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RESUMO

Caracterizacao Quimica, Atividade Antimicrobiana e Inibicdo de Efluxo: Estudo dos
Bioprodutos de Tetragonisca angustula e do Acido trans-Cinamico

Introducido: A atividade antimicrobiana dos subprodutos de abelhas sem ferrdo esta
associada as resinas antimicrobianas usadas na constru¢ao de ninhos. Devido ao aumento da
resisténcia bacteriana causada pelo uso inadequado de medicamentos, ¢ fundamental
investigar o potencial desses subprodutos no controle de agentes microbianos. Objetivo: Este
estudo teve como objetivo determinar a composi¢ao quimica dos extratos etandlicos dos potes
de mel (EEPMTa) e de pdlen (EEPPTa) da abelha sem ferrao Tetragonisca angustula, além
de avaliar sua atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Candida albicans e Candida tropicalis. Também foi
investigada a inibi¢do da bomba de efluxo NorA de S. aureus pelo 4cido trans-cinamico, por
meio de abordagens in silico, visando explorar as interagdes com essa bomba e suas
propriedades farmacocinéticas. Metodologia: As amostras de potes de mel e potes de polen
de T. angustula de foram coletadas no més de agosto de 2022 no municipio de Crato, Ceara,
Brasil. A caracterizacdo quimica foi determinada por CLAE-Q-TOF-MS/MS e CLAE-DAD,
enquanto os ensaios antibacterianos foram realizados pelo método de microdiluicdo em caldo.
A avaliagdo de efeito antibacteriano foi realizada por determinacdo da Concentracao Inibitéria
Minima (CIM) e a atividade antifiungica dos extratos isolados e em associacdo com o
fluconazol foi determinada pela avaliagao da Clso. A inibigdo da bomba de efluxo NorA foi
avaliada pelo efeito combinado do 4cido trams-cindmico e inibidores padrdo, além da
associacdo com os antibidticos padrdo e brometo de etidio (BrEt). Os ensaios de docagem
molecular entre o &cido trams-cindmico e a bomba de efluxo NorA e suas propriedades
farmacocinéticas foram realizadosin silico. Resultados e discussdes: Foram identificados 11
compostos no EEPMTa e 9 no EEPPTa, incluindo cirsimaritina, 3’-prenilnaringenina,
xantohumol, lespedezaflavanona B e acido 19a-hidroxi-ursolico. O EEPMTa e EEPPT
apresentaram uma CIM > 1024 ug/mL para as cepas de S. aureus, P. aeruginosa e E. coli.
Quando os extratos foram associados a norfloxacina contra S. aureus foi verificado a
potencializacdo do efeito do antibidtico (CIM de 256 para 128 pg/mL). Com gentamicina, o
EEPMTa reduziu a CIM de 17,95 para 11,31 pg/mL, e o EEPPTa para 12,69 pg/mL. Apenas
o EEPMTa foi eficaz com ampicilina, reduzindo sua CIM de 71,83 para 31,7 ug/mL. Contra
P. aeruginosa, o EEPMTa potencializou a gentamicina (CIM de 8 para 4 pg/mL), enquanto o
EEPPTa teve efeito antagonico. Frente a E. coli, apenas o EEPPTa reduziu a CIM de 64 para
57,01 pg/mL. O EEPMTa apresentou menores Clso frente as leveduras (C. albicans: 65,47
ng/mL; C. tropicalis: 29,79 pg/mL) em comparagdo ao EEPPTa (C. albicans: 820,7 ng/mL;
C. tropicalis: 809,9 ng/mL). O é4cido trans-cindmico nao apresentou acdo antibacteriana direta
contra a cepa 1199B de S. aureus, mas potencializou a atividade da norfloxacina ao reduzir
sua CIM. Quando combinado ao brometo de etidio (BrEt), reduziu a CIM de 128 pg/mL para
64 pg/mL, corroborando com o aumento da emissdo de fluorescéncia do BrEt na cepa tratada.
O composto também aumentou a permeabilidade da membrana de S. aureus, sugerindo que
esse ¢ um dos mecanismos de agdo. Simula¢des de docking molecular indicam que o 4cido
trans-cinamico pode inibir a bomba de efluxo NorA, com interagdes ligante-proteina
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semelhantes as da clorpromazina, envolvendo os residuos Tyr225 e Phe303. Os descritores
PAMPA indicaram que o 4cido trams-cindmico apresenta alta permeabilidade celular, boa
estabilidade metabdlica e baixo efluxo, indicando elevada absor¢do intestinal e
biodisponibilidade oral, com potencial para aplicacio como agente antimicrobiano.
Conclusdes: Os resultados indicam que os subprodutos de Tetragonisca angustula e o acido
trans-cinamico podem ser explorados como alternativas no controle a microrganismos
resistentes.

Palavras-Chave: Metabolitos secundarios; Resisténcia microbiana; Meliponineos; Acidos
fenodlicos; Efluxo ativo.

Agradecimentos: FUNCAP, CAPES e CNPq
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ABSTRACT

Chemical Characterization, Antimicrobial Activity, and Efflux Inhibition: Study of
Bioproducts from Tetragonisca angustula and Trans-Cinnamic Acid

Introduction: The antimicrobial activity of stingless bee by-products is associated with the
antimicrobial resins used in nest construction. Due to the increase in bacterial resistance
caused by the inappropriate use of medications, it is essential to investigate the potential of
these by-products in controlling microbial agents. Objective: This study aimed to determine
the chemical composition of ethanolic extracts from honey pots (EEPMTa) and pollen
(EEPPTa) of the stingless bee Tetragonisca angustula, in addition to evaluating their
antimicrobial activity against Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Candida albicans, and Candida tropicalis. The inhibition of the NorA efflux pump of S.
aureus by trans-cinnamic acid was also investigated using in silico approaches to explore
interactions with this pump and its pharmacokinetic properties. Methodology: Samples of
honey pots and pollen pots of 7. angustula were collected in August 2022 in the municipality
of Crato, Ceard, Brazil. Chemical characterization was determined by HPLC-Q-TOF-MS/MS
and HPLC-DAD, while antibacterial assays were performed by the broth microdilution
method. The antibacterial effect was evaluated by determining the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC), and the antifungal activity of the isolated extracts and in association
with fluconazole was determined by evaluating the ICso. The inhibition of the NorA efflux
pump was evaluated by the combined effect of trans-cinnamic acid and standard inhibitors, in
addition to the association with standard antibiotics and ethidium bromide (EtBr). Molecular
docking assays between trans-cinnamic acid and the NorA efflux pump and their
pharmacokinetic properties were performed in silico. Results and Discussion: Eleven
compounds were identified in EEPMTa and nine in EEPPT, including cirsimaritin, 3'-
prenylnaringenin, xanthohumol, lespedezaflavanone B, and 19a-hydroxyursolic acid.
EEPMTa and EEPPT had a MIC > 1024 pg/mL for S. aureus, P. aeruginosa and E. coli
strains. When the extracts were combined with norfloxacin against S. aureus, the antibiotic
effect was enhanced (MIC from 256 to 128 pg/mL). With gentamicin, EEPMTa reduced the
MIC from 17.95 to 11.31 pg/mL, and EEPPTa reduced it to 12.69 ng/mL. Only EEPMTa was
effective with ampicillin, reducing its MIC from 71.83 to 31.7 pg/mL. Against P. aeruginosa,
EEPMTa potentiated gentamicin (MIC from 8 to 4 pg/mL), while EEPPTa had an
antagonistic effect. Against E. coli, only EEPPTa reduced the MIC from 64 to 57.01 pg/mL.
EEPMTa presented lower ICso values against yeasts (C. albicans: 65.47 ng/mL; C. tropicalis:
29.79 png/mL) compared to EEPPTa (C. albicans: 820.7 ug/mL; C. tropicalis: 809.9 pg/mL).
Trans-cinnamic acid did not show direct antibacterial action against S. aureus strain 1199B,
but it potentiated the activity of norfloxacin by reducing its MIC. When combined with
ethidium bromide (EtBr), it reduced the MIC from 128 pg/mL to 64 pg/mL, corroborating the
increase in EtBr fluorescence emission in the treated strain. The compound also increased the
permeability of the S. aureus membrane, suggesting that this is one of its mechanisms of
action. Molecular docking simulations indicate that frans-cinnamic acid may inhibit the NorA
efflux pump, with ligand-protein interactions similar to those of chlorpromazine, involving
the residues Tyr225 and Phe303. PAMPA descriptors indicated that frans-cinnamic acid has
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high cell permeability, good metabolic stability, and low efflux, indicating high intestinal
absorption and oral bioavailability, with potential for application as an antimicrobial agent.
Conclusions: The results indicate that Tetragonisca angustula byproducts and frans-cinnamic
acid may be explored as alternatives for controlling resistant microorganisms.

Keywords: Secondary metabolites; Microbial resistance; Meliponines. Phenolic acids; Active
efflux.
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IMPORTANCIA/RELEVANCIA PARA A SOCIEDADE

Este trabalho destaca a importancia das abelhas sem ferrdo, como Tetragonisca angustula,
conhecida popularmente como “Jatai”, ndo apenas para o equilibrio ambiental, mas também
para a saide humana. Essas abelhas produzem produtos, como os mel, cera, propolis e pdlen,
ricos em compostos bioativos, entre eles o acido frans-cindmico, que demonstraram grande
potencial no combate a microrganismos resistentes, incluindo bactérias e fungos. Em um
cenario no qual a resisténcia microbiana compromete a eficacia dos medicamentos
disponiveis, esses produtos naturais e sintéticos surgem como fontes promissoras para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Além dos beneficios a saude, esses
achados reforcam a necessidade de proteger as abelhas sem ferrdo e seus habitats, uma vez
que esses polinizadores desempenham papel essencial na polinizagdo ¢ na manutencdo da
biodiversidade. Assim, evidencia-se que a preservacao dessas espécies pode gerar impactos
diretos e positivos para a sociedade, integrando saude publica, avango cientifico e

conservagao ambiental em um mesmo objetivo.

Relevancia Cientifica para sociedade



1 INTRODUCAO GERAL

1.1 ESTRATEGIAS DE PESQUISA

A resisténcia microbiana (RAM) ¢ uma das ameacas globais mais urgentes a saude
publica no século 21 (Ahmed et al., 2024). O processo de resisténcia microbiana ocorre
quando microrganismos, incluindo bactérias, fungos, parasitas e virus, passam por processos
evolutivos que os tornam resistentes a medicamentos, como antibidtico e antifingicos,
amplamente utilizados no tratamento de infec¢des (Tang; Millar; Moore, 2023). Segundo a
Organizacdo Mundial da Satde (OMS), as principais causas da RAM incluem falta de
higiene, uso indevido e excesso de antibioticos, resultando em desafios como o aumento das
taxas de morbidade e mortalidade, custos elevados, prolongamento do tempo de internacao
hospitalar ¢ na duragdo e complexidade do tratamento das doencas infecciosas.
(Aghamohammad; Rohani, 2023). Dentre os mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelas
bactérias estdo: alteracdo da permeabilidade da membrana, modificacdo do alvo da droga,
inativagdo da acdo de uma droga, bem como, o efluxo ativo (Reygaert, 2018).

Compreender os tipos € os mecanismos de resisténcia microbiana ¢ essencial para
desenvolver estratégias de tratamento mais eficazes contra patdogenos resistentes. Através
desse conhecimento os pesquisadores podem projetar novos produtos com potencial
antimicrobiano direcionados especificamente aos mecanismos de resisténcia bacteriana e
fingica, otimizando os resultados terapéuticos. Além disso, esse processo pode facilitar a
vigilancia e o monitoramento de bactérias resistentes, contribuindo para a identificagdo
precoce de ameacas emergentes € a implementacdo de medidas adequadas de controle de
infeccdes. Também orienta o uso racional de antimicrobianos, promovendo praticas que
minimizem o desenvolvimento e a disseminagao da resisténcia (Belay ef al., 2024).

A crise de resisténcia a antibidticos e antifingicos exige estratégias inovadoras para
aumentar a eficacia dos medicamentos e conter a resisténcia. Nesse contexto, os produtos
naturais derivados de plantas e animais tém se destacado como alternativas promissoras,
sendo amplamente estudados por suas propriedades antimicrobianas e sua capacidade de
modificar a resisténcia a farmacos existentes (Coutinho et al, 2008). Denominados
adjuvantes, esses compostos, quando utilizados em combinagdo com medicamentos,
potencializam a atividade antimicrobiana, representando uma abordagem eficaz no combate a
resisténcia a multiplos medicamentos (Kumar et al., 2023).

Neste estudo, investigamos o potencial antimicrobiano de bioprodutos derivados da

abelha sem ferrdo Tetragonisca angustula. Extratos etandlicos foram preparados utilizando os
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potes de mel e de pdlen da espécie, através da destilagdo do solvente em rotaecvaporador a
vacuo. O solvente utilizado foi o etanol 95%, amplamente empregado para a extragdo de
compostos fendlicos (Sai-Ut et al., 2023). Estudos sugerem que a concentracdo ideal de etanol
varia entre 70% e 95%, além disso, a relagdo solido-liquido desempenha um papel
fundamental na eficiéncia da extracdo, sendo frequentemente ajustada para otimizar o
rendimento (Bankova; Trusheva; Popova, 2021; Cacique ef al., 2020).

Para caracterizar quimicamente os extratos, foram empregadas as técnicas de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas de Tempo de
Voo com Quadrupolo (CLAE-Q-TOF-MS/MS) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
com Detector de Arranjo de Diodos (CLAE-DAD). O CLAE-Q-TOF-MS/MS combina a
eficiéncia de fragmentagdo de compostos da tecnologia de quadrupolo com a rapida analise e
alta resolu¢do de massa do tempo de voo (TOF), permitindo identificar com precisdo uma
ampla gama de compostos quimicos (Allen; McWhinney, 2019).

A CLAE-DAD, por sua vez, ¢ amplamente utilizado para identificar e quantificar
polifenois devido a sua robustez e custo acessivel. Nessa técnica, a identificacdo baseia-se na
comparagdo dos dados espectrais e dos tempos de retengdo dos compostos com padrdes
comerciais disponiveis (Plaza ef al., 2018). A absor¢ao de polifenodis ocorre em diferentes
comprimentos de onda, dependendo da estrutura quimica: compostos fenolicos gerais sdao
detectados entre 240-285 nm, flavonas e flavonois entre 350-365 nm, e antocianinas entre
460-560 nm (Lorrain et al., 2013).

A Concentragdo Inibitéoria Minima (CIM) ¢ um dos principais parametros
microbiologicos utilizados para avaliar a atividade antibacteriana de substancias naturais ou
sintéticas. Considerada o "padrdo-ouro" para determinar a suscetibilidade microbiana a
antimicrobianos, a CIM ¢ amplamente empregada para validar e comparar o desempenho de
outros métodos de suscetibilidade (Andrews, 2001). A CIM ¢ definida como a menor
concentracdo de um agente antimicrobiano capaz de inibir visivelmente o crescimento de um
microrganismo apos incubagao, geralmente por 24 horas (Andrews, 2001).

A determinag¢do da CIM foi realizada seguido a metodologia de microdilui¢do em
caldo, conforme descrito pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). O
procedimento consiste em inocular uma placa de microdilui¢do com a cultura bacteriana e
adicionar varias diluigdes do produto avaliado nas fileiras da placa (Davis; Papich, 2014).
Este método padronizado oferece alta precisdo na avaliacdo da suscetibilidade bacteriana,
sendo essencial para pesquisas e aplicagdes clinicas no desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos (Kowalska-Krochmal; Dudek-Wicher, 2021).

Adicionalmente, foi adotado o método recomendado pelo CLSI (2015), com as
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devidas modificagdes, para avaliar a capacidade adjuvantes dos extratos, verificando sua
capacidade em potencializar as CIMs dos antibidticos avaliados. Essa potencializagdo pode
ser observada tanto pelo aumento da atividade dos antibidticos quanto pela redu¢do da CIM
em concentragdes especificas (Coutinho et al., 2008; Lamut et al., 2019).

As estratégias de pesquisa empregadas para determinagao da atividade antifingica dos
extratos, incluiram a avaliagdo do crescimento fingico, determinacdo da Clso e da
Concentragao Fungicida Minima - CFM, além da andlise da interagdo dos extratos com
fluconazol. Essas abordagens permitiram explorar o potencial antifingico dos extratos e sua
capacidade de potencializar a a¢ao do fluconazol, utilizando métodos adaptados de protocolos
previamente estabelecidos (Fonseca et al., 2022; Morais-Braga et al., 2016).

Avaliou-se também a atividade antibacteriana e inibidora de efluxo do acido trans-
cinamico, um dos compostos mais frequentemente encontrados nos bioprodutos de
Tetragonisca angustula, conforme apontado em estudos da revisdo de literatura. A cepa
bacteriana utilizada foi a 1199B de Staphylococcus aureus portadora da bomba de efluxo
NorA.

Para avaliar a capacidade do composto em inibir o mecanismo de efluxo foi utilizado
o brometo de etidio (BrEt) como substrato para a proteina de efluxo NorA (Rocha et al.,
2023). Para isso, nesse estudo utilizou inibidores padrdao para estabelecer uma comparagao
com a substancia avaliada, em associacdo com BrEt e o antibidtico especifico para a bomba
de efluxo. Um dos inibidores empregados foi o carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona
(CCCP), um desacoplador de protondforos inespecifico que dissipa a forga proton-motriz,
principal fonte de energia das células bacterianas, resultando na inibigdo da atividade das
bombas de efluxo (Zoaiter ef al., 2023). Outro inibidor utilizado foi a clorpromazina (CPZ),
que interfere no fluxo de potédssio através da membrana, bloqueando diversos sistemas
dependentes de energia (Grimsey et al., 2020).

Também foi avaliada a capacidade da substancia em aumentar a fluorescéncia do BrEt
no interior da célula bacteriana. Nesse ensaio, a fluorescéncia das células foi medida antes e
apods a adi¢do do corante, permitindo monitorar o acumulo intracelular. O BrEt, um agente
intercalante de DNA, apenas fluoresce quando ligado ao DNA, sendo amplamente utilizado
nesses estudos. O nivel de fluorescéncia observado corresponde ao acumulo intracelular,
permitindo avaliar a eficacia dos inibidores no bloqueio da atividade de efluxo (Blair et al.,
2015; Whittle et al., 2019).

Além disso, avaliamos a capacidade da substincia em atuar sobre a permeabilidade da
membrana de S. aureus. Recentemente, métodos baseados na avaliagdo da permeabilidade da

membrana celular utilizando SYTOX™ Green (SYTOX) tém ganhado destaque, sendo
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aplicados em diferentes momentos antes e apds o tratamento antimicrobiano. O SYTOX
Green ¢ uma sonda fluorescente capaz de penetrar apenas em membranas celulares
danificadas, onde se liga ao DNA intacto, resultando em uma fluorescéncia verde intensa.
Essa abordagem permite monitorar a integridade da membrana e os efeitos de agentes
antimicrobianos de forma eficaz (McKenzie et al., 2016).

O docking molecular tornou-se uma ferramenta essencial no desenvolvimento de
medicamentos in silico, permitindo prever a interacdo entre pequenas moléculas e proteinas
em nivel atomico. Nesse estudo, avaliamos a interacdo da proteina de efluxo NorA com o
acido trans-cinamico. Essa técnica possibilita o estudo detalhado do comportamento de
compostos candidatos a adjuvantes de antibidticos, no sitio de ligacdo de proteinas-alvo,
proporcionando o entendimento sobre os processos bioquimicos fundamentais que regem
essas interagoes (Meng et al., 2011; Sahoo et al., 2022). O processo de docking molecular
ocorre em duas etapas principais: a amostragem do ligante e a aplicacdo de uma funcdo de
pontuacdo. Os algoritmos de amostragem identificam as conformagdes energeticamente mais
favoraveis do ligante dentro do sitio ativo da proteina, considerando o modo de ligagdo. Em
seguida, essas conformacdes sdo classificadas com base em fung¢des de pontuagdo, que
avaliam a energia de ligacdo e a estabilidade do complexo formado (Agu et al., 2023).

Para aprimorar o desenvolvimento da substancia avaliada como potencial inibidora de
efluxo, foram calculadas suas propriedades fisico-quimicas e parametros associados. O ensaio
de permeabilidade de membrana artificial paralela (PAMPA) foi utilizado para avaliar as
caracteristicas de permeabilidade do 4cido frams-cindmico. Este modelo utiliza membranas
artificiais nao bioldgicas e foca exclusivamente na previsdo da absor¢do celular passiva de
farmacos, sendo amplamente empregado na industria farmacéutica para identificar compostos
com propriedades de permeabilidade inadequadas nas etapas iniciais do ciclo de

desenvolvimento (Masungi ef al., 2008).

Como complemento a pesquisa in vitro, a metodologia de otimizagdo multiparametro
(MPO) foi aplicada (in silico), permitindo alinhar de forma probabilistica, caracteristicas
semelhantes as de farmacos clinicos, aumentando a chance de identificar candidatos com
perfis farmacocinéticos e de seguranga ideais. Neste estudo, foi adotado o esquema OMP da
Pfizer, baseado em propriedades fisico-quimicas fundamentais associadas a alta
permeabilidade, baixo efluxo por P-4, baixa depuragdo hepatica e elevada seguranca (Perron

etal., 2022).
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1.2 ESTRUTURA DO RELATORIO DE QUALIFICACAO

O relatério de qualificacdo inicia-se com uma introdu¢do que contextualiza a
problematica da resisténcia bacteriana e o0s principais mecanismos associados a esse
fendmeno. A introducao também apresenta a justificativa para o uso dos métodos empregados
neste estudo, seguida pelos objetivos do trabalho. Na sequéncia, a fundamentacdo teorica
aborda os topicos centrais do estudo, incluindo a resisténcia em espécies bacterianas do grupo
ESKAPE-E e fungos do género Candida. Também sao discutidos os mecanismos de
resisténcia mediados por sistemas de bombas de efluxo, como o papel da proteina NorA na
resisténcia bacteriana em S. aureus. Adicionalmente, a fundamentacdo explora a relevancia
dos produtos naturais, com énfase nos bioprodutos derivados de abelhas sem ferrdo, na
mitigacdo da resisténcia aos antibioticos. Por fim, a estrutura do relatério inclui a producao

cientifica, composta por trés artigos publicados.

O primeiro estudo consiste em uma revisao sistematica que retne e analisa trabalhos
cientificos sobre a composicao quimica e as atividades biologicas de extratos obtidos a partir
de bioprodutos da espécie Tetragonisca angustula, que estd publicado na revista Chemistry
and Biodiversity (Qualis A4). O segundo artigo, publicado na revista Food and Chemical
Toxicology (Qualis Al), apresenta um estudo experimental que investigou a composi¢io
quimica e o potencial antibacteriano e antifingico dos extratos etanolicos dos potes de mel e
polen de T. angustula. J& o terceiro estudo, estd publicado na revista Phytomedicine Plus
(Qualis A3), explora o potencial do 4cido trans-cinamico como inibidor da proteina de efluxo
NorA em S§. aureus. Por fim, o trabalho inclui as consideragdes finais, que descrevem os
principais aspectos apresentados no estudo. A Figura 1 apresenta o organograma que contém

a divisdo da estrutura da tese.

