infeccdes fungicas no mundo (BROWN et al.,, 2012). Em
individuos imunocomprometidos este fungo pode se proliferar exageradamente e
acarretar o surgimento de patologias, sendo que em 42% dos casos é fatal (MOYES
& NAGLIK, 2011; FORD et al., 2015).

O fungo C. albicans ainda pode apresentar resisténcia a varios antifingicos,
tais como, fluconazol, flucitosina (ALEXANDER & PERFECT, 1997) pirimidina
fluorada e anfotericina B (CANNON et al., 2007). Esta espécie desempenha esta
multipla resisténcia através dos seguintes mecanismos: (1) inducdo de bombas de
efluxo, codificadas pelos genes MDR1, CDR1, CDR2, (2) alteracdo do sitio-alvo,
devido a mutacdes no gene (ERG11), (3) alteracéo de vias biosintéticas, prevenindo
efeitos disruptivos na membrana, através de mutacdes no gene ERGS3, (4) mutacdes
em genes que codificam componentes da parece celular fungica e (5) formacao de
biofilmes (SANGLARD & ODDS, 2002; PFALLER, 2012; LOHSE et al., 2017).

2.7. Busca de compostos ativos em produtos naturais como uma alternativa
pararesisténcia microbiana

A diminuicdo da eficiéncia de antibioticos no tratamento de infec¢gbes comuns

se acelerou nos ultimos anos (LAXMINARAYAN et al.,, 2013). A resisténcia aos
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antimicrobianos € uma das preocupac¢des mundiais mais urgentes da medicina,
tendo em vista que, patdégenos resistentes sdo dificeis e mais caros de tratar
(SLAMA, 2008; REDGRAVE et al., 2014). Embora combina¢cbes de medicamentos
existentes ainda possam ser mais eficazes se comparados a terapia isolada, sao
necessarios novos e mais baratos medicamentos devido as dificuldades
emergenciais de resisténcia (BROWN et al., 2012).

Os produtos naturais tém sido tradicionalmente utilizados no tratamento de
infeccbes, tendo em vista que sdo fonte de inUmeros compostos bioativos (DOTA et
al., 2011). Dentre estes, cumarinas, flavoides, alcaldides, acetilenos, iridoides,
ligninas, xantonas e quinonas, possuem atividades antimicrobianas ja descritas na
literatura, desta forma, estas moléculas naturais possuem imensa importancia
terapeutica para o desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas (SALEEM et
al., 2010).

Adicionalmente, vérias classes destes compostos bioativos foram relatados
em estudos que demonstram importante potencial antimicrobiano de produtos
naturais, incluindo plantas (GHASHAM et al., 2017), 6leos essenciais (BEHBAHANI
et al., 2018) mel (TENORIO et al., 2017), propolis (CAMPOS et al., 2014) e
geopropolis de abelhas sem ferrdo (CUNHA et al., 2013a; SANTOS et al., 2017b).
Neste contexto, os compostos naturais se tornam uma alternativa essencial na

descoberta de novos medicamentos antimicrobianos.

2.8. Geoproépolis

Algumas espécies de abelhas sem ferrdo da tribo meliponini (NOGUEIRA-
NETO, 1997; FRANCHIN et al., 2013), com destaque para as espécies do género
Melipona (LIBERIO et al., 2011; CINEGAGLIA et al., 2013; DUTRA et al., 2014)
produzem o geoprépolis (figura 3), uma mistura de resinas vegetais, secrecdes
mandibulares e cera de abelhas, sendo adicionado terra em sua compoSi¢ao
(DUTRA et al., 2014). Estas espécies de abelhas armazenam grandes depdsitos
deste material dentro de suas colméias, utilizando-o como protecdo mecanica, na
vedacdo de frestas e para impedir a entrada excessiva de ar (NOGUEIRA-NETO,
1997).
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Figura 3. Geoprépolis produzida por Melipona orbignyi, coletada na regido de Dourados, estado de
Mato-Grosso-do-Sul.

No Brasil, o geopropolis tem sido utilizada por popula¢des indigenas no
estado do Maranhdo (ARAUJO et al., 2015) e por comunidades indigenas e
ribeirinhas da amaéazonia no tratamento de doencas pulmonares, inapeténcia,
infeccdo dos olhos, como agente fortificante e bactericida (SOUZA et al., 2004).
Entretanto, apesar de seu uso na medicina popular, ainda sdo escassos o0s relatos
cientificos que investigam suas atividades biologicas e composicdo quimica.
Apesar destes fatores, existem relatos importantes sobre seu emergente potencial
terapéutico, como as atividades antimicrobiana (LIBERIO et al., 2011; CUNHA et al.,
2013a), anticancer (CINEGAGLIA et al., 2013; BARTHOLOMEU et al., 2016),
antioxidante (SOUZA et al., 2013; DUTRA el., 2014; SANTOS et al., 2017b), anti-
inflamatéria (FRANCHIN et al., 2012, 2013), gastroprotetora (RIBEIRO-JUNIOR et
al., 2015) antiviral (COELHO et al., 2015) e pro-inflamatéria/imunomodulatéria
(OLIVEIRA et al., 2016) (tabela 2), além destes ha estudos sobre efeitos protetores
sobre disturbios associados a perda 6ssea, como a periodontite (CUNHA et al.,

2017) e efeitos antiproliferativos em células tumorais (SANTOS et al., 2017a).
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Este variado espectro de atividades biol6gicas do geopropolis, pode ser
associado a presenca de seus compostos quimicos bioativos. Atualmente ja foram
identificados fenilpropanoides, flavonoides (SOUZA et al., 2013), acidos fendlicos,
taninos hidrolisaveis (DUTRA et al., 2014), triterpenos, saponinas (DUTRA et al.,
2008), alcaloides (COELHO et al., 2015), estirenos, benzaldeidos e monoterpenos
(TORRES-GONZALEZ et al., 2015) e terpenos (SANTOS et al., 2017b).
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Tabela

Compostos

abelhas sem ferrao.

