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RESUMO

CAMPOS, Tatiane Matarazzo Cantero. Avaliacao de atividades antimicrobianas e
antiparasitarias dos extratos alcoodlico e aquoso da propolis de Scaptotrigona
affinis postica. 2019. 111 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias - Toxinologia) -
Instituto Butantan, S&do Paulo, 2019.

A propolis é produto natural produzido pelas abelhas. Seus componentes
majoritarios sdo as resinas, compostos quimicos derivados de plantas, o que lhes
confere potencial farmacologico. Ja foi demostrado que as moléculas encontradas
nas propolis tém grande potencial antimicrobiano, antifungico e antiparasitario. No
Brasil, a propolis da abelha Scaptotrigna aff. postica (abelha indigena sem ferrdo) é
utilizada no interior do estado do Maranhao no tratamento de feridas pela populacéo,
mas poucos sdo os estudos realizados para melhor compreender suas atividades
biol6gicas. Com o surgimento de microrganismos resistentes a agao dos antibioticos,
h& interesse em investigar novas substancias que possam vir a ser novas
descobertas de antimicrobianos. A doenca de Chagas (doenca tropical
negligenciada), também necessita de medicamentos mais eficazes, pois acarretam
milhares de mortes anualmente, além de reducdo da capacidade produtiva. Desta
forma, o objetivo do trabalho foi avaliar o potencial biolégico da prépolis de S. aff.
postica. Para tanto, foram realizadas duas etapas de extracdes, com agua e
metanol. Os extratos foram testados contra cepas bacterianas, fungicas e contra o
protozoario Trypanosoma cruzi. Os extratos testados ndo apresentaram
citotoxicidade para células de mamiferos, nas concentragbes em que exibiram
atividade antimicrobiana. Ap6s uma etapa de purificacdo, observou-se que as
fracbes eluidas inibiram o crescimento das bactérias Staphylococcus aureus,
Bacillus megaterium, Microccocus luteus e de duas cepas de Escherichia coli. Essas
frac6es foram submetidas a andlise por MS/MS para identificacdo dos compostos
presentes. As principais substancias identificadas foram: compostos polifendlicos,
flavonoides e majoritariamente alcaléides. O trabalho é pioneiro no estudo e
identificacdo de fracbes de extratos da propolis S. postica, bem como, no teste

antiparasitario.

Palavras-chave: Scaptotrigona. Propolis. Anti-Infecciosos. Trypanosoma cruzi.

Doencas Parasitarias.



ABSTRACT

CAMPOS, Tatiane Matarazzo Cantero. Evaluation of antimicrobial and
antiparasitic activities of alcoholic and agueous extracts from Scaptotrigona
affinis postica propolis. 2019 111 p. Dissertation (Master in Science — Toxicology)
Instituto Butantan, Sdo Paulo, 2019.

Propolis is a natural product made by bees and mainly composed by resins, which
are chemical compounds derived from plants with pharmacological potential.
Antimicrobial, antifungic and antiparasitic potential has already been demonstrated in
the literature. Propolis from Scaptotrigona aff. postica bee (indigenous stingless bee)
is traditionally used in the Brazilian State of Maranhdo countryside for the treatment
of wounds, but few studies were conducted to understand the biological mechanism
behind this activity. Micro-organisms resistance to antibiotics is growing, arising
interest in investigating new antimicrobial compounds discovery. The Chagas
disease (tropical disease neglected) also demands more effective medicines,
causing thousands of deaths annually, and reducing productive capacity. The
objective of the present study was evaluate S. postica propolis potential. For this
purpose, two extraction steps were held using water and methanol. The extracts
were tested against bacterial strains, fungal strains, and Trypanossoma cruzi. The
extracts did not present cytotoxicity for mammalian cells, in the concentration which
showed microbial activity. One step purification was carried out, through extraction in
solid phase, and the fractions eluted. Then antimicrobial activity was evaluated
against bacterial strains. Inhibition in the growth of Staphylococcus aureus, Bacillus
megaterium, Microccocus luteus and Escherichia coli strains was observed. These
fractions were submitted to MS/MS analysis to identification from compounds. The
substances identified were polyphonic, flavonoids, and alkaloids. This study is a
pioneer in identifying biological activities from propolis S. postica fractions extracts

and search for antiparasiticactivity.

Keywords: Scaptotrigona. Propolis. Anti-Infective Agents . Trypanosoma cruzi.

Parasitic Diseases.
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1 INTRODUCAO

1.1 As abelhas

As abelhas sé&o classificadas como insetos de vida sociais, ou seja, vivem em
colonias densamente povoadas. Sao insetos que vivem em comunidades, habitam
ninhos que exigem estratégias de defesas, especialmente aquelas ligadas a reducao
do risco a infec¢des (Otti; Tragust; Feldhaar, 2014).

Os habitats de insetos de vida social estdo mais propensos a ataques de
parasitas e patdogenos (Morse; Flottum, 1997), no entanto, evoluiram para combater
esses desafios contando com um sistema imune social, cuja principal funcdo é
diminuir o risco da comunidade. A imunidade social é formada por defesas
comportamentais entre os membros de um grupo que resultam especificamente na
prevencdo ou reducdo de doencas infecciosas, aumentando a saude e
sobrevivéncia da col6nia (Figura 1) (Cremer; Pull; First, 2017).

Nas colbnias as abelhas apresentam alguns comportamentos que séo tidos
como formadores da imunidade social. Esses comportamentos consistem na adi¢ao
de antimicrobianos ao mel, a auto e coletiva higienizacdo, remocédo de ninhadas
doentes e adicdo da propolis nas paredes do ninho (Otti; Tragust; Feldhaar, 2014;
Sforcin, 2016; Simone-Finstrom et al., 2017).

A propolis desempenha diferentes func¢des dentro da colmeia, como por
exemplo, a aplicagdo em camadas na parte interna da colmeia impermeabiliza e
conserva as paredes, fortalecendo e blogueando fissuras, mantendo a temperatura e
a umidade estaveis, além de reduzir e inibir invasdes parasitarias. Ela também é
utilizada como uma substancia de "embalsamamento” de invasores ou mesmo de
abelhas mortas, impedindo o crescimento de microrganismos provenientes da

putrefacdo. (Ghisalberti, 1979; Bankova; Castro; Marcucci, 2000).
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Figura 1 - Impacto da propolis na colmeia
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Na figura é ilustrado o impacto benéfico da prépolis na colmeia.
Fonte: Adaptado de Simone-Finstrom et al., 2017.

1.2 Prépolis

A composigdo da palavra propolis decorre do grego “proé” que significa “em
defesa” e “polis” que significa “cidade”, ou seja, “em defesa da cidade” (Ghisalberti,
1979). E uma substancia com aspecto resinoso, devido & mistura de resinas das
plantas, pdlen, cera e enzimas (Sforcin, 2016).

As caracteristicas protetivas designadas as propolis estdo intrinsicamente
ligadas as resinas, porque sdo elas que apresentam o potencial biolégico (Simone-
Finstrom et al., 2017). O primeiro estudo cientifico sobre a prépolis, sua composi¢cao
qguimica e atividade biologica foi publicada em 1908 (Anjum et al., 2018). Na
literatura ja foram descritos mais de 300 compostos quimicos associados as resinas
(Sforcin; Bankova, 2011; Cornara et al., 2017). Essa complexidade de substancias,
faz da propolis um excelente produto natural para uso medicinal. A propolis é usada
como medicamento desde os anos 300 (Anjum et al., 2018), onde os povos Incas e
Egipcios utilizavam-na para tratamento de resfriados, feridas, Ulceras e até mesmo

como agente mumificador (Ghisalberti, 1979). No século XVII, a propolis foi
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reconhecida como o mais eficaz tratamento de feridas (Anjum et al., 2018). H&
relatos de que no século XIX o uso da propolis, durante a guerra dos “Boeres”, era
amplamente disseminado como cicatrizante e regenerador tecidual (Ghisalberti,
1979). Ja no século XX, durante a Segunda Guerra Mundial, a antiga Uniédo
Soviética costumava utiliza-la nos tratamentos contra tuberculose, obtendo sucesso
na regressao dos problemas pulmonares (Pereira; Seixas; Aquino Neto, 2002). Na
Peninsula Balcanica ainda é amplamente usado como remédio para tratamento de
feridas, queimaduras e Ulceras gastricas (Bankova, 2005).

O sucesso no uso da propolis em diferentes tratamentos esta associado a
origem geografica das colmeias, a vegetacdo local, estacdo do ano e a espécie da
abelha, pois sdo essas carateristicas que determinam sua composicdo quimica
(Bankova; Castro; Marcucci, 2000; Oryan; Alemzadeh; Moshiri., 2018). A producao
consiste na coleta da resina das plantas (broto e folhas jovens) pelas abelhas. No
ninho manipulam os compostos variando a quantidade de cera, resina e secrecdes
glandulares, essa mistura € parcialmente digerida dando origem a proépolis
(Ghisalberti, 1979; Zhang; Zheng; Hu, 2011). No geral, encontramos na propolis a
proporcdo de 30% de cera, 50% de resina e bélsamo vegetal, 10% de Oleos

esséncias e aromaticos, e 5% de pdlen e outras substancias (Burdock, 1998).

1.2.1 Resinas descritas na propolis

As resinas sdo substancias pré-formadas produzidas por metabdlitos
secundarios das plantas, com funcdes especificas como, por exemplo, pigmentacao
de flores para atracdo de insetos polinizadores, acdo repelente e mecanismos de
defesa contra microrganismos patégenos (Garcia; Carril, 2009).

Na prépolis as resinas contém o papel fundamental de acdo microbicida, por
isso é utilizada na protecao profilatica de combate aos microrganismos. Esse
mecanismo de defesa € fundamental para a protecdo e sobrevivéncia das abelhas.
Estudos demonstram que epidemias nos ninhos diminuem tanto a produtividade
(Evans; Pettis, 2005), quanto o numero de abelhas (Moret; Schmidt, 2000). Assim, a
capacidade das abelhas em recolher determinada substancia é considerada um
mecanismo evolutivo para beneficio da col6nia (Simone-Finstrom et al., 2017).

Alguns dos compostos mais importantes descritos na propolis sao:
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) Flavonoides: sdo o0s principais constituintes da proépolis,
contribuem para muitas atividades biologicas (antivirais, antimicrobianas e
anti-inflamatérias). Podem ser classificados em flavonas, flavonais,
flavanonas, flavanonois, chalconas, diidrochalconas, isoflavonas, isoflavanas
e neoflavonoides (Huang et al., 2014; Zabaiou et al., 2017);

° Terpenodides: sdo responsaveis pelo odor caracteristico de
resina na préopolis e apresentam atividades antioxidantes e antimicrobianas
(Huang et al., 2014; Zabaiou et al., 2017);

) Fenois: sdo compostos por diferentes acidos, como o &cido
cinamico. Demonstram especialmente atividades antimicrobianas (Huang et
al., 2014, Zabaiou et al., 2017).

A espécie de abelha mais estudada no mundo é a Apis melifera (Bankova;
Castro; Marcucci, 2000). No Brasil a propolis dessa espécie foi classificada em 12
grupos distintos, de acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas e local de
origem, destacando-se a propolis vermelha, verde e marrom. Os principais
compostos isolados foram o acido cumarico, acido ferulico, pinobanksina, canferol,
apigenina e o acido caféico (Park; Alencar; Aguiar, 2002). Os componentes das
propolis brasileira vermelha e verde sdo comumente extraidos das espécies
Baccharis spp, Dalbergia ecastaphyllum, Betula verrucosa, Betula pendula e Betula
pubescens e sdo compostos por fenilpropanoides, &cidos diterpénicos e
triterpendides (Zabaiou et al., 2017).

Na Europa, América do Norte e zonas temperadas predominam na prépolis os
compostos flavonoides, acidos fendlicos e ésteres (Falcdo et al.,, 2010). No
Mediterraneo, prevalecem os terpendides (Popova et al., 2010; Popova et al., 2011).
Na Africa os principais compostos s&o os triterpendides (Zabaiou et al., 2017).

1.2.2 Atividade biol6gica da propolis

Por apresentar grande potencial farmacoldgico, a propolis passou a ser alvo
de diversas pesquisas, despertando o interesse da sociedade cientifica, que tem se
intensificado nas ultimas décadas (Bankova, 2005; Araujo et al., 2010).

Os solventes alcoodlicos sdo considerados os melhores na extracdo das
substancias quimicas da prépolis, resultando em extratos com maior acao
farmacoldgica (Mello; Hubinger, 2012). No trabalho de Sun et al. (2015) foi
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observada a avalicdo do rendimento, a concentracdo dos compostos e a acgao
antioxidante da prépolis com diferentes solventes. Os solventes utilizados foram
agua e etanol, este ultimo em diferentes concentracdes. Os resultados obtidos por
eles indicaram que o0 extrato proveniente da concentracdo de 75% de etanol
destacou-se, obtendo o melhor rendimento, a maior variedade de compostos
fendlicos, além de substancias pouco polares, apolares, e com atividade
antioxidante mais pronunciada que os demais extratos.

A agua nao é considerada um bom solvente na extracdo da propolis, devido
as substancias biologicamente ativas desta terem baixa solubilidade em agua
(Sforcin, 2016). A quantidade de compostos fendlicos em extratos aquosos é 10
vezes menor do que em extratos alcoolicos. Nesse contexto, ha poucos dados sobre
producbes de extratos utilizando a agua como solvente (Kubiliene et al., 2015).
Ainda assim, encontramos estudos descrevendo a agao antitumoral, efeito protetivo
contra metastase e acdo modulatoria, de substancias soluveis em agua (Orsolic et
al., 2004). Também ha registros na literatura em que o extrato aquoso também
inativou o virus da Herpes do tipo HVS-1 (Schnitzler et al., 2010) e exibiu acao
antimicrobiana contra as bactérias Helicobacter pylori e Salmonella Thyphimurium
(Oliveira et al., 2017).

As técnicas de extracdo dos compostos da propolis ndo seguem uma
padronizacdo na ciéncia (Sforcin, 2016), ou seja, diferentes técnicas obtém
compostos que potencializam diferentes atividades biolégicas, como por exemplo,
acOes antimicrobiana, anti-inflamatérias e imunomoduladoras (Zabaiou et al., 2017).

A origem geografica influéncia diretamente nos metabolitos secundarios
presentes na prépolis (Oryan; Alemzadeh; Moshiri, 2018), modificando a acédo do
extrato de propolis, como por exemplo, a inibicAo de mastécitos nas reacdes
alérgicas (Nakamura et al., 2010).