Figura 1. Organizagao da estrutura da Tese

CAPITULO | -Visitagho Floral, Fitoquimica e Atividades

4 INTRODUCAO Biologicas de Bioprodutos de Tenragonisca angustula
/ (Hymenoptera, Apidae, Meliponmi): Uma revisdo

/ Publicado - Chemistry and Biodiversity - 2.7

OBIETIVOS
TESE CAPITULO 11 - Caracterizngdo quimica, atividade

" antibacterinnn e antifitngicn dos potes de mel e dos potes de
\ N PRODUCAO CIENTIFICA polen obtidos da abelha sem fervdo Toragoniica angustuio

\ ; (Latreille, 1811)

\ Publicado - Food and Chemical Toxicology — 3.5

CONSIDERACOES FINAISE : ~ , .

A \'(l"\'() CAPITULO 1T - Avaliacho da Atividade Antibacteriann €

L ", [nibitoria de Efluxo do Acido fans-Cindmico em
Stapinidococeus aurens: Ensaios Experimentais e Modelagem /n

siico

Publicado - Phytomedicine Plus- 3.2
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2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Determinar a composi¢ao quimica dos extratos etanolicos dos potes de mel e potes de
polen da espécie de abelha sem ferrdo Tetragonisca angustula, investigar suas atividades
antibacteriana e antifingica frente a cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Candida albicans e Candida tropicalis e avaliar a atividade
antibacteriana e inibidora de efluxo do 4acido frams-cinamico sobre a cepa de S. aureus

portadora da bomba de efluxo NorA.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Revisar de forma sistematica os dados disponiveis na literatura sobre a visita¢ao floral,
composi¢ao quimica e as bioatividades associadas aos produtos da espécie de abelha
sem ferrdo Tetragonisca angustula;

e Determinar a composi¢ao quimica dos extratos etanodlico de potes de mel e potes de
polen de Tetragonisca angustula através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
acoplada a Espectrometria de Massas por Tempo de Voo com Analise Tandem
(CLAE-Q-TOF-MS/MS) e da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector
de Arranjo de Diodos (CLAE-DAD);

e Avaliar a atividade antibacteriana direta pelos extratos etandlico de potes de mel e
potes de pdlen de Tetragonisca angustula e destes em concentracdo subinibitéria
associados a antibidticos sobre cepas padrdo e multirresistentes de S. aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli;

e Avaliar o efeito antifungico direto pelos extratos de potes de mel e potes de polen de
Tetragonisca angustula e destes em concentragdo subinibitoria associados ao
fluconazol sobre Candida albicans e Candida tropicalis;

e Avaliar o efeito do 4cido trans-cindmico na reversdo da resisténcia de S. aureus por
inibi¢ao das bombas de efluxo NorA;

e Verificar a capacidade do &cido frams-cindmico de aumentar a fluorescéncia do
brometo de etidio e de atuar sobre a permeabilidade da membrana de S. aureus;

e Investigar as interagdes entre o acido frans-cindmico e a bomba de efluxo NorA,

através de abordagens in silico de docagem molecular;
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e Determinar as propriedades farmacocinéticas e toxicidade do acido trans-cindmico
através da Otimizacao Multiparamétrica (MPO) e a previsdo PAMPA (Parallel
Artificial Membrane Permeability Assay).

2.3 OBJETIVOS E QUESTIONAMENTOS

As Abelhas Sem Ferrdo - ASF (Hymenoptera, Apidae, Meliponini) sdo organismos
eussociais, destacando-se como importantes polinizadores de plantas nativas e cultivadas nos
tropicos e subtopicos, especialmente nos neotropicos (Rasmussen, 2013). Com uma ampla
distribuicdo, representam o maior grupo de abelhas eussociais, incluindo 259 espécies
descritas no Brasil, sendo 40% endémicas (Nogueira, 2023; Pedro, 2014).

As espécies de ASF caracterizam-se por apresentar um ferrdo nao funcional e venagdo
das asas reduzidas, além da organizacdo em colonias com uma Unica rainha e operarias que
coletam néctar e pdlen (Michener, 2013). A atividade de forrageamento dessas espécies ¢
crucial para a biodiversidade e variabilidade genética das plantas, além de contribuir para a
seguranca alimentar e a conservagdo ambiental (Giannini et al., 2017). Além de seu papel
ecoldgico, as abelhas sem ferrdo tém importancia econdmica pela producdo de mel e
subprodutos como propolis, geopropolis, polen fermentado (“sabura”), amplamente utilizados
em comunidades locais e na medicina popular (Rocha et al, 2023). Esses produtos
meliponicolas sdo usados na dieta humana desde a antiguidade e inumeros estudos na
literatura demonstraram suas atividades bioldgicas (Assis ef al., 2021; Ramon-sierra et al.,
2019; Ranneh et al., 2021).

Dentre as espécies de abelhas estd Tetragonisca angustula (Latreille, 1811),
popularmente conhecida como “Jatai”, ¢ uma espécie de abelha indigena sem ferrdo
amplamente distribuida no Brasil. Caracteriza-se pelo pequeno porte, cor dourada e
nidificagdo em troncos ocos ou muros de pedra (Imperatriz-Fonseca et al., 1984). Seus
subprodutos, embora pouco explorados, apresentam propriedades biologicas significativas,
como atividade antioxidante e propriedades antimicrobianas da propolis contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, estando essas atividades biologicas associadas a presenca
de compostos fenolicos, flavonoides e acidos fendlicos em sua composi¢do quimica (Barreiras
etal.,2019; Lima et al., 2024; Souza et al., 2022).

A atividade antimicrobiana dos subprodutos das abelhas sem ferrdo esta relacionada as
resinas vegetais coletadas durante atividade de forrageamento das espécies, as quais sdo

utilizadas na constru¢do de seus ninhos e apresentam efeitos antimicrobianos (Shanahan;
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Spivak, 2021). Considerando o aumento da resisténcia bacteriana, produtos naturais derivados
de plantas e animais tém sido investigados como alternativas terapéuticas. Além de suas
propriedades antimicrobianas, os produtos naturais destacam-se por potencializar a eficacia de
medicamentos existentes, atuando como adjuvantes no combate a resisténcia a multiplos
farmacos.

Na literatura, Bezerra ef al. (2025a) demonstraram que os extratos etandlicos de
geopropolis, cera e propolis da abelha sem ferrdo Melipona quinquefasciata potencializam a
atividade dos antibidticos norfloxacina, amicacina e penicilina frente a Staphylococcus
aureus. De forma semelhante, ensaios de modificagdo da acdo antibidtica por meio da
associacdo dos produtos de Melipona rufiventris frente a cepa multirresistente S. aureus 10
evidenciaram o efeito potencializador da norfloxacina ¢ da gentamicina, quando associadas
aos extratos etanolicos da cera e do polen (Bezerra et al., 2025b).

Dentre os microrganismos que apresentam resisténcia bacteriana, a Organizagdo
Mundial da Satde (OMS) priorizou S. aureus, Pseudomonas aeruginosa ¢ Escherichia coli
como uma ameaga a saude global, destacando a necessidade urgente de novas pesquisas e
desenvolvimento de substancias que apresentem potencial antibacteriano (WHO, 2024). S.
aureus, uma bactéria Gram-positiva, apresenta-se como colonias de coloracdo amarelas ou
brancas e capacidade aerobica e anaerobica facultativa, sendo responsavel por causar
infeccdes em ambientes nosocomiais, como infecgdes de pele, bacteremia, pneumonia e
intoxicacdo alimentar (Gnanamani; Hariharan; Paul-Satyaseela, 2018; Grace; Fetsch, 2018).

Dentro do grupo das bactérias Gram-negativas, destaca-se P. aeruginosa, um patogeno
multirresistente que causa infecgdes agudas e cronicas em individuos imunocomprometidos,
incluindo pacientes com COVID-19 (Rossi ef al., 2021; Tang et al., 2021). Enquanto, E. coli,
da familia Enterobacteriaceae, ¢ associada a infeccdes do trato urindrio, sepse e
gastrointestinais, além de estar associada a surtos alimentares em paises desenvolvidos devido
a contaminacao de carnes, frutas e vegetais (Chen; Frankel, 2005; Mohamed; Habib, 2023).

Dentre as cepas fingicas que apresentam resisténcia significativa aos antifiungicos que
pertencem a classe dos azois, especialmente ao fluconazol, agravando o desafio no tratamento
dessas infecgoes, esta Candida albicans, a espécie flingica mais prevalente entre os patdgenos
fingicos humanos, causando infec¢des sistémicas conhecidas como candidiases (Urbanek et
al., 2022). Ja Candida tropicalis ¢ frequentemente isolada em pacientes de terapia intensiva,
especialmente os submetidos a cateterismo prolongado, antibidticos de amplo espectro ou
com cancer (Silva et al., 2012).

Diante da relevancia ecoldgica e do potencial bioativo dos produtos das abelhas sem

ferrdo, com destaque para Tetragonisca angustula, surge a necessidade de compreender quais
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compostos quimicos estdo diretamente associados as atividades antimicrobianas observadas e
de que forma esses compostos podem contribuir para o enfrentamento da resisténcia
microbiana. Embora estudos indiquem que esses subprodutos sejam ricos em fenodlicos,
flavonoides e acidos fenolicos, ainda had lacunas quanto a identificacdo de moléculas
especificas responsaveis por tais efeitos e aos seus possiveis mecanismos de agdo frente a
bactérias e fungos clinicamente relevantes.

Nesse contexto, o acido trans-cinamico foi selecionado para investiga¢do por ser um
composto fenolico frequentemente associado aos bioprodutos de 7. angustula, além de estar
relacionado a atividades bioldgicas, incluindo agdo antimicrobiana. Assim, este estudo busca
compreender se os extratos etanolicos dos potes de mel e dos potes de pdlen, bem como o
composto relatado na literatura, o dacido trams-cinamico, contribuem para a atividade
antimicrobiana atribuida aos subprodutos de 7. angustula, além de avaliar seu potencial frente
a patdgenos bacterianos e fingicos, considerando tanto sua a¢do direta quanto sua possivel

atuacdo como agentes adjuvantes no combate a resisténcia microbiana.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 PATOGENOS BACTERIANOS E FUNGICOS

As infec¢des nosocomiais podem ser causadas por diversos organismos, como
bactérias, fungos, virus, parasitas e outros agentes, podendo ter suas origens em fontes
exogenas ou endogenas e sdo transmitidas por contato direto ou indireto entre pacientes,
profissionais de saude, visitantes, objetos contaminados ou fontes ambientais (Fiirnkranz;
Walochnik, 2021). O aumento no numero de patdogenos resistentes a antimicrobianos,
frequentemente associados as infecgdes nosocomiais, representa um desafio significativo para
os sistemas de saude, implicando em altos custos econdmicos globais, além de impactos como
elevacdo das taxas de mortalidade ¢ morbidade, aumento nos custos de tratamento e

incertezas diagnoésticas (Khan; Baig; Mehboob, 2017).

Dentre os organismos que causam infec¢des nosocomiais, as bactérias patogénicas
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa ¢ Enterobacter spp. que constituem o grupo ESKAPE
sdo consideradas como microrganismos que apresentam resisténcia intrinseca significativa e
grande capacidade de adquirir resisténcia a multiplos medicamentos (Miller; Arias, 2024).
Alguns estudos na literatura ainda consideram que a bactéria Escherichia coli faga parte desse

grupo, alterando a sigla para ESKAPE-E (Ayobami et al., 2022).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) priorizou essas bactérias e espécies de
fungos do género Candida como uma ameaca a satde global, destacando a necessidade

urgente de novas pesquisas e¢ desenvolvimento de substancias que apresentem potencial

antibacteriano (WHO, 2022, 2024).

Os fungos sdo organismos entre os mais abundantes e diversos do mundo, encontrados
na maioria dos seres humanos como parte do microbioma humano. No entanto, quando as
barreias fisiologicas sdo rompidas, especialmente em individuos com sistema imunologico
enfraquecido ou que tém internacdes frequentes com cuidados de saltde, esses
microrganismos podem representar uma ameaga grave a saude, causando infecgdes

superficiais e sistémicas (Lockhart; Chowdhary; Gold, 2023).

As estimativas indicam que, anualmente, mais de 6,55 milhdes de pessoas sdo
acometidas por doengas fungicas imediatamente fatais, resultando em mais de 3,75 milhdes
de obitos, dos quais aproximadamente 2,55 milhdes sdo diretamente atribuidos a essas

infeccoes. Entre as doencas mais frequentemente citadas nessas estimativas destacam-se a
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aspergilose pulmonar cronica, a infec¢do por Candida na corrente sanguinea e a candidiase

invasiva (Denning, 2024).

Embora a maioria das infecgdes fungicas seja de carater superficial, como
onicomicose, dermatomicoses cutaneas e infecgdes mucosas, a exemplo da candidiase
vulvovaginal, os fungos patogénicos do género Candida figuram entre os mais
frequentemente isolados em infecgdes humanas (Henriques; Williams, 2020). Nesse contexto,
as infec¢des fungicas causadas por espécies de Candida configuram-se como um problema
relevante de saude publica, estando associadas a elevadas taxas de mortalidade e a altos custos
médicos para governos e pacientes hospitalizados, sobretudo em decorréncia do aumento de
infeccdes sistémicas invasivas ¢ de quadros de septicemia, especialmente em individuos

imunocomprometidos (Nami et al., 2019).

O género Candida inclui uma variedade de patdogenos com comportamento
heterogéneo e caracteristicas patogénicas distintas no hospedeiro humano. Por exemplo,
Candida glabrata frequentemente infecta individuos idosos com idade >65 anos, enquanto
Candida parapsilosis ¢ frequentemente isolada de neonatos e bebés. Candida albicans é o
patégeno mais versatil entre as espécies de Candida e pode causar infecgdes que afetam

varios orgaos, incluindo pulmdes e cérebro (Ibe; Pohl, 2024).

3.1.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram-positiva responsavel por causar diversas
infeccoes em ambientes nosocomiais como infeccdes de pele, bacteremia, endocardite,
pneumonia e intoxicacdo alimentar (Gnanamani; Hariharan; Paul-Satyaseela, 2018).
Caracteriza-se por apresentar uma morfologia em forma esférica e geralmente suas células
estdo organizadas em aglomerados, suas colonias sdo caracterizadas por cores amarelas ou
brancas e sdo organismos aerdbicos e anaerobicos facultativos (Grace; Fetsch, 2018).

As infecgdes causadas por S. aureus estdo associadas a violacdo das células que
compdem a camada epitelial protetora (Cheung; Bae; Otto, 2021). Esse organismo apresenta
fatores de viruléncia que sdo responsaveis pelo estabelecimento e progressao das infecgoes, os
quais ajudam na fixagdo tecidual das células bacterianas, pela invasdo tecidual e determinam a
resposta imune do hospedeiro. Além disso, contribuem para a aquisi¢do de resisténcia a
multiplas classes de antibidticos (Zecconi; Scali, 2013).

Dentre os fatores de viruléncia que estdo presentes em S. aureus, as proteinas de

fibronectina e proteinas A sdo responsaveis pela facilidade de adesdo epitelial desses
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organismos, as enzimas proteases ¢ lipases fazem a ligagdo das células bacterianas com as
células do hospedeiro, a coagulase estd associada a formagdo de biofilmes durante as
infeccdes por S. aureus, além disso, as bombas de efluxo sdo responsaveis por conferir
resisténcia a uma ampla gama de antibioticos (Gould et al., 2012; Sato et al., 2019).

Dentre as cepas de S. aures altamente resistentes a antibidticos estdo as resistentes a
meticilina (MRSA), sendo um dos principais patégenos que causam de infec¢des hospitalares,
estando associado a infec¢des como bacteremia, endocardite, meningite, artrite, abscesso
hepatico e abscesso peridural espinhal, resultando em alta morbidade, alta mortalidade e
aumento dos custos de tratamento (Algammal et al., 2020; Enright et al., 2002). A lista de
patdgenos bacterianos prioritdrios da OMS do ano de 2024 inclui Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) como um patégeno de prioridade alta a saude publica

(Rungelrath; Deleo, 2021; WHO, 2024).

3.1.2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ¢ bactéria Gram-negativa, heterotréfica, mével, possuindo
forma de bastonete com cerca de 1 a 5 um de comprimento, sendo considerada aerdbia
facultativa devido a capacidade de crescer tanto por respiragdo aerobica quanto anaerobica,
utilizando nitrato como aceptor terminal de elétrons (Diggle; Whiteley, 2020).

Considerado um patdégeno oportunista multirresistente (MDR), P. aeruginosa € capaz
de causar infec¢des agudas ou cronicas em individuos imunocomprometidos, como aqueles
com doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), fibrose cistica, cancer, queimaduras, sepse
e pneumonia associada a ventilagdo mecanica, incluindo infecg¢des causadas pela COVID-19
(Rossi et al., 2021; Tang et al., 2021).

Quando em estado de biofilme, P. aeruginosa pode sobreviver em ambientes
extremamente hostis, como atmosferas hipoxias (Cendra; Torrents, 2021). Além disso, os
tratamentos das infecgdes ocasionadas por P. aeruginosa sdo extremamente desafiadores
devido a capacidade adaptativa dessa espécie possibilitar o surgimento de rapidas mutagoes,
adquirindo resisténcia a antibidticos (Qin ef al., 2022). Segundo o relatorio da OMS de 2024,
P. aeruginosa resistente aos carbapenémicos estd classificada como um patdégeno de
"prioridade alta" para o desenvolvimento de estratégias de controle da resisténcia microbiana
(WHO, 2024).

O lipopolissacarideo (LPS) ¢ um componente estrutural fundamental da membrana
externa (MO) da maioria das bactérias Gram-negativas e tem como func¢ao proteger o folheto

externo e as células hospedeiras, e a endotoxicidade do lipidio A presente no LPS permite
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causar danos aos tecidos, além de facilitar a fixagdo e o reconhecimento por receptores do
hospedeiro (Park et al., 2022). O LPS também esté relacionado a tolerancia a antibioticos e a
formag¢do de biofilmes (Chambers; Cherny; Sauer, 2017). Além disso, as proteinas de
membrana externa (OMPs) desempenham um papel crucial na troca de nutrientes, adesdo e
resisténcia a antibiodticos. A resisténcia antibiotica associada a formagao de biofilmes também
envolve estruturas como flagelos, pili e outras adesinas (Sabnis ef al., 2021).

As bactérias podem modular a resposta imune do hospedeiro por meio de sistemas de
secrecdo, que permitem a liberacdo de fatores de viruléncia nas células hospedeiras,
facilitando o escape imunoldgico e promovendo a colonizagdo bacteriana (Rasko; Sperandio,
2010). Em P. aeruginosa, foram identificados seis tipos de sistemas de secre¢do (T1SS a
T6SS). Esses sistemas sao classificados em duas principais categorias, com base nas rotas de
secrecdo das proteinas de transporte: sistemas de secre¢do de uma etapa (T1SS, T3SS, T4SS e
T6SS) e sistemas de secrecdo de duas etapas (T2SS e T5SS) (Sharma ef al., 2016). O sistema
de secrecdo de uma etapa secreta diretamente proteinas do citosol bacteriano para a superficie,
enquanto o sistema de secre¢do de duas etapas envolve uma breve permanéncia das proteinas

secretadas no periplasma, antes de serem liberadas para o ambiente externo da bactéria.

3.1.3 Escherichia coli

Escherichia coli pertence a ordem Enterobacterales e a familia Enterobacteriaceae
(Chen; Frankel, 2005). As infec¢des causadas por E. coli patogénica podem se limitar a
colonizacdo de uma superficie mucosa ou se disseminar por todo o corpo, sendo associadas a
infeccdoes do trato urindrio, sepse/meningite e infeccdes gastrointestinais (Chen; Frankel,
2005). Recentemente, uma preocupacdo crescente tem sido o aumento de epidemias
transmitidas por alimentos em paises de alta renda, causadas por E. coli nociva presente em
carnes, frutas e vegetais contaminados (Mohamed; Habib, 2023).

H4 uma extensa cole¢cdo de genomas sequenciados de E. coli, que apresentam
diferentes tamanhos e diversidade gendmica entre comensais e patogenos, evidenciando uma
grande variacdo dentro da mesma espécie bacteriana. A diversidade de genomas inclui cepas
ndo patogénicas, que atuam como comensais € integram a microbiota intestinal normal de
humanos e muitos animais, bem como variantes patogénicas, divididas em patdgenos
diarreiogénicos e extraintestinais. Essas variantes incluem diferentes patotipos e varias cepas
hibridas naturais, que podem ser patdgenos facultativos ou obrigatérios (Braz; Melchior;

Moreira, 2020).
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Sete patotipos de E. coli patogénica entérica foram descritos, incluindo E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli difusamente
aderente (DAEC) e o mais recente patotipo identificado, E. coli invasiva aderente (AIEC)
(Kaper; Nataro; Mobley, 2004; Nataro; Kaper, 1998; Pakbin; Briick; Rossen, 2021). Muitos
desses patotipos representam uma preocupacao significativa para a satde publica, pois sdo
transmitidos por alimentos e tém causado surtos fatais tanto em paises em desenvolvimento
quanto em paises desenvolvidos (Yang et al., 2017).

As cepas patogénicas de E. coli seguem um esquema de patogé€nese em varias etapas,
semelhante ao de outros patdogenos da mucosa, as quais incluem a colonizagdo de um local da
mucosa, a evasdo das defesas do hospedeiro, a multiplicagdo e o consequente dano ao
hospedeiro. Além disso, estudos recentes destacam a relagdo entre a resisténcia a antibioticos
como amicacina, cefalosporinas, ciprofloxacina e gentamicina a formagao de biofilmes por
cepas de E. coli (Nasrollahian; Graham; Halaji, 2024).

E. coli também tem desenvolvido resisténcia as classes de antibioticos dos -
lactamicos, quinolonas, aminoglicosideos, sulfonamidas e fosfomicina devido ao
desenvolvimento das B-lactamases de espectro estendido (ESBL) (Pokharel; Dhakal; Dozois,
2023). Os genes que codificam as ESBLs estdo localizados no plasmideo bacteriano e sdo
frequentemente transferidos horizontalmente para outras células, aumentando ainda mais a
disseminacdo da resisténcia. E. coli adquiriu resisténcia aos antibidticos B-lactamicos por
meio da produ¢do da enzima B-lactamase, que degrada o anel B-lactdmico presente na maioria
dos derivados da penicilina, sendo essa atividade enzimatica das B-lactamases a principal
razdo pela qual os medicamentos a base de penicilina falham em erradicar infec¢des causadas

por E. coli (Jariremombe, 2023; Urban-Chmiel ef al., 2022).

3.1.4 Candida albicans

O patogeno oportunista Candida albicans ¢ responsavel por infecgdes sistémicas
conhecidas como candidiases, sendo considerado a espécie fingica mais prevalente entre os
patdgenos fungicos humanos e listado pela OMS como patoégeno prioritdrio de nivel "critico"”
para o desenvolvimento de pesquisas que visem estratégias de controle as infec¢des fingicas e
ao processo de resisténcia aos antifungicos (Urbanek et al., 2022; WHO, 2022). Todo o ciclo
de vida de C. albicans ocorre em hospedeiros mamiferos, alterando-se entre formas de
levedura unicelulares distintas e formas miceliais multicelulares (Noble; Gianetti; Witchley,

2017).
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As leveduras, também chamadas de células "brancas", apresentam uma morfologia
celular arredondada a oval, semelhante a de Saccharomyces cerevisiae. Na forma de levedura,
as células se reproduzem por brotamento, com a divisdo nuclear ocorrendo na jungdo entre a
célula-mae e a célula-filha. Em contraste, as células hifais tém uma forma fina e tubular,
lembrando segmentos de uma “mangueira de jardim”. Nessas células, a divisdo nuclear ocorre
dentro das células-filhas das hifas, seguida pela migragdo de um ntcleo progenitor de volta
para as células-mae (Noble; Gianetti; Witchley, 2017).