bioativos,

atividades
terapéuticos/mecanismos de acdo relatados sobre geopropolis de

biolégicas

e efeitos
espécies de

Espécie Substancias quimicas A_t|V|'de_1des Efenos_terapeuucczs/ Referéncias
biolégicas Mecanismo de acdo
Antimicrobiana Acgéo antimicrobiana em
Candida. albicans e contra Libério et al. (2011)
biofilmes de  Streptococcus.
mutans
Anti-inflamatéria/ Aumento de citocinas anti- S
. . - . Libério et al. (2011
Imunomodulatéria inflamatérias (IL-4 e IL-10), in ( )
vivo.
Efeito citotéxico sobre
. osteosarcoma canino, in vitro.
Compostos fendlicos e Habilidade de recrutar
Mel_lpona flavonoides, triterpenos, Anticancer macréfagos para o fc_)co tu~moral, Cinegaglia et al. (2013)
fasciculata o . ) com consequente inducéo de  gartholomeu et al. (2016)
acido urdnico e taninos metabdlitos tumoricidas.
hidrolisaveis Inducéo de apoptose,
apoptose/necrose tardia.
Disrup¢éo da membrana.
. ~ - Dutra et al. (2014
Antioxidante Reducdo de ERO. Doacao de ! ¢ )
atomos de hidrogénio.
Pré-inflamatéria e ~ Aumento na expressdo de CD80 Oliveira et al. (2016)
Imunomodulatéria e TLR-4. Aumento na producao
TNF-a
Anti-inflamatéria/ Diminuicdo de hipernocicepc¢éo
antinociceptiva mecanica através da inibigdo da Franchin et al. (2012);
producéo de IL-1B e TNF- a Franchin et al. (2013)
Diminuicdo da migracdo de
neutrofilos no processo
inflamatério, dependente da via
do 6xido nitrico.
Melipona Compostos fendlicos, Antimicrobiana Lnsit)iigéez dé)e Crgf;;?ﬁgtcooccﬂz Cunha et al, (2013)
scutellaris benzofenonas Antiproliferativa :
P aureus e S. mutans e seus Cunha et al. (2013b)
biofimes. Inibicdo da aderéncia
dos microrganismos.
Gastroprotetora A,ur_nento na produg_éo de 6xido . '
nitrico e prostaglandinas. Ribeiro-Junior et al.(2015)
Melipona Flavonoides e ioxid Doacéo de atomos de
subnitida fenilpropanoides Antioxidante hidrogénio. Souza et al. (2013)
Melipona b-fencheno, estireno, Torres-Gonzalez et al.
beecheii benzaldeidos, mono- - - (2015)
terpenos, terpenos
Scaptotrigona Alcaloides pirrolizidinicos Antiviral Inibic&o da replicag&o do virus
postica e flavonas C-glicosil herpes simples (HSV-1), Coelho et al. (2015)
. Antioxidante
Mellr()iona Terpenos, acido galico Antibactericida -
mondury Antiproliferativa Santos et al. (2017a)
. Flavononas, terpenos, Antioxidante x .
Melipona triterpenos, trigaloil Anti-inflamatéria Doagdo de atomos de
quadnfgs_mata derivados de Antimutagénica h!drogemo. Inibicdo da enzima Santos et al. (2017b)
anthidioides hialuronidase.

fenilpropanil heterosideo

Antimicrobiana

Dentre as espécies pertencentes a tribo meliponini, a Melipona orbignyi

possui localizagdo em regides neotropicais da Argentina, Bolivia e Paraguai, sendo

encontrada no Brasil, exclusivamente nos estados de Mato Grosso e Mato Grosso
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do Sul (CAMARGO & PEDRO, 2017). Esta espécie é conhecida popularmente como
Manduri-de-mato-grosso (NOGUEIRA-NETO, 1997). Na literatura existem estudos
citogenéticos (ROCHA et al.,, 2007) e comportamentais sobre esta espécie
(BONACINA et al., 2009).

Além destes, Campos et al. (2014) determinaram a composi¢cdo quimica,
atividade antimicrobiana, antioxidante e citotoxica do extrato da propolis desta
espécie, sendo comprovada a presenca de compostos fendlicos e terpenos. No
entanto, ndo existem estudos sobre a composi¢cdo quimica e atividades biol6gicas
da geopropolis produzida por M. orbignyi.

3. OBJETIVOS
3.1. Geral

O objetivo deste estudo foi investigar a composicao quimica e propriedades
antioxidante, anti-inflamatoéria, antimutagénica e antimicrobiana do geopréopolis

produzido por M. orbignyi.

3.2. Especificos

e Quantificar o teor de compostos fendlicos e flavonoides presentes no extrato
hidroetandlico de geopropdlis (EHGP) da espécie Melipona orbignyi;

e Determinar a composi¢ao quimica do EHGP por HPLC-DAD-MS/MS;

e Analisar o potencial antioxidante in vitro do EHGP, através da captura dos
radicais livres 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) e 2,2'-azino-bis 3-
ethylbenzo thiazoline-6-sulphonic acid (ABTS), inibicdo da hemdlise oxidativa
e producgéo de malondialdeido em eritrocitos humanos;

e Avaliar a atividade anti-inflamatéria do EHGP através da inibicdo da enzima
hialuronidase;

e Avaliar acdo antimutagénica do EHGP em colénias de Saccharomyces
cerevisiae através da sobrevivéncia das leveduras, frequéncia de colbnias
conversoras triptofano e reversoras isoleucina;

e Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do EHGP em bactérias gram-
positivas, gram-negativas e leveduras ATCC e resistentes a antibioticos
provenientes de fluidos biologicos hospitalares;
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4. ANEXOS
Anexo |. Artigo cientifico

O artigo cientifico descrito neste item foi publicado na revista International Journal of
Molecular Sciences, na se¢do de Bioativos e Nutracéuticos em Saude Humana e
Doencas, as normas para submissao neste periodico encontram-se disponiveis no
endereco eletronico: http://www.mdpi.com/journal/ijms/instructions

Objetivos: A revista International Journal of Molecular Sciences (ISSN 1422-0067,
CODEN: IIMCFK; ISSN 1661-6596 para edicdo impressa) fornece um férum
avancado para estudos moleculares em biologia e quimica, com forte énfase na
biologia molecular e medicina molecular. O objetivo da revista é fornecer uma
revisdo rigorosa pelos pares e permitir a publicacdo rapida de pesquisas de ponta
para educar e inspirar a comunidade cientifica em todo o mundo.

Escopo: Na revista International Journal of Molecular Sciences, as moléculas séao
objeto de estudo; Entre estes estudos, encontram-se:

e Problemas tedricos fundamentais de grande interesse em biologia, quimica e
medicina;

e Avancado progresso técnico experimental de amplo interesse em biologia,
guimica e medicina; e

e Aplicacéo de teorias e novas tecnologias a estudos e calculos experimentais
especificos.

Fator de impacto: 4,556
Qualis-Capes: Estrato B1 (area de avaliacdo Biodiversidade)
Qualis-Capes: Estrato A2 (area de avaliacédo Biotecnologia)
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Abstract: Geopropolis is a resin mixed with mud, produced only by stingless bees. Despite being
popularly known for its medicinal properties, few scientific studies have proven its biological
activities. In this context, the objective of this study was to determine the chemical composition and
antioxidant, anti-inflammatory, antimutagenic and antimicrobial activities of the Melipona orbignyi
geopropolis. The hydroalcoholic extract of geopropolis (HEGP) was prepared and its chemical
composition determined by high performance liquid chromatography coupled to diode array detector
and mass spectrometry (HPLC-DAD-MS). The antioxidant activity was determined by the capture
of free radicals and inhibition of lipid peroxidation in human erythrocytes. The anti-inflammatory
activity was evaluated by the inhibition of the hyaluronidase enzyme and the antimutagenic action
was investigated in Saccharomyces cerevisiae colonies. The antimicrobial activities were determined
against bacteria and yeasts, isolated from reference strains and hospital origin. The chemical
composition of HEGP included flavonoids, derivatives of glycosylated phenolic acids and terpenoids.
HEGP showed high antioxidant activity, it inhibited the activity of the inflammatory enzyme
hyaluronidase and reduced the mutagenic effects in S. cerevisize. In relation to the antimicrobial
activity, it promoted the death of all microorganisms evaluated. In conclusion, this study reveals
for the first time the chemical composition of the HEGP of M. orbignyi and demonstrates its
pharmacological properties.

Keywords: HPLC-DAD-MS 1; phenolic compounds 2; lipid peroxidation 3; hyaluronidase 4;
mutation 5; microorganisms 6

1. Introduction

Geopropolis is an apicultural product used in popular medicine for the treatment of digestive,
respiratory, visual, female fertility, and dermatosis problems, in addition to being antiseptic and
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immunostimulatory [1,2]. In Brazil, it is used by indigenous communities in the Amazon region [3]
and in the northeast of the country [4].

This material is exclusively produced by stingless bees (Hymenoptera, Apidae,
and Meliponinae) [5-7] found in the Neotropical region [8]. To produce geopropolis, bees
add their mandibular secretions and waxes to the exudates collected from plant materials and mix
mud into the result, conferring unique characteristics to this product [7]. This material is used in the
beehive to seal cracks, provide mechanical protection and prevent excessive entry of air [9].