A sazonalidade das estacbes é outro fator determinante dos efeitos
terapéuticos (Galeotti et al., 2018). A acdo antimicrobiana da prépolis colhida nas
estagcbes secas inibiu 100% o crescimento das cepas Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, em comparacéo ao extrato colhido nas estagdes chuvosas
(Regueira et al., 2017).

Na historia, a prépolis vem sendo utilizada em diversas situagcdes e hoje em

7

dia, a ingestdo regular de propolis é indicada pela medicina tradicional como um
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suplemento alimentar (Bufalo et al., 2014), modulando o processo da resposta imune
primaria (Machado et al., 2016).

Dentre os efeitos mais pronunciados, as acfes antimicrobiana e antiviral
ganham destaque. No tratamento de herpes genital contra o virus HVS-1e HVS-2, o
extrato da propolis atuou melhor que a droga padrdao ouro indicada para o
tratamento. Extratos aquoso e alcodlico impediram a entrada do virus na célula
hospedeira, bem como, inibiram a replicacao viral (Cornara et al., 2017; Vynograd,
Vynograd; Sosnowsk, 2000; Bankova et al., 2014; Schnitzler et al., 2010).

A propriedade antimicrobiana € uma carateristica intrinseca da propolis
(Sforcin; Bankova, 2011). Os flavonoides, demonstram os melhores resultados no
combate aos microrganismos. Outros compostos, que ndo sdo da mesma classe,
principalmente os acidos p-cumaricos prenilados e diterpenos e triterpenos também
mostram atividade antimicrobiana (Bankova, 2005). Alguns dos mecanismos de
acdo documentados na literatura sdo: danos a membrana celular (causada pela
reducao da fluidez ou por aumento da permeabilidade), inibicdo da sintese de acidos
nucleicos, danos metabdlicos (ocasionado pela inibichio do NADH citocromo
redutase), inibicdo da formag&o de biofilme e inibicdo da motilidade bacteriana
(Mirzoeva; Grishanin; Calder, 1997; Freires; Alencar; Rosalen, 2016a).

A propolis possui maior eficacia contra bactérias Gram-positivas e baixa agéo
contra bactérias Gram-negativas (Sforcin; Bankova, 2011; Sforcin, 2016; Dantas et
al., 2017). A propolis vermelha atraiu consideravel atencdo por suas propriedades
antibacterianas (Neves et al., 2016) (Tabela 1). A atividade antifingica por outro
lado, pode variar de acordo com a propolis estudada (Freires; Alencar; Rosalen,
2016a; Dantas et al., 2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cornara%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28701955
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Tabela 1 - Atividade antibacteriana de diferentes extratos da propolis vermelha.

Bactérias Propolis Solvente MIC Referéncia
(ng/mL)
Gram-positiva
Propolis Etanol 125 Dantas et al., 2017
vermelha(R01)
Propolis Fluido 250 Dantas et al., 2017
vermelha(R01) supercritico
Propolis Etanol 256 Neves et al., 2016
vermelha(S01)
Proépolis Metanol 1.024 Neves et al., 2016
Staphylococcus aureus vermelha(S01)
Propolis Hexano 512 Neves et al., 2016
vermelha(S01)
Propolis Acetato de etila 512 Neves et al., 2016
vermelha(S01)
Propolis vermelha Etanol 101,6 Regueira et al.,
(PED) 2017
Prépolis vermelha Etanol 64 Regueira et al.,
(PER) 2017
Prépolis Etanol 256 Neves et al., 2016
vermelha(S01)
Propolis Metanol 1.024 Neves et al., 2016
Staphylococcus vermelha(S01)
epidermides Prépolis Hexano 128 Neves et al., 2016
vermelha(S01)
Prépolis Acetato de etila 512 Neves et al., 2016
vermelha(S01)
Propolis Etanol 62.5 Dantas et al., 2017
Enterococcus sp vermelha(R01)
Prépolis Fluido 125 Dantas et al., 2017
vermelha(R01) supercritico
Gram-negativa
Propolis Etanol 62.5 Dantas et al., 2017
vermelha(R01)
Propolis Fluido 250 Dantas et al., 2017
vermelha(R01) supercritico
Prépolis Etanol 256 Neves et al., 2016
vermelha(S01)
Propolis Metanol 1.024 Neves et al., 2016
Klebsiella sp vermelha(S01)
Propolis Hexano 128 Neves et al., 2016
vermelha(S01)
Prépolis Acetato de etila 512 Neves et al., 2016
vermelha(S01)
Propolis vermelha Etanol 512 Regueira et al.,
(PED) 2017
Prépolis vermelha Etanol 512 Regueira et al.,
(PER) 2017
Prépolis Etanol ND Dantas et al., 2017
vermelha(R01)
Propolis fluido ND Dantas et al., 2017
Escherichia coli vermelha(R01) supercritico
Prépolis vermelha Etanol 512 Regueira et al.,
(PED) 2017
Propolis vermelha Etanol 128 Regueira et al.,

(PER)

2017

ND — ndo determinado
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1.3 Abelhas indigenas sem ferréo

Conforme citado acima, a prépolis da abelha Apis melifera é a mais estudada
(Bankova, 2000; Cunha et al., 2015), contudo estudos sobre as demais propolis
produzidas por diferentes espécies de abelhas requerem maior atencdo (Cunha et
al., 2015).

Na América do Sul, existem as abelhas da subfamilia Meliponinae (Velikova
et al.,, 2000), conhecidas como abelhas indigenas sem ferrdo (Bankova; Castro;
Marcucci, 2000; Nogueira-Neto, 1997; Silveira; Melo; Almeida, 2002). Pertencem a
familia Apidae, subfamilia Meliponinae e habitam toda a area Tropical e Subtropical
(Américas, Africa e Sudoeste da Asia) (Nogueira-Neto, 1997). Sdo abelhas
pequenas, medindo cerca de 4mm, com ferrdo atrofiado (Silveira; Melo; Almeida,
2002) e capazes de voar aproximadamente 500 metros (Velikova et al., 2000).
Geralmente, constroem seus ninhos em cavidades pré-existentes, como ocos de
arvores e ninhos abandonados de cupins e formigas (Silveira; Melo; Almeida, 2002).

No Brasil, mais de 200 espécies de Meliponinae ja foram descritas. A propolis
dessas abelhas é usada no Pais como um remédio para cicatrizacdo de feridas,
gastrite e hemorroidas (Velikova et al., 2000).

A meliponicultura, criacdo das abelhas indigenas sem ferrdo (Nogueira-Neto,
1997), existia muito antes a chegada de Colombo (Velikova et al., 2000). Hoje a
meliponicultura é uma pratica de pequenos produtores, como uma forma de fonte de
renda complementar. A industrializacdo desse material ainda € um desafio, devido a
baixa produtividade do mel e demais produtos dessa abelha (Nogueira-Neto, 1997).
Além disso, a composi¢do quimica e atividade biolégica dessas propolis sdo pouco
conhecidas (Velikova et al., 2000).

1.3.1 Scaptotrigona aff. postica

Uma das espécies de abelha indigena sem ferrdo € a Scaptotrigona aff.
postica (Latreille, 1807), conhecida por “tupi” no Maranhao. Este género distribui-se
nas regides subtropicais do hemisfério sul (Silveira; Melo; Almeida, 2002).

A proépolis dessa abelha é utilizada pela populacdo de Barra do Corda, uma
pequena cidade do Maranhdo, para o tratamento de tumores e na cicatrizacao de

feridas (Araujo et al., 2010). Na Figura 2 observamos a evoluc¢ao do tratamento para
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escaras apenas com a utilizacdo da pomada produzida com a propolis de S. aff.
postica, que o grupo de pesquisa pode acompanhar.

Poucos sdo os estudos realizados com a propolis de S. aff. postica. Araujo et
al. (2010) testou a acao da propolis contra o tumor de Ehrlich e concluiu que além da
acdo antitumoral, o extrato da propolis também apresentou acao imunomodulatoria.
O efeito terapéutico foi relacionado ao sinergismo das substéncias diterpenos e
triterpenos, identificados no extrato.

O mesmo grupo avaliou o efeito citotoxico da propolis em camundongos nas
doses de 1000, 2000 ou 4000 mg/kg™, num periodo de 14 dias, e nenhum efeito

adverso foi observado (Araugjo et al., 2011).

Figura 2 - Tratamento de escaras com pomada produzida a partir da prépolis

de S. aff postica.

Na figura é apresentada a evolucdo do tratamento de escara com pomada desenvolvida a partir da
prépolis da abelha S. aff postica. O paciente foi tratado durante trinta dias, através de aplicacao topica
da pomada, duas vezes ao dia. Ao final do tratamento foi observada cicatrizagdo completa da ferida.
(A) Antes do tratamento; (B) Depois do tratamento.

Fonte: Imagens cedidas por Roberto Manoel do Nascimento.

Efeitos anti-inflamatérios também foram relatados. Farias et al. (2014), em
modelo experimental de asma, pdde observar que o tratamento com o0 extrato
alcodlico reverteu o padréo celular inflamatério no pulmédo e diminuiu o influxo de
neutrofilos para a regido inflamada. O resultado foi atribuido a inibicdo da producéo
do interferon-gama, em conjunto com um possivel efeito antioxidante da prépolis.
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Alguns estudos sobre a acdo antiviral dessa propolis demostraram sua
capacidade na inibicdo dos virus da Herpes, Sarampo, Picornavirus e Rubéola
(Coelho et al., 2014; 2015).

Mesmo com escassa literatura sobre as atividades bioativas da propolis da
abelha S. aff postica é possivel afirmar o seu grande potencial, portanto, novos
estudos se fazem necesséarios. Sabemos que os produtos naturais sdo fontes
promissoras para descoberta de novos farmacos (Gordaliza, 2007; Zabaiou et al.,
2017). Cerca de 21% das drogas no mercado tiveram sua origem em produtos
naturais (Newman; Cragg, 2016). Assim sendo, optamos por estudar o efeito
antimicrobiano e antiparasitario dessa propolis.

1.4 Resisténcia microbiana

A descoberta dos antibiticos levou ao otimismo de que as infeccbes
poderiam ser controladas e prevenidas (Kapoor; Saigal, Elongavan, 2017). No
entanto, no final da década de 1950, foi detectada pela primeira vez a resisténcia a
multiplas drogas entre as bactérias entéricas (Escherichia coli, Shigella e
Salmonella), porém a resisténcia aos farmacos s6 ganhou repercussdo apds 0s
anos 70 (Levy; Marshall, 2004).

Até a década de 1970, as drogas eram desenvolvidas para os patdogenos
mais comuns (WHO, 2014), contudo no inicio da década as bactérias Haemophilus
influenzae e Neisseria gonorrhoeae, emergiram resistentes a ampicilina e, no caso
do Haemophilus, com resisténcia ao cloranfenicol e a tetraciclina (Levy; Marshall,
2004), além do aumento na taxa de mortalidade anual por candidiase devido a
resisténcia aos antifiungicos (Ghannoum; Rice, 1999).

Diante dessa perspectiva novos farmacos foram desenvolvidos. A Ultima
classe de antibacteriano foi descoberta na década de 80 (Figura 3) (WHO, 2014), no
entanto, logo se observou a ineficacia dos medicamentos frente as novas cepas
multirresistentes (Chandra et al., 2017). A partir de entdo a resisténcia microbiana
passou a ser uma ameagca crescente ao tratamento efetivo de uma gama cada vez

maior de infecgdes, causadas por bactérias, parasitas, virus e fungos (WHO, 2014).
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Figura 3 - Descoberta das classes de drogas antibacterianas
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llustracdo da descoberta das classes de antimicrobianos, as datas indicadas séo referentes as
patentes de cada medicamento.
Adaptado de WHO, 2014.

Nesta ultima década houve um aumento significativo na prevaléncia de
resisténcia a agentes antibacterianos e antifungicos (Ghannoum; Rice, 1999). Essa
resisténcia vem sendo associado ao aumento acentuado do uso de antibioticos, na
atencdo a saude e na agricultura (Bradley et al.,, 2015). As resisténcias tem
aumentado principalmente contra as classes de antimicrobianos quinolonas,
carbapenémicos e cefalosporinas de terceira geracéo (Roca et al., 2015).

As principais patologias afetadas pela resisténcia aos medicamentos incluem
a tuberculose, a malaria, as infec¢des respiratorias agudas graves e as sepses
causadas por bactérias Gram-negativas (Vernet et al., 2014). Os recém-nascidos
constituem a populacdo mais vulneravel, estimando-se que de todas as mortes
causadas por infecgcbes no periodo neonatal, 56% delas foram ocasionadas por
microrganismos multirresistentes. As patogéneses mais frequentes de sepse

neonatal sdo causadas por K. pneumoniae, E. coli, Pseudomonas spp.,
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Acinetobacter spp. e S. aureus, sendo que 70% dessas infeccbfes ndo seriam
eliminados por um regime empirico de ampicilina e gentamicina (Vernet et al., 2014).

Nos dias de hoje, as infec¢cdes sdo as principais responsaveis por mortes no
mundo (Kapoor; Saigal; Elongavan, 2017), dentre elas, as infec¢des bacterianas sao
as de maior incidéncia em humanos (WHO, 2001), além de possuirem os exemplos
mais notaveis de mecanismos de resisténcia e 0s mais caros em termos de
morbidade e mortalidade (Davies; Davies, 2010).

As bactérias estdo presentes no ambiente e na microbiota humana (WHO,
2014), séo classificagdo com Gram-positivas e Gram-negativas. Uma caracteristica
comum para ambas as classes é a parede celular (Malanovic; Lohner, 2016).

As bactérias Gram-positivas possuem uma parede celular rigida composta por
peptideoglicano, acido teicdico e acido lipoteicdico. Em contraste, bactérias Gram-
negativas apresentam parede celular fina, cercada por membrana lipidica, chamada
membrana externa, e uma membrana interna citoplasmatica. O espaco entre as
membranas € referido como periplasma ou espaco periplasmatico. A membrana
externa € uma camada protetora adicional em bactérias Gram-negativas impedindo
a entrada de substancias, estresses osmoticos e mecéanicos. A membrana
citoplasmatica impede que os ions fluam para dentro ou para fora da célula e
mantém o citoplasma e componentes bacterianos em um espaco definido
(Malanovic; Lohner, 2016; Kapoor; Saigal; Elongavan, 2017).

Os principais mecanismos que conferem resisténcia as bactérias sdo as
enzimas que destroem ou modificam a estrutura quimica do agente antibacteriano;
bombas de efluxo; alteracdo na estrutura das paredes ou membranas celulares e;
mutacOes dos genes de resisténcia (Malanovic; Lohner, 2016; Chandra et al., 2017,
Kapoor; Saigal; Elongavan, 2017).