Como levedura, C. albicans ¢ um comensal onipresente do microbioma humano,
colonizando a pele, a boca, o trato gastrointestinal e o trato reprodutivo feminino de adultos
saudaveis (Henriques; Williams, 2020). Em hospedeiros imunocomprometidos, incluindo
aqueles que desenvolveram disbiose microbiana, o comportamento de C. albicans muda de
comensal para patogénico. Essa transicdo possibilita uma mudanca no tipo celular, de
levedura benigna para invasiva, como a morfologia hifal, o que ocasiona o desenvolvimento
de doengas que variam de infecgdes topicas, relativamente faceis de tratar (como pé de atleta
e candidiase oral), a infec¢des sist€émicas que podem causar mortalidade, como candidiase
disseminada (profunda), especialmente candidemia, sendo uma das quatro principais causas
de infec¢des na corrente sanguinea (Katsipoulaki ef al., 2024).

Candida spp. apresenta elevada patogenicidade e ¢ reconhecida como uma das
principais causas de infec¢des invasivas, estando a candidiase frequentemente associada ao
uso de dispositivos médicos de longa permanéncia, como implantes dentarios, cateteres,
valvulas cardiacas, enxertos de bypass vascular, lentes oculares, articulagdes artificiais e
shunts do sistema nervoso central, que funcionam como substratos para o crescimento de
biofilmes (Amann; Kissmann; Firacative, 2025).

A patogénese da candidiase esta relacionada a expressdo de multiplos fatores de
viruléncia, entre os quais se destacam a adesdo as superficies do hospedeiro, a transi¢do
fenotipica de levedura para hifas, a formacdo de biofilmes e a secrecdo de enzimas
hidroliticas. Os mecanismos citados atuam de forma coordenada, iniciando-se pela adesao,
seguida pela mudanga morfolégica e pela liberagdo de hidrolisados, que possibilitam a
invasdo e a infec¢@o dos tecidos do hospedeiro (Farhan et al., 2024).

Além disso, os biofilmes atuam como reservatorios de células patogénicas resistentes
a drogas e a resposta imune do hospedeiro, potencializando o risco de infec¢des sistémicas.
Essas infecg¢Oes sistémicas estdo associadas a altas taxas de mortalidade clinica, variando de
30% a 40%, e representam um grande desafio para o diagndstico e tratamento clinico (Fan ef

al., 2022).
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Entre os antifiungicos mais utilizados para tratar infec¢des causadas por C. albicans,
estdo os antifingicos da classe dos azois, como fluconazol e miconazol. Esses antifungicos
tém como alvo a enzima Ergl 1p, codificada pelo gene ERG/ 1. Essa enzima ¢ responsavel por
remover o grupo C-14a-metil do lanosterol na via de biossintese do ergosterol. A interrupgao
dessa via reduz o conteudo de ergosterol na membrana plasmatica, inibindo o crescimento do

patégeno (Li et al., 2025).

3.1.5 Candida tropicalis

De acordo com Lima, Ribeiro e Colombo (2022), as coldnias de Candida tropicalis
cultivadas em agar Sabouraud Dextrose (SDA) apresentam coloragdo branca a creme, textura
cremosa, aparéncia lisa e, ocasionalmente, bordas miceliais levemente enrugadas. C.
tropicalis ¢ frequentemente isolada de secrecdes respiratdrias e urindrias, em razao de sua
capacidade de formar biofilmes em tubos traqueais e cateteres urinarios permanentes, sendo
comumente identificada em pacientes internados em unidades de terapia intensiva,
especialmente aqueles submetidos a cateterismo prolongado, ou aqueles que estio em
tratamento com o uso de antibidticos de amplo espectro ou com diagnostico de cancer (Dos
Santos; Ishida, 2023).

Ha diferengas marcantes nos sintomas e nos fatores de risco em infec¢des causada por
C. tropicalis em comparagdo com C. albicans. Os fatores de viruléncia de C. tropicalis
incluem a formagdo de biofilmes, que esta associada a estadias prolongadas na unidade de
terapia intensiva, maiores taxas de resisténcia e infec¢des mais persistentes, o que sugere
maior viruléncia e resisténcia aos antifiingicos comumente utilizados quando comparada a C.
albicans (Keighley et al., 2024).

Os fatores de viruléncia de C. tropicalis incluem adesdo a células epiteliais e
endoteliais bucais, secrecdo de enzimas liticas, como proteinases, fosfolipases e hemolisinas,
além da capacidade de alternar fenotipos. Além disso, C. tropicalis ¢ também uma forte
produtora de biofilmes, o que contribui para sua patogenicidade (Pristov; Ghannoum, 2019;
Zuza-Alves; Silva-Rocha; Chaves, 2017). Além disso, C. tropicalis apresenta resisténcia
significativa aos azdis, especialmente ao fluconazol, o que agrava o desafio no tratamento
dessas infec¢des (Pristov; Ghannoum, 2019; Zuza-Alves; Silva-Rocha; Chaves, 2017). Essa
espécie também foi listada pela OMS como patogeno prioritario de nivel "alto" para o
incentivo ao desenvolvimento de pesquisas voltadas para estratégias de controle das infeccdes

e resisténcia fungica (WHO, 2022).
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3.2 MECANISMOS DE RESISTENCIA MICROBIANA

A Resisténcia a Antimicrobianos (RAM) ¢ um importante problema de saude publica
global, assim como também se constitui uma grave ameaga ao bem-estar populacional,
podendo estar presente em microrganismos como os fungos, virus, parasitas € mais
frequentemente em bactérias (WHO, 2024). A RAM ¢ definida como a ineficiéncia de um
determinado farmaco em inibir o crescimento ¢ multiplicacdo de microrganismos, onde esses
organismos ndo respondem mais a dose dos medicamentos que anteriormente eram sensiveis,
dificultando assim o tratamento padrao de infec¢des (Dadgostar, 2019).

Existem inumeros fatores que contribuem para o surgimento da resisténcia
antibacteriana, dentre eles podemos destacar os seguintes: caracteristicas biologicas e
fisiologicas adquiridas pela evolugdo bacteriana através de mutagdes genéticas, o uso
inadequado e excessivo de antibidticos, assim como também, o uso de farmacos na
agricultura, além da insisténcia de medidas de controle de aquisi¢do dessas drogas, como
também, a falta de programas educacionais sobre os problemas da resisténcia microbiana
(Chis et al., 2022; Dadgostar, 2019).

As bactérias podem adquirir resisténcia por meio de diversos mecanismos, como
mutagdes, aquisicdo de genes de resisténcia exodgenos, transferéncia de genes entre diferentes
espécies bacterianas ou pela ativagdo de cascatas genéticas que levam a expressdao de
mecanismos de resisténcia (Chis et al, 2022). Os genes associados a esses mecanismos
podem estar localizados nos cromossomos de bactérias do tipo selvagem ou em elementos
extracromossomicos, como plasmideos de resisténcia e transposons (Kumar; Schweizer,
2005; Munita; Arias, 2016).

Para identificar a suscetibilidade a resisténcia de um determinado microrganismo a um
farmaco ¢ realizado um ensaio da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM), em que ¢ verificada
a concentracdo minima do antibidtico capaz de inibir o crescimento bacteriano (Reygaert,
2018; Kaderabkova; Mahmood; Mavridou, 2024). A resisténcia microbiana aos farmacos
pode ocorrer de duas formas, a primeira ¢ a resisténcia intrinseca, onde ndo € necessario que o
microrganismo entre em contato com o antibidtico para desencadear esse tipo de resisténcia e
ndo ¢ adquirida pela transferéncia horizontal de genes, sendo essa caracteristica representativa
da espécie e controlada pelo genoma bacteriano (Fajardo et al., 2008). A segunda ¢ a
resisténcia adquirida, a qual estd presente em microrganismos que tiveram previamente o
contato com antibidticos que antes eram susceptiveis, ou seja, as mutacdes ou 0s genes
responsaveis por essa resisténcia nao estavam presentes anteriormente nesses microrganismos

(Duranti et al., 2017; Malmir et al., 2018).
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Dentre os mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelas bactérias estdo: alteracao da
permeabilidade da membrana, modificacdo do alvo da droga, inativacdo da acdo de uma
droga, bem como, o efluxo ativo, nos paragrafos seguintes serdo descritos cada um deles
(Reygaert, 2018). A Figura 2 apresenta uma visdo geral dos mecanismos de resisténcia

presentes em uma célula bacteriana.

Figura 2. Visao geral dos mecanismos moleculares de resisténcia bacteriana a antibioticos
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As alteracdes na permeabilidade da membrana a antibidticos sdo ocasionadas por
modificagdes na constituigdo da superficie celular das bactérias, um exemplo, sdo as
mudangas na expressdo de proteinas que estdo presentes na membrana externa desses
organismos (Nishino et al., 2021).

Alteragdes na estrutura das porinas foram identificadas como fatores importantes para
a resisténcia aos antibiodticos, evidenciando que essas estruturas ndo sao evolutivamente
estaticas. O avanco no entendimento da relacao estrutura-funcao das porinas tem contribuido
para esse conhecimento. A reducdo do influxo de antibidticos que ocorre devido a mudangas
na estrutura da membrana pode estar associado com a regulacdo negativa das porinas, que sao

proteinas transmembranares responsaveis pelo transporte passivo de diversos compostos,
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incluindo antibioticos, para o interior da célula bacteriana (Darby et al., 2023; Zhou et al.,
2023).

Outra estratégia bastante utilizada pelas bactérias para o desenvolvimento de
resisténcia ¢ a modificagdo do alvo das drogas, evitando assim a a¢ao do antibidtico sobre o
crescimento bacteriano. Essa modificagdo do alvo pode ocorrer através de mutagdes nos genes
que codificam o local alvo ou através de alteragdes enzimaticas nos locais de ligagdo do
antibiotico, as quais diminuem a afinidade da molécula da droga se ligar ao alvo
(Vivekanandan et al., 2025).

As bactérias podem tornar os antibidticos ineficazes por meio da modificacdo ou
inativagdo enzimatica da droga. Nesse processo, enzimas bacterianas podem hidrolisar grupos
funcionais dos antibidticos ou promover modificagdes quimicas por transferéncia covalente
de grupos como acetil, metil ou fosfato, o que impede a ligagdo do farmaco ao seu alvo e
elimina sua atividade antibacteriana sobre diversas espécies de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas (Darby et al, 2023). Outro ponto importante ¢ que grande parte desses
antibidticos que s@o modificados enzimaticamente tem o seu alvo de a¢do nos ribossomos, 0s
quais agem inibindo a sintese proteica (Wilson, 2014).

Ja o mecanismo de efluxo ativo ¢ caracterizado pela extrusdo de substancias que
possuem estruturas quimicamente ndo relacionadas e ¢ promovido por proteinas
transmembrana chamadas de bombas de efluxo, as quais em geral utilizam energia para
expulsar ativamente essas drogas que ndo sofrem alteracdo ou degradacdo (Kornelsen;
Kumar, 2021).

Fungos também apresentam estratégias que comprometem a eficacia dos agentes
antifingicos, incluindo trés tipos de resisténcia: primdria ou intrinseca, observada antes da
exposicdo aos antifungicos; secundaria ou adquirida, que surge apds o contato com esses
agentes e pode ser transitoria, decorrente de adaptagdo temporaria, ou persistente, resultante
de alteragdes genéticas; e resisténcia clinica. Esta ultima ¢ caracterizada pela incapacidade de
eliminar uma infecgdo fungica mesmo com o uso de um antifingico que apresenta atividade
in vitro contra o organismo, sendo essa falha resultado de uma combinacdo de fatores
relacionados ao hospedeiro, ao antifungico ou ao patdégeno (Lee; Robbins; Cowen, 2023;
Macedo; Dias, 2024; Vitiello et al., 2023).

A levedura patogénica pode evitar a acao antifingica por dois mecanismos principais:
(1) alteragdes na interagdo entre o medicamento e seu alvo, que podem ocorrer devido a
mudancas na sequéncia de aminoacidos da proteina alvo, alterando sua estrutura, ou pela
superexpressao da proteina alvo e (2) pela reducdo da concentracdo citoplasmatica do

medicamento por meio de modificagdes na parede celular que diminuem sua absor¢ao ou pela
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superexpressao de bombas de efluxo, responsaveis por exportar as moléculas do medicamento
para fora da célula (Czajka et al., 2023; Garcia-Effron, 2021).

Dois tipos de transportadores de membrana desempenham um papel importante na
resisténcia aos azois: os transportadores da Superfamilia de Cassete de Ligacdo de Adenosina
Trifosfato (ATP) (ATP Binding Cassette - ABC) e os transportadores da Superfamilia
Facilitadora (Major Facilitator Superfamily - MFS). Os ABC-Ts utilizam energia da hidrolise
de ATP para facilitar o transporte de moléculas através das membranas, enquanto os MFS-Ts
dependem de um gradiente de prétons na membrana plasmatica para expulsar moléculas
estranhas, incluindo azdis. Ambos os tipos de transportadores podem se ligar aos azois como
substrato, exportando o medicamento para fora da célula, o que reduz sua concentragdo
intracelular e permite que a célula fungica contorne os efeitos antifingicos (Czajka et al.,
2023; Lee; Robbins; Cowen, 2023; Banerjee ef al., 2022; Sanglard ef al., 1996).

Para o tratamento de infec¢des antifungicas, existem apenas trés classes principais de
medicamentos antifiingicos na pratica clinica para o tratamento de doencgas fingicas invasivas
(Li et al., 2025). Os polienos, como a nistatina e anfotericina B, constituem a classe mais
antiga de antifiingicos utilizada na pratica médica para o tratamento de infeccdes flngicas
sistémicas e exercem atividade fungicida por meio de sua natureza anfipatica, que lhes
permite formar agregados extramembranosos e extrair o ergosterol essencial das bicamadas
lipidicas da membrana plasmatica, funcionando de maneira semelhante a uma "esponja de
esterol" (Puumala et al., 2024). Apesar de exibirem bioatividade de amplo espectro contra
espécies de leveduras e fungos, a significativa toxicidade no hospedeiro limita seu uso clinico.
No entanto, a anfotericina B permanece como tratamento de escolha em locais com recursos
limitados, especialmente contra infecgdes por Cryptococcus neoformans (Roemer; Krysan,
2014).

A segunda classe sdo os azois, como o fluconazol, os quais estdo incluindo em uma
classe de compostos heterociclicos de cinco membros amplamente utilizados na clinica por
décadas para tratar infec¢des fungicas sistémicas. Semelhantes aos polienos, os azbis tém
como alvo a membrana celular fingica, mas atuam de forma fungistatica contra Candida,
inibindo o citocromo P450 lanosterol 14-o-desmetilase (Ergll). Essa agdo bloqueia a
biossintese de ergosterol e causa o acimulo de um esterol toxico intermediario produzido pela
A-5,6-dessaturase (Erg3) (Vanreppelen; Wuyts; Dijck, 2023). Embora os azbis sejam
geralmente bem tolerados, seu potencial para interferir no metabolismo de outros
medicamentos devido a inibi¢do do citocromo P450 de mamiferos ¢ uma desvantagem

significativa (Roemer; Krysan, 2014).
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As equinocandinas compdem a terceira classe, como a caspofungina, sdo
hexapeptideos ciclicos com cadeias laterais lipidicas que tém como alvo a parede celular do
fungo, inibindo a (1,3) -B-D-glucana sintase. Os antifingicos dessa classe exercem atividade
fungicida contra Candida e fungistatica contra Aspergillus, tornando-se uma importante

ferramenta no tratamento de infecg¢des fungicas invasivas (Roemer; Krysan, 2014).

3.2.1 Efluxo ativo mediado por Proteinas

As bombas de efluxo bacteriana sdo constituidas pela integracdo de varias proteinas
que estdo localizadas e inseridas na membrana plasmatica das bactérias e tem como papel
principal reconhecer substancias nocivas que conseguem atravessar a parede celular das
bactérias e chegar ao periplasma ou citoplasma, ¢ entdo o mecanismo de efluxo funciona
expulsando essas substancias para o exterior da célula bacteriana, antes de atingirem os alvos
pretendidos (Garcia ef al., 2022).

Além disso, as bombas de efluxo também tem como fun¢do proteger as bactérias do
estresse ambiental, promovendo respostas ao estresse oxidativo, bem como participam da
formagao de biofilmes, sdo fatores de viruléncia e sdo responsdveis por mecanismos de
resisténcia a antibioticos (Huang ef al., 2022). Esses transportadores podem estar presentes e
expressos tanto em bactérias Gram-positivas como em bactérias Gram-negativas, bem como
em células eucarioticas.

Proteinas do mecanismo de efluxo podem ser codificadas por genes que estdo
localizados em cromossomos ou em elementos genéticos moveis, podendo ser responsaveis
pelo transporte apenas de uma determina substancia ou mais de uma substancia, tendo um
espectro maior de resisténcia e sendo classificadas como bombas Multidrogas Resistentes
(MDR). Dentre as substancias as quais as bombas conferem resisténcia estdo varios
antimicrobianos como fluorquinolonas, tetraciclinas, aminoglicosideos e polimixinas (Garcia
etal.,2022).

No que se refere a energia utilizada para o seu funcionamento, as bombas de efluxo
podem utilizar duas fontes distintas de energia, a primeira ¢ a forca do gradiente
eletroquimico de protons através da membrana citoplasmatica e o segundo, ¢ a utilizagdo da
energia obtida a partir da hidrolise de Adenosina Trifosfato (ATP) (Siasat; Blair, 2023).

As bombas de efluxo sdo classificadas e agrupadas em seis familias distintas com base
em critérios como a organizagao estrutural, o numero de regides transmembrana, as fontes de
energia utilizadas para o seu funcionamento e os tipos de substratos que sdo expulsos
(Thakur; Uniyal; Tiwari, 2021). De acordo com essa classificagdo, reconhecem-se: (1) a

Superfamilia de Cassete de Ligacdo de Adenosina Trifosfato (ATP Binding Cassette — ABC),
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(2) a Superfamilia Facilitadora (Major Facilitator Superfamily — MFS), (3) a Familia de
Resisténcia a Multidrogas Pequena (Small Multidrug Resistance — SMR), (4) a Superfamilia
de Divisdo de Nodulacdo de Resisténcia (Resistance Nodulation Division — RND), (5) a
Familia de Extrusao de Compostos Toxicos e Multidrogas (Multidrug and Toxic Compound
Extrusion — MATE) e (6) a Familia de Efluxo de Compostos Antimicrobianos de
Proteobactérias (Proteobacterial Antimicrobial Compound Efflux — PACE) (Du et al., 2018;
Piddock, 2006).

Os membros da familia ABC utilizam como fonte de energia a hidrolise de ATP para
expulsar uma variedade de compostos, como acgucares, aminoacidos, polissacarideos e
antibidticos. A sua estrutura ¢ composta por complexos multi-proteinas e por proteinas
citoplasmicas que desenvolvem atividade ATPase, as quais promovem a hidrolise do ATP
(Locher, 2009; Moussatova et al., 2008).

Uma das familias que possui uma variedade de membros sequenciados ¢ a MFS, onde
as bombas de efluxo inseridas nessa familia utilizam a for¢ca de motriz de prétons e estdo
presentes em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, exportando ions, agucares, fosfatos
de acucar, antimicrobianos e aminodcidos (Bhaskar et al., 2016). Os transportadores dessa
familia podem ser uniportadores (transportam um Uunico substrato), simportadores
(transportam um substrato em associagdo com um ion de acoplamento) ou antiportadores
(transportam um substrato € um co-substrato em direcdes opostas) (Quistgaard et al., 2016;
Elbahnsi et al., 2024).

As proteinas de efluxo incluidas na familia SMR utilizam a for¢a motriz de prétons e
sao constituidas por quatro transmembranas a-hélices, as quais possuem de 100-140
aminoacidos de comprimento (Burata et al., 2022). Os compostos quaternarios (QAC) e ceras
lipofilicas sdo as substincias transportadas por essas proteinas de efluxo (Lu ef al., 2024).

Os transportadores inseridos na familia RND sdo considerados os mais importantes na
resisténcia de antibidticos em bactérias Gram-negativas e possui uma grande especificidade
de substratos (Klenotic et al., 2021). Esses transportadores sdo caracterizados como um
complexo tripartido, o qual é composto pela proteina da membrana interna, uma proteina de
fusdo de membrana e uma proteina presente na membrana externa, permitindo a formacgao de
um canal continuo por onde passam os substratos, utilizando a for¢a do gradiente de protons
(Kavanaugh et al., 2024).

A energia utilizada pelos membros da familia MATE ¢ adquirida através do gradiente
de H" ou Na' para transportar drogas (Lu, 2016). As proteinas inseridas nessa familia
compartilham cerca de 40 % de similaridade na sequéncia de proteinas, as quais sdo

agrupadas em duas subfamilias: NorM e DinF.
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Adicionalmente foi descoberta a familia PACE, cujo membros dessa familia foi
encontrado na bactéria Gram-negativa Acinetobacter baumannii, onde caracterizaram uma
proteina de efluxo chamada de Acel. As proteinas inseridas nessa familia podem conferir
resisténcia a uma variedade de biocidas utilizados como desinfetantes e antissépticos (Hassan

etal.,2013,2018).

3.2.1.1 Bomba de efluxo NorA

A proteina de efluxo NorA apresenta 388 aminoacidos distribuidos em 12 segmentos
transmembrana ¢ estd inserida na Superfamilia Maior Facilitadora (MFS). O gene norA
codifica a bomba de efluxo NorA e foi identificado pela primeira vez isolados de S. aureus e
esta associado a resisténcia as fluoroquinolonas, varios antissépticos e desinfetantes (Costa et
al., 2019; Kaatz; Seo; Ruble, 1993)

A diversidade genética do gene nord ¢ devido a presenca de trés alelos: norAl, norAIl
e norAIll (Kaatz; Seo; Ruble, 1993; Yoshida et al., 1990). E a sua transcri¢do ¢ regulada por
um sistema composto de dois componentes ArlRS e por um regulador global de transcri¢ao
MgrA, sendo ArlRS responsavel pela regulacdo de fatores como a adesao, autolise e atividade

proteolitica do S. aureus (Deng et al., 2012; Fournier; Aras; Hooper, 2000).

3.3 BUSCAS POR PRODUTOS ANTIMICROBIANOS PARA O CONTROLE DE
MICRORGANISMOS RESISTENTES

A crescente crise da resisténcia aos antibidticos exige o desenvolvimento de novas
estratégias para melhorar a eficidcia dos medicamentos existentes e controlar o aumento da
resisténcia. Nesse contexto, t€ém-se explorado novas abordagens terapéuticas, com destaque
para os produtos naturais derivados de plantas e animais como alternativas no controle dessa
resisténcia (Coutinho et al, 2008). Esses produtos sdo investigados ndo apenas por suas
propriedades antimicrobianas, mas também pelo potencial de modificar a resisténcia

bacteriana associada a farmacos ja disponiveis no mercado.

Os produtos naturais que apresentam esse efeito sdo conhecidos como adjuvantes e
tém se destacado como uma estratégia promissora para combater a resisténcia a multiplos
medicamentos e restaurar a eficidcia dos antibidticos disponiveis no mercado. Esses
compostos, administrados em conjunto com antibidticos, potencializam a atividade
antimicrobiana dos farmacos (Kumar et al., 2023). Os produtos naturais que sao
caracterizados como adjuvantes possuem pouca ou nenhuma atividade antimicrobiana
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1soladamente, mas atuam inibindo os mecanismos de resisténcia, promovendo maior absor¢ao
do antibidtico através da membrana bacteriana, bloqueando bombas de efluxo e modificando
a fisiologia das células resistentes, como a dispersdo de biofilmes em células planctonicas
(Mulani et al., 2019).