In recent years, some scientific reports have described the therapeutic properties of the
geopropolis produced by different species of stingless bees, such as antimicrobial [5], anticancer [2],
antioxidant [7,10], anti-inflammatory [6,11], gastroprotective [12] and antiviral [13] activities.

Regarding its chemical composition, the presence of phenylpropanoids, flavonoids [10], phenolic
acids, hydrolysable tannins [7], triterpenes, saponins [14] and alkaloids [13] have been described,
compounds that may be related to the biological properties of this bee product. Despite the growing
interest in the pharmacological properties of the geopropolis produced by the Melipona, the data in
the literature remain very scarce compared to those on the propolis of the Apis mellifera species. In the
Chemical Abstract database, only 35 studies involving geopropolis were found, while more than
4000 papers studied the chemical composition and biological properties of Apis propolis [15].

Melipona orbignyi is among the species of bees that produce the geopropolis (Guérin, 1844),
popularly known in Brazil as Manduri-de-Mato-Grosso [9]. This species is found in South America,
specifically in Argentina, Bolivia, Paraguay and Brazil, in the latter being restricted to the states of
Mato Grosso and Mato Grosso do Sul [8]. In addition to geopropolis, other bee products are also
produced by this species, such as honey and propolis. Recently, Campos et al. [16] described the
chemical composition and biological activities of the propolis produced by M. orbignyi, in the only
study thus far reported on the products generated by this species.

In this context, the objective of this study was to investigate the chemical composition and
antioxidant, anti-inflammatory, antimutagenic and antimicrobial properties of the geopropolis
produced by M. orbignyi.

2. Results
2.1. Chemical Analysis

2.1.1. Determination of Phenolic Compounds and Flavonoids

The content of phenolic compounds present in the M. orbignyi geopropolis extract was
121 £+ 0.6 mg expressed in mg of gallic acid equivalents (GAE)/g of hydroalcoholic extract of
geopropolis (HEGP), and the total flavonoid content was 19.9 + 1.1 mg expressed in mg of quercetin
equivalent (QE)/g HEGP.

2.1.2. Chemical Composition of HEGP by High Performance Liquid Chromatography Coupled to
Diode Array Detector and Mass Spectrometry (HPLC-DAD-MS)

A complex composition of HEGP was observed by HPLC-DAD-MS analyses (Figure 1). Several
compounds exhibited UV absorption (Table 1, compounds 1-16) and thus conjugated chromophores,
including flavanones, flavanonols and glycosylated phenolic acid derivatives. The identification of
substances 3, 8, 10 and 13 was based on their UV spectra, which exhibited an absorption band centered
at 290 nm, compatible with flavanones and flavanonols [17]. The molecular formulas were confirmed
from deprotonated ions with accurate mass (Table 1). The structural characterizations were also based
on fragment ions yielded from B-ring cleavages and the loss of CO, as well as the losses of radical
methyl (15 u) for methylated compounds (Table 1). These fragmentation pathways are characteristic
of flavonoids [18,19]. Thus, compounds 3, 8, 10 and 13 were identified as aromadendrin, naringenin,
methyl aromadendrin and methyl naringenin, respectively. Flavonoids 3 and 8 were already identified
from the geopropolis of Melipona interrupta and Melipona seminigra [20,21].
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The glycosylated phenolic acid derivatives consisted of galloyl, cinnamoyl and coumaroyl
substituents exhibiting two or three O-phenolic acids in the structures. The peaks of 1, 2,
4, 5, 6, 9 and 12 showed a fragment ion at m/z 169 (C;Hs0s5)” in negative ion mode,
confirming the presence of galloyl in the structures. In addition, compounds 4, 6, 9 and
12 also showed product ions at m/z 313 (Ci;3H1309)” and 163 (CoH;O3)~ related to the ions
[M-H-coumaroyl-H,O]~ and [M-H-galloyl-hexosyl] ~, respectively. All this spectral information taken
together allowed the putative identification of the compounds as O-coumaroyl O-galloyl-hexoside
(1), O-coumaroyl O-galloyl-hexoside (2), di-O-galloyl O-coumaroyl-hexoside (4), O-cinnamoyl
O-galloyl-hexoside (5), di-O-galloyl O-cinnamoyl-hexoside (6), di-O-coumaroyl-hexoside (7),
di-O-coumaroyl O-galloyl-hexoside (9), O-cinnamoyl O-coumaroyl-hexoside (10) and O-cinnamoyl
O-coumaroyl O-galloyl-hexoside (12). All the data were compatible with data previously published
for these compounds [22].

The compounds at the end of the chromatogram did not absorb in the UV region and had a
molecular constitution typical of terpene derivatives; they belong to the classes of sesquiterpenes
(compound 19), diterpenes (compounds 17, 18 and 20) and triterpenes (21, 22, 23 and 25), which are
common in propolis and geopropolis [16,23-25]. Due to the huge variety in the skeleton arrangement
of these classes and the lack of systematic information about fragmentation by ESI in the literature,
these compounds were not completely identified.

Intens.
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) 10
x10"
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0 10 20 30 40 50 g0 Time [min]

Figure 1. Base peak chromatogram in negative ion mode and UV spectrum in the range of 270-300 nm
of the Melipona orbignyi geopropolis extract. Peaks 1 to 26 are identified in Table 1.
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Table 1. Compounds identified from Melipona orbignyi geopropolis extract by high performance liquid chromatography coupled to diode array detector and mass
spectrometry (HPLC-DAD-MS).