Uma vez que as bactérias se tornam resistentes a algum farmaco, elas
passam essa caracteristica para sua progénie através de transferéncia horizontal ou
vertical (Chandra et al., 2017). Além disso, organismos comensais também s&o
reservatorios comuns de genes de resisténcia, como, por exemplo, no caso do
Staphylococcus epidermidis que serve de reservatorio de genes de resisténcia e
plasmideos para o S. aureus mais patogénico (Levy; Marshall, 2004).

Conforme destacamos, a resisténcia bacteriana ndo € nova, mas o niumero de
organismos, as localizagbes geogréficas afetadas e a amplitude de resisténcia em

organismos unicos, sdo sem precedentes (Levy; Marshall, 2004). Alguns dos fatores
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gue contribuem para esse quadro sao: a prescricdo desenfreada de antimicrobianos
e 0 uso incorreto dos antibiéticos para humanos e animais (WHO, 2014).

Os isolados clinicos resistentes a maioria das drogas ja foram observados nas
espécies Mycobacterium tuberculosis, Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Neisseria gonorrhoeae, Acinetobacter baumanniia e
Pseudomonas aeruginosa (Bradley et al., 2015). As bactérias E. coli e Klebsiella
pneumoniae na Europa vem demostrando um aumento acentuado de resisténcia as
cefalosporinas de terceira geracéo e a resisténcia a multiplas drogas (trés ou quatro
agentes antibacterianos) (Roca et al., 2015).

Hoje a tuberculose € uma das patologias mais preocupantes, que emergiram
resistentes aos antibiéticos. A patogéneses aumentou 3,6% no mundo e 20,2% dos
novos casos sao associados a bactéria multirresistente, com taxas muito mais altas
na Europa Oriental e Asia Central. Estima-se que entre os pacientes que iniciaram o
tratamento em 2010, apenas 48% foram curado apés a conclusdo do tratamento
(WHO, 2014).

As infeccbes fungicas também tém grande ocorréncia geografica, as mais
comuns sao aspergilose, histoplasmose e dermatofitose (vulgarmente conhecida
como micose) (WHO, 2014). A infecdo fungica mais importante € a candidiase
causada pela levedura Candida (Ghannoum; Rice, 1999), sendo a infecdo mais
comum em todo o mundo (WHO, 2014).

A candidiase pode variar de uma infeccéo superficial, como candidiase oral, a
uma doenca invasiva, como a candidemia (infec¢do da corrente sanguinea causada
por leveduras do género Candida). A candidemia € a forma mais comum de
candidiase invasiva (WHO, 2014). Infec¢Bes invasivas provocadas por essa
levedura estdo associadas a alta morbidade e mortalidade (aproximadamente 35%).
Em 2005, o Centros de Controle e Prevencdo de Doencas CDC estimou que essas
infecgbes adicionam US$ 8 bilhdes de gastos com saude nos EUA (WHO, 2014).

Nesse contexto a resisténcia microbiana surge como um dos principais
problemas do século XXI (WHO, 2014) e representam uma ameaca global a saude
publica (Bradley et al., 2015). A busca por novas terapias provenientes de produtos
naturais ou do uso de drogas associadas a substancias naturais jA& vém sendo
estudadas (Newman; Cragg, 2016) e podem ser uma alternativa para novas terapias

ou mesmo adjuvante potencializadores de farmacos ja existentes.
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1.5 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas, ou Tripanossomiase americana, foi descrita pelo
meédico Carlos Ribeiro J. Chagas, no ano de 1909 (CHAGAS, 1909), e é uma
doenga potencialmente fatal (WHO 2017). E uma das 17 doencas tropicais
negligenciadas (DTNs) listadas pela OMS. As DNTs abrangem um grupo de
patologias transmissiveis que prevalecem em 149 paises, com maior incidéncia em
paises em desenvolvimento (WHO, 2015).

Esta patologia é endémica e distribuida em 21 paises, principalmente na
América, desde o norte do México até o sul da Argentina e do Chile. O parasita
espalhou-se pelo mundo principalmente pelo fluxo migratério de individuos
contaminados da América Latina (Schmunis; Yadon, 2010; WHO, 2017).

A doenca de Chagas afeta entre 6 e 7 milhdes de pessoas no mundo (WHO,
2017) e o maior concentracdo de pessoas infectadas esta distribuida em quatro
paises: Argentina (1.505.235), Brasil (1.156.821), México (876.458) e Bolivia
(607.186) (Antinori et al.,, 2017), e custam as economias 627,46 milhdes de
assisténcia médica (Pérez-Molina; Molina, 2018).

Ainda de acordo com a OMS, devido ao alto nimero de pessoas que
permanecem nado diagnosticados, estima-se que 75 milhdes de pessoas correm o
risco de se infectarem (WHO, 2017). E a doenca parasitaria mais importante da
Ameérica Latina e uma das mais comuns no mundo (Balouz et al., 2017).

Na Europa, o influxo macigo de imigrantes latino-americanos, especialmente
para Espanha, Portugal e Italia, registrados desde a década de 1990, aumentaram
drasticamente os casos diagnosticados da doenca. A prevaléncia de infeccdo em
imigrantes latino-americanos que vivem na Europa é estimada em 4,2% com a maior
prevaléncia entre os bolivianos (18,1%) e paraguaios (5%) (Antinori et al., 2017).

Além da Europa, outras regides ndo endémicas também registram infectados.
Estima-se cerca de 300.000 nos EUA; 5.500 no Canada; 3.000 no Japédo e na
Australia 1.500 casos (Schmunis; Yadon, 2010; Pérez-Molina; Molina, 2018).

O parasita Trypanosoma cruzi € o responsavel pela doenca. E um
protozoario hemoflagelado, da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae
(WHO, 2015). E considerado um parasita promiscuo com ciclo de vida complexo,

envolvendo proliferacdo e diferenciacdo extracelular em vetores de insetos


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schmunis%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19932071
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schmunis%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19932071
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schmunis%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19932071
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schmunis%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19932071
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hematofagos, e proliferacdo e diferenciacdo intracelular em uma variedade de
hospedeiros vertebrados (Balouz et al., 2017).

O T. cruzi infecta mais de 100 espécies de mamiferos domésticos e silvestres
(WHO, 2015), e é transmitido por trés géneros de insetos triatomineos (Triatoma,
Panstrongylus, Rhodnius) distribuidos amplamente na América Latina (Antinori et al.,
2017; Pérez-Molina; Molina, 2018).

A transmissdo ocorre primariamente quando os humanos sdo expostos as
fezes do inseto infectado (Figura 4) (Balouz et al., 2017), porém o T. cruzi pode ser
transmitido por outras formas além da propagacéo vetorial (WHO, 2015). As formas
alternativas de infeccado se ddo através de transfusdo de sangue, transplantes de
orgaos, transmissao vertical, transmissdo oral (comidas e bebidas contaminados) e
acidentes laboratoriais (Pérez-Molina; Molina, 2018). As contaminacbes por
transplante de orgdo, transmissdo oral e acidentes laboratoriais sdo menos
frequentes (Antinori et al., 2017).

A transfusdo de sangue ja foi considerada a segunda forma de contaminacao
mais importante, a taxa variava entre 10 e 25% dos casos documentados (Pérez-
Molina; Molina, 2018). Dados mais recentes indicam que esse percentual caiu para
1,7%, sendo que o maior risco de infectividade esta associado a transfusdo de
plaquetas (Antinori et al., 2017).

A taxa de transmissdo congénita vem crescendo em paises endémicos,
devido a falta de politicas publicas voltadas para gestantes (Antinori et al., 2017), a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que a cada ano 9.000 novos casos de
transmissdo congénita ainda ocorram (WHO, 2015).

1.5.1 Manifestacao clinica e tratamento

A doenca de Chagas manifesta-se em duas fases, a aguda e a crénica. Os
sintomas da fase aguda geralmente sdo assintomaticos, mas em alguns casos
ocasionados pela transmissdo de vetores, a sintomatologia (Figura 3) inclui
inflamacé@o no local da inoculacdo (denominado chagoma) ou edema palpebral
unilateral prolongado (denominado sinal de Romand) (Balouz et al., 2017). Essa fase
da doenca dura de 4 a 8 semanas e a parasitemia diminui substancialmente a partir

de 90 dias. A doenca aguda grave ocorre em menos de 5% dos pacientes e inclui
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manifestacbes como miocardite aguda, derrame pericardico e meningoencefalite
(Pérez-Molina; Molina, 2018).

Figura 4 - Ciclo de vidado T. cruzi.
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Imagem ilustrando o ciclo de vida do parasita T. cruzi.
Fonte: Adaptado de Pérez-Molina; Molina, 2018.

Sintomatica ou néo, a fase aguda da doenca pode evoluir para a fase cronica.

Essa fase é

baixa, intermitente ou nula (Balouz et al.,

caracterizada pela auséncia de sintomas clinicos e parasitemia muito

2017). Durante essa fase, a replicacéo do

parasita € mantida sob controle pela imunidade mediada por células B e T (Padilla et

al., 2009). No entanto, o parasita tem capacidade de elaborar formas de evasédo do
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sistema imune e voltar a invadir as células hospedeiras (Balouz et al., 2017).
Aproximadamente 30% a 40% dos pacientes podem desenvolver cardiomiopatia,
megaesb6fago ou megacélon até 30 anos apos adquirir o parasita (Pérez-Molina;
Molina, 2018). A reativacdo da doenca também ocorre em pacientes
imunodeprimidos, como portadores do AIDS (WHO, 2017).

A estratégia diagnostica mais apropriada depende do estagio clinico do
paciente. O diagndéstico padréo ouro para a fase inicial € a microscopia convencional
(visualizacdo de tripomastigotas circulantes no sangue periférico), devido a
parasitemia patente, como nos casos de recém-nascidos infectados congenitamente
(Balouz et al.,, 2017). Na fase crbénica, a OMS recomenda, pelo menos, duas
técnicas para a confirmacao do diagnéstico (WHO, 2015). A reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) do sangue periférico e a sorologia de anticorpos anti- T. cruzi sdo
as mais indicadas, mas mesmo assim podem produzir resultados falsos negativos
devido a baixa parasitemia nessa fase (Balouz et al., 2017).

O tratamento com drogas € sempre recomendado para doenca de Chagas
aguda, congénita e infeccdes reativadas (Antinori et al., 2017; WHO, 2017). Os
farmacos licenciados para o tratamento da doenca de Chagas benzonidazol e
nifurtimox (WHO, 2017). Ambos tem sido o pilar dos tratamentos nos ultimos 50
anos, embora seu perfil de seguranca esteja longe do ideal (Pérez-Molina; Molina,
2018). Apesar dos antiparasitarios serem quase 100% eficazes na cura da infec¢éo
se administrada no inicio da fase aguda, sua eficacia diminui quanto maior for o
tempo que uma pessoa estiver infectada (WHO, 2017).

O tratamento com nifurtimox apresenta uma taxa de cura de 86% na fase
cronica, para criancas de até 14 anos, e entre 5 a 7 % para adultos. Os efeitos
adversos mais frequentes sdo anorexia, perda de peso, disturbios neuroldgicos
(irritabilidade, ins6nia, desorientacdo, alteracées de humor e neuropatia periférica),
manifestacfes digestivas como nauseas e vOmitos e, ocasionalmente, febre e
erupcao cutanea (Pérez-Molina; Molina, 2018).

O benzonidazol alcangca 100% de cura quando administrado durante o
primeiro ano de vida dos pacientes que adquiriram a doenca de forma vertical, e
76% para pacientes na fase aguda. Na fase cronica, as taxas de cura sdo muito
menores: 60-93% em criancas com idade até 13 anos e 2-40% em adultos. Os

efeitos adversos mais comuns séo hipersensibilidade, (principalmente sob a forma



37

de erupcdo cutanea e intolerancia digestiva), anorexia, dor de cabeca e disturbios do
sono (Pérez-Molina; Molina, 2018).

Pacientes na fase cronica, geralmente, vem a 0bito por morte subita causada
por arritmia ou insuficiéncia cardiaca. Essa doenca tem sido um dos maiores
problemas na América Latina devido aos efeitos incapacitantes e alta taxa de
mortalidade (WHO, 2015).

Um século apos a descoberta da doenca de Chagas, essa patologia ainda
apresenta desafios criticos, incluindo uma quimioterapia eficiente. Os medicamentos
clinicos disponiveis tém baixa eficacia na fase cronica, além de efeitos colaterais
graves (Menna-Barreto et al., 2009). A prépolis tem sido extensivamente investigada

como um potente agente antichagasico (Dantas et al. 2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dantas%20Silva%20RP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28358806
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito antimicrobiano e antiparasitario da

prépolis produzida pela espécie Scaptotrigona aff. postica.

2.2 Especificos

e Avaliagdo da agao antimicrobiana frente a cepas de fungos e bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas

e Avaliacdo da acédo antiparasitaria contra o parasita Trypanosoma cruzi.
e Avaliacdo da viabilidade celular dos extratos em células animais
(VERO e LLC-MK2).

e |dentificacdo dos compostos presentes nas fracdes 40 AQ e 40 AL.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Método de extracao

A propolis foi obtida de uma coldnia de S. aff. postica, na regido do Barra do
Corda, localizada no centro geografico do Maranhao, na confluéncia dos Rio Corda
e Rio Mearim (Figura 5), cedida gentilmente pelo Apicultor Wilson Amorin Melo.
Apos coleta, a prépolis foi armazenada em recipiente ao abrigo de luz e transportada
até o laboratério de Parasitologia do Instituto Butantan, onde foi mantida em freezer
— 20° C até seu uso.

Figura 5 - Municipio de Barra do Corda, Maranhéo, Brasil
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Mapa do Brasil, estado do Maranhdo, em destaque o Municipio de Barra do Corda, local onde esta
situado o apiario de S. postica.

Fonte: artigo “Espectro polinico da propolis de Scaptotrigona aff. postica (Hymenoptera, Apidae,
Meliponini) em Barra do Corda, MA, Brasil”.

3.1.1 Obtencé&o do extrato aquoso

Iniciou-se a extracao pela maceracéao da propolis (100 gramas) em nitrogénio
liguido até a obtencdo de um po6 (Figura 6), adicionou-se agua ultrapura (Direct-Q

5UV) (100 mL para cada 10 gramas), ficando armazenado em vidro estéril e
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mantido sob rotacdo magnética (IKA® Big Squido - 1.000 rpm) por 24 horas a
temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Para a separagao do precipitado (cera) do
meio liquido (extrato), o sobrenadante foi centrifugado (Eppendorf® centrifuge
5804R- a 4°C por 30 minutos a 15.000 rpm) e posteriormente filtrado (J. Prolab —
papel filtro qualitativo @ 15,0 cm). O filtrado foi liofilizado (SUPERMODULYO Freezer
DRYER Thermo Electron Corporation) para a obtengcdo do extrato seco. O extrato

aguoso da prépolis (EAP) foi mantido a -20°C até a realizacdo dos experimentos

Figura 6 - Propolis da abelha S. postica

Macerado e propolis da abelha S. aff. postica.
Fonte: Cantero, 2018.