Os produtos naturais apresentam atividade antibacteriana através de distintos
mecanismos de agdo, incluindo a capacidade de dissolver componentes das membranas
bacteriana, como os lipideos e as proteinas, causando modifica¢des na sua estrutura, como a
abertura de espagos na membrana, dificultando a execucdo de processos metabodlicos
essenciais para a sobrevivéncia das bactérias, como a geracdo de energia celular bacteriana
através da cadeia de transporte de elétrons e a fosforilagdo oxidativa, diminuindo a absor¢ao
de nutrientes ¢ dificultando a atividade enzimatica (Desbois; Smith, 2010; Pereira et al.,
2018).

Além disso, os produtos naturais podem inibir a sintese de acidos nucleicos que
também afetam o metabolismo energético das bactérias, inibir a expressao de proteinas, como
também, inibir o funcionamento das bombas de efluxo presentes nesses organismos

(Aldulaimi, 2017; Seukep et al., 2020).

3.3.1 Inibidores de Bomba de Efluxo - IBEs

Substancias que minimizam ou bloqueiam o transporte ativo de antibidticos para o
exterior da cé€lula bacteriana s3o denominadas Inibidores de Bomba de Efluxo — IBEs. O seu
mecanismo de a¢do consiste em aumentar a concentragdo intracelular de drogas terapéuticas
nas células bacterianas portadoras de bombas de efluxo (Shin; Prabhakaran; Kim, 2018).

Para inibir o mecanismo de acdo das bombas de efluxo, os IBEs podem regular a
expressao de genes que codificam a resisténcia a antibioticos mediada por bombas de efluxo,
modificar a estrutura quimica da molécula dos antibioticos, tornando-os irreconheciveis pelas
bombas de efluxo, inibindo o processo de montagem das estruturas das bombas, alterando os
mecanismos que geram energia para o funcionamento das bombas de efluxo (Divakar; Lama;
Asad, 2019).

Diversas classes de substincias sintéticas podem apresentar atividade antibacteriana,
dentre estas estdo as fenotiazinas, enquanto as fontes naturais incluem os flavonoides,
terpenos, compostos fendlicos, podendo ser uma alternativa viavel para a produgao de novos
medicamentos eficazes contra microrganismos multirresistentes (Menezes et al., 2025;

Silveira et al., 2025).
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3.4 ABELHAS SEM FERRAO — ASF

As abelhas sem ferrao (Hymenoptera, Apidae, Meliponini) sdao um grupo de insetos
considerados altamente eussociais entre as abelhas nativas dos tropicos e subtopicos,
especialmente nos neotrdpicos (Rasmussen, 2013). Sua ampla distribuicdo reporta a sua
importancia no equilibrio ecolégico como polinizadores de plantas nativas e culturas
silvestres.

Sao organismos generalistas, recolhendo néctar e pdlen a partir de uma vasta variedade
de espécies de plantas (Toledo-Hernandez et al., 2022). Esse grupo ¢ considerado o maior
grupo entre as abelhas eussociais na Terra. Para o Brasil, sdo registradas 259 espécies validas
de abelhas sem ferrdo, distribuidas em 28 géneros (Nogueira, 2023; Pedro, 2014). Entre as
espécies de Meliponini registradas para a fauna brasileira, aproximadamente 103 espécies sao
endémicas e correspondem a cerca de 40% das espécies de abelhas sem ferrdo do Brasil
(Nogueira, 2023).

As abelhas sem ferrao diferenciam-se de outras abelhas por caracteristicas
morfoldgicas especificas de suas asas, como veias cruzadas submarginais fracas ou ausentes e
a segunda veia recorrente na asa anterior, além da presenga do ferrdo ndo funcional nessas
espécies, caracteristica que esta associada a denominacao que receberam (Michener, 2013).
As espécies de abelhas sem ferrdo vivem em colonias compostas por dezenas a centenas de
milhares de operarias e, geralmente, uma Unica rainha, enquanto o numero de machos
presentes na colonia pode variar, oscilando entre nenhum e algumas duzias. Os machos e
operarias sdo geralmente semelhantes em tamanho e aparéncia, enquanto as rainhas
apresentam diferencas morfoldgicas marcantes, tendo sua alimentacdo baseada em néctar e
polen coletados pelas operarias forrageiras (Michener, 2013; Toledo-Hernéndez et al., 2022).

A relevancia ecoldgica das abelhas estd diretamente ligada ao servigo ecossistémico
que desempenham por meio da polinizagdo das angiospermas, um fendomeno biologico
essencial tanto em ambientes naturais quanto em dareas de cultivo. A polinizagdo ¢
fundamental para a manutencao da variabilidade genética das plantas, além de ser crucial para
a conservacao da biodiversidade e da vida no planeta (Giannini et al., 2017). Contudo, as
recompensas florais fornecidas pelas plantas durante o processo de polinizagdo ndo sdo o
unico requisito necessario para que as abelhas ocupem e permanegam em um ambiente,
também ¢ necessario a presenca de substratos adequados para nidificacdo, condi¢des
climaticas favoraveis e outros fatores essenciais, tanto em ecossistemas naturais quanto em

locais cultivados (Barros et al., 2022; Ollerton, 2017).
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Sob uma perspectiva ecoldgica, compreender a diversidade taxonomica e funcional
das abelhas ¢ indispensavel para aprofundar o entendimento sobre o funcionamento dos
ecossistemas, promovendo a conservacdo da biodiversidade, a seguranca alimentar e a
subsisténcia humana (Borges et al., 2020; Campbell et al., 2022). No entanto, as abelhas sem
ferrdo estdo sofrendo os impactos decorrentes da devastagdo de seus habitats, mudangas
climaticas globais e competi¢cao de recursos pela introdugdo de outras abelhas, como Apis
mellifera (Jafté et al., 2019). Este declinio nas populagdes de espécies polinizadoras ¢
preocupante porque pode levar a um declinio paralelo nas espécies de plantas (Toledo-
Hernandez et al., 2022).

Além de desempenharem um papel fundamental na polinizagdo, as abelhas sem ferrdo
também possuem importancia econdmica, uma vez que o mel produzido por elas ¢
frequentemente comercializado em pequena e média escala por diversas comunidades. Além
disso, essas abelhas produzem outros derivados como prépolis, geoprdpolis, “sabura”, cerume

e resinas, os quais s3o importantes na medicina popular.

3.5 COMPOSICAO QUIMICA E PROPRIEDADES BIOLOGICAS DOS BIOPRODUTOS
DERIVADOS DE ABELHAS SEM FERRAO

A pratica da meliponicultura, que consiste na criagdo de abelhas sem ferrdo para a
producdo de mel e outros subprodutos, ¢ uma atividade realizada desde tempos antigos por
comunidades tradicionais em regides tropicais e subtropicais (Cortopassi-Laurino ef al., 2006;
Delgado; Mejia; Rasmussen, 2020). Os produtos das abelhas sem ferrdao, como mel, pélen
fermentado (“sabura”), cera e propolis, tém sido utilizados tanto para alimentacdo quanto para
fins terapéuticos tradicionais ao longo de séculos (Rocha, Vitor Moreira et al., 2023; Pereira;
Serrao, 2017).

Os bioprodutos das abelhas sem ferrdo como o mel e a propolis, possuem alto valor
comercial e sdo amplamente coletados por comunidades para utilizagdo em alimentos,
medicamentos, além de praticas religiosas e culturais (Goh et al., 2023). Cada grupo indigena
ou comunidade rural interage com as abelhas sem ferrdo de forma unica, refletindo uma
diversidade de visdes de mundo e praticas imersas em diferentes contextos culturais
(Aldasoro Maya et al., 2023).

A composi¢do quimica desses produtos da meliponicultura incluem quantidades
significativas de metabdlitos secundarios como fitoesterdis, compostos fendlicos, flavonoides,
triterpenos e outras substancias biologicamente ativas (Popova et al., 2021; Tran et al., 2020),

as quais estdo associados a atividade antioxidante, anti-inflamatéria (Lopes et al., 2020),
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antimicrobiana (Bonamigo et al., 2017) e citotoxica (Arung et al., 2021) ja descritas na

literatura.

3.5.1 Mel

Os méis pertencem a uma classe de substancias naturais que t€ém despertado grande
interesse devido ao seu alto potencial terapéutico. Historicamente, o mel tem sido amplamente
utilizado pela humanidade ndo apenas como um nutriente, mas também como um remédio
(Sousa et al., 2016). Trata-se de uma substancia doce e natural produzida pelas abelhas a
partir da coleta do néctar de flores, secrecoes de partes vivas das plantas ou excregdes de
insetos sugadores de plantas (Ngalimat et al., 2020).

Diferentemente de outras abelhas, as que ndo possuem ferrdo apresentam menor
produtividade de mel quando comparadas a Apis melifera, além disso, outro diferencial é
armazenamento do mel em potes verticais feitos de cerume (Abd Jalil; Kasmuri; Hadi, 2017;
de Lima et al., 2017). O cerume, por sua vez, € uma mistura semelhante a propolis, mas com a
adi¢ao da secre¢do mandibular das abelhas sem ferrdo durante sua constru¢do (Nordin et al.,
2018).

Nos potes de cerume, o néctar passa por trés processos distintos de transformacgao
antes de se transformar em mel. O primeiro ¢ uma transformacao fisica, caracterizada pela
evaporacdo de grande parte da agua presente no néctar. Em seguida, ocorre uma
transformagdo biologica, onde ocorre um processo de fermentagdo realizado por leveduras e
bactérias. Esses microrganismos, oriundos de um microambiente adequado selecionado pelas
abelhas, desempenham um papel simbidtico com a colonia (Anderson et al., 2011; Menezes et
al., 2013). Entre os microrganismos presentes nas colmeias, destacam-se bactérias dos
géneros Bacillus e Streptomyces, que sdo reconhecidas por sua capacidade de prevenir a
deterioracdo do mel ao inibir o crescimento de microrganismos patogénicos (Ngalimat ef al.,
2020).

Por ultimo, hd uma transformacdo quimica, na qual as abelhas operarias secretam
enzimas de suas glandulas cefalicas, capazes de hidrolisar a sacarose do néctar em frutose e
glicose (Menezes et al., 2013). Embora seja evidente que as caracteristicas do mel variam
com a espécie de abelha, as fontes de néctar e o clima, uma caracteristica notavel do mel de
abelha sem ferrdo € seu elevado teor de umidade, maior acidez, menor composi¢ao de agucar
e menor atividade enzimatica das abelhas sem ferrdo em comparacdo com abelhas Apis
mellifera (Abd Jalil; Kasmuri; Hadi, 2017; Nordin et al., 2018).

Embora ndo sejam patogénicas, as bactérias dos géneros Bacillus e Streptomyces

influenciam a composi¢do quimica do mel ao assimilar compostos nutritivos presentes,
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especialmente actcares de facil digestdo, e produzir metabdlitos como acidos volateis
inferiores, alcoois e seus ésteres. Esses compostos, juntamente com os volateis de origem
vegetal, desempenham um papel essencial nas caracteristicas organolépticas do mel, como
sabor e 0 aroma, que impactam a aceitacdo do consumidor (Isidorov et al., 2023). Além disso,
a origem floral e as espécies de abelhas sdo fatores determinantes nas propriedades fisico-

quimicas, organolépticas e nutracéuticas do mel (Silva et al., 2017).

3.5.2 Propolis e Geopropolis

A propolis, também conhecida como “cola de abelha", ¢ um material pegajoso e
viscoso de cor escura produzido pela mistura de secre¢des das abelhas, como saliva e cera,
com resinas vegetais ativamente secretadas ou exsudadas pelas plantas. As abelhas sem
ferrdo, em particular, depositam resinas vegetais proximas a entrada dos ninhos para evitar
invasdes, além de armazend-las em grandes depodsitos dentro dos ninhos, destacando a
importancia desse recurso para sua sobrevivéncia (Leonhardt; Bliithgen, 2009).

Como material essencial para a constru¢do do ninho e para a saide da coldnia, a
propolis ¢ utilizada para selar a colmeia, impedir a entrada de ar e de visitantes indesejados,
como cupins e formigas, além de atuar como agente antimicrobiano, prevenindo o
crescimento de bactérias e fungos (Leonhardt; Bliithgen, 2009; Ngalimat et al., 2020). De
maneira geral, destaca-se como uma rica fonte de antioxidantes, caracteristica que justifica a
frequéncia com que sua atividade antioxidante € relatada na literatura cientifica. Além disso,
outra propriedade amplamente avaliada da prépolis de abelhas sem ferrdo ¢ sua atividade
antimicrobiana (Popova; Trusheva; Bankova, 2021).

Algumas espécies de abelhas sem ferrdo, como Melipona scutellaris, Melipona
marginata e Melipona quadrifasciata produzem o geopropolis, composto por propolis
misturada ao solo. Assim como a propolis, a geopropolis desempenha um papel importante na
defesa e estruturagdo do ninho, mas apresenta caracteristicas fisicas e quimicas distintas
devido a adicdo de solo. Essa mistura confere maior rigidez ao material e resulta em pertfis
quimicos especificos, como a composi¢do mineral, diretamente relacionada ao tipo de solo

presente na regido onde ¢ produzida (da Cruz Ferreira et al., 2021; Popova et al., 2021).

3.5.3 Polen fermentado (“Sabura”)

O polen fermentado, também conhecido como “pao de abelha”, “podlen de pote”,
“pblen armazenado” ou ‘“ambrosia”, ¢ o pdlen de abelha obtido a partir de graos de polen

coletados pelas abelhas. Esses graos sdo misturados com secre¢des das glandulas salivares ou
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néctar antes de serem armazenados e submetidos a fermentacao nos potes de armazenamento
(Ngalimat et al., 2020). No Brasil, esse produto ¢ conhecido como "sabura" e pode alcangar
um alto valor de mercado (Mohammad; Mahmud-Ab-Rashid; Zawawi, 2021).

Durante a coleta, as abelhas utilizam enzimas salivares, como amilase e glicosidase, e
mel para umedecer, aglutinar ¢ embalar o polen em estruturas chamadas de corbiculas,
localizadas nas patas traseiras (Salma; Nor; Norhasnida, 2021). O poélen coletado, que ¢ rico
em proteinas, ¢ essencial para a alimentacdo das abelhas jovens e das crias na colmeia.
Contudo, ele ¢ geralmente fornecido as crias na forma de pdlen fermentado, que passa por um
processo de fermentagao natural apos ser armazenado nas células do favo.

O pdlen fermentado, altamente nutritivo, ¢ composto por 55% de carboidratos, 35% de
proteinas, 3% de minerais e vitaminas, 2% de acidos graxos e 5% de outras substancias
antioxidantes, como beta-caroteno, licopeno, selénio, flavonoides e vitaminas C, E ¢ K (Souza
et al., 2006). Seu sabor, caracteristico de arbustos, mistura notas doces e azedas com um
toque frutado, resultado das resinas vegetais usadas pelas abelhas na constru¢ao das colmeias
e dos potes de pdlen. O sabor pode variar ao longo do ano, dependendo das flores e arvores
visitadas.

O polen fermentado produzido pelas abelhas sem ferrdo apresenta valores terapéuticos
variados, incluindo propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes, antimicrobianas, atividade
antitumoral e anti-hipertensiva (Margaoan et al., 2019; Thakur; Nanda, 2020). Sua
composi¢do nutricional ¢ influenciada por diversos fatores, como a origem botanica, a
localizagdo geografica, as condigdes climdticas, o tipo de solo, as praticas apicolas e as
espécies de abelhas envolvidas na sua produ¢do, resultando em uma composicdo quimica

diversa (Combey, 2017).

3.6 ESPECIE DE ABELHA SEM FERRAO Tetragonisca angustula (Latreille, 1811)

Tetragonisca angustula (Latreille, 1811) ¢ uma das espécies de abelhas indigenas sem
ferrdo neotropicais, conhecida popularmente como Jatai, tendo ampla distribuicdo em
territorio brasileiro. A sua morfologia € caracterizada pelo seu tamanho pequeno, possuir uma
cor dourada e pode ser encontrada em troncos ocos de arvores ou muros de pedra (Imperatriz-
Fonseca et al., 1984). Foi relatado na literatura que 7. angustula apresenta comportamento de
defesa do ninho, visto que abelhas guarda foram observadas defendendo o seu ninho e
evitando ataque de outras insetos (Wittmann, 1985). A Figura 3 mostra individuos de 7.
angustula na entrada do ninho. Devido a sua ornamentacdo e beleza, essa espécie ¢

amplamente manejada na meliponicultura.
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Figura 3. Individuos de Tetragonisca angustula localizados na entrada do ninho

Fonte: elaborado pela propria autora, 2024

Os subprodutos dessa abelha sem ferrdo tém sido pouco explorados quanto a suas
propriedades biologicas e ao seu perfil quimico. Entretanto existem estudos que relatam a
atividade antioxidante do mel dessa espécie, propriedades antimicrobianas da prépolis sobre
cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Barreiras ef al., 2019; Lima, C. O. et al.,
2024). Essas atividades biologicas estdo intimamente associadas a composi¢do quimica desses
subprodutos que tem apresentado altas concentragdes de compostos fenolicos, flavonoides e
acidos fendlicos (Lima, J. S. et al., 2024; Souza et al., 2022). Nesse contexto, considerando a
relevancia dos 4cidos fenolicos na atividade biologica atribuida aos bioprodutos de T.
angustula, destaca-se o acido trams-cindmico, um composto frequentemente associado na
literatura aos bioprodutos dessa espécie, cuja caracterizagdo ¢ importancia sdo abordadas a

seguir.

3.6.1 Acido trans-cinamico nos Bioprodutos de Tetragonisca angustula (Latreille, 1811)

O 4cido cinamico ¢ um polifenol bioativo da classe dos acidos fenolicos € um dos
metabolitos secundarios vegetais mais abundantes. Quimicamente, ¢ um acido graxo de baixa
toxicidade em humanos, composto por um anel fenil substituido por um grupamento acido
acrilico, que geralmente se apresenta na geometria trans (Figura 4) (De; Baltas; Bedos-Belval,
2011). E encontrado em diversas plantas, como canela, uva, cha, cacau, espinafre e aipo (Feng
et al., 2022). Além disso, tém sido relatados na literatura a sua presenga em bioprodutos da

abelha sem ferrdo 7. angustula (Macédo et al., 2023).
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Figura 4. Estrutura quimica do acido #rans-cinamico

N
OH

Fonte: elaborado pela propria autora, 2025

Na biossintese natural, o 4cido trans-cinamico ¢ sintetizado a partir da L-fenilalanina,
que ¢ produzida pela via do chiquimato, uma importante fonte de compostos aromaticos
celulares. A L-fenilalanina ¢ desaminada em acido frans-cinamico pela enzima fenilalanina
amonia-liase (PAL), que catalisa a desaminagdo nao oxidativa da amonia da L-fenilalanina
(Bang et al., 2018). Diversos estudos destacam o amplo espectro de atividades bioldgicas do
acido trans-cinamico, incluindo suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatoérias,
antibacterianas e anticancerigenas (Adisakwattana, 2017; Sova, 2012; Yilmaz; Sova; Erglin,
2018). Além disso, ele apresenta alto potencial para aplicagdes na industria alimenticia e

cosmética, devido a seus efeitos benéficos relatados recentemente (Bang et al., 2018).
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4 PRODUCAO CIENTIFICA

4.1. CAPITULO I: Visitacio floral, atividades fitoquimicas e biolégicas de bioprodutos de

Tetragonisca angustula (Hymenoptera, Apidae, Meliponini): Uma revisao

Artigo em portugués/ Revista: Chemistry & Biodiversity
Qualis: A4 | Situagdo: Publicado | DOI: 10.1002/cbdv.202301451
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Resumo

Tetragonisca angustula (Latreille, 1811) ¢ uma abelha indigena sem ferrdo neotropical,
conhecida popularmente como Jatai, tendo ampla distribuicdo em territério brasileiro. 7.
angustula produz outros derivados como propolis, geopropolis, polen fermentado (saburd),
cerume e resinas, os quais sdo importantes na medicina popular. Nessa revisao, o objetivo foi
reunir as pesquisas sobre as principais espécies de plantas visitadas por Tetragonisca
angustula, bem como, os estudos que verificaram a composi¢ao a quimica e as propriedades
biologicas dos bioprodutos de 7. angustula. O levantamento bibliografico foi executado
através de buscas nos bancos de dados Scopus, Web of Science, ScienceDirect ¢ PubMed,
abrangendo publicagdes de 2003 a fevereiro de 2023 referente as atividades biologicas, com

destaque para a antibacteriana e antioxidante. Essas atividades biologicas sdo de grande
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interesse cientifico, pois podem ter implicacdes significativas na saide e bem-estar para os
seres humanos. Foram encontrados 78 estudos que analisaram as interagdes entre 7. angustula
e espécies florais, sendo as espécies das familias botanicas Fabaceae, Asteraceae, Malvaceae,
Bignoniaceae, Solanaceae, Myrtaceae ¢ Lamiaceae as mais relatadas como principais fontes
de alimento para esta espécie. A presenga de compostos pertencentes a classe dos flavonoides,
acidos fendlicos, terpenoides e alcaldides foi identificada através do estudo da composigdo
quimica do mel, propolis, geopropolis e polen fermentado (saburd) em 21 estudos. Os dados
recolhidos na literatura enfatizam que estes produtos de 7. angustula t€ém propriedades

biologicas notaveis, especialmente as suas atividades antibacterianas e antioxidantes.

Palavras-chave: Servicos ecossistémicos; Interagcdes planta-polinizador; Quimiodiversidade;

Propriedades terapé€uticas.

Introducio

As Abelhas Sem Ferrdo (ASF) pertencem a familia Apidae, ordem Hymenoptera e
tribo Meliponini, e sdo caracterizadas pela atrofia no ferrdo (Torres; Hoffmann; Lamprecht,
2007). Por ndo possuirem um ferrdo como principal forma de defesa, essas abelhas
desenvolveram outras estratégias de defesa como uma mordida forte, liberacdo de &cido
formico presente nas glandulas mandibulares, a utilizagao de feromodnios de alarme e bloqueio
da entrada da colonia (Tran et al., 2020; Zweden et al., 2011).

Estima-se que os Meliponineos constituem um grupo com cerca de 600 espécies de
abelhas sem ferrdo com ampla distribuicdo em regides neotropicais, sendo difundida em
Paises da América do Sul (Roubik, 2023). A diversidade das espécies estd representada na
distribuicdo em mais de 36 géneros (Cabe; Farina, 2010). O Brasil abriga cerca de 43% dessa
diversidade de abelhas sem ferrdo, com registros de cerca de 259 espécies de ASF distribuidas
em 28 géneros, das quais cerca de 40% sdo endémicas do Brasil, num total de 103 espécies
(Nogueira, 2023).