Peak Identification Molecular Formula RT (min) UV (nm) [M-H]~ m/z Error (ppm) MS/MS ml/z
1 O-coumaroyl O—galloyl-hexoside CpoHp»O1n 241 289 and 309 477.1029 2.0 313 (C13H1309) 7, 271 (C11H1108) ~, 169 (C;H505)~
g . E . 313 (C13H1309) ™, 265 (C13H1306) ~, 235 (C12H1105) 7,
2 O-coumaroyl O-galloyl-hexoside CyoH»O1p 24.8 289 and 309 477.1022 34 205 (C1HgOy)~, 169 (C;HsOs)
3 Aromadendrin Ci5Hi,04 252 289 287.0553 27 259 (C14H1105) ™, 177 (C19HeO3)~
i-O- _ i 465 (CoH17013) ™, 459 (C2H19011) ™, 313 (C13H1309) 7,
4 Di-O-galloyl Ocoumaroyl-hexoside C9Hp016 26.1 286 and 308 629.1122 42 271 (C1yHy,Og)~, 169 (CyHsOs)~
5 O—cinnamoyl O—galloyl—hexoside CZZHZZOH 30.8 280 461.1085 1.0 211 (C9H7O6)7, 169 (C7H5O5)7, 161 (C10H902)7
i-O- —ci B ; 465 (C2H17013) 7, 313 (C13H1300) ™, 271 (C11H11Og) ™,
6 Di-O-galloyl O-cinnamoyl-hexoside Cy9Hy6015 32 280 613.1186 21 211 (CoHyO4)~, 169 (C;H5O5)~
A R . 325 (Cy5H1708) ™, 307 (C15H1507) ™, 265 (C13H1306)
7 Di-O-coumaroyl-hexoside Cy4H4019 324 299 and 311 471.1287 2.0 163 (CoH,O3)~, 145 (CoHsOp)
Naringenin C15H1205 329 284 271.0614 0.9 -
. . R : 459 (C2H19011) 7, 313 (C13H1309) 7, 271 (C11H11Og) 7,
9 Di-O-coumaroyl O-galloyl-hexoside C31Hp8014 34.3 290 and 311 623.1405 0.2 211 (CoHyOg)~, 169 (C;Hs05)~,163 (CoHyOs)
: 273 (C15H1305) 7, 240 (C14HgO4) ™, 179 (CsH305) 7,
10 Methyl aromadendrin C16H140¢ 35.3 290 301.0721 1.0 165 (CgH5O3)
11 O-Cinnamoyl-O-coumaroyl-hexoside Cp4Hp409 38 285 and 310 455.1359 25 163 (C9H;03)~, 145 (CoH50,) ™
O-Cinnamoyl O-coumaroyl 461 (CppH»1011)~, 443 (CoH19019) ~, 313 (C13H1309)~,
12 O-Galloyl-hexoside Ca1H25013 388 285 and 310 607.1462 08 271 (Cy3Hy Og)—, 211 (CoHyOg)~, 169 (C;HsOs)~
13 Methyl naringenin C16H1405 40.3 285 285.0777 29 165 (CgH504) ™
14 Unknown CpsHpO5 409 293 421.1289 1.0 393 (Co3Hay Og)~
15 Unknown C24H2207 42.1 295 421.1288 0.9 393 (C23H21 05)7
16 Unknown CosH O 453 288 405.1337 16 -
17 Diterpene CyoH3,03 45.8 - 319.2260 34 -
18 Diterpene CyoH3,03 46.3 - 319.2261 0.9 -
19 Sesquiterpene C15H» Oy 46.9 - 265.1454 3.3 -
20 Diterpene ester CpH3404 51.9 280 361.2356 4.0 301 (CopH290,) ™
21 Triterpene C30Hyg04 54 - 471.3459 44 -
22 Triterpene C30Hyg04 55.3 - 471.3464 33 -
23 Triterpene C30HyO4 55.6 - 469.3305 39 -
24 Unknown C24H3803 58.8 - 373.2736 3.3 329 (C23H37O)7
25 Triterpene C31Hyg03 62.7 - 467.3509 4.6 -
26 Unknown CaaH3605 64 - 371.2580 3.0 327 (Co3H350)~

RT: retention time; —: non observed /detected means.
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2.2. Antioxidant Activity

2.2.1. Capture of Free Radicals DPPH*® and ABTS**

HEGP inhibited 50% of the free radicals (ICsp) at a concentration approximately six times higher
than the ascorbic acid control, in both the DPPH*® radical capture assay and the ABTS®**. In turn,
it presented results similar to the reference antioxidant BHT in both trials (Table 2).

Table 2. IC5p and maximum activity of reference antioxidants and treatments with HEGP.

DPPH® ABTS®**
Maximum Activity Maximum Activity
Samples ICsp (ng/mL) ICs0 (ug/mL)
% pug/mL % ug/mL
AS::‘;"C 32409 93+21 10 1.8 £ 0.05 96 + 2.4 5
BHT 203 £5.6 79 £2.6 50 8.1+0.7 98 +£0.2 50
HEGP 183 + 2.8 95+ 0.5 50 10.3 £ 0.5 98 0.1 50

Values are means + standard error of the mean (SEM).

2.2.2. Hemolytic Activity and Inhibition of Oxidative Hemolysis

In this assay, the hemolytic activity of HEGP and its ability to protect erythrocytes against
hemolysis induced by the oxidizing agent 2,2'-azobis (2-methylpropionamidine) dihydrochloride
(AAPH) were evaluated. When erythrocytes were incubated only with HEGP, in the absence of AAPH,
no hemolysis was observed throughout the experimental period at the concentrations evaluated
(Figure 2).

60+
50+
404

30

Hemolysis (%)

204
10+

Al nlsl=ininininie T 11 11 B
10 25 50 75

Control 5 100 125 5 10 25 50 75 100 125

Ascorbicacid - + + o+ o+ + o+ 4
HEGP - - - - - - - - + o+ o+ 4+
AAPH - - - = = = = - - - - -

Figure 2. Hemolytic activity of ascorbic acid and HEGP (5-125 pg/mL), incubated with erythrocytes
and 0.9% NaCl solution for 240 min, without the presence of AAPH. The control consists of erythrocytes
incubated only with 0.9% NaCl solution. —: absence; +: presence.

In evaluating the extract’s ability to protect erythrocytes against AAPH-induced hemolysis, HEGP
was able to inhibit oxidative hemolysis for up to 240 min of incubation (Figure 3A-C). At concentrations
of 25 and 50 ug/mL, the extract reduced hemolysis by 40.9% =+ 8.0% and 93.2% =+ 0.8%, respectively,
after 240 min of incubation compared to the control incubated with the AAPH oxidizing agent alone.
The HEGP presented higher anti-hemolytic action than the ascorbic acid control, which reduced
hemolysis by 26.7% =+ 4.9% (25 pg/mL) and 45.7% =+ 8.0% (50 pg/mL) (Figure 3A-C).



Int. . Mol. Sci. 2017, 18, 953

601

50+

40

30+

Hemolysis (%)

20+

10

0-

120 min

*
M
S i e B !

w4

Control 10 25 50 75 100 125
Ascorbicacid - + o+ o+ o+ o+ o+ +
HEGP - - - - - - - -
AAPH + + + + + + + +
B -
60- 180 min

50-
53 40+
]
vl *
%‘ 30+
£ T«
1%
T gl
10
* * * *
0- . 8 8 e
Control 5 10 25 50 75 100 125
Ascorbic acid - + O+ o+ o+ o+ o+ o+
HEGP - - - - - - - -
AAPH + + + + o+ + + +
C
60 240 min
50_
z 40
- T
% s *
2 30+
=]
E *
)
: 20,
*
10 .
[1
ol AL LT e
Control 5 10 25 50 75 100 125
Ascorbicacid - + + o+ o+ o+ +

HEGP -
AAPH +

Figure 3.

+

+ o+ o+ o+ + +

Anti-hemolytic activity of ascorbic acid and HEGP (5-125 pg/mlL) incubated with
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consists of erythrocytes incubated only with AAPH solution (50 mM). * p < 0.05 when the treated
groups were compared to the AAPH control group. —: absence; +: presence.
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2.2.3. Dosage of Malondialdehyde

HEGP demonstrated the concentration-dependent reduction of MDA levels and presented better
activity than the ascorbic acid control (Figure 4). At the concentration of 50 ng/mL, the extract
reduced MDA levels by 89.75% =+ 2.1%, while the ascorbic acid control presented a reduction of only
49.45% =+ 3.5% under the same conditions.
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Figure 4. Concentration of malondialdehyde (nM/mL) in erythrocytes incubated with ascorbic acid
and HEGP (5-125 pg/mL) for 240 min. The control consists of erythrocytes incubated only with AAPH
solution (50 mM). * p < 0.05 when the treated groups were compared to the AAPH control group.

- absence; +: presence.

2.3. Anti-Inflammatory Activity

The anti-inflammatory property of HEGP was assessed indirectly by its inhibition of the activity of
the hyaluronidase enzyme. HEGP exhibited a concentration-dependent inhibition of enzyme activity,
demonstrating inhibition of 35.6% =+ 2.4% at the concentration of 75 mg/mL (Figure 5).

50
40+
30+

204

Inhibition (%)

10+

020 039 078 156 3.13 625 125 25.0 500 75.0

Concentration (mg/mL)
Figure 5. Percentage inhibition of hyaluronidase enzyme activity by HEGP (0.2-75 mg/mL).