3.1.2 Extracgao alcodlica

Iniciou-se a extracdo pela maceragéo da propolis (100 gramas) em nitrogénio
liguido até a obtencdo de um pd. O metanol (70%) foi adicionado ao p6 (100 mL
para cada 10 gramas), armazenado em vidro estérii e mantido sob rotacéo
magnética (IKA® Big Squido - 1.000 rpm) por 24 horas a temperatura ambiente e ao
abrigo de luz. Para a separacdo do precipitado (cera) do meio liquido (extrato), o
sobrenadante foi centrifugado (Eppendorf® centrifuge 5804R- a 4°C por 30 minutos
a 15.000 rpm) e posteriormente filtrado (J. Prolab — papel filtro qualitativo @ 15,0
cm). O filtrado foi liofilizado (SUPERMODULYO Freezer DRYER Thermo Electron
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Corporation) para a obtencdo do extrato seco. O extrato metandlico da propolis
(EMP) foi mantido a -20°C até a realizagdo dos experimentos.

3.2 Ensaio de viabilidade celular

3.2.1 Linhagem celular e meio de cultivo

Células VERO, linhagem de fibroblastos (Cercophitecus aethiops - células renais de
macaco verde da Africa), foram cultivadas a 37°C em frascos T25 contendo 5 mL de
meio Leibovitz (L-15) suplementado com 10% de soro fetal bovino. Apds atingirem
70% de confluéncia, as células foram tratadas com tripsina, dissolvidas em meio de
cultura e contadas em camara de Neubauer, utilizando o método de exclusao celular
por azul de tripan (0,2%), na qual apenas as ceélulas viaveis permanecem
descoradas.

Células LLC-MK2, linhagem epitelial (Células renais de Macaco Rhesus),
foram cultivadas a 37°C em frascos T25 contendo 5 mL de meio Dulbecco
modification of Minimum Essential Media (DMEM) suplementado com 10% de soro
fetal bovino. ApOs atingirem 70% de confluéncia, as células foram tratadas com
tripsina, dissolvidas em meio de cultura e contadas em camara de Neubauer,
utilizando o método de exclusédo celular por azul de tripan (0,2%), na qual apenas as
células viaveis permanecem descoradas.

Para o célculo da viabilidade utilizou-se a seguinte formula:

% células viaveis = nimero de células vivas nos 4 quadrantes x 100

total de células contadas nos 4 quadrantes

3.2.2 Viabilidade celular pela técnica do MTT

A viabilidade celular foi quantificada através da atividade do succinato
desidrogenase, enzima mitocondrial ativa em células com metabolismo da cadeia
respiratoria intacto, pelo método MTT Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-
2H-tetrazolio, protocolo descrito por Mosmann (1983).

As células VERO foram semeadas na concentracdo de 10* células/poco em
placas de 96 pocos em meio L-15 suplementado com 10 % de soro fetal bovino e

mantidas a 37° C durante 24 horas. Ao atingir 70 a 80% de confluéncia, os poc¢os
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foram lavados com PBS estéril para remocao das células ndo aderidas e 100 pL das
amostras (na concentracdo maxima utilizada nos testes antimicrobianos, ou seja,
200 pg/mL) foram adicionadas. Foram realizados controles positivos (células + L-15
10% SBF) e controle negativos (células + 1% DMSO). As placas foram mantidas a
37°C, por 24 horas. Ap6s as 24 h de incubagdo o sobrenadante das culturas foi
removido e 20 pL da solucdo de 5 mg/mL de Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil-2H-tetrazolio (MTT) em PBS foi adicionado em cada poco, as células foram
mantidas por 4 horas a 37°C ao abrigo de luz. Passado o periodo foi adicionado 100
pl de DMSO por 10 minutos para a solubilizacdo dos precipitados. A leitura foi
realizada no leitor de ELISA (FlexStation® 3, Molecular Devices, EUA) no
comprimento de onda de 540 nm. O experimento foi realizado em triplicata.

O experimento também foi realizado com as células LLC-MK2. As células
foram semeadas na concentracdo de 10* células/poco em placas de 96 pocos em
meio DMEM suplementado com 10 % de soro fetal bovino e mantidas a 37° C
durante 24 horas. Ao atingir 70 a 80% de confluéncia, os pocos foram lavados com
PBS estéril para remocdo das células ndo aderidas e 100 pyL do EMP (nas
concentracdes 0,25; 0,5; 0,75; 1 e 2 mg/mL) foram adicionados. Foram realizados
controles positivos (células + L-15 10% SFB) e controle DMSO (células + L-15 10%
SFB + 0,5% DMSO). O controle DMSO foi utilizado pois o extrato proveniente do
metanol, ndo solubiliza em agua, assim fizemos um controle nas mesmas
concentracfes da solubilizacdo. As placas foram mantidas a 37°C, por 24 horas.
Apés as 24 h de incubacdo o sobrenadante das culturas foi removido e 20 pL da
solucdo de 5 mg/mL Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio
(MTT) em PBS foi adicionado em cada poco, as células foram mantidas por 4 horas
a 37°C ao abrigo de luz. Passado o periodo foi adicionado 100 ul de DMSO por 10
minutos para a solubilizagdo dos precipitados. A leitura foi realizada no leitor de
ELISA (FlexStation® 3, Molecular Devices, EUA) no comprimento de onda de 540
nm. O experimento foi realizado em triplicata.

Os célculos para obtengdo dos valores de viabilidade celular seguiram o
seguinte procedimento:

1. Calculo da média da densidade Optica das amostras, do controle
celular e do controle com DMSO 0,5%;
2. Subtracdo da média do controle com DMSO 0,5% das médias do

controle e das amostras;
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3. Célculo da viabilidade celular média pela equacéo:

oDD

V€= 5pc

x 100

Sendo, VC= viabilidade celular; ODD= média da densidade o&ptica das
amostras; ODC= média da densidade 6ptica dos controles.
A partir dos dados obtidos foi plotado o grafico de viabilidade celular

em funcéo da concentracdo das amostras.

3.2.3 Viabilidade celular pela técnica do AlamarBlue

A metodologia empregada utilizou a resazurina. A resazurina € um corante
azul ndo fluorescente que € reduzido a resorufina altamente fluorescente de cor
rosa. Especificamente, a resazurina ao penetrar a membrana plasmética é reduzido
em resposta a uma reducdo quimica do meio devido ao crescimento celular ou por
acao de enzimas mitocondriais.

As células LLC-MK2 foram semeadas na concentracdo de 10* células/poco
em placas de 96 pocos em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino
e mantidas a 37° C durante 24 horas. Ao atingir 70 a 80% de confluéncia, os pocos
foram lavados com PBS estéril para remocédo das células ndo aderidas e 100 pL do
EMP (nas concentra¢bes 0,25; 0,5; 0,75; 1 e 2 mg/mL) foram adicionadas. Foram
realizados controle positivo (células + DMEM 10% SFB) e DMSO (células + 0,5%
DMSO + DMEM 10% SFB). O controle DMSO foi utilizado pois o extrato proveniente
do metanol, ndo solubiliza em &gua, assim fizemos um controle nas mesmas
concentracfes da solubilizacdo. As placas foram mantidas a 37°C a 5% de CO,, por
24 horas. ApoOs 24 h de incubagéo o sobrenadante das culturas foi retirado e foram
adicionados aos pogos 10 pL da solugéo do reagente Alamar Blue ao volume (90 uL)
do meio DMEM presente nos poc¢os (v/v) conforme recomendacfes do fabricante
(Alamar Blue® Cell Viability Reagent). Em seguida a placa foi mantida no escuro em
incubadora de CO, por 4 h a 37°C. A presenca de células viaveis nos pocos foi
detectada pela intensidade de fluorescéncia (excitacdo de 550 nm e emisséo de 585
nm) em leitor de Microplacas (Modelo Cytation 3, Marca BioTek Instruments).

Os calculos para obtengdo dos valores de viabilidade celular seguiram o

seguinte procedimento:
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1. Célculo da média da densidade Optica das amostras, do controle
celular e do controle com DMSO 0,5%;

2. Subtracdo da média do controle com DMSO 0,5% das médias do
controle e das amostras;

3. Célculo da viabilidade celular média pela equacéo:

ve = 222 100
~opc”

Sendo, VC= viabilidade celular; ODD= meédia da densidade Optica das
amostras; ODC= média da densidade oOptica dos controles.
A partir dos dados obtidos foi plotado o grafico de viabilidade celular em

funcdo da concentracdo das amostras.

3.3 Testes bioldgicos

3.3.1 Microrganismos

A avaliagdo da atividade antimicrobiana in vitro foi realizada frente aos
seguintes microrganismos Escherichia coli (SBS363), Micrococcus luteus (A270)
doadas pelo Instituto Pasteur (Paris, Franca); Candida albicans (MDM8) doada pelo
Departamento de Microbiologia da Universidade de S&o Paulo (Sao paulo, Brasil);
Escherichia coli (D31- resistente a estreptomicina), Staphylococcus aureus (ATCC
29213), Salmonella entrica serovar typhimurium (ATCC 14028) Bacillus megaterium
(ATCC 10778) e Micrococcus luteus (BR1 — resistente a estreptomicina) doadas pela
Colecdo Americana de tipos de Cultura Celular (ATCC). Os fungos de isolados
clinicos humanos Candida krusei (I0OC 4559), Candida glabrata (IOC 4565), Candida
parapsilosis (I0C 4564), Candida guilliermondii (I0C 4557), Candida tropicallis (I0C
4560) e Candida albicans (IOC 4558) foram doados pelo Instituto Oswaldo Cruz (Rio
de janeiro, Brasil). As cepas foram mantidas em colecdo de cultura a -80°C no
Laboratério Especial de Toxinologia Aplicada — LETA do Instituto Butantan (Sao

Paulo, Brasil), sob a responsabilidade do Prof. Dr. Pedro Ismael da Silva Junior.
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3.3.2 Preparo do inéculo

Para a realizacdo dos ensaios utilizamos o método recomendado pela norma
MO7-A9 da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI/NCCLS, 2012) na
cultura de bactérias. As suspensdes bacterianas foram padronizadas a partir de uma
cultura de 24 h de crescimento em placa Mueller Hinton. A colbnia foi adicionada a
10 mL de meio de cultura Mueller-Hinton (MH). O meio com o indculo foi incubado a
37° C sob agitacdo, até atingir a concentracdo de 10° CFU/mL. A concentracéo foi
confirmada através da medida de absorbancia do inoculo por espectrofotometria
utilizando o aparelho Victor® (1420 Multilabel Counter /Victor® - Perkin Elmer) a 595
nm.

Nas culturas dos fungos utilizamos o método descrito pela NCCLS M38-P
(NCCLS, 2002). As culturas dos fungos foram crescidas por 7 dias em meio de
cultura de dextrose de batata 1,2% (m:v) (Difco; “halfstrength”) (PDB) a 35°C, até
que atingissem a concentracao final de 10* CFU/mL. O crescimento foi determinado

através da densidade 6ptica em 570 nm.
3.4 Ensaio de inibicdo do crescimento microbiano em meio liquido

Para avaliagdo da atividade antimicrobiana utilizamos o ensaio de inibicdo
de crescimento microbiano em meio liquido em microplaca de 96 pocos (Riciluca et
al.,, 2012). As amostras EAP e EMP, foram submetidas inicialmente a um screening
de atividade contra as cepas Escherichia coli (SBS363), Micrococcus luteus (A270),
Candida albicans (MDMB8) e Candida tropicallis (I0OC 4560).

O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pocos com volume final de 100
ML. Foram testados 20 ul de cada amostra (200 pg/mL) e adicionados 80 uL do meio
de cultura contendo 10° CFU/mL para bactérias e/ou 10* CFU/mL para fungos.

Os meios de crescimento utilizados foram PB (Peptonas 10 g/ L; NaClI5 g/
L; pH 7,4) para bactérias e PDB (Potato Dextrose Broth 1,2 g Dextrose de batata;
100 mL de H20O; pH 5,0) para fungos. Neste experimento, foram utilizados como
controle positivo 20 pL de estreptomicina (10 mg/mL) e 80 puL do meio de cultura
contendo o inoculo microbiano, e como controle negativo 20 pL de agua ultrapura

(Direct-Q 5UV) e 80 pL do meio de cultura contendo o inoculo microbiano.
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Para todos os microrganismos foi realizado um controle de solvente com a
concentracdo maxima de DMSO utilizado para solubilizar as amostras provenientes
do EMP (0,5%). Os experimentos foram realizados em triplicata.

Foram realizados os controles de crescimento de cultura, bem como,
controles apropriados de esterilidade dos materiais, adicionando 100 yL de &agua
ultrapura (Direct-Q 5UV) e 100 pL dos meios de cultura, como representado na
Figura 7.

O crescimento microbiano foi avaliado através da turbidez do meio por
medida de absorbéancia (A: 595nm) num leitor de microplaca Victor? (1420 Multilabel
Counter /Victor? - Perkin Elmer), ap6s 24 horas de incubacao a 37°C.

Figura 7 - Esquema representativo do ensaio inibicdo de crescimento

microbiano em meio liquido.
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Para realizacéo dos experimentos foram utilizados 20 pyL EAP e EMP (200 pg/mL) e 80 uL do meio de
cultivo contendo 105 CFU/mL para bactérias ou 104 CFUI/mL para fungos. Controle positivo 20 pL de
estreptomicina (10mg/mL) ou controle negativo 20 uL agua e 80 pL do meio de cultivo contendo 105
cél/mL ou 104 cél/mL dos microrganismos.

3.4.1 Determinacao da Minima Concentracao Inibitoria (MIC)

Apoés a confirmacdo da atividade antimicrobiana, determinamos as minimas
concentracgdes inibitorias (MIC). O MIC é definido como a minima concentracdo de
uma substancia que provoca 100% da morte do microrganismo. Foi utilizado o
ensaio de inibicdo de crescimento microbiano em meio liquido (item 3.4). Na placa

de 96 pocos foram adicionadas as amostras, 0 meio de cultura e as suspensodes
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microbianas nas mesmas condigdes do item 3.4, totalizando 100 pyL. As amostras
foram avaliadas nas concentragdes de 31,3 a 200 pg/mL.

Para todos os microrganismos foi realizado um controle de solvente com a
concentracdo maxima de DMSO utilizado para solubilizar as amostras provenientes
da EMP (0,5%), bem como, o controle de crescimento de cultura, e os controles
apropriados de esterilidade dos materiais. As placas foram incubadas por 48 h em
estufa a 37°C. O experimento foi realizado em triplicata.