As abelhas sem ferrdo desempenham um importante papel na manuten¢do do
equilibrio dos ecossistemas naturais através do processo de polinizacao, sendo responsaveis
por aproximadamente 40-90% da reproducao das espécies florais (Carvalho; Marchini; Ros,
1999; Koling; Moretto, 2010; Tran et al., 2020). Além disso, os Meliponineos produzem
bioprodutos como mel, cera, propolis e geopropolis, que sdo armazenados em potes separados
e estrategicamente posicionados ao longo da coldnia (Griiter; Kédrcher; Ratnieks, 2011; Jones

et al., 2012). De acordo com os dados disponiveis na literatura, esses bioprodutos apresentam
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atividades bioldgicas como atividade antioxidante, antibacteriana, antiflingica, anti-
inflamatoria e antiprotozoaria, e esses efeitos estdo associados a presenca de metabolitos
secundarios como flavonoides, acidos fendlicos, terpenoides e alcaloides em sua composi¢ao
(Maciel et al., 2015; Velikova et al., 2000; Villacrés-Granda et al., 2021; Zamora et al., 2014,
2015).

Dentre as inumeras espécies de ASF, estd Tetragonisca angustula (Latreille, 1811)
popularmente conhecida como “Jatai”, sendo caracterizada pelo tamanho pequeno, medindo
aproximadamente de 4-5 mm, de coloragdao amarela e marrom e habito generalista (Barth et
al.,2011; Cabe; Farina, 2010; Oliveira et al., 2004; Zweden et al., 2011).

Estudos sobre a visitacdo floral desta espécie destacam que as principais familias
descritas na literatura sdo Fabaceae, Asteraceae, Malvaceae, Bignoniaceae, Solanaceae,
Myrtaceae e Lamiaceae. Na literatura, estudos de caraterizagdo quimica analisaram mel,
propolis, geopropolis e subprodutos do “saburd” (pdlen fermentado) de 7. angustula e
verificaram a presenga de 4cidos fenolicos como os 4cidos salicilico, p-cumarico,
protocatecuico, fertlico, vanilico e cafeico, flavonoides como a quercetina ¢ a naringenina,
além do diterpeno fenodlico carnosol. (Biluca et al., 2017; Conesa et al., 2021; Ferreira et al.,
2020; Peter et al., 2017).

Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi reunir em uma revisdo as pesquisas
sobre as principais espécies de plantas visitadas por Tetragonisca angustula, bem como os
estudos que verificaram a composicdo a quimica e as propriedades biologicas dos bioprodutos
de 7. angustula. Fechamos a revisdo com algumas perspectivas para melhor compreensao

desses estudos e para realizacao de novas pesquisas.

55

Fundamentagdo Teodrica



Resultados e Discussao

A pesquisa e andlise nas bases de dados demonstraram a presenca de 763 artigos sobre
a espécie de ASF estudada, 7. angustula. Apos a aplicacdo dos critérios de inclusdo e
exclusdo estabelecidos para a selegdo dos estudos que iriam compor essa revisao foram
selecionados 78 artigos, os quais abordavam aspectos sobre a visitagdo floral, composicdo
quimica dos subprodutos da abelha, como também, avaliagdo de suas atividades bioldgicas.

Como mostra a Figura S1, o nimero de publicagdes relacionadas a visitagao floral,
composi¢ao quimica e atividades bioldgicas dos bioprodutos de 7. angustula apresenta um
aumento gradativo ao longo dos anos, com oscilagdes em alguns anos. Nesse sentido, o
aumento do numero dessas publicagdes sugere um crescente interesse da comunidade
cientifica em compreender melhor as aplicagdes dos produtos dessas abelhas como mel,
propolis, pélen fermentado (“saburd”) e geoprdpolis na medicina tradicional, bem como
avaliar suas aplicagdes para fins terapéuticos e nutricionais para validagdo cientifica de seus

efeitos bioldgicos.

Espécies vegetais visitadas por 7. angustula

A Abelha Sem Ferrao (ASF) Tetragonisca angustula possui ampla distribui¢do nas
regides Neotropicais, apresentando héabito de forrageamento generalista, contribuindo para a
eficiéncia dos processos de dispersdo e polinizagdo de espécies vegetais (Torres; Hoffmann;
Lamprecht, 2007). Esta espécie visita uma grande variedade de plantas na sua procura de
alimento, uma carateristica que reflete a adaptabilidade da espécie a diferentes recursos
disponiveis no ambiente. As espécies vegetais sdo elementos importantes no ambiente, as
quais estdo associadas a recuperagdo de areas degradas, manutencao da diversidade da flora
nativa e areas de flora ruderal, as quais atuam como recurso alimentar para as abelhas (Barth;
Freitas, 2022).

Nesse sentido, a palinologia ¢ uma ferramenta crucial na compreensdo dos vinculos
troficos, ecoldgicos e evolutivos entre as abelhas e os grupos vegetais. A palinologia consiste
no estudo dos graos de pdlen e esporos presentes em diferentes amostras, como sedimentos,
solos, alimentos e¢ at¢é mesmo nas estruturas de abelhas, como colmeias e em estruturas
morfologicas especializadas para coleta de graos de pdlen, como as corbiculas (De Novais;
Absy, 2014).

A riqueza das espécies vegetais representadas pelo espetro polinico recolhido de uma

determinada espécie de abelha pode variar em fun¢do dos seguintes fatores (a) aspectos
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fenologicos da flora local; (b) mudangas sazonais no fluxo de néctar; (c) presenca de varias
espécies de abelhas na mesma regido; (d) necessidades proteicas da colonia; e (e) efeitos
ambientais e antropogénicos (Imperatriz-Fonseca et al., 1998).

Na presente revisao foram encontrados 44 artigos que investigam a diversidade floral
visitada por 7. angustula. Na Tabela S1 contém as principais familias botanicas, géneros e
espécies que foram encontradas nesses estudos, as quais estdo distribuidas em 88 familias,
sendo a familia Fabaceae a mais representativa em termos de nimero de espécies 39 espécies,
enquanto a familia Asteraceae foi a mais representativa em nimero de géneros de espécies
botanicas, apresentando 18 géneros. A Figura 1 traz um panorama geral das principais
familias botanicas com as suas respectivas espécies.
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Figura 1: Principais familias botanicas com espécies visitadas por Tetragonisca angustula
encontradas em estudos da literatura

O mel ¢ um importante bioproduto utilizado para identificar a origem botanica das
espécies vegetais visitadas por abelhas sem ferrdo a partir da andlise dos tipos de podlens
presente na sua composi¢do. No estudo realizado por Lima et al. (2024) para verificar a
composicao floral do mel coletado na regido nordeste do Brasil foram encontrados a presenca
de 19 tipos de polen multifloral, sendo a familia mais predominante na andlise a
Anacardiaceae e os polens mais representativos foram das espécies dos géneros Tapirira
Aubl. e Schinus L.

Vieira et al. (2020) identificaram a presenc¢a de 78 tipos de pdlens em amostras de mel

e do polen fermentado armazenado nas colmeias das abelhas, conhecido como “sabura” em

um estudo também realizado no Brasil, no estado de Minas Gerais. Nesse estudo foram
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caracterizadas espécies de 37 familias botanicas distribuidas em 64 géneros. As principais
familias botanicas encontradas nesse estudo foram Fabaceae, Euphorbiaceae, Asteraceae,
Amaranthaceae, Moraceae, Myrtaceae, Poaceae, Rubiaceae, Rutaceae e Solanaceae, além
disso, foram observados ainda a representacdo de 46 plantas nectariferas, tendo como
principais géneros botanicos o Alchornea Sw., Baccharis L., Casearia Jacq., Eucalyptus
L'Hér., Ricinus L., Schefflera J.R . Forst. & G.Forst., Schinus L., Symplocos Jacq. e Vernonia
Schreb. (Vieira et al., 2020).

O estudo realizado para identificar o espectro polinico de amostras de mel coletadas na
regido da Baixa Amazonia no estado do Pard, Brasil identificaram diferentes tipos de graos de
poélen. As familias botanicas mais representativas encontradas no espectro polinico das
amostras de mel foram Fabaceae, Amaranthaceae, Asteraceae, Euphorbiaceae, Myrtaceae e
Rubiaceae, entre outras. Entre essas familias, a subfamilia Papilionoideae pertencente a
familia Fabaceae se destacou com seis tipos diferentes de polen identificados, descritos a
seguir: Clathrotropis nitida (Benth.) Harms, Cratylia Mart. ex Benth., Crotalaria L.,
Desmodium Desv., Zollernia paraensis Huber e Zornia J.F.Gmel. (De Novais; Absy, 2015).

A riqueza das espécies vegetais representada pelo espectro polinico coletado através
de uma determinada espécie de abelha pode variar de acordo com os seguintes fatores: (a)
aspectos fenoldgicos da flora local; (b) mudancas sazonais no fluxo de néctar; (c) presenga de
varias espécies de abelhas em uma mesma regido; (d) necessidade proteica da colonia e (e)
efeitos ambientais e antropicos (Imperatriz-Fonseca et al., 1998).

T. angustula ¢ considerada uma espécie generalista, o que significa que ela ndo esta
restrita a uma Unica espécie de planta para a coleta de néctar e pdlen. Essa espécie visita uma
variedade de plantas em sua busca por alimento, senda essa caracteristica reflexo da
adaptabilidade da espécie a diferentes recursos disponiveis no ambiente. O estudo de
Radaeski and Bauermann (2021), referente a visitacdo botanica de 7. angustula demonstraram
que as familias botanicas melhor representadas no espectro polinico das amostras coletadas
foram Apiaceae, Bignoniaceae, Moraceae e Fabaceae. Cada uma dessas familias boténicas ¢
associada a espécies especificas de plantas. Por exemplo, a familia Apiaceae estd representada
pelo género Eryngium L., a familia Bignoniaceae por Handroanthus Mattos, a familia
Moraceae por Sorocea bonplandii (Baill.) W.C.Burger, Lanj. & Wess.Boer e a familia
Fabaceae por Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan.

Resultados semelhantes foram encontrados no estudo de Saraiva-Nava et al. (2018),
sendo as familias botanicas Fabaceae, Sapindaceae e Araliaceae, seguidas por Euphorbiaceae,
Malpighiaceae, Rubiaceae, Asteraceae, Anacardiaceae, Bignoniaceae, Boraginaceae e

Urticaceae as mais representadas pela visitagdo de 7. angustula. Cada uma dessas familias
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botanicas contém plantas que sdo visitadas pela Jatai para coleta de néctar e pdlen, sendo os
seguintes tipos de pdlen identificados como os mais frequentemente coletados por essa
espécie: Didymopanax Decne. & Planch., Anadenanthera Speg., Astronium Jacq., Senna Mill.
e Banisteriopsis C.B.Rob.

As preferéncias floristicas de 7. angustula estdo relacionadas aos diferentes periodos
climaticos e as caracteristicas especificas das plantas durante esses periodos, o que estad
associado a disponibilidade de néctar e pdlen, bem como a estratégia reprodutiva das plantas e
dessa espécie de abelha. No estudo de Prado et al. (2021) foi verificado que durante os
periodos de seca, 7. angustula mostrou preferéncia por flores das espécies Miconia prasina
(Sw.) DC. e Ilex laureola Triana & Planch. No entanto, durante os periodos de chuva, sua
preferéncia floral mudou para a espécie Pera arborea Mutis, que também coincidiu com uma
maior taxa de reproducdo dessa espécie floral, indicando que o efeito da sazonalidade
climatica e da cobertura vegetal na selecdo de recursos florais para essa espécie de abelha sem
ferrao.

Esses dois fatores também foram analisados no estudo de Urquizo et al. (2022) para
verificar a preferéncia floristica de 7. angustula em periodos de inverno e primavera. Os
autores identificaram que os resultados sobre a diversidade de espécies visitadas pela T.
angustula ndo foi significativamente diferente entre duas as estagdes analisadas, como
evidenciado pelo indice de Shannon-Weaver, o qual mensura a diversidade. Além disso, o
indice de similaridade de Sorensen revelou que houve uma similaridade de 56,25% na
composicdo das espécies visitadas entre as duas estagdes por 7. angustula. Essas andlises
sugerem que, embora a diversidade de espécies visitadas ndo tenha variado consideravelmente
entre as estagdes, houve diferencas na composicao especifica das espécies visitadas.

T. angustula possui hébitos polilécticos, buscando uma variedade de plantas para obter
recursos alimentares, independentemente de sua relagdo taxonOmica, isso significa que essas
abelhas ndo sdo especializadas em coletar pdlen de uma tUnica familia botanica ou grupo de
plantas relacionadas. Essa abordagem utilizada pelas abelhas pode ser uma forma de garantir
a sobrevivéncia da coldnia, especialmente durante periodos de escassez de recursos (Cane,
2021). No estudo de Saraiva-Nava et al. (2018), observaram esse comportamento de 7.
angustula evidenciado pela identificagdo de 55 tipos de polens representados em 22 Familias,
destacando a familia Fabaceae como a mais representada no nivel das espécies.

A origem botanica das plantas visitadas por abelhas estd completamente associada a
composi¢do quimica dos seus bioprodutos. O estudo de Sawaya et al. (2007) evidenciou que
através de analises utilizando Espectrometria de Massa com loniza¢do por Electrospray em

modo negativo (ESI(-)-MS), a espécie Schinus terebinthifolius Raddi pertencente a familia
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Anacardiaceae foi o principal recurso para producao de resinas presente na composi¢ao da
propolis por T. angustula nas regides Nordeste, Sudeste e Sul do Brasil.

De acordo com o estudo de Sadalha-Castilho et al. (2016), foi observado que a abelha
T. angustula tem um padrao de coleta de resina de 6leo mais comum durante periodos
ensolarados e quentes durante o dia, evidenciando que as abelhas tém uma preferéncia por
coletar resina de 6leo sob condicdes climaticas especificas, como o sol e o calor. Esses fatores
ambientais podem influenciar a disponibilidade da resina ou a sua acessibilidade nas plantas

que a produzem.

Composicao Quimica de Produtos Meliponineos

Na presente revisdo sobre a composicdo quimica dos bioprodutos de 7. angustula,
incluido o mel, propolis, geopropolis e pdlen fermentado (Saburd) foram encontrados 21
artigos que investigaram esses parametros. Muitos estudos mostraram que os bioprodutos da
abelha sem ferrdo 7. angustula apresentaram em sua composi¢do principalmente flavonoides,
acidos fenolicos, terpendides e alcaloides. Essa variagdo na composi¢do quimica das amostras
de mel, propolis e cera esta relacionada a diversidade de espécies floristicas visitadas por 7.
angustula (Lima et al., 2024). A Tabela 1 e Tabela S2 incluem os dados de diferentes
métodos cromatograficos utilizados para determinar a composi¢do quimica dos bioprodutos
de 7. angustula, bem como, os compostos relatados para essas analises.

A compreensdo da composi¢do quimica dos bioprodutos € importante porque os
compostos encontrados podem ter aplicagdes em diversos campos, incluindo a indudstria
farmaceéutica, alimenticia e de cosméticos. Além disso, entender a composi¢ao quimica dos
produtos das abelhas sem ferrdo pode fornecer insights sobre as interagcdes entre as abelhas e
as plantas que elas visitam para coletar recursos. Os constituintes mais citados na literatura
em estudos que avaliam a composi¢do quimica do mel, da préopolis, da geopropolis e do polen

fermentado (“saburd”) sao apresentados na Figura 2.
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Tabela 1: Composi¢do quimica do mel, propolis, geopropolis e polen fermentado (“Saburd”) de 7. angustula relatada na literatura.

Bioprodutos

Mel

Mel puro

Mel
Mel

Mel

Mel

Propolis

Propolis

Propolis

Propolis

Propolis

Propolis

Constituintes
Acido salicilico; acido p-cumarico; acido protocatecuico; acido cafeico; acido trans-feralico; acido
siringico; naringenina; aromadendrina; quercetina; taxifolina; eriodictiol; siringaldeido; carnosol
Heptilacetato; 6xido de trans-linalol (furandide); 6xido de cis-linalol (furano6ide); linalol; hotrienol;
isoforona; 6xido de nerol; etilbenzoato; etiloctanoato; etilbenzenoacetato; cariofileno; 6-Cadineno
Derivado do acido cinamico; acido fertlico; flavonol; acido citrico; acido succinico; prolina
N’, N”, N -tris-p-coumaroil espermidina; N’, N"-dicafeoil, N”-coumaroil espermidina; N’, N”, N"'-
tris-cafeoil espermidina e N', N"-dicafeoil; N"-feruloil espermidina
Apigenina; naringenina; eriodictiol; aromadendrina; hispidulina; quercetina; taxifolina; isoquercetina;
rutina; escopoletina; acido salicilico; acido p-cumarico; acido vanilico; protocatecuico
Acido salicilico; acido p-cumarico; acido ferulico; 4cido vanilico; naringenina; aromadendrina;
taxifolina; escopoletina; quercetina; escopoletina
Acido 3-Prenil-4-hidroxicinamico; Acido 3,5-Diprenil-4-hidroxicindmico; Acido 2,2-Dimetil-8-

prenil-2H-1-benzopiran-6-propenoico; Derivado do acido cindmico
a-Pineno; B-Pineno

Acido fertilico; suberosina; macarangina; odoratina

Acido galico

Acidos diterpénicos e triterpénicos

Obtusifoliol; B-amirina; lupenona; cicloartenol; lupeol; friedour-7-en-3-ona; friedour-7-en-3-ol;

acetato de lupeol; acetato de B-amirina

Citacoes

(Biluca et al., 2017)

(de Lima et al., 2017)

(Lima et al., 2024)

(Lima e al., 2021)

(Braghini et al., 2021)

(Biluca et al., 2020)

(Miorin et al., 2003)

(Valcanaia et al.,
2022)

(Conesa et al., 2021)
(Torres et al., 2018)
(Carneiro et al., 2016)
(Pereira; Bicalho;

Aquino Neto, 2003)
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Propolis

Propolis

Propolis

Propolis

Geopropolis

Geopropolis

Geopropolis

Geopropolis

Butanediol; acetato de f-amirina; lupeol; acetato de lupeol; friedour-7-en-3-ona; -amirina; lupenona;
obtusifoliol; &cido octacosandico; acido hexacosandico; acido tetracosandico; acido cafeico acido p-
cumarico; acido hexadecanoico; acido hidracrilico; acido latico; acido succinico; acido hidrocinamico
de glicerol; eritritol; acido p-hidroxibenzoico; acido p-hidroxi-dihidrocindmico

Etilamina; acido hidroxibutirico; acido latico; acido hidracrilico; acido hidroximetilbutirico;
butanetriol; d&cido maldnico; valina; glicerol; acido fosforico; acido succinico; acido
diidroxipropanoico; acido fumarico; acido hidrocinamico; eritritol; acido malico; acido hexanodidico;
eritrose 5-oxo-prolina acido p-hidroxibenzoéico; dcido p-hidroxifenilacético; acido p-hidroxi-
dihidrocinamico; acido o-cumarico; acido di-hidroxibenzoico; frutose; acido p-cumadrico; acido
hexadecandico; acido linoleico; acido oleico; acido octadecandico; acido tetracosanodico; acido
octacosandico; cicloartenol; acetato de B-amirina; acetato de lupeol

Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico; acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; acido 2,2-dimetil-8-prenil-
2H-1-benzopiran- 6-propenoico; derivado do acido cindmico

Acidos benzoicos; acidos cafeicos de cadeia longa; 4lcoois triterpenicos

Acido protocatecuico; catequina; naringenina; galangina; kaempferol; apigenina; hispidulina

Acido cafeico; acido cindmico; acido clorogénico; acido ferulico; hispidulina; 4cido protocatecuico;
quercetina; rutina; acido a-metoxifenilacético; acido galico; acido siringico; acido vanilico;
aringenina; galangina; apigenina

Acido 4-hidroxibenzéico; 4cido clorogénico; acido cafeico; acido ferulico; acido p-cumarico;
quercetina; rutina; galangina; kaempferol; apigenina; acido elagico; hesperetina; pinocembrina;
crisina; luteolina

Dihidrocanferida; acidos terpénicos; acido cuprésico; acido isocuprésico; acido gélico; acido 15-

acetoxi-cuprésico

(Pereira; Bicalho;

Aquino Neto, 2003)

(Pereira; Bicalho;

Aquino Neto, 2003)

(Miorin et al., 2003)

(Velikova et al., 2000)
(Ferreira et al., 2020)

(Ferreira et al., 2019a)

(Peter et al., 2017)

(Cardozo et al., 2015)
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Figura 2: Estruturas quimicas dos principais compostos encontrados em produtos derivados

de abelhas sem ferrdo Tetragonisca angustula

Mel

O mel ¢ uma mistura complexa de substancias, incluindo agucares, acidos, enzimas,
compostos aromaticos € minerais, entre outros (Campos et al., 2003). Importante destacar que
o mel proveniente dos Meliponineos apresenta caracteristicas especificas, como maior acidez
e teor de umidade em comparagd@o com o mel de abelhas africanizadas, como a Apis mellifera.
A composi¢ao do mel ¢ determinada por diversos fatores, incluindo as fontes vegetais que as
abelhas usam para coletar néctar, a espécie das abelhas, a condi¢do da colonia, a maturidade

do mel e as condigdes climaticas durante a coleta (Souza; Menezes; Flach, 2021).
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O mel ¢ uma substancia complexa, caracterizada por propriedades fisicas e quimicas
distintas e especificas, essa complexidade intrinseca torna a andlise do mel desafiadora
quando se trata de compreender suas diversas propriedades. Na literatura a presenca de
compostos fenodlicos como os flavonoides e acidos fenolicos esta bem documentada para os
bioprodutos de 7. angustula.

Andlises utilizando Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massa
sequencial por Eletrospray (LC-ESI-MS/MS) para verificar a composi¢do quimica do mel
diluido em acetato de etila evidenciou a presenga de flavonoides e acidos fendlicos como
apigenina, naringenina, eriodictiol, aromadendrina, hispidulina, quercetina, taxifolina,
isoquercetina, rutina, escopoletino, acido salicilico, dcido p-cumarico, 4cido vanilico, acido
protocatecurico (Braghini ef al., 2021). Resultados semelhantes foram encontrados por Biluca
et al. (2017, 2020) utilizando o mesmo solvente e a mesma técnica, demonstrando a presenca
dos seguintes acidos fenolicos: salicilico, p -cumadrico, protocatecuico, cafeico, ferulico trans,
siringico; e flavonoides: naringenina, aromadendrina, quercetina, taxifolina, eriodictiol,
siringaldeido; e diterpenos fenolicos: carnosol.

Lima et al. (2021) identificaram em fracdes do mel de 7. angustula a presenga amidas
de 4cidos hidroxicinamicos (HCAAs). O processo de fracionamento foi realizado para dividir
o mel em trés fragdes distintas devido ao alto teor de agucares, esse processo de
fracionamento ¢ frequentemente usado para separar os componentes de uma mistura
complexa, como o mel, em fracdes mais puras para andlises detalhadas. A andlise por
Espectrometria de Massa sequencial por Eletrospray demonstrou a presenga de quatro
HCAAs, conhecidas como HCAAs conhecidas como N ', N ", N "-tris- p-cumaroil
espermidina (1), N ', N ”- dicafeoil, N "-cumaroil espermidina (2), N ', N ", N "-tris-cafeoil
espermidina (3), e N ', N "- dicafeoil, N "-feruloil espermidina (4) (Lima et al., 2021).

A analise quimica do extrato etanolico do mel realizada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detetor de arranjo de diodos (CLAE-DAD) revelou que o principal
componente fenolico presente no extrato € o acido fertlico, além da presenga de compostos
derivados do acido cinamico, flavonol e acidos fenolicos (Lima et al., 2024).