2.4. Antimutagenic Activity

HEGP was able to reduce the survival of S. cerevisiae D7 (ATCC 201137) by 48.1% =+ 1.1% and
60.3% =+ 3.9% at concentrations of 1.5 and 3.0 mg/mL, respectively (Table 3). When yeasts were
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incubated only with the mutagen EMS, there was an increase in the conversion of genes and in
the quantity of mutant colonies. When incubated with HEGP in the presence of EMS, 14.6% =+ 5.4%
(1.5 mg/mL) and 27.5% =+ 2.5% (3.0 mg/mL) reductions of gene conversion were observed. In addition,
HEGP was able to reduce the amount of mutant colonies by 81.1% £ 1.1% (1.5 mg/mL) and
86.3% + 0.4% (3.0 mg/mL) (Table 3).

Table 3. Effect of the hydroethanolic extract of geopropolis of Melipona orbignyi (HEGP) on the survival
percentage of yeast cells Saccharomyces cerevisiae (diploid line D7 ATCC 201137), conversion of genes
and mutant colonies.

Treatments .
Survival (%) Gene Conversion Colonies/10% Mutant Colonies/10®
HEGP (mg/mL) EMS (mg/mL)
0.0 0.0 96.2 +2.35 0.77 +0.02 0.49 + 0.01
0.0 5.0 852 +2402 51.3 +0.442 3913 +7.80°2
15 5.0 498 +1.11° 438 +2.79" 73.7 +4.35°
3.0 5.0 38.1+379¢ 372+ 1.32° 5324 1.71°

a, b, c: Means with different superscripts are significantly different for each attribute (p < 0.05). Values are
means &+ SEM. EMS, Ethyl methanesulfonate.

2.5. Antimicrobial Activity

HEGP demonstrated antimicrobial activity against all evaluated microorganisms. Gram-positive
bacteria were more sensitive to the action of the extract than gram-negative bacteria. The inhibition
observed against the evaluated microorganisms followed the sequence: S. aureus > E. faecalis > E. coli >
P. aeruginosa > C. neoformans > C. albicans. HEGP also showed action against all microorganisms resistant
to antimicrobial drugs, at concentrations similar to the reference strains. In addition to inhibitory
activity, HEGP showed bactericidal and fungicidal activity against all microorganisms evaluated in
this study, ranging from 8.50 & 0.28 mg/mL for S. aureus ATCC 6538™ to 36.1 = 0.50 mg/mL for
amphotericin B-resistant C. albicans ESA 97 from biological fluid (Table 4).

Table 4. Minimum inhibitory concentration (MIC), minimum bactericidal concentration (MBC), and
minimum fungicidal concentration (MFC) for HEGP from M. orbignyi.

Microorganisms HEGP (mg/mL) Gentamicin (ug/mlL)
Gram-positive bacteria MIC MBC MBC
Staphylococcus aureus ATCC 6538™ 6.13 £ 0.10 8.50 £+ 0.28 2.00 +£0.28
S. aureus ESA 175 Methicillin-resistant 6,42 £+ 0.46 8.75 + 0.62 2.67 +0.16
S. aureus ESA 159 Methicillin-resistant 6.92 £+ 0.30 9.08 £+ 0.58 2.50 +0.28
Enterococcus faecalis ATCC 43300™ 7.08 + 0.58 10.5 +0.22 2.83 £0.30
E. faecalis ESA 201 Vancomycin-resistant 8.17 £ 0.44 10.9 £ 0.30 325£0.14
E. faecalis ESA 361 Vancomycin-resistant 9.08 £ 0.08 11.2 +0.38 3.33 £0.16
Gram-negative bacteria

Escherichia coli ATCC 29998™ 10.5 +0.82 13.2 4+ 0.52 4.58 £0.30
E. coli ESA 37 Cephalosporins-resistant 11.2 £0.32 13.8 £0.72 4.67 £0.22
E. coli ESA 54 Cephalosporins-resistant 11.5+0.76 13.7 +0.90 492 £0.08
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442™ 12.9 £ 0.50 16.5 £ 0.30 5.00 +0.28
P.aeruginosa ESA 22 Imipenem-resistant 13.3 £ 0,60 17.0 £1.08 6.17 £ 0.16
P.aeruginosa ESA 23 Imipenem-resistant 13.5£1.22 17.7 £1.02 6.50 £+ 0.28
Microorganisms HEGP (mg/mL) Amphotericin-B (ug/mL)
Fungi MIC MEFC MEFC
Cryptococcus neoformans ATCC 32264 ™ 19.3 £ 0.60 25.0 = 1.04 0.13 £ 0.07
C. neoformans ESA 211 Amphotericin-B resistant 20.9 £0.79 26.0 £1.04 0.25+0.14
C. neoformans ESA 105 Amphotericin-B resistant 21.4+1.10 26.1 +£1.58 0.38 +0.22
Candida albicans ATCC 10231™ 23.0 £1.06 340+1.12 0.29 +0.16
C.albicans ESA 100 Amphotericin-B resistant 23.7£1.29 35.0+£1.23 0.14 + 0.08
C.albicans ESA 97 Amphotericin-B resistant 244 +1.83 36.1 £0.50 0.25 +0.14

Values are means + SEM.
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3. Discussion

Geopropolis is a beehive material of complex composition, produced specifically by species of
stingless bees of the Neotropical region and popularly known for its therapeutic properties. However,
despite the great diversity of species of bees capable of generating this product, few studies have
investigated and described its chemical and pharmacological properties.

In this study, when investigating the chemical composition of M. orbignyi HEGP, different
compounds were identified from the ones found in geopropolis produced by other species of stingless
bees, such as derivatives of glycosylated phenolic acids. The chemical composition of geopropolis from
the M. fasciculata and M. scutellaris bees presented great differences from the composition observed in
this work for the M. orbignyi species, including benzophenones, hydrolyzable tannins (gallotannins and
ellagitannins) and gallic and ellagic acid substances [7,26]. These differences in chemical composition
suggest that M. orbignyi uses different plant sources of raw material to produce its geopropolis and/or
that the production process significantly changes the composition of this material, as the genetic
variability of bee species may influence this chemical composition [21]. Thus, these bioproducts from
these stingless bees are unique, increasing the possibilities of identifying new bioactive compounds
with pharmacological properties.

The total phenol content observed for HEGP was similar to the value obtained for the geopropolis
of M. scutellaris (127 = 1.9 mg GAE/g of extract) but higher than that for M. fasciculata (47.78 &= 0.04 mg
GAE/g of extract) and that for M. interrupt and M. seminigra (419 to 4378 ug GAE/g of extract) [7,11,21].
HEGP demonstrated potent antioxidant activity, being able to inhibit the free radicals DPPH® and
ABTS**. The ethanolic extracts from the geopropolis of M. interrupt and M. seminigra exhibited almost
40 and 30 times higher total phenol content than those from HEGP (121 £ 0.6 mg GAE/g HEGP),
but the antioxidant activities of DPPH® were 10 & 0.5 and 26.3 & 3.9 ug/mL, respectively [21]. This
result demonstrates the great antioxidant potency of the compounds of HEGP, even though it had
a lower total phenol content, its antioxidant activity in DPPH® was 18.3 £ 2.8 pg/mL. In addition,
as the chemical compositions of these geopropolis types and HEGP were different, especially with
respect to the glycosylated derivatives of phenolic acids, this result demonstrates the importance of
the structural characteristics of the constituents for this activity. The phenolic acids and flavonoids
have hydroxyl groups in their rings [7], conferring the ability to stabilize unpaired electrons, which are
typical of free radicals, thus acting as antioxidants [27].