A leitura dos resultados foi avaliada através da turbidez do meio por medida
de absorbancia (A: 595nm) num leitor de microplaca Victor 3 -1420 (Perkin Elmer).
Foi definido como MIC a menor concentragdo onde nao foi observada turbidez do

meio, ou seja, a qual ndo houve o crescimento dos microrganismos.

3.5 Parasita

Foi utilizada neste estudo a forma epimastigota CL Brener do T. cruzi,
cultivadas em meio Liver Infusion Tryptose (LIT). Este meio consiste em solucédo a
10% em agua de infuso de figado (DIFCO), de triptose (DIFCO), 40 g de cloreto de
sédio (SYNTH), 4,0 g de cloreto de potassio (SYNTH), 80 g de fosfato de sédio
(SYNTH), 5 mL de trietonalamina, 250 mg hemina (Sigma), solucdo a 40% em agua
de glicose (Sigma) e 50 mL de soro fetal bovino (Sigma) (CAMARGO, 1964).

3.5.1 Preparo do inéculo

Para iniciar o cultivo das formas epimastigotas, foi realizado um in6culo de
3x10° parasitos/mL em uma garrafa de cultura de células contendo 5 mL de LIT. As
culturas foram diariamente homogeneizadas para oferecer uma maior aeracao e
observadas em microscépio Optico para verificar a auséncia de contaminacdo. A
cada 2 a 3 dias, as culturas foram repicadas por passagens sucessivas em meio LIT.

As culturas foram mantidas em estufa a temperatura de 28 °C.

3.5.2 Ensaio de inibicdo de crescimento

A cultura de epimastigotas cepa CL Brener do T. cruzi em crescimento

exponencial foi diluida para a concentracdo de 10° parasitas/mL em meio LIT. A



48

suscetibilidade do T. cruzi a prépolis foi avaliada inicialmente na concentracdo de 2
mg/mL dos extratos brutos. O extrato que exibiu acdo antiparasitéria foi avaliado nas
concentracdes de 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,75 mg/mL, 1 mg/mL, e 2 mg/mL. Para a
realizacdo de curva de crescimento os parasitos foram mantidos em placa de 96
pocos, com volume de 200 pL em cada poco e foram feitas leituras de absorbancia a
620 nm (Modelo Cytation 3, Marca BioTek Instruments). Cada concentracdo de
préopolis foi testada em quadruplicata por placa, mantidas a 28°C, e a absorbancia foi
medida a cada 24h. Trés controles foram realizados: pocos com apenas meio LIT,
pocos contendo parasito com LIT apenas e parasitos em meio LIT acrescido de
DMSO (concentragdo final de 0,5%). Para a conversao das leituras de absorbancia
em numero de parasitos por mL, foi utilizada regressao linear baseada em leituras
de absorbancia (620 nm) a partir de curva de concentracdo conhecida de
epimastigotas (Damasceno et al., 2014). Os resultados mostrados aqui
correspondem a trés experiéncias independentes. A partir dos dados obtidos foi

plotado o grafico em funcdo da concentracdo das amostras.

3.6 Separacdo das moléculas

3.6.1 Preparacéo

Os EAP e EMP apos liofilizacdo, foram dissolvidos em agua acidificada
(acido trifluoroacético — TFA 0,05%). Para o EPM foi adicionado 10% DMSO a agua
acidificada para solubilizacdo das moléculas apolares.

Ambos os extratos foram mantidos sob rotacdo magnética (IKA® Big Squido
- 1.000 rpm) por 30 minutos em banho de gelo e ao abrigo de luz, e posteriormente
submetidos a centrifugacdo 16.000 rpm por 30 minutos a 4°C (Centrifugue 5804R

Eppendorf Instruments).
3.6.2 Extracdo em fase sdlida
Para a separacao das moléculas por solubilidade, o sobrenadante foi aplicado

a um cartucho Sep-Pak C18 (Water Associates), equilibrado previamente com TFA

(0,05%). Os extratos foram eluidos em trés concentracdes de acetonitrila acidificada
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(ACN/TFA 0,05%), 5%, 40% e 80% ACN, onde foram obtidas trés fracbes de cada
extrato, que foram denominadas 5 AQ, 40 AQ, 80 AQ, 5 AL, 40 AL e 80
As fracdes foram liofilizadas, pesadas e armazenadas em freezer - 20° C até

a realizacao dos experimentos.

3.7 Cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (CLAE-FR)

Para a cromatografia foram selecionadas duas amostras obtidas da
extracdo em fase sélida que apresentaram agdo antimicrobiana contra cepas Gram-
positivas e Gram-negativas. Elas foram novamente liofilizadas, dissolvidas em TFA
(0,05%) e submetidas a CLAE-FR. A cromatografia foi realizada utilizando o
aparelho LC-8A Preparative Liquid Chomatograph (Shimadzu), em uma coluna de
fase reversa semi-preparativa (Shim-pack ODS) durante 70 minutos com fluxo de 8
mL/min empregando-se gradientes de solucdo de TFA (0,05%) (A) e ACN/TFA
(0,01%) (B). O gradiente da corrida utilizado estd descrito na Tabela 2. A
absorbancia foi monitorada a 225nm e 280nm, a temperatura ambiente. As fracdes
foram coletadas manualmente. Os fracionamentos foram realizados no Laboratorio

Especial de Toxinologia Aplicada do Instituto Butantan.

Tabela 2 - Esquema de gradiente da cromatografia em fase reversa das fracées
40 AL e 40 AQ.

Tempo/Amostra 40AQ e 40 Gradiente
AL
0-10 2%
10-60 60%
60-65 60%
65-70 2%

70.01 Stop
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3.8 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas foi utilizada para identificar as substancias das
amostras com maiores atividades antimicrobianas. As analises foram realizadas no
Laboratorio Multiusuario do Instituto Butantan. Os materiais foram analisados
através da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS),
utilizando um sistema UFLC binario (20A Prominence, Shimadzu Co., Japan)
acoplado ao espectrometro de massas do tipo Electrospray - lon Trap - Time of
Flight (ESI-IT-TOF) (LCMS-8030, Shimadzu Co., Japao).

As amostras foram ressuspendidas em agua / 0,1% Acido Acético e
analisadas em uma coluna C18 (Discovery C18, 5 ym, 50 mm x 2.1 mm), tendo
como solventes (A) Acido Acético/agua (1:999) e (B) Acido Acético / ANC / Agua
(1:900:99), por meio de um fluxo constante de 0,2 mL/min, onde o gradiente variou
de 5 a 70 % de solvente B, durante 35 minutos, a 37 °C, e monitorado a 214 nm por
um detector Shimadzu SPD-M20A PDA.

Seguida a etapa cromatografica, foram realizadas as analises por
espectrometria de massas, de acordo com 0s seguintes parametros: a voltagem
utilizada da interface foi de 4,5 KV e a voltagem do detector 1,76 KV, com
temperatura de 200 °C; a fragmentacéao foi causada por gas de colisdo argdnio, com
50% de energia; e 0s espectros foram obtidos na faixa de 50 a 2000 m/z. Os dados
obtidos pelo software LabSolutions (LCMSsolution versdo 3.60.361, Shimadzu)

foram comparados a literatura para identificagdo dos compostos.

3.9 Andlise Estatistica

Os valores foram testados quanto a sua normalidade pelo teste Kolmogorov-
Smirnov e os dados foram expressos em média e desvio-padrdo. A comparacao
entre os grupos foi realizada através do ANOVA. O Teste de contraste (Pds-Hoc)
utilizado foi o Tukey. Os resultados serdo considerados estatisticamente
significantes se p< 0,05, analisados por meio do programa GraphPad Prism verséo
5.1.
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4 RESULTADOS
4.1 Extracao

Inicialmente, 100 g da propolis foram extraidas com agua ou metanol (Figura
8) (conforme descrito nos itens 3.1.1 e 3.1.2), o rendimento total, apés liofilizagéo, foi

de 5,250 g do EAP e 4,600 g do EMP.

Figura 8 - Extratos da prépolis

EMP e EAP, respectivamente, apos centrifugacao e processo de filtragem.
Fonte: Campos/2018

4.2 Ensaio de inibicdo de crescimento microbiano em meio liquido

O ensaio foi realizado com as amostras EAP e EMP, nas concentragdes

1.000 pg/mL, 750 pug/mL, 500 pg/mL, 300 ug/mL, 200 ug/mL e 100 ug/mL que foram

testadas contra os microrganismos Microccocus luteus (A270), Escherichia coli (SBS

363), Candida tropicallis (C4560) e Candida albicans (MDMO08). Essas espécies de

bactérias e fungos foram selecionadas para a realizagdo de um screening inicial
para determinacéo da ac&o antimicrobiana dos extratos.

No ensaio de rastreamento, ambas as amostras demonstraram acao

antimicrobiana na concentragao de 200 ug/mL, (Tabela 3).
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Tabela 3 - Teste de inibicdo do crescimento de microrganismos em meio

liguido (screening de atividade).

Microrganismos EPA EMP

Bactéria Gram-positiva

Microccocus luteus + +
Bactéria Gram-negativa
Escherichia coli + +

Fungos

Candida albicans

Candida tropicallis

As amostras foram testadas na concentragdo de 200 pg/mL. Sdo apresentados na tabela os
resultados obtidos para as amostras EPA e EMP. (+) atividade antimicrobiana e (-) sem atividade.

Confirmada a atividade biologica das amostras, foram realizados novos
experimentos para determinacdo da concentracdo inibitéria minima (MIC), pelo

ensaio de microdiluicdo (Tabela 4).
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Tabela 4 - Determinacdo da Concentracdo Inibitoria minima (MIC) dos extratos
brutos aquoso (EAP) e metandlico (EMP)

Microrganismos EMP EAP

Bactérias Gram-positivas

Staphylococcus aureus ATCC 29213 200 ND
Bacillus megaterium ATCC10778 62,5 200
Microccocus luteus A270 125 200

Bactérias Gram-negativas

Escherichia coli SBS 363 200 ND

Escherichia coli D31- resistente a estreptomicina 200 ND

Fungos
Candida krusei I0C 455916 ND ND
Candida parapsilosis IOC 456416 ND ND
Candida guilliermondii IOC 4557 ND ND
Candida albicans IOC 45588 ND ND
Candida tropicalis I0C 45608 ND ND
Candida glabrata I0C 45658 ND ND

O MIC foi expresso em pg/mL. As concentragdes testadas foram de 31.1 a 200 ug/mL. (ND) Nao
apresentou atividade antimicrobiana.

4.3 Avaliacéo da viabilidade celular

Paralelamente aos ensaios antimicrobianos, realizamos o teste de viabilidade
celular na concentracdo de 200 pg/mL. O resultado dos efeitos das concentragbes
da EAP e EMP, sobre a proliferacdo de fibroblastos estdo representadas
graficamente na figura 9. A viabilidade celular foi expressa em termos da

absorbancia relativa das células tratadas e ndo tratadas (controle).
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Figura 9 - Viabilidade celular frente a tratamento com as amostras EAP e EMP,

da propolis de S. aff. postica.
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Efeito das amostras EAP e EMP sobre a viabilidade celular de cultura de fibroblastos apés 24h de
tratamento. Os resultados correspondem aos tratamentos realizados com as amostras na
concentragao de 200 ug/mL. A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio colorimétrico do MTT.
N&o houve diferenca estatistica entre os grupos. Como o EMP foi ressuspendido com 0,5% de
DMSO, foi realizado um controle com DMSO nas mesmas concentracdes para verificar a interferéncia
dele no crescimento celular.

Fonte: ANOVA GraphPad Prism 5,1.

4.4 Extracdo em fase solida

A prépolis € um material complexo, assim, com o propdsito de identificar quais
moléculas seriam as responsaveis pela inibicdo do crescimento dos microrganismos,
os extratos foram submetidos ao fracionamento em fase solida utilizando colunas
descartaveis Sep-Pak C18 (Figura 10). A eluicdo do EMP e EAP resultaram em trés
fracOes para cada extrato, ou seja, 6 fracoes totais. As fragOes resultantes do EAP
foram nomeadas de 5 AQ, 40 AQ, 80 AQ; e as fracdes do EMP receberam o nome
de 5 AL, 40 AL e 80 AL.
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Figura 10 - Extragdo em fase solida
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Fracionamento dos extratos da propolis em fase sélida utilizando Sep-Pak C18.
Fonte: Campos/2018

4.5 Atividades antimicrobianas das fragdes

Com as fracdes obtidas através da extracdo em fase solida, foi realizado novo
teste antimicrobiano (Tabela 5) para determinar quais delas teriam acgéo
antimicrobiana. O ensaio foi realizado conforme descrito no item 3.3 com os
microrganismos Microccocus luteus (A270), Escherichia coli (SBS 363), Candida
tropicallis (C4560) e Candida albicans (MDMO08).
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Tabela 5 - Teste de inibicdo do crescimento de microrganismos em meio
liquido pelas fracfes

Microrganismos 5AQ 5AL 40AQ 40AL 80AQ 80AL

Bactéria Gram-positiva

Microccocus luteus + + + + - -

Bactéria Gram-negativa

1
—+
+
+

1

1

Escherichia coli

Fungos

Candida albicans - - - - - -

Candida tropicallis

As fracdes foram testadas na concentracdo de 200 ug/mL. Sao apresentados na tabela os resultados
obtidos para as fragBes 5 AQ, 5 AL, 40 AQ, 40 AL, 80 AQ e 80 AL. (+) atividade antimicrobiana e (-)
sem atividade.

As fragbes 40 AQ e 40 AL foram selecionadas para a determinacéo do MIC,
através do ensaio de microdiluicdo (Tabela 6), pois apresentam a¢ao antimicrobiana

contra microrganismos Gram-positivo e Gram-negativo.
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Tabela 6 - Determinagdo da Concentragcdo Minima Inibitéria (MIC) das fracfes
40 AL e 40 AQ.

Microrganismos 40 AL 40 AQ

Bactéria Gram-positivas

Staphylococcus aureus ATCC 29213 200 200
Bacillus megaterium ATCC10778 62,5 62,5
Microccocus luteus A270 125 200

Bactéria Gram-negativas

Escherichia coli SBS 363 200 200

Escherichia coli (D31 — resistente a estreptomicina) 200 200

Fungos
Candida krusei I0C 455916 ND ND
Candida parapsilosis IOC 456416 ND ND
Candida guilliermondii IOC 4557 ND ND
Candida albicans IOC 45588 ND ND
Candida tropicalis IOC 45608 ND ND
Candida glabrata I0C 45658 ND ND

O MIC foi expresso em pg/mL. As concentragdes testadas foram de 31.1 a 200 yg/mL. (ND) Né&o
apresentou atividade antimicrobiana.