As abelhas operarias contribuem para a composi¢do do mel por meio das enzimas
presentes nas suas glandulas hipofaringeais, sendo as principais enzimas encontradas no mel:
(a) invertase, essa enzima converte sacarose em glicose e frutose, tornando esses agucares
mais facilmente assimilaveis; (b) glicose oxidase que tem como papel oxida a glicose para
acido gluconico e peroxido de hidrogénio na presenca de agua, o peroxido de hidrogénio

gerado tem propriedades microbicidas, que podem combater potenciais bactérias de
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deterioragdo; (c) amilase, essa enzima ¢ responsavel por quebrar o amido em agucares mais

simples (Torres et al., 2004).

Propélis

A prépolis € uma mistura resinosa altamente complexa, coletada pelas abelhas a partir
de exsudatos vegetais, os quais sdo misturados com saliva e cera de abelha no interior da
colmeia e sao utilizados para diversas finalidades, incluindo a construgdo, protecdo e
adaptacao de seus ninhos (Rozman et al, 2022). A coleta de propolis ¢ considerada
secundaria em relacdo a coleta de néctar ou pdlen, e a quantidade de propolis utilizada nos
ninhos pode variar significativamente entre diferentes colonias de abelhas (Pereira; Bicalho;
Aquino Neto, 2003);

A composi¢do quimica da propolis ¢ altamente influenciada pela variedade de plantas
das quais as abelhas a coletam, como resultado, a propolis pode variar em sua composi¢ao
quimica de uma regido para outra ¢ de uma colonia para outra. Na literatura a propolis de T.
angustula apresenta uma diversidade compostos como os flavonoides, acidos fendlicos,
cumarinas e terpenoides. Pereira et al. (2003) evidenciaram a presenca de 41% de compostos
pertencente a classe dos triterpenos em extratos de propolis.

Nos estudos realizados por Conesa et al. (2021) utilizando a técnica de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE foi verificada a presenga dos compostos pertencentes a
classes dos acido fendlicos, cumarinas, flavonoides e terpendides representadas pelos
compostos acido feralic ((E)-3-(4-hidroxi-3-metoxi-fenil)propil2-enoico), suberosina (7-
Metoxi-6- (3-metilbut-2-enil) cromen-2-ona), macarangina (6-[(2E)-3,7-dimetilocta-2,6-
dienil]-3,5,7-trihidroxi-2-(4 hidroxifenil)cromen-4-ona) e odoratina (7-hidroxi-3-(3-hidroxi-4-
metoxifenil)-6- metoxicromen-4-ona), respectivamente. Miorin et al. (2003) também
identificaram a presenca de acidos fendlicos no extrato etandlico da propolis, identificando a
presenca de 3-prenyl-4-hidroxicindmico, 3,5-diprenyl- 4-hidroxicinamico, 2,2-dimetil-8-
prenyl-2H-1-benzopiran-6-propenoico e um derivado de acido cinamico.

Estudos relataram a presenca de trés compostos monoterpenos no 6leo volatil da
propolis, sendo o a-pineno o componente predominante, constituindo uma concentragdo
relativa de 88,71% e, portanto, o B-pineno foi identificado com uma concentragcdo de 8,08% e
o terceiro componente, o triciclano, foi encontrado em vestigios, ou seja, em quantidades
muito pequenas (Valcanaia et al., 2022).

Ainda no estudo de Valcanaia et al. (2022) foi verificado que a composi¢do quimica

de uma amostra de propolis estava fortemente associada a sua atividade antibacteriana
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evidenciado pelo valor de Concentragao Inibitéria Minima — CIM. Os principais compostos
encontrados foram monoterpenos oxigenados e sesquiterpenos, incluindo mirtenal como
composto majoritario (20,33 %), 1-epi-cubenol (14,69 %), cispinocampona (11,59 %), a-
campholenal (9,13 %), pinocampona (7,95 %), cubenol (7,64 %), fenchone (6,40 %), canfora
(5,48 %), trans- pinocarvona (4,42 %), helifolenol A (4,37 %) e 6-dimetilhept-5-en-2-ona
(2,56 %). O mirtenal foi identificado como o principal componente dessa amostra,
caracterizado como um tipo de monoterpeno biciclico que contém um grupo funcional aldeido
em sua estrutura, essa substancia pode ser encontrada em varias espécies de plantas, como o
alecrim (Rosmarinus officinalis), coentro (Coriandrum sativum), lavanda (Lavandula spp.),
pimenta preta (Piper nigrum), entre outras (Valcanaia et al., 2022).

Embora a regido geografica em que a colmeia esteja estabelecida seja um fator crucial
para determinar a composi¢do quimica da propolis, Carneiro et al. (2016) através de andlise
quimica utilizando Espectrometria de Massa por Eletrospray (ESI-MS) e Cromatografia
Liquida de Ultra Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massa (CLAE-MS)
verificaram que a propolis proveniente de 7. angustula apresentou uma composi¢ao similar,
independentemente da sua origem geografica, sendo os principais compostos identificados
como acidos diterpénicos e triterpénicos. Além disso, foi constatado que as resinas das flores

de Schinus terebinthifolius foram a principal fonte de constituintes para essa propolis.

Geopropolis

Algumas espécies de abelhas sem ferrdo t€ém o habito de misturar propolis com outro
material, como argila ou solo, esse processo resulta em um material resinoso menos maleavel
em comparagdo com a propolis pura, sendo o produto resultante denominado de geopropolis.
A geopropolis difere das amostras de propolis em razdo de seu teor de minerais e solo, e pela
auséncia de tricomas vegetais na sua composicao (Lavinas ef al., 2019).

Apesar das distingdes na composi¢ao, a geopropolis desempenha fungdes semelhantes
as da propolis dentro da colmeia, ambos os produtos sdo utilizados pelas abelhas para proteger
a colonia contra patogenos, selar rachaduras, lacunas e possiveis aberturas no ninho, e
proporcionar uma camada protetora contra condigdes adversas (Cardozo et al., 2015).

Os trabalhos na literatura que verifiquem a composi¢cdo quimica da geopropolis de 7.
angustula sao escassos, sendo encontrados apenas dois estudos que investiguem esse
parametro. Ferreira et al. (2019, 2020) aplicaram trés estratégias distintas de extragdo para
investigar os compostos fenolicos livres e ligados presentes na amostra da propolis estudada.

Inicialmente, os compostos fendlicos livres foram analisados por meio de uma extracdo
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solido-liquido, e posteriormente, para examinar os compostos polifenolicos ligados, foram
adotadas duas abordagens de hidrolise: (i) hidrolise acida foi aplicada, a qual teve o objetivo
de liberar os compostos, permitindo sua solubilizagdo na solucdo; (ii) hidrdlise alcalina
também foi empregada para desvincular os compostos polifenodlicos ligados, tornando-os
disponiveis para analise.

No estudo de Ferreira et al. (2019a), os autores analisaram o extrato metanodlico da
propolis e verificaram que no perfil polifendlico livre tinha a presenca de Ac. cinamico, ac.
clorogénico, ac. ferulico hispidulina, ac. protocatecuico, quercetina, rutina e ac. o-
metoxifenilacético, enquanto que o perfil da hidrélise dcida mostrou a presenca de ac. cafeico,
ac. cinamico, ac. clorogénico, ac. ferulico, ac. gélico, ac. siringico, ac. vanilico, apigenina,
hispidulina, ac. protocatecuico e ac. metoxifenilacético. O perfil da hidrolise alcalina
demonstrou a presenca de cinco compostos, acido ferulico, apigenina, galangina, hispidulina e
naringenina.

Enquanto a andlise do extrato etandlico evidenciou a presenca de dacido
protocatecuico, catequina, acido 4-(hidroximetil)benzoico, acido vanilico, vanilina, acido 4-
aminobenzoico, acido p-cumarico, acido a-metoxifenilacético, siringaldeido, taxifolina, galato
de epicatequina e rutina. Acido salicilico, umbeliferona, escopoletina, acido ferulico, acido
sinapico, acido rosmarinico, isoquercitrina, naringina, acido cindmico, eriodictiol, 4cido
elagico, quercetina, fustina, apigenina e hispidulina para o perfil polifendlico livre e o perfil
polifenolico apds hidrdlise acida. Os resultados do perfil polifendlico apos hidrolise alcalina
demonstraram a presenga de vanilina, adcido 4-aminobenzoico, acido p-cumadrico, acido a-
metoxifenilacético, siringaldeido, taxifolina, galato de epicatequina, rutina, acido cinamico,
Eriodictyol, &cido elagico, quercetina, galangina, naringenina, kaempferol, apigenina,

hispidulina e pinocembrina (Ferreira et al., 2020).

Bioatividades

Apoés a aplicagdo das estratégias de pesquisas utilizadas para esta revisdo, foram
identificados 29 estudos que relatam atividades bioldgicas associadas a produtos derivados da
espécie de T. amgustula. Essa revisao demonstrou que os bioprodutos dessa espécie
apresentam um amplo espectro de atividades bioldgicas que estdo documentadas na literatura.
Entre as atividades mais notdveis estdo as propriedades antibacterianas, antioxidantes e
antifiingicas, além de outras bioatividades relevantes. Um resumo abrangente das atividades

biologicas desses produtos € apresentado na Tabela 2.
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Esses resultados reforcam a diversidade de potenciais aplicacdes e beneficios
associados aos produtos derivados da espécie 7. angustula, ampliando o entendimento da
comunidade cientifica sobre suas propriedades naturais e suas possiveis contribuigdes para

diversos campos, como a medicina, a satide e outras areas relacionadas a pesquisa bioativa.
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Tabela 2: Bioatividades descritas para o mel, propolis, geopropolis e sabura da espécie Tetragonisca angustula

Bioprodutos/Solventes
Mel puro

Mel/Etanol

Mel puro

Propolis

Geopropolis/Etanol

Geopropolis/Metanol

Propolis/Etanol
Prépolis/Etanol
Geopropolis/Etanol

Mel puro
Mel/Acetato de Etila

Geopropolis/Etanol

Modelo ou Técnica
DPPH e ABTS

DPPH e ABTS

FCR, DPPH e FRAP

DPPH

Folin-Ciocalteu e
DPPH

Folin-Ciocalteu e
DPPH

DPPH
DPPH
DPPH

DPPH e ABTS

Folin-Ciocalteu,
DPPH, FRAP

TFC, DDPH,
CUPRAC, FRAP

Bioatividades

avaliadas

Antioxidante

Antioxidante

Antioxidante

Antioxidante

Antioxidante

Antioxidante

Antioxidante
Antioxidante
Antioxidante

Antioxidante

Antioxidante

Antioxidante

Resultados

Captou 73.29 e 71.73 % dos radicais
DPPH e ABTS, respectivamente
Captou 93.36 e 97.86 % dos radicais
DPPH e ABTS, respectivamente
FCR: + 65 mg EGA 100 g'!; DPPH: +
33 mg EAA 100 g’!

FRAP: + 1000 umol Fe 11 100 g!
Apresentou 545 e 732 mgGAE/100g os
extratos obtidos por extragdo
convencional e por ultrassom,
respectivamente
Folin-Ciocalteu: 1231.95-1370.27 mg
EGA 100 g'!

DPPH: 315.44-349.03 mg EAA 100 g’!
e 462.99-512.34 mg ETE 100 g'!
Folin-Ciocalteu: 417.38- 548.06 mg
EGA 100 g'!

DPPH: 288.54-316.52 mg EAA 100 g’!
e 423.46- 464.57 mg ETE 100 g'!
ICs0=2433.0 mg/mL
ICs0=293-734 pg/mL
ECso=15.90-1410.50 mg/mL
ECso=24.8 mg/mL para DPPH e 89.24
pugET 100 g para ABTS
Folin-Ciocalteu: 10.4-57.4 mg GAE 100
g-' DPPH: 0.8-28.2 mg AAE 100 g-'
FRAP: 67,5-734, 5 umol Fe+* 100 g -
TFC: 0,24-26,30 mg.g !
DDPH: 0,01-6,67 mg.g !

Citacoes
(Lima et al., 2024)

(Lima et al., 2024)

(Braghini et al., 2021)

(Medina-Jaramillo;
Carvajal-Diaz; Lopez-
Cordoba, 2022)

(Ferreira et al., 2020)

(Ferreira et al., 2019a)

(Torres et al., 2018)
(Carneiro et al., 2016)
(Cardozo et al., 2015)

(Lira et al., 2014)

(Biluca et al., 2020)

(Turco et al., 2020)
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Mel puro

Propolis/Oleo volatil

Fragdes 01 a 05 do dleo

volatil de propolis

Propolis/Oleo volatil

Prépolis/Etanol
Mel/ Etanol

Prépolis/Etanol

ABTS

Mycoplasma
capricolum ATCC
27343, M. genitalium
ATCC 33530,
Mycoplasma
pneumoniae FH
ATCC 15531,
Mycoplasma
pneumoniae 129
ATCC 29342,
Mycoplasma mycoides
subsp. capri (MLC)
PG3 (NCTC 10137)
Mycoplasma
pneumoniae 129
ATCC 29342
Staphylococcus
aureus ATCC 25923,
Escherichia coli
ATCC 25922 ¢
Pseudomonas
aeruginosa ATCC
27853
S. aureus (MRSA)
Staphylococcus
aureus (ATCC 6538)
Staphylococcus

aureus (ATCC 6538)

Antioxidante

Antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana
Antibacteriana

Antibacteriana

CUPRAC: <LQa 174,52 mg.g!
FRAP: 28,61 mg.g !
Capacidade antioxidante: 327.7 pmol

TE/100 g al., 2009)

MIC: 438, >875,>875, 109, 875 pg mL-

0 . (Valcanaia et al.,
, Tespectivamente

2022)

MIC: 250, 125, 250, 250 e 250 ug mL"!,

s (Valcanaia et al.,
respectivamente

2022)

(Valcanaia et al.,

: -1
MIC: >875 pg mL™" para todas as cepas 2022)

Nao apresentou atividade
MIC: 142.87 mg/mL -!

(Conesa et al., 2021)
(Miorin et al., 2003)

MIC: 0.44 mg/ml _1 (MiOI‘il’l et al., 2003)
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Prépolis/Etanol

Geopropolis/Alcool

Mel puro

Mel puro

Mel puro

Mel

Propolis/ Etanol AM1
Propolis/ Etanol AM2

Propolis/Metanol

S. aureus Rib 1, E.
coli ATTC10538 ¢
Streptococcus mutans
ATCC25175
Staphylococcus sp.
S. aureus (ARSA-1,
ARSA-2, ARSA-3,
ARSA-4, ARSA-5,
ARSA-6, ARSA-7 ¢
ARSA-8)
Pseudomonas
aeruginosa ARPA-1 e
ARPA-2
S. aureus ATCC
25923, Listeria
monocytogenes ATCC
19116, Escherichia
coli ATCC 25922,
Salmonella enteritidis
ATCC 13076, P.
aeruginosa ATCC
9027, S. epidermidis
UCR 2902
S. aureus MRSA 333,
Klebsiella
pneumoniae KPC;
Pseudomonas
aeruginosa P28
S. aureus 209 ¢ E.
coli WF+
S. aureus 209 e E. coli
WFE+
S. aureus 209 e E. coli
WFE+

Antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana

Apresentou atividade somente para S.
aureus com MIC de 1 mg/mL

Auséncia de crescimento microbiano

MIC: 125, 125, 250, 125, 250, 125, 250
e 250 mg/mL, respectivamente

MIC: 125 mg/mL para ambos os
isolados clinicos

MIC: 49.2; 97.3; 99.0; 196; 97.8; 96.6
mg/mL, respectivamente

MIC: 11.33, 11 € 3.33 g 100 mL—,
respectivamente

Zona de inibi¢ao: 10 e 12 mm,
respectivamente

Zona de inibi¢ao: 12 ¢ 11 mm,
respectivamente

Zona de inibi¢dao: 16 mm para ambas

(Carneiro et al., 2016)

(Maciel et al., 2015)

(Zamora et al., 2015)

(Zamora et al., 2015)

(Zamora et al., 2014)

(Villacrés-Granda et
al., 2021)
(Velikova et al., 2000)
(Velikova et al., 2000)

(Velikova et al., 2000)
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Mel puro

Propdlis/Etanol

Mel puro

Mel

Propolis/Etanol
Mel

Mel

Propolis/Oleo volatil

S. aureus ATCC
25923 e Escherichia
coli ATCC 25922
Micrococcus luteus
ATCC 9341 e S.
aureus ATCC 25923
Staphylococcus
aureus ATCC 25923,
Salmonella typhi
ATCC 14028,
Mycobacterium
smegmatis ATCC 607,
Bacillus subtilis,
Pseudomona
aeruginosa ATCC
27853 e E. coli ATCC
25922
Bacillus brevis DSM
5609, Bacillus
megaterium DSM 90,
Bacillus subtilis DSM
347, Micrococcus
luteus DSM 348, E.
coli DSM 31 e
Pseudomonas
seringae DSM 5176
S. aureus ATCC 6538
S. aureus ATCC 6538
Staphylococcus
aureus BMA/
FR/0.32/0074
Candida parapsilosis,
C. albicans, C.
tropicalis, C.

Antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana
Antibacteriana

Antibiofilme

Antifungica

MIC: 50 e 25 g/100 mL,
respectivamente

Halo de inibigdo: 24.1 ¢ 19.8 mm,
respectivamente

10, 10, 5,5, 10 e 5 % de inibi¢ao de
crescimento, respectivamente

Halo de inibi¢do variou de: 7.3-18, 2-7,
13-46.7,3.1-42,2.8-21.7 ¢ 7.2-10.3
mm, respectivamente

MIC: 0.44-2.01 mg/mL
MIC: 142.87-214.33 mg/mL

MIC: 98 mg/mL

MIC: >875, 875, 875, 875 e 875 pgmL~
!, respectivamente

(Rodriguez-Malaver et
al., 2009)

(Manrique; Santana,
2008)

(Dardon; Enriquez,
2008)

(Torres et al., 2004)

(Miorin et al., 2003)
(Miorin et al., 2003)

(Zamora et al., 2017)

(Valcanaia et al.,
2022)
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Propolis/Etanol- AM 1
Propolis/Etanol-AM2

Mel puro

Mel puro

Mel/Acetato de Etila

Mel/Etanol

Propolis/Alcool

Propolis/Alcool
Mel/Acetato de etila

Prépolis/Etanol

Propolis/Alcool

Propolis: Ester
fenetilico do 4cido
cafeico
Propolis: Ester

glabrata, e C. krusei
Candida albicans 562
Candida albicans 562
Candida albicans
ATCC 10231
Candida albicans
ATCC 10231 e
Criptococcus
neoformans CCQQ C-
13
Macrofagos RAW
264.7.
Células gliais de ratos
Wistar infectadas com
Neospora caninum

BoHV-1 e BVDV

BoHV-1 e BVDV

MTT
Linhagens celulares:
B15, RS4, NB4,
CEM, K62, HL60, T-
ALL, HEL e NALM6
Células da linhagem
MDBK/MTT

Artemia salina

Artemia salina

Antifungica
Antifungica

Antifungica

Antifungica

Anti-inflamatoria

Antiprotozoaria

Antiviral

Virucida

Citotoxicidade

Citotoxicidade

Citotoxicidade

Toxicidade

Toxicidade

Zona de inibi¢ao: 11 mm
Zona de inibi¢do: 13 mm

MIC: 195 mg/mL

10 e 5 % de inibigdo de crescimento,
respectivamente

Reduc¢ao de NOx, TNF-a, IL-6, MCP-1,
IL-12p70, INF-y e IL-10

Redugao parasitaria entre 38-54 %

Efeito sobre BVDV na concentragdo de
0.39pug/mL, com 50% de viabilidade
celular
Reducdo do titulo do virus (3.76 log)
para BoHV-1; Reducdo do titulo do
virus (3.5 log) para (2.3 log) para
BVDV

Nao apresentou citotoxicidade

Nao apresentou inibi¢ao de 50% das
linhagens celulares

Apresentou toxicidade a partir da
concentragdo 1.57 pg/mL

LCso: 215.7 pg/ml

LCso: 36.5 pg/mL

(Velikova et al., 2000)
(Velikova et al., 2000)

(Zamora et al., 2014)

(Dardén; Enriquez,
2008)

(Biluca et al., 2020)

(Lima e al., 2021)

(Peter et al., 2017)

(Peter et al., 2017)

(Biluca et al., 2020)

(Carneiro et al., 2016)

(Peter et al., 2017)

(Velikova et al., 2000)

(Velikova et al., 2000)
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fenetilico do acido
cafeico

MDBK: Madin-Darby Bovine Kidney; MTT: 3-(4,5 dimetiltiazol-2yl)-2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo); PBS: tampao fosfato-salino; B15:
leucemia precursora de células B humanas; RS4: leucemia precursora de células B humanas; NB4: leucemia promielocitica aguda humana;
CEM: leucemia linfoblastica aguda humana; K562: leucemia mieloide cronica humana; HL60: leucemia promielocitica aguda; T-ALL: leucemia

linfoblastica aguda de «células T; HEL: eritroleucemia humana; NALMS6: leucemia precursora de células B  humanas
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Antioxidante

Os antioxidantes sdo compostos quimicos que desempenham um papel crucial na
protecao das células e moléculas essenciais presentes no nosso corpo contra os danos
causados pelos radicais livres. Por sua vez, os radicais livres sdo moléculas instaveis e
altamente reativas que contém elétrons desemparelhados, os quais podem ser formados de
varias maneiras no corpo, incluindo exposi¢do a fatores ambientais, como radiagdo
ultravioleta, poluicao, tabagismo e estresse oxidativo (Cianciosi et al., 2018).

Na presente revisao, diferentes métodos foram utilizados para determinar a capacidade
antioxidante dos diferentes subprodutos de 7. angustula, sendo o sequestro de radicais livres
DPPH  (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) e ABTS ((2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonato)) os mais utilizados. Foi demonstrada a atividade antioxidante do mel puro de 7.
angustula e do seu extrato etandlico (Lima et al., 2024). Nesse estudo o mel puro capturou
73,29 e 71,73 dos radicais livres nos ensaios de DPPH e ABTS, respectivamente, enquanto o
extrato etandlico 93,36 ¢ 97,86 % dos radicais DPPH e ABTS respectivamente, esses efeitos
antioxidantes foram associados a presenca do acido feralico nas amostras.

Lira et al. (2014) também adotaram os ensaios de avaliagao da captura de radicais
ABTS e DPPH para verificar a capacidade antioxidante do mel. Os resultados desse estudo
demonstram uma CEso de 24,76 mg/mL para os ensaios utilizando o radical DPPH e para
ABTS foi obtido um valor de 93,07 umolITE 100 g!' (ug de equivalentes de Trolox por 100g
de mel).

O potencial antioxidante do mel foi avaliado utilizando outros métodos como a
aplicacdo do reagente Folin-Ciocalteu e a capacidade redutor do ion férrico. O potencial de
reducdo de radicais livres do mel puro e do extrato etandlico do mel utilizando o reagente
Folin-Ciocalteu foi de 156,63 e 230,66 mg GAE g!, respectivamente. Enquanto a poténcia
redutora do ion férrico foi de uma CEsp 0,687 e 0,284 para o mel e o extrato etanolico do mel,
respectivamente (Lima et al., 2024).