In addition, HEGP presented in vitro antioxidant action in a human biological model by inhibiting
lipid peroxidation in erythrocytes induced by an oxidizing agent. The extract showed better results
than the standard antioxidant ascorbic acid, in terms of both anti-hemolytic action and the reduction
of MDA levels, exhibiting a greater protective effect. This result can be attributed to the synergistic
action of its compounds, including the different types of phenolic constituents, which offer excellent
cellular protection against lipid peroxidation, acting as hydrogen donor agents, singlet oxygen reducers
and superoxide radicals, antioxidant enzyme activators and metal chelators [27,28]. Some authors
classify glycosylated derivatives of phenolic acids as a new type of hydrolysable tannin, similar
to the ones described in plants such as Balanophora harlandii (Balanophoraceae) [29]. Among the
phenolic compounds identified in the HEGP, tannins are described as acting as metal ion chelators [30]
and have many hydroxyl groups in their phenolic rings, promoting the antioxidant activity of these
compounds [31].

In addition, the terpenes constitute another class of compounds that display important antioxidant
action. Triterpenes, one of the terpene subtypes identified in HEGP, are described as acting to capture
free radicals, including superoxide anion and hydroxyl radical, and acting to protect against the lipid
peroxidation process [32]. In addition, they are capable of modulating the activity of antioxidant
enzymes, such as superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase [33]. Mechanisms similar
to the ones described for sesquiterpenes [34], compounds also identified in HEGP.

The excess of free radicals in the body, without an efficient system to neutralize antioxidant
agents, triggers the process of oxidative stress, which is responsible for damage to various cellular
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biomolecules, such as nucleic acids, proteins and DNA [35]. This process is often related to the
development of neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s and Parkinson’s, as well as cancer,
diabetes, atherosclerosis [36] and chronic inflammation [37].

Inflammation is due to the action of several mediators that promote vascular and cellular
events [38]. Inflammatory cells produce mediators, such as arachidonic acid metabolites, cytokines
and chemokines, which aid in the production of reactive species [37]. Under normal physiological
conditions, these oxidative and immunological processes aid in the response against stressors and
pathogens [39]. However, the constant activation of these processes may lead to an increased risk of
more serious diseases [37,39], such as diabetes [40] and obesity [41].

Natural products have been the objects of studies for the development of new anti-inflammatory
drugs [6]. Among them, geopropolis has presented satisfactory results, such as the geopropolis extract
of Melipona scutellaris, which promoted anti-inflammatory action through the inhibition of IL-1B
and TNF-« [11] and decreased neutrophil migration in vivo [6]. In this study, HEGP demonstrated
anti-inflammatory activity by inhibiting the enzyme hyaluronidase, reducing the degradation of
hyaluronic acid. This polysaccharide performs important biological functions in the organism, such as
cell proliferation, differentiation and tissue repair [42]. According to Pascoal et al. [43], the degradation
of hyaluronic acid by the enzyme hyaluronidase can lead to bone loss, pain and inflammation.

Sesquiterpenes are among the compounds with anti-inflammatory potential reported in HEGP;
they inhibit the pro-inflammatory transcription factors NF-kB and STAT3 [44]. In addition,
phenolic compounds are described as anti-inflammatory agents because they modulate the
expression of cytokines [45] and pro-inflammatory enzymes [46], such as nitric oxide synthase
and cyclooxygenase-2 [47]. Of the phenolic compounds present in HEGP, aromadendrin exerts
anti-inflammatory action by reducing the release of inflammatory factors MCP-1 and IL-8 in normal
keratinocytes stimulated with interferon and histamine [48]. In addition, methyl aromadendrin
(4'-methyl ether), a compound also present in HEGP and commonly found in green propolis
produced by Apis mellifera, can reduce reactive species produced by neutrophil metabolism during the
inflammatory process [49].

The reactive species generated during the process of chronic inflammation may contribute to
the onset of mutagenesis and carcinogenesis [50]. In this way, the identification of compounds with
antioxidant and antimutagenic properties may have great therapeutic importance. Substances with
such activities have been found in many natural products, such as plants [51] and bee products [42].

In addition to antioxidant properties, M. orbignyi HEGP demonstrated antimutagenic potential.
In this study, the extract decreased the survival of yeast S. cerevisize, which may be related to its
fungicidal action. However, it was able to reduce the frequency of gene conversion and the amount of
mutant colonies induced by the mutagenic agent EMS. Some studies suggest that the antimutagenic
activity of Apis mellifera propolis is related to its antioxidant activity [52]. Phenolic compounds and
terpenes are well known for their antioxidant properties as well as for acting as antimutagenic agents.
In addition, their intake is related to the reduction of cancer risks [53]. Diterpenes are described as
being capable of repairing DNA errors, also related to their anticancer activity [54].

Another biological activity presented by HEGP was antimicrobial action, including
effectiveness against hospital strains resistant to antimicrobial drugs, such as methicillin-resistant
Staphylococcus aureus gram-positive bacteria, cephalosporin-resistant Escherichia coli gram-negative
bacteria, and amphotericin B-resistant Candida albicans yeast. Currently, the intensive use of
antimicrobial drugs, both for therapeutic and prophylactic purposes, has resulted in the development
of multiresistant strains, becoming a worldwide problem [55].

Antimicrobial resistance is a worrisome public health issue, especially in hospital
environments [56]. The efficacy of antibiotics in the treatment of common infections has decreased in
recent years [57], resulting in outbreaks of multiresistant strains [58]. Natural products are among the
alternative agents against microbial action, considering the synergistic effects of their compounds [55].
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Among the natural substances that present antimicrobial action, phenolic compounds act through
the permeabilization of the microbial cytoplasmic membrane, inhibition of the synthesis of nucleic acids
of gram-negative and gram-positive bacteria [59], inhibition of the synthesis of ATP and interruption
of electron transport [60]. In addition to these mechanisms, flavonoids form complexes with proteins
through hydrogen bonds, and their antimicrobial activity is related to the inhibition of microbial
adhesins, enzymes and protein transport [28].

Among the flavonoids present in HEGP, flavanone naringenin promotes the inhibition of
bacterial cytoplasmic membrane function, reducing its motility [59], even against methicillin-resistant
Staphylococcus aureus [28]. In addition, glycosylated phenolic derivatives are present in the extract and
are described by some authors as new types of hydrolysable tannins, which exert antimicrobial action
by breaking the permeability of the membrane of different microbial strains [61].

4. Materials and Methods

4.1. Preparation of the Hydroethanolic Extract of Geopropolis

Samples of geopropolis were obtained in Mato Grosso do Sul, Brazil (22°13'12" S-54°49'2" W).
The hydroethanolic extract of geopropolis (HEGP) was prepared in the proportions of 240 mL of
70% ethanol for each 80 g of powder geopropolis. The solution was then kept shaking in a closed
container for 24 h at room temperature. Subsequently, the extract was filtered, concentrated in a rotary
evaporator (Gehaka, Sao Paulo, SP, Brazil) at 40 °C and lyophilized to obtain the dry extract. The yield
of HEGP was 3.49%, and the final freeze-dried was stored at —20 °C protected from light.