4.6 Viabilidade Celular

As fragdes 40 AL e 40 AQ foram submetidas a novo ensaio de viabilidade
celular sobre a proliferagcdo de fibroblastos. Os resultados estdo representados
graficamente na Figura 11. A viabilidade celular foi expressa em termos da

absorbéancia das células tratadas e nao tratadas (controle).
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Figura 11 - Viabilidade celular de fibroblastos frente ao tratamento com as
fracbes 40 AQ e 40 AL
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No gréfico s8o avaliados os efeitos das fragbes 40 AQ e 40 AL sobre a cultura de células de
fibroblastos (VERO) apds 24 h de tratamento nas concentracdes de 200 pyg/mL. A viabilidade celular
foi avaliada através do ensaio colorimétrico do MTT. N&o houve diferenca estatistica entre os grupos.
Como o EMP foi ressuspendido com 0,5% de DMSO, foi realizado um controle com DMSO para
verificar a interferéncia dele no crescimento celular.

Fonte: ANOVA GraphPad Prism 5,1.

4.7 Fracionamento cromatografico através de Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia — Fase Reversa CLAE-FR

Apoés a primeira etapa de separacao das moléculas, observamos que ainda
ndo era possivel determinar se a acdo biologica das fracdes frente aos
microrganismos estava sendo determinada pelo efeito sinérgico das substancias
presentes nas fracdes, ou se apenas uma molécula era responsavel pela acao
antimicrobiana. Assim, as fracbes 40 AL e 40 AQ foram submetidas a um novo

fracionamento.
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Obtivemos 16 sub fragbes (Figura 12) da fragdo 40 AQ e 10 sub fracbes da

fracdo 40 AL (Figura 13). Nas Figura 12 e 13 destacamos as sub fracbes com
atividade antimicrobiana.

Figura 12 - Cromatograma da amostra 40 AL.
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Perfil cromatografico da fracdo 40 AL, eluida num gradiente de 2% a 60% de ACN. Destacamos as
sub fragdes com agdo antimicrobiana contra o microrganismo Microccocus luteus.
Fonte: Imagem obtida através do software LabSolutions.
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Figura 13 - Cromatograma da amostra 40 AQ.
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Perfil cromatografico da fragdo 40 AQ, eluida num gradiente de 2% a 60% de ACN. Destacamos as
sub fracdes com agéo antimicrobiana contra o microrganismo Microccocus luteus.
Fonte: Imagem obtida através do software LabSolutions

4.8 Atividades antimicrobianas das sub fracdes

Apés esse segundo fracionamento, as concentracdes das amostras foram
substancialmente reduzidas, assim optamos em secar todas as amostras e
ressuspende-las em 1 mL de meio e testa-las novamente. Todas sub fracdes foram
submetidas ao ensaio de inibicdo do crescimento microbiano em meio liquido,
conforme descrito no item 3.3, contra os microrganismos Microccocus luteus (A270),
Escherichia coli (SBS 363) e Candida albicans (MDMO08). Todas as sub fracbes

inibiram o crescimento do microrganismo Microccocus luteus (Tabela 7).
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Tabela 7 - Atividade antimicrobiana das sub fragdes 40 AQ e 40 AL

Microrganismos

Fracdo Sub fracao

Candida albicans Micrococcus luteus Eschirichia coli

40AQ 3 - + -
40AQ 6 - + -
40AQ 7 - + ;
40AL 1 - + -
40AL 2 - + -
40AL 3 - + -
40AL 6 - + -

(+) atividade antimicrobiana. (-) sem atividade.

4.9 Ensaio de inibicdo de crescimento

O ensaio de inibicdo de crescimento antiparasitario (item 3.5.2) foi realizado
com as amostras EAP e EMP, contra a forma epimastigota do protozoario T. cruzi.
Os testes iniciais foram realizados com 2 mg/mL dos extratos (Figura 14). Nesse
teste os extratos foram comparados ao grupo Controle (parasita + meio), também foi
realizado um controle com DMSO na concentragao de 0,5%. A proliferagdo celular

foi quantificada através da leitura da densidade Optica das placas por 3 dias.
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Figura 14 - Curva de crescimento da forma epimastigota do T. cruzi
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No gréafico foram avaliados os efeitos dos extratos contra o parasita T. cruzi apés 1, 2 e 3 dias de
incubacdo. N&do houve diferenca estatisticas entre 0os grupos Controle, DMSO e EAP. Houve
diferenca estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos Controle e EMP. Ambas as
amostras foram utilizadas nas concentragfes de 2 mg/mL.

Fonte: ANOVA GraphPad Prism 5,1

Observou-se que nao houve diferenca entre crescimento das células tratadas
com DMSO e EAP e do Controle. Houve diferencas estatisticamente significativas (p
<0,01) entre os grupos Controle e EMP.

Novos experimentos foram realizados com diferentes contragdes do EMP
para determinar a menor concentracao eficaz na inibicdo do crescimento do parasita
(Figura 15). Nesse teste as concentracdes foram comparadas ao grupo Controle
(parasita + meio). A proliferacdo celular foi quantificada através da leitura da

densidade o6ptica das placas por 10 dias.
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Figura 15 - Curva de crescimento da forma epimastigota do T. cruzi

4.0x107 4
-~ Controle
-& 0.25 mg/ml
3.0x107 + ;
TEI = 0.5mg/ml
3 ? - 0.75 mgmi
@ 2.0%10" 4 -~ 1 mg/mi
g -© 2 mg/mi
1.0x107 +
0-

] | ¥ | I \ I ] I I
© N9 % X 5 6 A D OO
Dias

No gréfico foram avaliados os efeitos das concentra¢des 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,75 mg/mL, 1
mg/mL, e 2 mg/mL do EMP sobre a forma epimastigotas Y do parasita T. cruzi por 10 dias de
incubacédo. Houve diferencga estatisticas entre os grupos Controle e 2 mg/mL (p<0,05). Ndo houve
diferenca estatisticas entre os grupos Controles e 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,75 mg/mL, 1 mg/mL.
Fonte: ANOVA GraphPad Prism 5,1.

Neste experimento observou-se que os grupos 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,75
mg/mL, 1 mg/mL ndo demonstram diferenca estatistica do grupo Controle. O grupo 2
mg/mL foi eficaz na morte do parasita. Houveram diferencas estatisticamente

significativas (p <0,05) entre os grupos Controle e 2 mg/mL.

4.10 Viabilidade celular (células LLC-MK2)

O extrato EMP foi submetido a dois ensaios colorimétricos sobre células LLC-
MK2. Essas células foram utilizadas para o ensaio de viabilidade celular, pois elas
sdo as células padrao utilizadas na replicacdo do ciclo de infeccdo de T. cruzi no
nosso laboratério. Os resultados estdo representados graficamente nas Figuras 16 e
17. A viabilidade celular foi expressa em termos da absorbancia das células tratadas
e nao tratadas (controle).
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Figura 16 - Viabilidade celular de LLMC-MK2 frente ao tratamento contra

amostra EMP
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No gréfico foram avaliados os efeitos das concentra¢cdes da amostra EMP sobre a cultura de LLMC-
MK2 ap6s 24 h de tratamento. A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio AlamarBlue. Nao
houve diferenca estatisticas entre os grupos Controle, DMSO e 0,25 mg/mL. * Houve diferenca
estatisticas entre o grupo Controle e os grupos 0,5 mg/mL, 0,75 mg/mL, 1 mg/mL, e 2 mg/mL
(p<0,05). Como o EMP foi ressuspendido com 0,5% de DMSO, foi realizado um controle com DMSO
para verificar a interferéncia dele no crescimento celular.

Fonte: ANOVA GraphPad Prism 5,1.
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Figura 17 - Viabilidade celular de LLMC-MK2 frente ao tratamento contra

amostra EMP.
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No grafico sdo avaliados os efeitos das concentracdes da amostra EMP sobre a cultura de LLMC-
MK2 apés 24 h de tratamento. A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio colorimétrico do
MTT. N&o houve diferenca estatisticas entre os grupos Controle, DMSO e 0,25 mg/mL. * Houve
diferenca estatisticas entre o grupo Controle e os grupos 0,5 mg/mL, 0,75 mg/mL, 1 mg/mL, 1,5
mg/mL e, 2 mg/mL (p<0,05). Como o EMP foi ressuspendido com 0,5% de DMSO, foi realizado um
controle com DMSO para verificar a interferéncia dele no crescimento celular.

Fonte: ANOVA GraphPad Prism 5,1.

4.11 Analise dos dados de espectrometria de massas

As interpretacdes dos espectros de massas (Apéndices A e B) aliados ao
tempo de retencdo da cromatografia (Figuras 18 e 19) foram utilizadas para sugerir
as estruturas dos compostos achados nas amostras 40 AQ e 40 AL, através de
comparacao com a literatura.

Os compostos detectados (Tabela 8) foram alcaloide das classes dos
isoquinolinico, aporfinico, pirrolizidinico; flavonoides das classes flavona, flavonol,
flavonol glicosideo, além de compostos cafeoilquinicos, e composto polifendlicos.
Dentre as moléculas identificadas destacamos os alcaloides pirrolozidinicos,
identificados pela primeira vez na prépolis de S. aff. postica (COELHO et al., 2015),

que reproduzem mesmo compostos identificados nestas amostras proépolis.
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Figura 18 - Perfil cromatogréafico da fracdo 40 AL
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Perfil cromatogréafico da fracdo 40 AL para identificacdo das substancias na amostra por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-

MS).
Fonte: Imagem obtida através do software LabSolutions.
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Figura 19 - Perfil cromatogréfico da fracdo 40 AQ

Perfil cromatografico da fracdo 40 AQ para identificacdo das substancias na amostra por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-
MS).
Fonte: Imagem obtida através do software LabSolutions.



Tabela 8 - Compostos identificados nas fracdes 40 AL e 40 AQ.
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N° Estrutura proposta Classe de N° Estrutura proposta Classe do
para a fracao 40 composto para a fracao 40 composto
AQ AL
1 hidroxi asimilobine  Alcaloide 1 Miricetina Flavonol
porfirinico
2 Talifolina Alcaloide 2 Des-N-metil Alcaloide
arabinosideo isoquinolini talifolina isoquinolini
co Cco
3 Hidroxi metoxi Alcaloide 3 Acido metoxi Fenil
talifolina isoquinolini cinamico propanoid
co e
4 Hexil apigenina Flavona 4 10-dimetil Alcaloide
magnoflorina aporfinico
5 10-dimetil Alcaloide 5 Diidrofloridanina Alcaloide
magnoflorina aporfinico pirrolizidini
co
6 Acido metoxi Fenil 6 7-(3-metoxi-2- Alcaloide
cinamico propandid metilbutiril)-9- pirrolizidini
e echimidinil co
retronecina ou
derivado de metoxi
echimidina
7 Raminetina ou Flavonol 7 Taicanina Alcaloide
isoraminetina aporfirinico
8 7-(3-metoxi-2- Alcaloide 8 Metoxi- Flavonol
metilbutiril)-9- pirrolozidin heptahidroxi- glicosideo
echimidinil ico flavona
retronecina ou glicuronideo

derivado de metoxi

echimidina
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N° Estrutura proposta Classe de N° Estrutura proposta Classe de

composto composto
9 Cinamil Fenilpropa 9 Quercetina Flavonol
arabinosideo noide
10 Metoxi- Flavonol 10 N-metoxicarbonil-  Alcaloide
heptahidroxi- glicosideo 3-metoxi-hidroxi-  aporfirinic
flavona nordomesticina o]
glicuronideo
11 Apigenina flavona 11 Apigenina flavona
12 10-demetil- Alcaloide 12 Formil-10-dimetil-  Alcaloide
magnoflorina aporfinico magnoflorina aporfinico
glicuronideo glicuronideo
13 Formil-10-dimetil-  Alcaloide 13 Dihidro Ribalinina  Alcaloide
magnoflorina aporfinico quinolinico
glicuronideo

14 Norapomorpina Alcaloide

hexosideo aporfinico
15 Europina Alcaloide
pirrolozidin
ico

Analises HPLC-ESI-IT-TOF em modo de ionizagdo positiva. Compostos foram identificados através
de literatura. Os nameros faltantes sdo os picos nédo identificados
Fonte: tabela retirada do arquivo Excel.
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5 DISCUSSAO

A propolis € um produto natural de grande interesse cientifico (Bankova;
Sforcin, 2011), muitos estudos sobre o tema vém sendo desenvolvidos, no entanto,
a maioria dos trabalhos realizados focam apenas na prépolis da abelha Apis
mellifera (Bankova; Castro; Marcucci, 2000; Cunha et al., 2015). A documentacédo de
propolis de outros grupos de abelha também é relevante para a literatura,
especialmente a respeito das informacdes sobre a atividade biolégica (Bankova;
Castro; Marcucci, 2000).

Um grupo de abelhas interessante e pouco estudado, é o das Meliponinae,
conhecidas como abelhas indigenas sem ferrdo (Bankova; Castro; Marcucci, 2000).
No estado do Maranhao a prépolis da abelha S. aff. postica, pertencente ao grupo
dos meliponineos, € utilizada pela populacao ribeirinha no tratamento de doencas
(Aradjo et al., 2010), porém ha poucos estudos cientificos sobre seus componentes
e atividades bioldgicas.

Sabemos que as propriedades biologicas atribuidas a prépolis estao
relacionadas a sua composi¢ao quimica (Sforcin; Bankova, 2011) e para a extracao
dessas substancias séo utilizados diversos tipos de solventes, estando, portanto a
acdo farmacoldgica diretamente relacionada ao solvente utilizado na producao dos
extratos (Dantas et al., 2017; Sun et al., 2015; Sforcin, 2016;).

Os solventes alcodlicos sdo os mais eficientes na extragcdo de moléculas
bioativas (Mello; Hubinger, 2012) sendo o etanol e metanol os mais utilizados. Ja foi
documentado que ambos possuem capacidade de extrair compostos quimicos
semelhantes (Oliveira et al., 2017). Outro solvente utilizado é a agua. Ela apresenta
menor destaque na literatura, dado seu baixo potencial na extracdo de substancias
(Sforcin, 2016; Kubiliene et al., 2015), mas apresenta bons resultados na busca por
atividades biologicas (Orsoli¢ et al., 2004; Oliveira et al., 2017; Schnitzler et al.,
2010).