A atividade de eliminagdo de radicais livres DPPH do extrato etandlico da propolis de
T. angustula foi avaliado por Torres et al. (2018), sendo observada uma concentracao
inibidora de 50% do radical DPPH (ICso) de 2433.0 mg/mL. Carneiro et al. (2016)
encontraram resultados significativamente melhores utilizando o0 mesmo método com valores

de ICso de 293,35 e 734,99 pg/mL para diferentes amostras de propolis.
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Antibacteriana

A atividade antimicrobiana dos subprodutos das abelhas sem ferrdo se deve a presenca
de resinas antimicrobianas utilizadas na constru¢do de ninhos pelas abelhas, dado que ¢
necessario para manutencao de seus ninhos (Shanahan; Spivak, 2021). Diante disso, se faz
necessario a investigagcdo desses subprodutos para determinar a sua atividade antimicrobiana,
visto que, existe um aumento da resisténcia bacteriana a drogas disponiveis no mercado, o que
se deve ao uso irregular de antibioticos sem prescrigdo médica contribuindo assim para
pressao seletiva de organismos resistentes (Torres et al., 2021).

A atividade antibacteriana do mel de Tetragonisca angustula sobre diferentes espécies
de patogenos tem sido relatada na literatura. No estudo de Zamora et al. (2015) foi
demonstrada a atividade antibacteriana do mel através da Concentragdo inibitoria Minima -
CIM sobre isolados clinicos de Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina e eritromicina
(ARSA-1 e ARSA-3), oxacilina, clindamicina, ciprofloxacina e eritromicina (ARSA-2 e
ARSA-8), além de isolados resistentes apenas a oxacilina (ARSA-4, ARSA-5, ARSA-6 ¢
ARSA-7) com CIM que variaram entre 125 e 250 mg/mL. Nesse estudo os autores também
avaliaram isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa resistente a ceftazidima, imipenem e
meropenem (ARPA-1) e uma segunda cepa resistente a ceftazidima, piperacilina, tazobactam
e gentamicina (ARPA-2), apresentando uma CIM de 125 mg/mL para ambos os isolados.

Resultados promissores foram encontrados por Zamora et al. (2014) ao avaliar a
atividade antibacteriana do mel de 7. angustula sobre as S. aureus ATCC 25923, Listeria
monocytogenes ATCC 19116, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enteritidis ATCC
13076, P. aeruginosa ATCC 9027 e S. epidermidis UCR 2902, obtendo uma CIM de 49.2;
97.3;99.0; 196; 97.8; 96.6 mg/mL, respectivamente.

A medicina tradicional reconhece as propriedades antibacterianas do mel, atribuindo
suas propriedades curativas a sua complexa composicao quimica. Entre os elementos
responsaveis por essas propriedades estdo o peroxido de hidrogénio e outros compostos nao
peroxidos como os compostos fenolicos e flavonoides. Em relagdo ao peréxido de hidrogénio,
sua a¢do ¢ regulada pelas enzimas 6xido de glicose e catalase, as quais estdo presentes no mel.
A ¢6xido de glicose tem a fungdo de induzir a producdo de hidrogénio, enquanto a catalase
atua na decomposi¢ao do perdxido de hidrogénio, resultando em um equilibrio controlado de
peroxido de hidrogénio, preservando simultaneamente o valor nutricional do mel (Rozman et
al., 2022).

Torres et al. (2004) atribuiram a atividade antibacteriana do mel a presenga de

perdxido de hidrogénio, pois quando avaliaram a mesma amostra de mel com a auséncia do
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peroxido de hidrogénio foi verificado o crescimento normal de todas as cepas avaliadas.
Nesse estudo, os autores demonstraram atividade antibacteriana para as cepas de Bacillus
brevis DSM 5609, Bacillus megaterium DSM 90, Bacillus subtilis DSM 347, Micrococcus
luteus DSM 348, E. coli DSM 31 e Pseudomonas seringae DSM 5176 com ralos de inibi¢ao
que variaram entre 7.3-18, 2-7, 13-46.7, 3.1-42, 2.8-21.7 e 7.2-10.3 mm, respectivamente.
Esses resultados demonstram também que as bactérias Gram negativas eram mais sensiveis ao
mel, sendo esse efeito justificado pela presenga de compostos antibacterianos do mel que
atuaram na perturba¢ao da membrana até a interferéncia em processos vitais das bactérias.

Miorin et al. (2003) relataram que a atividade antibacteriana do mel sobre S. aureus
ATCC 6538 estava associada aos compostos identificados na andlise por CLAE, obtendo-se
um valor de CIM que variou entre142.87 a 214.33 mg/mL. Nesse estudo, os autores também
investigaram o potencial antibacteriano da propolis, demonstrando uma melhor atividade
inibidora de S. aureus ATCC 6538 com valores de CIM que variaram entre 0,44-2,01 mg/mL,
sendo essa atividade associada a presenga de acidos fendlicos.

Outros estudos mostraram que extratos de prépolis tém propriedades antibacterianas
contra alguns microrganismos. Carneiro et al. (2016) demonstraram atividade antibacteriana
do extrato etanolico da propolis sobre S. aures com valor de CIM de mg/mL. Velikova et al.
(Chemical composition and biological activity of propolis from Brazilian Meliponinae2000)
atribuiram a acdo antibacteriana da propolis sobre S. aureus a acidos diterpénicos,
evidenciada pelo valor do halo de inibicdo de 10 mm. O 6leo volatil da propolis também
apresentou atividade antibacteriana sobre Mycoplasma pneumoniae, com um valor de CIM de
109 pg/mL (Valcanaia et al., 2022).

Manrique and Santana (2008) também demonstraram atividade antibacteriana da
propolis sobre os patdogenos Micrococcus luteus ATCC 9341 e S. aureus ATCC 25923,
apresentando halos de inibi¢ao de 24.1 e 19.8 mm, respectivamente. Os autores afirmam que a
atividade antimicrobiana da prépolis avaliada mostrou influéncia sazonal, possivelmente
associada a diferentes espécies de plantas que 7. angustula forrageia e as diferentes condi¢des

fisiologicas dessas plantas.

Antifingica

Os bioprodutos derivados da abelha sem ferrdo 7. angustula também foram relatados
por apresentarem atividades antiflingicas. Valcanaia et al. (2022) avaliaram a atividade
antifingica do 6leo volatil da propolis sobre as cepas de Candida parapsilosis, C. albicans, C.

tropicalis, C. glabrata, e C. krusei ¢ demonstraram uma CIM de > 875, 875, 875, 875 e 875
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ugmL-1, respectivamente. Velikova et al. (2000) também demonstraram atividade antifingica
da propolis sobre Candida albicans 562 com halos de inibicdo de 11 e 13 mm.

No estudo de Zamora et al. (2014) foi verificada a atividade antifiingica do mel de 7.
angustula sobre a cepa C. albicans ATCC 10231, apresentando um valor de CIM de 195
mg/mL. Os autores afirmam que esse resultado ¢ promissor € que investigagdes futuras sao
necessarias para o desenvolvimento de uma formulagdo para ser utilizada como pomadas em
queimaduras e feridas, ja que o mel atividade anti-Candida. Resultados semelhantes foram
encontrados por Dardén e Enriquez (2008) quando avaliaram a atividade antifingica do mel
sobre cepas de C. albicans ATCC 10231 e Criptococcus neoformans CCQQ C-13, obtendo

valores de inibig¢do de crescimento de 10 e 5 %, respectivamente.

Antiprotozoaria

A atividade antiprotozodaria do mel de 7. angustula foi demonstrada no estudo de Lima
et al. (2021) sobre Neospora caninum. Esse parasita pertencente ao filo Apicomplexa e ¢
conhecido por causar a neosporose, uma doenca que afeta principalmente animais como
bovinos, ovinos e caprinos. A neosporose ¢ uma doenga importante em animais de produgao,
pois pode ocasionar perdas reprodutivas significativas (Dubey; Schares, 2011). No estudo de
Lima et al. (2021), o mel apresentou uma reducdo na taxa de parasitismos de 54 % na
concentragcdo de 12,5 ug/mL apds 72 horas de exposicdo, enquanto a concentracdo de 25

png/mL reduziu a parasitemia em 38 e 41% em diferentes amostras de mel analisadas.

Antiviral e Virucida

O extrato da propolis de 7. angustula apresentou atividade virucida sobre Virus da
Diarreia Viral Bovina - BVDV ap6s o periodo de 24 horas de incubacao a 22°C, o titulo do
virus caiu de (3,16 log) para (2,3 log), enquanto na incubacdo a 37°C, a reducao foi ainda

mais efetiva, diminuindo de (3,5 log) para (2,3 log) (Peter et al., 2017).

Conclusao e Analise Critica

Neste trabalho, relatamos as principais familias e espécies botanicas utilizados por 7.
angustula para forrageamento, além de abordar aspectos fitoquimicos e sobre as atividades
biologicas do mel, propolis, geopropolis e polen fermentado (saburd) dessa espécie. Os

estudos que investigaram a visitagdo floral dessa espécie destacam que as principais familias
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descritas na literatura sdo Fabaceae, Asteraceae, Malvaceae, Bignoniaceae, Solanaceae,
Mpyrtaceae ¢ Lamiaceae. A andlise da composi¢cdo quimica de produtos como mel, propolis,
geopropolis e pdlen produzidos por 7. angustula, demonstrou a presenga de compostos
pertencentes a classes dos flavonoides, acidos fenolicos, terpendides e alcaldides. Os dados
disponiveis na literatura evidenciaram que estes produtos possuem propriedades bioldgicas
significativas, destacando-se a atividade antibacteriana e antioxidante.

Para promover a utilizacdo responsavel das abelhas sem ferrdo, ¢ essencial adquirir
conhecimento sobre as espécies de plantas que servem como fontes de recursos alimentares
para essas abelhas em seus ambientes naturais. A observagao direta no campo e a analise
palinologia sdo abordagens que contribuem para aprimorar a lista de plantas identificadas
como recursos para a espécie Tetragonisca angustula. As variagcdes nos tipos de podlen
descritos nessa revisao indicam diferentes fontes de alimentos utilizadas por essa espécie, o
que sugere que a diversidade de espécies vegetais desempenha um papel de destaque como
recursos nutricionais para essa espécie de abelha. Além disso, as plantas visitadas por as
abelhas estdo associadas a composi¢do quimica dos bioprodutos produzidos na colmeia. Na
presente revisdo, os estudos que analisam os tipos de polen coletados pelas abelhas ¢ a sua
relagdo com a composi¢ao quimica dos seus bioprodutos sao escassos, havendo a necessidade
de estudos que abordem essa tematica.

Além disso, hd uma caréncia significativa de informagdes na literatura sobre a
composicdo quimica dos bioprodutos produzidos por 7. angustula. As pesquisas existentes
nesse campo geralmente se concentram na avaliacdo quantitativa de compostos fenolicos e
flavonoides. E importante destacar que a exploragdo da composi¢do quimica dos bioprodutos
produzidos pelos Meliponineos ainda ¢ limitada quando comparada a outras espécies de
abelhas. Diante disso, se faz necessario a utilizagdo de técnicas cromatograficas qualitativas e
quantitativas para que fornecam um espectro mais preciso sobre os constituintes presentes
nesses bioprodutos.

Apesar dessa lacuna na pesquisa, € esperado que a crescente investigacao dos perfis
quimicos presentes nos bioprodutos de 7. angustula esteja associado a um aumento nos
estudos dedicados a exploragdo de suas atividades bioldgicas. Compreender como esses
compostos interagem com sistemas bioldgicos pode possibilitar aplicagdes potenciais em
diversas areas, desde a satide até a industria, promovendo uma compreensao mais profunda do

valor terapéutico e funcional desses bioprodutos.
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Materiais e Métodos

A revisdo sobre os dados referentes a visitagdo floral da espécie de abelha sem ferrdo
Tetragonisca angustula, a composi¢do quimica e atividades biologicas de produtos derivados
dessa mesma espécie foram coletadas usando varios mecanismos de busca cientifica em
bancos de dados, incluindo Scopus, Web of Science, ScienceDirect ¢ PubMed. Para esta
investigacdo bibliografica, foram utilizadas as seguintes palavras-chave: “Tetragonisca
angustula”; “Tetragonisca angustula AND bioactivities”; “Tetragonisca angustula AND
chemical composition”. As buscas contemplaram todos os anos até o periodo de fevereiro de

2023 e foram focados em extensa revisao devido a deficiéncia de dados (Figura 3).

Bases de dados: Palavras-chave: Tetragonisca
2 Scopus (n = 238) angustula. Tetragonisca
O CHDELUTETET D = e angustula AND bioactivities,
5 su;’:‘ﬁﬁnﬂi‘: :;6} 60) Tetragonisca angustula AND
L SRR chemical composition”
=
z v v
[a] Artigos identificados através de pesquisa

em bases de dados eletrénicas
n=763
{11
[a]
<
2 Artigos excluidos com base em critérios
o especificos, por ndo conterem dados sobre a
IT] —» visitagio floral da espécie de abelha sem ferréo
w T. angustula, a composicdo quimica e as
ﬁ atividades bioldgicas dos seus bioprodutos
n = 346

. |
(o]
= Artigos incluidos na
3 reviséo
2 n=76

Figura 3: Diagrama de fluxo PRISMA com representacdo do processo de triagem dos estudos
identificados e selecionados na revisdo. Reproduzido da ref. (Page et al., 2021) Copyright (2023), com

permissdo da Sociedade/Editora.

Para o refinamento da pesquisa, foram utilizados alguns critérios de inclusdo e
exclusao. Os critérios de inclusdo basearam-se em: [1] trabalhos que continham em seu titulo,
resumo ou palavras-chave os descritores utilizados na busca; [2] artigos que incluissem dados

da visitagdo floral, composicdo quimica e atividades bioldgicas associadas a espécie
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Tetragonisca angustula e seus bioprodutos; [3] artigos completos de estudos in vivo e in vitro
nas linguas inglés, portugués e espanhol.

Os estudos foram excluidos se incluissem: [1] estudos que ndo se enquadravam na
categoria de estudo original (cartas para o editor, prefacios, comentarios, editoriais, resenhas);
[2] relatos de casos, artigos de revisao, livros, capitulos de livros, teses e dissertagdes; [3]
estudos repetidos. As delimita¢des taxondmicas referentes as espécies de plantas visitadas por
T. angustula encontradas nos estudos dessa revisdo foram conferidas no The World Flora

Online (http://www.worldfloraonline.org/), portanto, os nomes cientificos foram corrigidos de

acordo com a necessidade encontrada.
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4.2. CAPITULO II: Caracterizacdo quimica, atividade antibacteriana e antifungica dos potes
de mel e dos potes de pdlen obtidos da abelha sem ferrdo Tetragonisca angustula (Latreille,

1811)
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Resumo

A atividade antimicrobiana dos subprodutos de abelhas sem ferrdo esta associada as resinas
antimicrobianas usadas na construcao de ninhos. Devido ao aumento da resisténcia bacteriana
causada pelo uso inadequado de medicamentos, ¢ fundamental investigar esses subprodutos.
Este estudo teve como objetivo determinar a composi¢do quimica dos extratos etandlicos dos
potes de mel (EEPMTa) e de polen (EEPPTa) da abelha sem ferrdo 7etragonisca angustula,
além de avaliar sua atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Candida albicans e Candida tropicalis. A composi¢do quimica
foi determinada por CLAE-Q-TOF-MS/MS e CLAE-DAD, e os ensaios antimicrobianos, pelo
método de microdiluicdo em caldo. Foram identificados 11 compostos no EEPMTa e 9 no
EEPPTa, incluindo cirsimaritina, 3'-prenilnaringenina, xantohumol, lespedezaflavanona B e
acido 19a-hidroxi-ursélico. Os extratos potencializaram a acdo da norfloxacina contra S.

aureus (CIM de 256 para 128 pg/mL). Com gentamicina, o EEPMTa reduziu a CIM de 17,95
87

Fundamentagdo Teodrica


https://doi.org/10.1016/j.fct.2025.115305

para 11,31 pg/mL, e o EEPPTa para 12,69 pg/mL. Apenas o EEPMTa foi eficaz com
ampicilina, reduzindo a CIM de 71,83 para 31,7 pg/mL. Contra P. aeruginosa, o EEPMTa
potencializou a gentamicina (CIM de 8 para 4 pg/mL), enquanto o EEPPTa teve efeito
antagdnico. Em E. coli, apenas o EEPPTa reduziu a CIM de 64 para 57,01 ug/mL. O EEPMTa
apresentou menores Clso frente as leveduras (C. albicans: 65,47 ug/mL; C. tropicalis: 29,79
png/mL) em comparagdo ao EEPPTa (C. albicans: 820,7 pg/mL; C. tropicalis: 809,9 ng/mL).
Ambos potencializaram o efeito do fluconazol contra C. albicans, mas ndo apresentaram
efeito para a cepa de C. tropicalis. Os resultados destacam o potencial terapéutico dos
metabolitos secundarios dos extratos, reforcando sua importancia no desenvolvimento de

novas estratégias antimicrobianas e antifingicas.
Palavras-chave: Metabolitos secundarios; Resisténcia microbiana; Meliponineos.
Introducio

A regido do semidrido brasileiro possui grande diversidade de espécies de abelhas sem
ferrdo devido apresentar uma vasta area territorial, caracterizada por periodos de floragdo
intensa e diversa nas estagdes secas e chuvosas, além de possuir uma faixa de clima variavel,
contribuindo assim para a pratica da meliponicultura (Costa et al., 2018). No Brasil, sdo
descritas cerca de 259 espécies de abelhas sem ferrdo (Hymenoptera, Apidae, Meliponini),
distribuidas em 28 géneros (Nogueira, 2023; Pedro, 2014).

Essas espécies sao também conhecidas como eussociais e sao identificadas a partir da
atrofia do ferrdo (Acciones farmacologicas de extractos de propdleos de abejas sin aguijon
(Meliponini)Sanches; Pereira; Serrdo, 2017). Além disso, constituem um importante grupo de
polinizadores generalistas, apresentando importancia socioambiental, como também
econOmica (Hoshiba; Sasaki, 2008; Santana et al., 2020).

Tetragonisca angustula (Latreille, 1811) ¢ uma abelha indigena sem ferrdo
neotropical, conhecida popularmente como Jatai, tendo ampla distribuicdo em territdrio
brasileiro, sendo caracterizada por apresentar um tamanho pequeno, possuir uma cor dourada
e pode ser encontrada em troncos ocos de arvores ou muros de pedra (Imperatriz-Fonseca et
al., 1998).

A variedade de espécies de plantas visitadas por 7. angustula estd associada a
composi¢do quimica dos seus subprodutos derivados da polinizagdo como o mel, propolis,
geopropolis e polen (saburd). Dentre os principais compostos encontrados nesses subprodutos
estdo acido p-cumdrico, naringenina, acido cafeico, acido fertlico, quercetina, apigenina,
acido cinamico, aromadendrina, galangina e 4cido protocatecuico (Biluca et al., 2017, 2020;

Braghini et al., 2021). Em decorréncia da composi¢do quimica variada, tem sido relatado na
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literatura que os subprodutos de 7. angustula apresentam algumas propriedades biologicas,
como a antimicrobiana e antioxidante (Miorin et al., 2003; Torres et al., 2018).

A atividade antimicrobiana dos subprodutos das abelhas sem ferrao se deve a presenca
de resinas antimicrobianas utilizadas na constru¢do de ninhos pelas abelhas, dado que ¢
necessario para manutencao de seus ninhos (Shanahan; Spivak, 2021). Diante disso, se faz
necessario a investigagcdo desses subprodutos para determinar a sua atividade antimicrobiana,
visto que, existe um aumento da resisténcia bacteriana a drogas disponiveis no mercado, o que
se deve ao uso irregular de farmacos sem prescricdo médica contribuindo para pressao
seletiva de organismos resistentes (Torres et al., 2021).

Dentre os microrganismos que apresentam resisténcia bacteriana esta Staphylococcus
aureus, caracterizada como uma bactéria Gram-positiva € responsavel por causar diversas
infeccdes em ambientes nosocomiais como infecgdes de pele, bacteremia, endocardite,
pneumonia e intoxicacao alimentar (Gnanamani; Hariharan; Paul-Satyaseela, 2018).

Dentro do grupo das bactérias Gram-negativas esta Pseudomonas aeruginosa, bactéria
anaerobia facultativa associada a infecgdes hospitalares em todo o mundo, com indices
elevados de resisténcia a antibioticos ou desinfectantes (Pang et al., 2019; Santajit;
Indrawattana, 2016). Escherichia coli também ¢ uma bactéria Gram-negativa podendo causar
infecgdes graves em humanos e animais, apresentando principalmente genes de resisténcia
associada a farmacos da classe dos B-lactamicos (Poirel ef al., 2018). Dentre as
cepas fingicas resistentes a antifiingicos como azdis, anfotericina B e equinocandinas, estd a
cepa de Candida albicans, caracterizada como uma levedura dimorfica, predominante em
mais de 80% das lesdes orais, cuja patogenicidade € favorecida por sua capacidade de alternar
entre formas morfologicas e formar biofilmes, elementos cruciais para sua viruléncia (de
Barros et al., 2018; Gulati; Nobile, 2016; Nobile; Johnson, 2015). Candida tropicalis,
considerada a segunda espécie de fungos mais virulenta, apresenta alta aderéncia as células
epiteliais e endoteliais, além de ser uma forte produtora de biofilmes (Zuza-Alves; Silva-
Rocha; Chaves, 2017).

Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi determinar a composi¢do quimica
dos extratos etanolico dos potes de mel e potes de pdlen da espécie de abelha sem ferrdo
Tetragonisca angustula, bem como, avaliar a atividade antibacteriana sobre cepas de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli e atividade antifungica

sobre cepas de Candida albicans e Candida tropicalis.
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Materiais e Métodos
Coleta e Preparacio dos extratos

As amostras de potes de mel e potes de pdlen de Tetragonisca angustula de foram
coletadas no més de agosto de 2022 no municipio de Crato, Ceara, Brasil sob as coordenadas
geograficas 7°13'53" de latitude sul e 39°23'57" longitude oeste de Greenwich. As amostras
coletadas foram trituradas manualmente e submersas em solvente etanol 99,5°, separadamente
em temperatura ambiente por 72 h. Apos esse periodo, a solu¢do obtida foi filtrada e
submetida a destilagdo do solvente em um aparelho rotaevaporador a vacuo (Fisatom
Scientific Equipment 1td., Brasil), onde o extrato bruto obtido foi levado ao banho-maria
(Quimis Scientific Equipment Ltd., Brasil) para evaporacdo do excesso de solvente. O Extrato
Etandlico dos Potes de Mel de T. angustula foi denominado EEPMTa e o Extrato Etandlico
dos Potes de Polen de T. angustula foi denominado EEPPTa. Os rendimentos obtidos foram

de 7,30% para o EEPMTa e 19,76% para EEPPTa.