4.2. Determination of Phenolic Compounds and Flavonoids

4.2.1. Phenolic Compounds

The concentration of phenolic compounds present in HEGP was determined by the
Folin—Ciocalteu colorimetric method. For this purpose, 0.5 mL of HEGP (100 png/mL) was added
to 2.5 mL of the Folin—Ciocalteau reagent and 2.0 mL of 14% sodium carbonate (Nap;COj3) solution.
Absorbance reading was performed at 760 nm after 2 h of incubation at room temperature in the dark.
To produce the calibration curve, gallic acid (0.4-16 pg/mL) was used as a standard. The average of
three readings was used to determine the content of phenolic compounds expressed in mg of GAE/g
of HEGP.

4.2.2. Total Flavonoids

To verify the concentration of flavonoids present in the extract, 0.5 mL of HEGP (100 ug/mL)
was mixed with 4.5 mL of methanolic solution of aluminum chloride hexahydrate 2% (AICl3-6H,0)
and incubated for 30 min at room temperature in the dark. After this period, absorbance reading
was performed at 415 nm. To produce the calibration curve, quercetin (0.4-16 ng/mL) was used as a
standard. The average of three readings was used to determine the flavonoid content expressed in mg
of QE/g of HEGP.

4.3. HPLC-DAD-MS Analyses

The HEGP (1 mg/mL) was injected into an ultra-fast liquid chromatograph UFLC (LC-20AD,
Shimadzu) coupled to a diode array detector operating at 240-800 nm and a mass spectrometer with
electrospray ionization (ESI) and the analyzers quadrupole-Time-of-Flight (QTOF) (micrOTOF-Q III,
Bruker Daltonics) monitoring between m/z 120 and 1200 in negative and positive ion mode, equipped
with a C-18 column (Kinetex, 150 x 2.2 mm id, 2.6 um) and using an oven temperature of 50 °C.
The mobile phase was deionized water (A) and acetonitrile (B), both with 0.1% formic acid (v/v), under
the following gradient profile: 0-8 min 3% B, 8-30 min 3-25% B, and 30-60 min 25-80% B, followed by
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washing and reconditioning of the column (8 min). The flow rate was 0.3 mL/min, and the injection
volume was 1 ul.

4.4. Antioxidant Activities

4.4.1. DPPH® Free Radical Capture Activity

For this experiment, 200 puL of the HEGP was mixed with 1800 pL of 0.11 mM
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH®) radical solution in 80% ethanol. The final concentrations
of the extract ranged from 0.1 to 200 png/mL. The mixture was incubated at room temperature in
the dark for 30 min. The absorbance was measured at 517 nm in a T 70 UV /VIS spectrophotometer
(PG Instruments Limited, Leicestershire, UK). Ascorbic acid and butylated hydroxytoluene (BHT)
were used as reference antioxidants. As control, 200 uL of the solvent (80% ethanol) was incubated
with 1800 uL of the DPPH® solution. Three independent experiments were performed in triplicate.
The percent inhibition was calculated from the control using the following equation:

Capture activity of DPPH® (%) = (1 — Absgample/ AbScontrol) % 100 1)

4.42. ABTS** Free Radical Capture Activity

The 2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS**) radical was prepared from a
mixture of 5 mL of ABTS (7 mM) and 88 uL of potassium persulfate (140 mM) and incubated for 12-16 h
at room temperature in the dark. After this period, the ABTS** radical solution was diluted in absolute
ethanol until an absorbance of 0.70 &= 0.05 at 734 nm was obtained in a T 70 UV / VIS spectrophotometer
(PG Instruments Limited, Leicestershire, UK). Then, 20 uL. of HEGP was added to 1980 uL of the
ABTS** radical. The final concentrations of the extract ranged from 0.1 to 200 ug/mL. The mixture
was incubated at room temperature in the dark for 6 min. The absorbance was evaluated at 734 nm in
a T 70 UV/VIS spectrophotometer (PG Instruments Limited, Leicestershire, UK). Ascorbic acid and
BHT were used as positive controls. As control, 20 pL of the solvent (80% ethanol) was incubated
with 1980 pL of the ABTS®*" radical. Two independent experiments were performed in triplicate.
The percentage of ABTS®* radical inhibition was calculated according to the following equation:

Inhibition of the radical ABTS®" (%) = ((AbScontrol — AbSsample)/ AbScontrol) X 100 )

4.4.3. Antioxidant Assays in Human Erythrocytes

Preparation of the Erythrocyte Suspensions

Human erythrocyte assays were performed after receiving approval from the Research Ethics
Committee (Comité de Etica em Pesquisa, CEP) of the University Center of the Grande Dourados (Centro
Universitario da Grande Dourados, UNIGRAN), Brazil (CEP process number 123/12). Peripheral blood
from healthy donors was collected and placed in tubes containing sodium citrate. The tubes were
then centrifuged at 700x g for 10 min, and the blood plasma and leukocyte layer were discarded.
The erythrocytes were washed three times with 0.9% sodium chloride (NaCl) solution, and then, a 10%
erythrocyte suspension in 0.9% NaCl solution was prepared for the inhibition assays of oxidative
hemolysis and malondialdehyde, determined using the method described by Campos et al. [62].

Inhibition of Oxidative Hemolysis

The protective effect of HEGP was evaluated according to the method described by
Campos et al. [55]. Erythrocytes were pre-incubated at 37 °C for 30 min in the presence of different
concentrations of HEGP (5-125 pg/mL). After this period, the samples received only 0.9% NaCl
solution to investigate the hemolytic action of the extract or 50 mM AAPH to evaluate its anti-hemolytic
activity. As a negative control, erythrocytes were incubated with ethanol at a final concentration of 1%,
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and ascorbic acid was used as a positive control at the same concentrations as HEGP. The treatments
were incubated at 37 °C with periodic homogenization. The hemolysis content was determined after 120,
180 and 240 min of incubation. Samples were centrifuged at 400x g/10 min, and the supernatant was
transferred to tubes containing 0.9% NaCl solution to perform the reading at 540 nm ina T 70 UV/VIS
spectrophotometer (PG Instruments Limited, Leicestershire, UK). As a control of total hemolysis, human
erythrocytes were incubated with distilled water. Three independent experiments were performed in
duplicate. The percentage of hemolysis was calculated according to the following equation:

Hemolysis (%) = (Abssample/ Absiotal hemolysis) x 100 3)

Dosage of Malondialdehyde (MDA)

The ability of HEGP to inhibit the lipid peroxidation process was investigated in human
erythrocytes incubated with the oxidizing agent AAPH, and the MDA concentration was determined
as described by Campos et al. [55]. For this experiment, the erythrocytes were pre-incubated at 37 °C
for 30 min with different concentrations of HEGP (5-125 pg/mL). Erythrocytes incubated with ethanol
at the final concentration of 1% were used as a negative control, and ascorbic acid was used as a
positive control at the same concentrations as HEGP. Then, AAPH solution (50 mM) was added and
the samples incubated at 37 °C for 4 hours with periodic homogenization. After this time, the samples
were centrifuged at 700x g/10 min, and 0.5 mL of the supernatant was mixed with 1 mL of 10 nmol
thiobarbituric acid (TBA) dissolved in 75 mM potassium phosphate monobasic buffer at pH 2.5. As a
standard control, 0.5 mL of MDA solution (20 uM) was incubated with 1 mL of TBA. Samples were
maintained at 96 °C for 45 min. After cooling the solution, 4 mL of n-butyl alcohol was added, followed
by centrifugation at 1600x g/5 min. The supernatant from the samples was analyzed at 532 nm in
a T 70 UV /VIS spectrophotometer (PG Instruments Limited, Leicestershire, UK). Two independent
experiments were performed in duplicate. The MDA levels of the samples were expressed in nmol/mL,
obtained by the following formula:

MDA (nmol/mL) = ABSsample x ( 20 x 220.32 )

ABSstandardMDA )