Além disso, a agdo contra microrganismos parece ser uma caracteristica
inerente da propolis, amplamente relatados na literatura (Bankova; Castro; Marcucci,
2000; Kubiliene et al., 2015), com destaque para atividade contra cepas bacterianas
Grame-positivas (Sforcin; Bankova, 2011; Sforcin, 2016; Dantas et al., 2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dantas%20Silva%20RP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28358806
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Neste contexto, nos propusemos a estudar a propolis da abelha S. aff.
postica, utilizando dois solventes, agua e metanol, para compararmos 0S cCOmpostos
e as atividades bioldgicas.

Iniciamos o trabalho pela extracdo da propolis, apos a producdo dos extratos
EAP e EMP, o préximo passo foi testa-los contra cepas bacterianas e fungicas, pois
apesar da atividade biologica contra microrganismos estar sempre presente nos
extratos da propolis, independente das regifes geograficas (Bankova, 2005), néo
tinhamos certeza se a propolis de S. aff. postica inibiria o crescimento microbiano.

Assim os extratos em diferentes concentragdes (1.000 ug/mL, 750 uyg/mL, 500
pg/mL, 300 pg/mL, 200 pg/mL e 100 pg/mL) foram testados contra 4 microrganismos
(Tabela 3), através da técnica de inibicdo do crescimento microbiano em meio
liquido (Riciluca et al., 2012). Esse teste de suscetibilidade antimicrobiana foi
utilizado por ser um dos mais confidveis em termos de reprodutibilidade, além de ser
o segundo mais utilizados nos laboratoérios (White et al., 2001). Ambas as amostras
demonstraram atividade contra as bactérias e a menor concentracdo a inibir o
crescimento bacteriano foi 200 ug/mL.

ApOs esse screening inicial, estabelecemos 200 pg/mL como concentragao
maxima para 0s proximos testes. As atividades antimicrobiana e antifingica foram
avaliadas pela determinagéo dos valores de MIC. A Tabela 4 mostra os resultados
dos testes in vitro. Observamos que EMP apresentou maior atividade que o EAP,
inibindo o crescimento de todas as cepas bacterianas testadas.

A amostra EMP apresentou a maior atividade contra Bacillus megaterium e
Microccocus luteus, com valores de MIC de 62,5 e 125 ug/mL, respectivamente,
além de inibir as cepas Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Escherichia coli
resistente a estreptomicina com valores de MIC de 200 pg/mL (valor maximo
testado). O EAP inibiu as bactérias Bacillus megaterium, Microccocus luteus, e
Escherichia coli, com valores de MIC de 200 ug/mL. Resultados com a prépolis da
abelha Apis melifera descrevem a maior atividade antimicrobiana de extratos
produzidos com solventes alcodlicos em comparagdo a extratos produzidos por
outros tipos de solventes (Dantas et al., 2017; Machado et al., 2016; Mirzoeva,
Grishanin; Calder, 1997; Neves et al., 2016; Regueira et al., 2017; Velikova et al.,
2000). Esses dados corroboram com os encontrados em nosso estudo.

Como hé& poucos registros da acdo antimicrobiana da propolis da abelha

Scaptotrigona, um estudo que merece destaque é o de Farnesi et al. (2009). No
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trabalho realizaram um estudo comparativo das propolis de trés espécies de
abelhas: Apis mellifera, Scaptotrigona sp, e Melipona quadrifasciata. Os extratos
etandlicos foram testados contra as cepas Pseudomonas aeruginosa, Micrococccus
luteus, Staphylococcus aureus, e Escherichia coli. Todos os extratos apresentaram
alguma atividade antimicrobiana. O extrato da espécie da Scaptotrigona sp inibiu
todas as cepas testadas, com efeito mais pronunciado contra a bactéria E coli,
gquando comparado aos demais extratos. Ndo ha informacbOes referentes aos
compostos quimicos presentes nesses extratos.

Maia Filho et al. (2008) também testaram o extrato da propolis da
Scaptotrigona sp contra a bactéria Gram-positiva Enterococcus faecalis. A propolis
apresentou boa atividade antimicrobiana contra a bactéria periodontal, comprovando
ser capaz de inibir o crescimento bacteriano. O autor concluiu que essa propolis
futuramente podera ser utilizada como medicacdo endodéntica.

A literatura descreve a propolis como um eficiente antibacteriano para
bactérias Gram-positivas (Sforcin; Bankova, 2011; Sforcin, 2016; Dantas et al.,
2017), o que constata os resultados observados no nosso estudo, porém
observamos que a propolis da Scaptotrigona sp apresenta efeitos contra a bactéria
Gram-negativa E. coli. (Farnesi et al., 2009; Maia Filho et al., 2008) resultados
semelhantes aos nossos.

Apesar de EAP ter apresentado menor atividade contra as cepas bacterianas,
na literatura encontramos resultados de atividades biol6gicas de extratos aquosos
da propolis tdo eficazes quanto dos extratos alcodlicos ou compostos isolados da
prépolis (Orsoli¢ et al., 2004; Oliveira et al., 2017; Schnitzler et al., 2010).

Para exemplificar destacamos o artigo de Oliveira et al. (2017). Nesse estudo
foram testados fatores que impactam na composicdo quimica dos extratos e
consequentemente na atividade antibacteriana. Para realizagdo do trabalho a
propolis portuguesa foi coletada de diferentes regides durante duas estacdes do ano
(primavera e inverno) e foram extraidas com etanol, metanol e 4gua. O resultado da
composicdo quimica dos diferentes extratos demonstrou que, no geral, o0s
compostos extraidos pelos solventes alcodlicos eram relativamente os mesmos, ja
as moléculas extraidas pela agua eram totalmente diferentes. Analisando os
compostos, era esperando que os extratos etandlico e metandlico tivessem acdes
bioldgicas parecidas, o que se confirmou. O destaque esta nos resultados do extrato

aguoso que demonstrou acdo antimicrobiana semelhante aos demais extratos, no
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entanto, os autores atribuiram esse efeito a compostos que ndo puderam ser
identificados, ou seja, compostos distintos daqueles identificados nos extratos
alcodlicos.

Orsoli¢ et al. (2004) apresentaram resultados relevantes de compostos
soluveis em agua (WSDP) da propolis de Zagreb, Croacia. A pesquisa compara o
WSDP a outras substancias presentes na propolis. O composto apresentou agao
antitumoral e efeito protetivo mais pronunciado contra metastase do que as demais
amostras. Também demonstrou efeito modulatério em macrofagos, além da inducgéo
de apoptose e necrose em células tumorais. O desfecho do trabalho exemplifica que
a agua pode sim viabilizar a obtencao de resultados significativos.

Outro exemplo do potencial da agua como solvente € observado nos extratos
produzidos com a prépolis da cidade de Moravia, Republica Tcheca. O estudo fez
uma avaliagdo comparativa entre os extratos aquoso e alcodlico da prépolis, com
relacdo ao aciclovir (droga padrdo utilizada no tratamento contra virus), contra o
virus da Herpes. O grupo observou que a analise da composicdo quimica das
amostras difere entre os extratos, mas o resultado dos testes in vitro demonstra que
0s extratos e o farmaco inibiram a acao viral de forma semelhante. Nesse trabalho,
um dos resultados mais relevantes é a rapida inativacdo do virus pelo extrato
aguoso quando comparado com as demais amostras (Schnitzler et al., 2010).

No nosso trabalho nenhum dos extratos foi ativo contra os fungos testados.
Esses resultados negativos no teste da atividade antifingica foram inesperados,
porque a proépolis ja foi descrita anteriormente como um potente agente antifingico
(Freires; Alencar; Rosalen, 2016a; Neves et al., 2016; Petelinc et al., 2013; Popova
et al., 2011). Mas também ha estudos onde a propolis ndo demostrou acéo
antifingica. No estudo realizado por Dantas et al. (2017), foi obtido um resultado
semelhante ao nosso. Eles utilizaram 8 amostras de propolis brasileiras (vermelha,
verde e marrom) de diferentes regibes e duas técnicas de extracdo (etanol e
supercritica), produzindo 16 amostras. Para avaliar a atividade biolégica das
amostras optou-se pela realizagcdo de testes antimicrobianos. Os resultados dos
experimentos evidenciaram que as amostras da propolis vermelha produzidas com
solvente alcodlico apresentaram maior atividade antimicrobiana, mas nenhum dos
extratos inibiu o fungo Candida albicans. Esses dados sugerem que apesar da

prépolis demonstrar bons resultados antibacterianos, independente da origem
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geografica, do tipo de propolis e do tipo de extracdo, hem sempre sera observada
acao antifungica.

Os extratos também foram avaliados quanto a sua atividade citotoxica em
células VERO. Esses ensaios de citotoxicidade sdo amplamente utilizados,
especialmente no campo do desenvolvimento de novas drogas (van
Meerloo; Kaspers; Cloos, 2011). Os extratos EMP e EAP foram testados quanto a
toxicidade através do ensaio colorimétrico do MTT (Mosmann, 1983), que consiste
em um dos métodos mais utilizados para avaliar a proliferacdo celular e
citotoxicidade (Lui et al., 2002). No ensaio, nenhum dos extratos apresentou
atividade citotéxica na concentracao de 200 ug/mL quando comparados ao controle
de células. O ensaio MTT é considerado um método valido como medida de
viabilidade celular, porque mede a endocitose, uma caracteristica fundamental das
células vivas (Lui et al.,1997), além de apresentar vantagens por ser rapido e de facil
execugdo, permitindo que um grande nimero de amostras possam ser testadas em
um unico lote (van Meerloo; Kaspers; Cloos, 2011). A analise estatistica foi realizada
utiizando o software GraphPad Prism através do teste ANOVA, utilizado para
comparar dois ou mais grupos. Nos resultados obtidos observarmos que nao houve
diferencas estatisticas entre os grupos (Figura 9), 0 que mostra que 0s extratos nao
foram téxicos para a linhagem de células utilizada.

A avaliacao toxicoldgica do extrato hidroalcodélico (PHE) da prépolis da abelha
S. aff. postica ja havia sido relatado na literatura. Com a utilizacdo dessa prépolis no
tratamento de doencas no Maranhao (Araujo et al., 2010), a criacdo dessas abelhas
passou a ser uma atividade relacionado ao desenvolvimento econdmico do Estado.
Nesse contexto foi observada a necessidade de uma avaliacdo farmacoldgica e
toxicolégica do extrato. Araujo et al. (2011), realizaram seu estudo de acordo com a
Lei n°. 116/96 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. O teste de toxicidade
aguda de PHE néo induziu a morte dos animais, mesmo quando recebem altas
doses (1000, 2000 e 4000 mg/kg™), segundo ANVISA, a dosagem limitante para
avaliacdo toxicolégica aguda é 2000 mg/kg”. Também ndo houve alteracédo
encontrada no estudo hematolégico, que o autor atribuiu a baixa toxicidade do
extrato.

O mecanismo de acdo da propolis na colmeia ndo é totalmente elucidado.
Sugere-se que o efeito protetivo ocorra devido ao sinergismo de sua composi¢cao

qguimica (Drescher et al.,, 2014). Nessa mesma linha, a literatura supde que a
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atividade biolégica dos extratos s6 ocorra pela acdo sinérgica entre as substancias
extraidas da propolis (Bankova, 2005; Drescher et al., 2014; Dantas et al., 2017). No
entanto, alguns estudos jA demonstraram que a separacdo das substancias
presentes no extrato pode potencializar o efeito biologico observado (Freires; de
Alencar; Rosalen, 2016; Petelinc et al., 2013).

Assim, para entendermos melhor a atividade bacteriana dos extratos
estudados, realizamos o fracionamento do EAP e do EMP pela técnica de extracao
em fase sélida. Essa técnica ja foi utilizada para separacdo de amostras complexas
como a propolis e se mostrou eficiente (Petelinc et al., 2013), atualmente, pode ser
classificada como uma das técnicas classicas de separagédo de substancias (Ptotka
et al.,, 2017). Os extratos brutos da prépolis foram separados de acordo com a
polaridade. As fracdes eluidas do EAP foram 5 AQ, 40 AQ e 80 AQ e do EMP foram
5AL, 40 AL e 80 AL.

As fracBes foram submetidas a um novo screening de atividade contra
bactérias Gram-negativas, Gram-positivas e fungos, todas as fracdes foram testadas
na concentracdo de 200 ug/mL. Observamos que as fragdes 40 AQ, 40 AL e 5 AL
inibiram o crescimento de todas as bactérias (Tabela 5). Novamente né&o foi
observada acdo antifingica. Selecionamos as fragcbes 40 AQ e 40 AL para a
realizacdo do MIC com um numero maior de cepas bacterianas e apesar de néo
identificarmos inibicdo do crescimento dos fungos, ampliamos as cepas de leveduras
testadas.

Ambas as fracdes (40 AQ e 40 AL) inibiram o crescimento bacteriano com
valores de MIC semelhantes (Tabela 6). Observamos que o EAP néo teve acéo
contra a bactéria Escherichia coli, resistente a estreptomicina, mas a fracao eluida a
partir desse extrato foi capaz de inibir seu crescimento. A partir desse resultado
podemos inferir que a inibicdo da cepa Gram-negativa ndo ocorre pelo sinergismo
de todas as substancias presentes nos extratos brutos (EAP e EMP). Petelinc et al.
(2013), observaram resultados semelhantes aos nossos, a medida que em seu
estudo o extrato bruto da propolis colhida na Eslovénia e suas fragfes (obtidas
atraves da técnica de separacdo em fase soélida) foram testadas quanto a atividade
antioxidante, medida pela oxidagao intracelular da levedura Saccharomyces
cerevisiae (ZIM 2155). Eles observaram que, as fragcbes EL60 e EL70 apresentaram
atividade antioxidante mais pronunciada e maior conteido fendlico quando

comparados as demais amostras, principalmente quando comparado ao extrato
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bruto. O estudo demonstrou que a a¢ao biolégica ndo esta relacionada a todos cos
compostos da propolis, mas apenas a uma parte dele.

Para identificar quais seriam os componentes presentes nas fracfes 40 AQ e
40 AL, ambas foram submetidas a espectrometria de massas acoplada a CLAE-FR.
As interpretacbes dos espectros de massas foram utilizadas para sugerir as
estruturas dos compostos achados nas amostras. Os compostos detectados (Tabela
8) foram alcaloides das classes dos isoquinolinico, aporfinico, pirrolizidinico;
flavonoides das classes flavona, flavonol, flavonol glicosideo, além de compostos
cafeoilquinicos, e composto polifendlicos. Os alcaloides foram identificados em
maior presenca na fracéo eluida do extrato aquoso e os flavonoides na fracéo eluida
do extrato alcodlico.