4.5. Anti-Inflammatory Activity—Hyaluronidase Assay

Inhibition of the activity of the hyaluronidase enzyme was determined using the method described
by Silva et al. [63] The reaction mixture consisted of 50 uL of HEGP (0.2-75 mg/mL) and 50 pL of
the enzyme hyaluronidase (350 units) (type IV-S: bovine tests, Sigma, St. Louis, MO, USA) incubated
at 37 °C for 20 min. Then, 1.2 uL of calcium chloride solution (2.5 x 103> M) was added to activate
the enzyme and kept at 37 °C for 20 min. After this period, 0.5 mL of hyaluronic acid sodium salt
substrate (0.1 M) was added and the solution incubated at 37 °C for 40 min. Subsequently, 0.1 mL of
potassium tetraborate (0.8 M) was added and the solution incubated at 100 °C for 3 min. The solution
was then cooled, and 3 mL of p-dimethylaminobenzaldehyde was added, followed by incubation at
37 °C for 20 min. Finally, the absorbance was measured at 585 nm in a T 70 UV / VIS spectrophotometer
(PG Instruments Limited, Leicestershire, UK), using distilled water as a control. The experiments were
performed in triplicate. The percentage of hyaluronidase enzyme inhibition was calculated according
to the following equation:

Inhibition of the enzyme hyaluronidase (%) = ((AbScontrol — AbSsample)/ AbScontrol) X 100 (5)

4.6. Antimutagenic Activity

To investigate the antimutagenic potential of HEGP, strains of Saccharomyces cerevisiae D7 diploid
(American Type Culture Collection, ATCC 201137) were used, according to the method described by
Pascoal et al. [43]. The S. cerevisiae colonies were evaluated for the frequency of spontaneous gene
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conversions at the tryptophan locus and reverse mutations at the isoleucine locus, before experimental
use. Culture cells with low spontaneous gene conversion and low reverse mutation frequency were
cultured in liquid medium at 28 °C until they reached the stationary growth stage. They then
underwent sedimentation and were resuspended in sterile potassium phosphate buffer (0.1 M), pH 7.4,
until a final value of 2 x 10® cells/mL was obtained. The mutagenic agent ethyl methanesulfonate
(EMS) (5 mg/mL) was added together with HEGP, evaluated at concentrations of 1.5 and 3.0 mg/mL.
The mixture was incubated with stirring for 2 h at 37 °C. After this period, the cells were plated in
complete and selective medium to determine yeast survival, tryptophan converters and isoleucine
reversers. The experiments were performed in triplicate.

4.7. Antimicrobial Activity

The antimicrobial activity of HEGP was investigated in microorganisms collected from biological
fluids at the Hospital Center and identified in the Microbiology Laboratory of Escola Superior
Agraria (ESA) de Braganca, Portugal. Reference strains were obtained from the authorized
ATCC distributor (LGC Standards SLU, Barcelona, Spain). The microorganisms used were
Staphylococcus aureus ATCC 6538™, methicillin-resistant S. aureus ESA 175, methicillin-resistant
S. aureus ESA 159, Enterococcus faecalis ATCC 43300™, vancomycin-resistant E. faecalis ESA 201,
vancomycin-resistant E. faecalis ESA 361, Escherichia coli ATCC 29998™, cephalosporin-resistant E. coli
ESA 37, cephalosporin-resistant E. coli ESA 54, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, imipenem-resistant
P. aeruginosa ESA 22, imipenem-resistant P. aeruginosa ESA 23, Cryptococcus neoformans ATCC 32264,
amphotericin B-resistant C. neoformans ESA 211, amphotericin B-resistant C. neoformans ESA 105,
Candida albicans ATCC 10231™, amphotericin B-resistant C. albicans ESA 100 and amphotericin
B-resistant C. albicans ESA 97.

The microorganisms were stored in Muller-Hinton medium supplemented with 20% glycerol at
70 °C prior to experimental use. The inoculum was then prepared by dilution of the cell mass in 0.85%
NaCl solution, adjusted to 0.5 on the MacFarland scale, as confirmed by spectrophotometric reading
at 580 nm for bacteria and 640 nm for yeast. Antimicrobial assays were performed as described by
Silva et al. [63] using Nutrient Broth (NB) for bacteria or Yeasts Peptone Dextrose (YPD) for yeast
in microplates (96 wells). The HEGP was diluted in dimethylsulfoxide (DMSO) and transferred to
the first well, followed by serial dilution. The inoculum was added to all wells (104 Colony Forming
Units (CFU)/mL), and the plates were incubated at 37 °C for 24 h for bacteria and at 25 °C for 48 h for
yeast. Gentamicin and amphotericin B were used as antibacterial and antifungal controls, respectively.
A negative control (medium only), a positive control (inoculated medium) and a DMSO control
(DMSO with inoculated medium) were performed in each experiment. After the incubation period, the
antimicrobial activity was detected by the addition of 20 pL of 2,3,5-triphenyl-2H-tetrazoliumchloride
(TTC) solution (5 mg/mL). The minimum inhibitory concentration (MIC) was defined as the lowest
concentration of HEGP that visibly inhibited the growth of microorganisms, as indicated by TTC
staining, which marks viable cells.

To determine the minimum bactericidal concentration (MBC) and minimum fungicidal
concentration (MFC), 20 pL of the last well where growth was observed and from each well where no
color changes were seen was seeded in NB or YPD and incubated for 24 h at 37 °C for bacteria growth
and 48 h for yeast growth. The lowest concentration that did not result in growth (<10 CFU/plate)
after this subculture process was considered the MBC or MFC. The experiments were performed in
triplicate, and the results were expressed in mg/mL.

4.8. Statistical Analyses

The data are shown as the mean 4= SEM and were analyzed for statistically significant differences
between groups using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s test for the
comparison of more than two groups using the Prism 5 GraphPad Software (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, USA). The results were considered significant when p < 0.05.
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5. Conclusions

In conclusion, this study demonstrates the presence of bioactive compounds in the hydroethanolic
extract of M. orbignyi geopropolis, as well as its antioxidant, anti-inflammatory, antimutagenic and
antimicrobial activities.
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Abbreviations

AAPH 2,2'-Azobis (2-methylpropionamidine) dihydrochloride
ABTS** 2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
ATCC American Type Culture Collection

BHT Butylated hydroxytoluene

DPPH*® 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl

EMS Ethyl methanesulfonate

ESA Escola Superior Agraria

GAE Gallic acid equivalents

HEGP Hydroalcoholic extract of geopropolis
MDA Malondialdehyde

MBC Minimum bactericidal concentration
MIC Minimum inhibitory concentration
MEFC Minimum fungicidal concentration

M. orbignyi Melipona orbignyi

NaCl Sodium chloride

QE Quercetin equivalents

SEM Standard error of the mean

TBA Thiobarbituric acid

TTC 2,3,5-Triphenyl-2H-Tetrazoliumchloride
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5. CONCLUSOES GERAIS

Este estudo demonstra que o geoprépolis da abelha sem ferrdo M. orbignyi é
uma fonte natural rica em diversos compostos bioativos que conferem suas
propriedades farmacoldgicas.

O extrato hidroetandlico de geoprépolis demonstrou potente acéo
antioxidante, além do potencial anti-inflamatério e antimutagénico, ambas
propriedades terapéuticas importantes no auxilio a prevencdo e tratamento de
diversas doencas.

A atividade antimicrobiana deste produto natural, revela novas possibilidades
no desenvolvimento de medicamentos para o combate de infecgcdes ocasionadas

por micro-organismos resistentes.
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