A pesquisa sobre os componentes quimicos da propolis de S. aff. postica ja
havia sido descrita anteriormente. Aradjo et al. (2011), em um trabalho pioneiro
sobre propolis da S. aff. postica, identificou altas concentracfes de flavonoides e
triterpenos no extrato hidroalcodlico dessa abelha. O contetudo total de flavondides
(0,55%) e fendis (11,95%) mostraram valores acima do minimo (0,25% e 0,50%)
exigidos pela legislacdo brasileira. No entanto, eles ndo caracterizaram esses
compostos.

Nosso grupo de estudo, em um trabalho anterior, foi o primeiro a identificar as
substancias presentes no extrato hidroalcodlico da propolis da S. aff. postica. Dentre
as moléculas descritas, os alcaloides pirrolozidinicos foram identificados pela
primeira vez na prépolis. Também foi avaliada a acao bioldgica do extrato contra os
virus da Herpes, Sarampo, Picornavirus, Rubéola e da gripe. A prépolis inibiu todos
0S virus. Sugere-se que 0 extrato interfira na adsorcdo do capsideo a célula. A
interferéncia impede a entrada do virus na célula hospedeira, inibindo assim a
replicacédo viral (Coelho et al., 2014; 2015).

A atividade antimicrobiana da prépolis foi analisada em muitas pesquisas e as
amostras contendo altas concentragdes de compostos fendlicos e flavonoides séo
frequentemente relatadas com agao bacteriana. Muitos grupos de pesquisa isolaram
e identificaram estrutura dos flavonoides que possuem atividade antibacteriana tais
como os flavonodides apigenina, quercetina, miricetina e varios glicésidios de
guercetina (Cushnie; Lamb, 2005). Essas estruturas foram encontradas na fragéo 40
AL.
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Os flavonoides quercetina e miricetina foram associados a inibicdo das
bactérias Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus e Escherichia coli (Desoti et
al., 2011). Esses mesmos flavonoides também apresentaram acéo antibacteriana
contra Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA), com destaque para a
miricetina, que demonstrou ser ativa contra Enterococcus resistentes a Vancomicina
(VRE), Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa (Xu; Lee, 2001). Estes
dados corroboram os resultados observados a partir da fracdo 40 AL, no extrato
foram identificadas concentracfes dos flavondides quercetina, miricetina, além da
inibicdo do crescimento bacteriano das cepas S. aureus, M. luteus e E. coli. Nao
podemos afirmar se os compostos isolados, ou a interacdo desses flavonoides
juntamente com as demais substancias, foram determinantes para a atividade
bioldgica observada.

Alguns estudos demonstraram os flavondides apigenina e quercetina causam
danos estruturais na membrana citoplasmatica externa das bactérias (Regueira-Neto
et al., 2018).

Dentre as principais classes de alcaloides que exibem atividade
antibacteriana encontramos os quinolinico, isoquinolinico e pirrolozidinico (Cushnie;
Cushnie; Lamb, 2014). Extratos com alto teor de alcaloides pirrolizidinicos (AP)
apresentaram acao contra os microrganismos C. albicans, ao M. luteus e E. coli.
Sugere-se que a acao antibacteriana esteja associada a capacidade dos AP em
interferir na composicao de acidos nucléicos e proteinas. Ao entrarem em contato
com o alcaloide sofrem desidrogenizacdo catalisada por monooxigenases do
sistema citocromo P450, interrompendo assim o ciclo celular do microrganismo
(Deuschle et.al., 2007). Essas informacdes assemelham-se aos resultados
encontrados no presente estudo. A fracdo 40 AQ exibiu, majoritariamente AP, além
de outras classes de alcaloides, eficiéncia na inibicdo das bactérias M. luteus e E.
coli. Assim como os dados gerados pela fracdo 40 AL, ndo podemos afirmar quais
compostos desempenham a atividade biolégica observada.

As fracbes também foram avaliadas quanto a sua atividade citotoxica pelo
ensaio de MTT. No ensaio, nenhuma das fracfes apresentou atividade citotoxica na
concentracdo de 200 pg/mL quando comparados ao controle de células. A analise
estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism através do teste

ANOVA, utilizado para comparar dois ou mais grupos. Nos resultados obtidos
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observarmos que ndo houve diferencas estatisticas entre os grupos (Figura 11), o
que mostra que os extratos ndo foram toxicos para a linhagem de células utilizada.

Conforme relatamos acima, mesmo apoés o fracionamento, verificamos que as
amostras ainda demostram complexidade quanto ao numero de compostos
presentes em cada fragdo, ndo sendo possivel inferir qual composto ou compostos
seriam 0s responsaveis pela atividade antibacteriana. Entéo, as fracdes 40 AL e 40
AQ foram submetidas a um novo fracionamento por CLAE-FR (Figuras 12 e 13).
ApOs esse segundo fracionamento, as concentracbes das amostras foram
substancialmente reduzidas, dessa forma optamos por secar todas as amostras e
ressuspendé-las em 1 mL de meio de cultura e testa-las novamente. Os testes
antimicrobianos demonstram que as sub fraces inibiram o crescimento da bactéria
M. luteus (Tabela 7). Apds esses resultados observamos que a propolis da S. aff.
postica possui atividade antimicrobiana, porém ndo pudemos determinar quais 0s
compostos possuem essa atividade. Para tanto, mais estudos se fazem necessarios.

Paralelamente aos ensaios antimicrobianos, extratos EAP e EMP, foram
testados contra o parasita T. cruzi. A doenga de Chagas é uma patologia que ainda
apresenta desafios. Os medicamentos clinicos disponiveis sdo eficazes apenas na
fase aguda da infeccdo (Menna-Barreto et al.,, 2009). O tratamento geralmente é
abandonado pelos pacientes devido a reacdes adversas fortes aos medicamentos,
administracdo complicada, toxicidade e o alto custo. Esses problemas também séo
agravados pelo desenvolvimento da resisténcia aos medicamentos parasitarios
(Regueira-Neto et al., 2018). Um numero crescente de estudos sobre a propolis tem
investigado os efeitos antiparasitarios contra o T. cruzi (Dantas et al.,, 2017,
Regueira-Neto et al., 2018). Até onde sabemos ndo h& estudos sobre a acédo da
propolis da abelha S. aff. postica contra a doenca de Chagas.

Assim iniciamos o0s ensaios de inibicdo de crescimento (Damasceno et al.,
2014) contra T. cruzi (epimastigota), na concentracdo de 2 mg/mL, por 3 dias. Os
resultados observados demostram atividade do extrato alcodlico (Figura 14). Como
amplamente relatado, as atividades de prépolis se devem a presenca de flavonoides
em sua composic¢do, inclusive para as atividades antiparasitarias (Dantas et al.,
2017; Regueira-Neto et al., 2018). Esses dados estdo de acordo com os resultados
por nds encontrados. Apesar de nao identificarmos os compostos do extrato bruto, a
andlise da fracdo 40 AL (proveniente do EMP), indicou a maior presenca de

flavondides nesse extrato.
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A nova curva de crescimento foi realizada com diferentes contracées (0,25
mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,75 mg/mL, 1 mg/mL e 2 mg/mL) do EMP, no intervalo de 10
dias (Tabela 15). Observamos que a maior concentracdo do EMP testada (2 mg/mL)
inibiu os parasitas ja nas primeiras 24h e manteve esse resultado até o 10° dia. No
entanto, outras concentracées nao apresentaram diferenca na taxa de morte das
formas epimastigotas quando comparadas ao controle.

Em estudo comparando a atividade antiparasitaria de trés diferentes tipos de
propolis brasileira (verde, marrom e vermelha) da abelha Apis mellifera contra T.
cruzi, Dantas et al. (2017), observaram que o0s extratos etandlicos, nas
concentracbes de 75 e 300 mg/mL, no geral inibiram o parasita nas primeiras
24h,mas a amostra de propolis vermelha, na concentracdo de 300 mg/mL
apresentou maior atividade (98%) em comparacdo com outros tipos de proépolis
(90%).

Regueira-Neto et al. (2018) testou trés prépolis vermelhas, colhidas nos
estados do Pernambuco e Alagoas bem como o extrato da Dalbergia ecastaphyllum
(arvore conhecida como fonte botanica para essa propolis) contra epimastigotas de
T. cruzi. Os extratos foram testados nas concentracfes de 15.62 a 1.000 pg/mL. Os
trés extratos da prépolis inibiram 80% do crescimento do parasita has concentragcdes
de 1.000, 500, 250 e 125 pg/mL. A prépolis de Pernambuco foi a Unica a matar
guase 100% dos epimastigota na concentracdo de 1.000 pug/mL. O extrato de resina
Dalbergia ecastaphyllum obteve menor desempenho comparado aos demais
extratos. O autor sugere que as abelhas podem possivelmente modular os
compostos quimicos presentes na resina da planta durante a producao de prépolis
ampliando a atividade bioldgica dos compostosOs mecanismos pelos quais a
prépolis pode matar parasitas do Trypanosoma envolvem alteracbes mitocondriais e
da membrana plasmética. Foi observado que a morte da forma epimastigota se da
pela formacdo de edema mitocondrial, vacuolos alterados e formacdes de mielina.
Tais alteracdes comprometem a biossintese lipidica dos epimastigotas de T. cruzi,
afetando sua membrana plasmatica (Regueira-Neto et al., 2018).

O EMP foi avaliado quanto a sua atividade citotoxica em células LLC-MK2.
Essas células foram utilizadas para o ensaio de viabilidade celular, pois elas séo
células padréao utilizadas na replicacdo do ciclo de infeccdo de T. cruzi em nosso
laboratério. Os ensaios colorimétricos utilizados foram MTT (Mosmann, 1983) e a

resazurina (Alamar Blue), para maior confiabilidade nos resultados. O Alamar Blue, é
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empregado em ensaios de citotoxicidade, proliferagdo e viabilidade celular,
determinando a funcdo mitocondrial, além de ser comumente utilizado na literatura
(Rolo6n et al., 2006).

O extrato EMP foi testado nas concentracdes 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,75
mg/mL, 1 mg/mL e 2 mg/mL. O EMP apresentou atividade citotoxica na
concentracdo de 0,5 mg/mL a 2 mg/mL (Figura 16,17). A analise estatistica foi
realizada utilizando o software GraphPad Prism através do teste ANOVA, utilizado
para comparar dois ou mais grupos. Nos resultados obtidos observarmos que nao
houve diferencas estatisticas entre os grupos Controle, DMSO e 0,25 mg/mL.
Quando o grupo Controle foi comparado aos grupos 0,5 mg/mL, 0,75 mg/mL, 1
mg/mL, 1,5 mg/mL e 2 mg/mL houve diferenca estatistica significante (p<0,01), o
gue mostra que 0s extratos nessas concentracdes foram toxicos para a linhagem de
células utilizada. Esses resultados nos surpreenderam, pois conforme descrito
anteriormente, o extrato hidroalcodlico ja havia sido testado em concentracfes
superiores aos do nosso estudo e ndo demonstraram atividade citotoxica (Araujo et
al.,, 2011). No entanto, a concentracdo de 0,25 mg/mL repetiu os resultados
apresentados no ensaio com linhagem de células VERO, ou seja, nao foram toxicas
para as células testadas.

ApoOs esses resultados observamos que a propolis de S. aff. postica possui
atividade antiparasitaria, porém ndo pudemos determinar quais compostos possuem

essa atividade. Sao necessarios estudos mais detalhados sobre o assunto..
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6 CONCLUSOES

1. A propolis da abelha S. aff. postica possui acdo antimicrobiana e
antiparasitaria.

2. Os extratos brutos aquoso e alcodlico, suas fracdes e sub facdes
apresentaram acao contra bactérias Gram-positivas, e as fracdes 40 AL e 40 AQ
inibiram a bactéria Gram-negativa E. coli resistente a estreptomicina, resultado
inédito para a propolis da S. aff. postica

3. Os extratos e suas fragcBes ndo apresentaram atividade citotoxica em
células VERO.

4. Foram identificados alcaloides pirrolizidinicos e aporfirinicos, flavonoides,
compostos cafeoilquinicos e compostos polifendlicos nas fragdes 40 AL e 40 AQ.

5. O EMP apresentou a¢cdo antichagasica contra a forma epimastigota CL
Brener do T. cruzi resultado também inédito para a prépolis da S. aff. postica.

6. O EMP apresentou atividade citotoxica em células LLC-MK2.
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APENDICE B
Figura A 2- Espectros da Fragdo 40 AQ - Espectrometria de Massas - ions

modo positivo

1. Hidroxi asimilobine

Tempo de retencdo: 6.142 min
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3. Hidroxi-metoxi-des-N-metil-talifolina

Tempo de retengéo: 8.067 min
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5. 10-dimetil magnoflorina

Tempo de retengdo: 9.317 min
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7. Rhamnetina ou Isorhamnetina

Tempo de retencdo: 10.048 min
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8. 7-(3-metoxi-2-metilbutiril)-9- echimidinil

echimidina

Tempo de retencéo: 10.105 min
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9. Cinamil arabinosideo
Tempo de retengéo: 10.215
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10. Metoxi-hepta-hidroxi-glucuronido de flavona

Tempo de reten¢do: 10.937 min
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11. Apigenina

Tempo de retencgéo: 12.382 min

Inten. (x100,000)

109

15 /
10] 565.2041
057 S20IL 620.0424
{ ‘ H W i 553.ﬁ590 7T.r565 59( ﬁw su.r?eo “ Gel-f‘% 674.r397 731vr715 765.r791
0.0 ] T T T T T T T
525.0 550.0 575.0 600.0 625.0 650.0 675.0 700.0 725.0 750.0 mz
Inten. (x10,000) K
295,69 35,1130 3491084 379.1095 727.Phl6 57, a7, G 511584 547 {109
4.0
3.07 234.0713 307.0394
2.0
1.0
0.0 T T T T T T T T T T T T - T T
200.0 225.0 250.0 275.0 300.0 325.0 350.0 375.0 400.0 4250 450.0 475.0 500.0 525.0 550.0 575.0 600.0 Mz
~ .
Tempo de retencdo: 12.830min
Inten. (x1,000,000)
207 504.2385
15
107 481.2584
05 476,252
asg.fggz L 520‘f775 565.2329
0.0-—— * * T T T T ¥ T . Ll T L T T T
350.0 375.0 400.0 425.0 450.0 475.0 500.0 525.0 550.0 575.0 600.0 625.0 miz
Inten. (x100,000)
59,2885
7.5
5.0
2.5
177.1337
ll‘ 221 6576 265.1157 | I.
0.0 — Ly T - T T r—t T T T T !
175.0 200.0 2250 250.0 275.0 300.0 3250 350.0 375.0 400.0 425.0 450.0 mz



13. Formyl-10-demethyl-magnoflorine glucuronide

Tempo de retengdo: 13.837 min
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14. Norapomorpina hexosideo

Tempo de reten¢do:15.367 min
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15. Europina

Tempo de retengdo: 17.237 min
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