Este estudo foi registrado e autorizado pelo Sistema de Informacdo e Autorizagdo da

Biodiversidade (SISBio) sob o nimero 85029.
Caracterizacdo quimica
Caracterizacio quimica por CLAE-Q-TOF-MS/MS

Quinze microlitros de cada amostra, EEPMTa e EEPPTa (1mg/mL), foram injetados
separadamente no LC 40D X3 (Shimadzu) equipado com os modulos CBM-40, DGU-40S,
LC 40D X3, SIL-40C X3 e CTD-40S, acoplado a um espectrometro de massas LCMS-9050
(Shimadzu) com uma fonte de ionizacdo electrospray (ESI) e um analisador Quadrupole
Time-of-Flight (Q-TOF). Experimentos de LC foram realizados utilizando uma coluna C18
(Kromasil-250 mm x 4.6 mm x 5.0 um). A fase movel consistiu em uma solugdo acido
formico/adgua 0,1% v/v (Solvente A) e Metanol (Solvente B). Um gradiente linear (60-100%)
foi realizado para eluicdo em 60 min, com um fluxo de 0,6 mL/min. Os parametros das
analises para espectrometros de massas foram os seguintes: voltagem do capilar: -3,0 kV,
fluxo do gas nebulizador de 3,0 L/min, gas de secagem com fluxo de 10 ml/min e temperatura
da interface de 300°C. As substancias foram analisadas no modo de ionizagdo negativo (m/z
100-1200). Os dados obtidos foram interpretados com o auxilio da revisdo da literatura,

plataforma da global of natural products social (GNPS), SciFinder e Massbank.
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de arranjo linear de diodos —

CLAE-DAD

Foram preparadas solugdes padrdes para os (07) acidos fenolicos e flavonoides (Sigma
Aldrich) investigados, a saber: Acido cafeico, acido p-cumarico, acido feralico, acido
cindmico, naringenina, pinocembrina e apigenina. As solugdes foram preparadas dissolvendo
os padroes em metanol grau HPLC (Agilent Technologies, Germany) para produzir solugdes
estoque de 1000 ppm, que foram entdo usadas para preparar as solu¢des de concentragdes de
1 a 50 ppm. As absorbancias dos padroes de 20 ppm de cada acido fenolico e flavonoide foi
medida em comprimentos de onda 190 a 400 nm para encontrar o comprimento de onda ideal
para as medi¢des CLAE-DAD.

A analise por CLAE dos acidos fenodlicos e flavonodides foi realizada utilizando um
sistema HPLC Agilent 1260 (Agilent Tech., Germany), equipado com um UV-Vis DAD. A
separagdo foi conduzida, por método gradiente, utilizando uma coluna cromatografica C18
(250 mm x 4,0 mm x 5 pm, Macherey-Nagel Germany). As solugdes padrdes fenolicas e as
misturas foram injetadas no sistema usando um autoinjetor. A fase mével constituida por uma
mistura de solvente sendo A (agua ultrapura) e B (metanol:acetonitrila, 60:40, grau HPLC,
Agilent Tech., Germany), ambas acidificadas com acido formico 0,1% (Sigma Aldrich)
utilizando o seguinte gradiente de eluicdo: 0- 15min: 15% B em A; 17 min: 40% B em A; 30
min: 30% B em A, 38 min: 15% B em A se mantendo nessa composicao até 45 min. Os
comprimentos de onda utilizados foram de 310 nm para acido cafeico, acido p-cumarico,
acido ferulico; 290 nm para 4cido cinamico, naringenina e pinocembrina; ¢ 340 nm para
apigenina. Foi utilizado taxa de fluxo da fase movel foi de 0,5 mL/min e o volume de injegdo
de 20 pL. As fases moveis e todas as solugdes e amostras foram filtrados através de um filtro
de membrana Millipore, didmetro do filtro 13 mm, didmetro do poro 0,22pm (milllipore).

As amostras foram dissolvidas em metanol grau HPLC (30 mg/mL). A quantificacao
foi realizada integrando os picos utilizando o método padrio externo. As andlises foram
conduzidas a temperatura ambiente e em triplicata, e os picos foram confirmados comparando
o seu tempo de retengcdo com os das normas de referéncia e por espectros DAD (190 a 400
nm). As quantificagdes dos compostos foram baseadas em curvas analiticas das normas
referenciais. O limite de deteccao (LOD) e o limite de quantificacao (LOQ) foram calculados
com base no desvio padrdo das respostas e na inclinacdo, utilizando trés curvas analiticas
independentes. LOD e LOQ foram calculadas como 3,3 e 10 6/S, respectivamente, onde 6 € o

desvio padrao da resposta e S ¢ o declive da curva de calibragao.
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Avaliacio da atividade antibacteriana

Estirpes bacterianas e Meios de Cultura

Nos ensaios para a avaliagdo da atividade antibacteriana foram utilizadas cepas
multirresistentes de Staphylococcus aureus 10, Pseudomonas aeruginosa 24 e Escherichia
coli 06; e cepas padrao de S. aureus (ATCC 25923), P. aeruginosa (ATCC 9027) e E. coli
(ATCC 25922), as quais foram cultivadas no Laboratério de Microbiologia e Biologia
Molecular (LMBM) da Universidade Regional do Cariri (URCA).

Para a realizagdo dos testes microbiologicos, foram utilizados os seguintes meios de
cultura: Agar Cérebro-Coragdo (BHI) (Acumedia Manufacturers, EUA), preparado de acordo
com as instru¢des do fabricante, e BHI caldo (Acumedia Manufacturers, EUA), preparado na

mesma concentracao de 10%.
Substancias

Os antibioticos utilizados no teste foram gentamicina, norfloxacina e ampicilina
(Sigma Co., St. Louis, EUA). Os antibioticos, bem como o EEPMTa e EEPPTa (10 mg)
utilizados no teste foram dissolvidos em 0,5 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) e 4gua destilada
esterilizada até atingir a concentragdo de 1024 pg/mL. A propor¢do de DMSO utilizada foi

inferior a 5%.
Determinacido da Concentracio Inibitéria Minima (CIM)

A determinagdo da CIM para os extratos foi realizada de acordo com o método de
microdiluicdo em caldo proposto por Javadpour et al. (1996) com adaptacdes. As cepas
padrdo e multirresistentes utilizadas nos testes foram semeadas 24 h antes dos experimentos.
Apos esse periodo, o indculo bacteriano foi suspenso em solucao salina, correspondendo a 0,5
na escala de McFarland, ou aproximadamente 1,5x10% unidades formadoras de coldnias
(UFC)/mL. Microtubos (Eppendorfs, Ala Artefacts Laboratories, Brasil) foram preenchidos
com 900 pL de BHI e 100 pL de indculo e as placas foram preenchidas com 100 pL da
solucdo final. A microdilui¢do foi realizada com 100 pLL em diluigdes seriadas até a penultima
cavidade da placa (1:1). As concentragdes dos compostos variaram de 512 pg/mL a 8 pg/mL.
Para o controle negativo, foram utilizadas as ultimas fileiras de cavidades das placas de
microdilui¢do, onde apenas o meio de cultura e o indculo bacteriano foram adicionados sem a
adicao das substancias testadas, para verificar a formacao maxima do nimero de colonias

bacterianas, além de provar que o indculo foi adicionado corretamente ao Eppendorfs®.
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Apo6s 24 horas de incubacdo, as leituras foram realizadas adicionando-se 20 pL de
resazurina (7-hidroxi-10-oxidofenoxazina-10-ium-3-ona) (Exodo, Brasil). A resazurina foi
oxidada na presenga do meio acido causado pelo crescimento bacteriano, promovendo a
mudancga de cor do azul para o rosa (Elshikh et al., 2016). A CIM foi definida como a menor
concentracdo em que nao foi observado crescimento (Andrews, 2001). Os testes foram

realizados em triplicata.
Avaliacio da atividade de modificacao do efeito dos antibidticos

O aumento da atividade antibidtica pelos extratos foi avaliado por através da
modificagdo nas CIMs de gentamicina, norfloxacina e ampicilina contra cepas
multirresistentes de P. aeruginosa 24, E. coli 06 e S. aureus 10. Para tanto, esses antibidticos
foram combinados com o EEPMTa e EEPPTa em concentracdo subinibitéria (CIM/8)
(Coutinho et al., 2008). Nos testes, 150 uL de cada inoculo bacteriano suspenso em soro
fisiologico, correspondente a 0,5 da escala de McFarland, aproximadamente 1,5 x 108
(UFC)/mL, foi adicionado juntamente com os extratos (MIC/8) e completado com BHI para
um volume 1500 pL. Estes foram entdo transferidos para placas de microdiluicdo de 96
pocos, as quais foram adicionados 100 pL de antibidtico em dilui¢des seriadas (1:1), variando
de 512 a 0,5 pg/mL. As placas foram incubadas a 37 °C por 24h e o crescimento bacteriano
foi avaliado com a adi¢ao de resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido) através da
verificacdo da oxidacdo do reagente na presenga de meio acido, causando a mudanga de cor
de azul para rosa (Elshikh et al., 2016). A CIM dos controles foi avaliada utilizando apenas

placas com antibidticos. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Os controles negativos foram feitos utilizando apenas o meio de cultura e o in6culo
bacteriano para o controle de crescimento bacteriano e apenas o meio de cultura para o

controle de esterilidade.
2.5. Ensaios antifingicos
Microrganismos e Meios de cultura

Para a avaliagdo da atividade antifungica, foram utilizadas as cepas padrdao de Candida
albicans CA INCQS 40006 (ATCC 10231) e Candida tropicalis CT INCQS 40042 (ATCC
13803), as quais foram obtidas a partir da Cole¢do de Cultura Oswaldo Cruz do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Satde (INCQS).

Os meios de cultura utilizados foram, Sabouraud Dextrose Agar (SDA), preparado de

acordo com as instrugdes do fabricante e Sabouraud Dextrose Broth (SDB, HIMEDIA,
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Mumbai, India), duplo concentrado. Os meios foram solubilizados com 4agua destilada e

autoclavados a 121 °C por 15 min.

Preparacao do indculo e solucoes

As cepas fungicas foram cultivadas em placas de Petri contendo Sabourand Dextrose
Agar (SDA) e posteriormente levadas para estufa a temperatura de 37 °C por um periodo de
24 horas. Os in6culos foram preparados em tubos de ensaio contendo 4 mL de solugdo salina
estéril (NaCl 0,9%), tendo sua turbidez ajustada de acordo com a escala de McFarland (0,5 X
10° UFC). A partir dessa solugdo, 100 puL foram transferidos para outro tubo contendo 4900
puL de SDB, o que corresponde a uma dilui¢do de 1/50. Em seguida, 400 pL do indculo de
1/50 foram transferidos para outro tubo contendo 7600 pL de SDB, o que corresponde a uma
dilui¢do de 1/20, conforme proposto por CLSI (2017), com modificagdes.

Os extratos etanolicos dos potes de mel e potes de polen de 7. angustula e o
antifungico fluconazol foram inicialmente solubilizados em dimetilsulfoxido (0,5% DMSO,
Merck, Darmstadt, Alemanha), e posteriormente completados com meio de cultura SDB até
atingirem a concentracdo matriz de 1024 pg/mL de acordo com a metodologia descrita por

CLSI (2017), com adaptacdes.

Curva de crescimento celular e concentracio inibitoria de 50% (Clso)

Para determinacdo da curva de crescimento fungico e Clso utilizou-se o método de
microdiluicdo em caldo. Para tanto foram adicionados 100 pL de meio de cultura foram
transferidos para placas de 96 pogos. Em seguida, a microdiluicdo foi realizada com os
produtos e/ou fluconazol com concentracdes que variaram de 1024 a 2 pg/mL, seguida da
adi¢do de 10 pL de indculo a cada poco. O teste foi realizado em quadruplicata e todas as
placas foram incubadas em uma estufa por um periodo de 24 horas a 35 °C, conforme
metodologia descrita por CLSI (2017), com algumas modificagdes. As placas foram
analisadas em um dispositivo de espectrofotometria ELISA (Thermoplate ®) em um
comprimento de onda de 630 nm. Os dados obtidos foram usados estatisticamente para obter
a curva de viabilidade celular e a Clso. Nesse teste também foram preparados o controle de
esterilidade e controles de dilui¢do dos extratos, sendo nesse ultimo o indculo substituido por

solucdo salina (Morais-Braga ef al., 2016).
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Determinacio da concentracio fungicida minima (CFM)

Os ensaios de determinagdo da CFM foram realizados de acordo com o método
descrito por Fonseca e colaboradores (2022), sendo verificado se os extratos EEPMTa e
EEPPTa eram capazes de interferir na viabilidade das células de Candida. Para isso, 10 puL de
cada pogo das placas dos ensaios de curva de viabilidade celular (exceto para os controles)
foram transferidos para placas de Petri contendo meio SDA e distribuidos de acordo com um
cartdo-guia colocado na parte externa inferior da placa. Em seguida, as placas foram
incubadas por 24 horas e depois avaliadas quanto a presen¢a de colonias de fungos. A menor

concentragdo sem crescimento das cepas testadas foi considerada a CFM do extrato.

Avaliacio da atividade modificadora do efeito do fluconazol

O efeito combinado dos extratos com o fluconazol foi avaliado para verificar se os
extratos eram capazes de potencializar o farmaco antiflingico. As solucdes contendo os
extratos foram testadas em uma concentragdo subinibitoria da concentra¢do matriz (MC/8),
seguindo a metodologia descrita por Coutinho et al. (2008), com modificagdes. As placas
foram preenchidas com 100 pL de uma solucao contendo meio, produto e inoculo, sendo em
seguida, adicionado o fluconazol em concentragdes que variaram de 1024 a 2 pg/mL. Os
ultimos pogos foram reservados para o crescimento de microrganismos e controles de
esterilidade, ja os controles da diluicdo dos produtos em combinacao com fluconazol foram
feitos em placas separadas. Em seguida, as placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas e a
leitura foi realizada por espectrometria em um comprimento de onda de 630 nm (Morais-

Braga et al., 2016).
Analise estatistica

Os ensaios antibacterianos foram realizados em triplicata e a anélise estatistica foi
realizada por meio de uma ANOVA one-way ou two-way, seguido do teste post hoc de
Dunnett. Os resultados foram expressos em média geométrica sendo considerados
significativos valores p < 0,05. Ja para os ensaios antifingicos uma ANOVA two-way foi
aplicada, comparando-se os valores de cada concentra¢do de extrato usando o teste post-hoc
de Bonferroni, no qual p < 0,0001 sdo considerados significativos. Os valores de Clso foram
obtidos por regressdo ndo linear com interpolagdo desconhecida das curvas padrdo obtidas a
partir dos valores de crescimento fungico em func¢do da concentragdo do extrato, expressa em

pg/mL. Para a andlise estatistica foi utilizado o software GraphPad Prism, versao 6.0.
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Resultados e Discussao

Caracterizacao Quimica dos Extratos Etanolicos dos Potes do Mel e dos Potes de Pélen

de Tetragonisca angustula
Caracterizacio quimica por CLAE-Q-TOF-MS/MS

A identificagao dos compostos foi realizada através de CLAE-Q-TOF-MS/MS, e foi
observada a presenga de 11 picos para a amostra de EEPMTa e 9 picos para a amostra de
EEPPTa (Figura 1 e 2). Dentre os metabolitos secundarios encontrados no EEPMTa, foi
possivel identificar a presenca de hispidona, sakuranetina, eupatorina, casticina, acacetina,
cirsimaritina, 3'-Prenilnaringenina, xantohumol, lespedezaflavanona B, isémero da
lespedezaflavanona B e acido 19a-hidroxi-ursolico. Os tempos de retencdo e os dados
espectrais de massa, juntamente com as atribuigdes de pico para compostos identificados

usando ioniza¢do negativa, sdo descritos em Tabela 1 para o EEPMTa.

A analise quimica do EEPPTa possibilitou a identificagdo de compostos semelhantes
na amostra de potes de mel de 7. angustula como cirsimaritina, 3’-Prenilnaringenina,
xantohumol, lespedezaflavanona B, isomero da lespedezaflavanona B e acido 19a-hidroxi-
ursolico, além da presenga de metabolitos secundarios como isorhamnetina, 8-
Prenilnaringenina, (2S)-2-(3,4-Dihidroxifenil)-2,3-di-hidro-7-hidroxi-5-metoxi-8-(3-metil-2-
buteno-1-il)-4H-1-benzopiran-4-ona (ACI). A Tabela 2 descreve tempos de retengdo e os
dados espectrais de massa, juntamente com as atribuigdes de pico para compostos

identificados usando ionizagdo negativa foram identificados para o EEPPTa.

Figura 1. Cromatograma do pico de base LC-Q-TOF-MS do Extrato Etanolico dos Potes de
Mel de Tetragonisca angustula - EEPMTa
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Figura 2. Cromatograma do pico de base LC-Q-TOF-MS do Extrato Etandlico dos Potes de
Pdlen de Tetragonisca angustula — EEPPTa
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Tabela 1. Caracterizagdo de compostos tentativamente identificados por CLAE-Q-TOF-MS/MS do Extrato Etandlico dos Potes de Mel de

Tetragonisca angustula - EEPMTa

Pico

Rt

Formula

Error

. m/z MS? MM Atribui¢do provisoria Citacoes
n’ (min) molecular (ppm)
1 12.2 345 [M-HJ 315, 164 346 CisHi307 -4.6 Hispidona [Flavonoide] (Ahmad et al., 2003)
2 17.3 285 [M-HJ 119 286 Ci6H140s5 -2,8 Sakuranetina (Son et al., 2024)
3 174 343 [M-H] Rt 7 R et M S 3 Eupatorina (Li et al., 2019)
4 19.7 373 [M-HJ 343, 323385’ 300, 374 C19H303 -3,0 Casticina (Kunert et al., 2023)
5 21.2 283 [M-HJ 268, 151 284 Ci6H120s5 -2,7 Acacetina (Kim et al., 2016)
6 4.3 313 [M-H] 283,255,117 314 C17H1406 -2.9 Cirsimaritina (Peter et al., 2015)
7 26.4 339 [M-HJ 187, 151 340 C20H2005 -2.9 3’-Prenilnaringenina (Frattaruolo et al., 2024)
8 40.0 353 [M-H] 295,203,119 354 C21H20s5 -2,3 Xantohumol (Nikolic et al., 2005)
9 43.2 407 [M-HJ 219, 187, 132 408 Cy5H505 2.5 Lespedezaflavanona B (Wang; Li; Liu, 1987)
) Isomero da R
10 443 407 [M-H] 255,200, 151 408 CasHagOs -2.6 Lespedezaflavanona B (Wang; Li; Liu, 1987)
11 59.1 471 [M-H] 453, 441, 407 472 C30H4304 -2,0 Acido 19a-hidroxiursolico (Lietal.,2017)
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Tabela 2. Caracterizagdo de compostos tentativamente identificados por CLAE-Q-TOF-MS/MS do Extrato Etandlico dos Potes de Pélen de

Tetragonisca angustula — EEPPTa

Pic

Rt

Formula

Error

0 . m/z MS? MM Atribuicio provisoria Citacoes
on (min) molecular (ppm) 40P ¢
1 10.9 315 [M-HJ 300, 271, 255, 151 316 Ci6H1207 -3.6 Isorhamnetina (Falcao et al.,
2013)
2 21.7 339 [M-H] 219,176, 133,119 340 C,0H2005 -3.0 8-Prenilnaringenina (Liu et al., 2022)
3 23.5 369 [M-HJ 219, 189, 161, 135 370 C,1H2,06 2.7 (2S)-2-(3,4-Dihidroxifenil)- (Nikolic et al.,
2,3- dihidro-7-hidroxi-5- 2005)
metoxi-8-(3-metil-2- buten-1-
il)-4H-1-benzopirano-4-ona
(ACI)
4 24.3 313 [M-HJ 283,255, 117 314 C17H1406 -2,8 Cirsimaritina (Peter et al., 2015)
5 26.4 339 [M-H] 187, 151, 132, 107 340 C,0H2005 -3.1 3'-Prenilnaringenina (Frattaruolo et al.,
2024)
6 40.0 353 [M-HJ 295,203,119 354 C,1H2,05 -2,8 Xantohumol (Nikolic et al.,
2005)
7 43.2 407 [M-HJ 219, 187, 132 408 Cy5H505 2.3 Lespedezaflavanona B (Wang; Li; Liu,
1987)
8 443 407 [M-HJ 255, 200, 145, 151, 408 2.4 Isémero da (Wang; Li; Liu,
107 CasHas0s lespedezaflavanona B 1987)
9 59.1 471 [M-HJ 453, 441, 407 472 C30H4g04 2,4 Acido 19a-hidroxiursolico (Lietal., 2017)
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de arranjo linear de diodos —

CLAE-DAD

Nessa andlise foram utilizados como padrdes quatro compostos da classe dos acidos
fenolicos (acido cafeico, acido p-cumarico, acido ferulico e dcido cinamico) e trés compostos
da classe dos flavonoides (naringenina, pinocembrina e apigenina). A Figura 3 representa o
cromatograma dos padrdes analisados com seus respectivos tempos de retengao e as curvas de

calibragio.

Figura 3. Perfil CLAE dos padrdes de acidos fendlicos e flavonoides.
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Acido cafeico (tR= 9,5 min, pico 1), acido p-cumarico (tR = 11,6 min, pico 2), acido feralico (tR =
12,7 min, pico 3), acido cinamico (tR = 14,0 min, pico 4), naringenina (tR = 25,0 min, pico 5),
pinocembrina (tR = 27,4 min, pico 6) e Apigenina (tR = 28,1 min, pico 7). Curva de calibracdo para
acido cafeico: y = 331,13x — 94,735 (r* = 0,9999); 4cido p-cumdrico: y = 449,98x — 72,528 (1> =
0,9971); 4cido ferulico: y= 185,3x -675,79 (r* = 0,9887); 4cido cindmico: y = 236,74x — 188,67 (1*=
0.9991); naringenina: y= 151,64x + 8,5796 (r* = 0,9994); pinocembrina: y = 177,66x — 390,72 (1> =
0.9955) e apigenina: y = 164,9x — 688,69 (> = 0,9963).

A quantificagdo dos compostos por CLAE/DAD para o EEPMTa demonstrou a
presenca dos flavonoides naringenina (pico 5) e apigenina (pico 7) com 0,312 ¢ 0,297 mg/g da
amostra para cada composto, respectivamente (Figura 4). Foram quantificados os percentuais
de 3,12% e 2,97% de naringenina e apigenina, respectivamente na amostra de EEPMTa

(Tabela 3). Os demais compostos fenolicos testados nao foram identificados no extrato.

O cromatograma representado na Figura 5 revela a presen¢a de acido cindmico (pico
4) e apigenina (pico 7) no extrato EEPPTa. A composicdo quantitativa do acido cinamico e

apigenina no extrato EEPPTa foi de 0,412 e 1,077 mg/g da amostra, respectivamente.
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Tabela 3. Quantificacdo por CLAE/DAD de acidos fenolicos e flavonoides presentes em
Extrato Etandlico dos Potes de Mel de Tetragonisca angustula - EEPMTa e do Extrato
Etanolico dos Potes de Polen de Tetragonisca angustula - EEPPTa

EEPMTa EEPPTa
Composto LD (mg/mL) LQ (mg/mL) mg/g % mg/g %
Acido cafeico 0,0001 0,0003 nd nd nd nd
Acido p- 0,0007 0,0025 nd nd nd nd
cumarico
Acido ferilico 0,0048 0,0162 nd nd nd nd
Acido 0,0009 0,0032 nd nd 0,412+ 0,0412
cinimico 0,00635
Naringenina 0,0011 0,0036 0,312+  0,0312 nd nd
0,0005
Pinocembrina 0,0030 0,0102 nd nd nd nd
Apigenina 0,0027 0,0092 0,297+ 0,0297 1,077+ 0,1077
0,0023 0,1426
Total 0,609 0,06 1,489 0,1489

Resultados dos valores sdo expressos como média (mg/g da amostra) + DP (n = 3). nd: ndo detectado.
EEPMTa: Extrato Etandlico dos Potes de Mel de Tetragonisca angustula; EEPPTa: Extrato Etandlico

dos Potes de Polen de Tetragonisca angustula

Figura 4. Perfil CLAE do Extrato Etandlico dos Potes de Mel de Tetragonisca angustula -
EEPMTa com a presenca de naringenina (pico 5) e apigenina (pico 7)
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Figura 5. Perfil CLAE do Extrato Etandlico dos Potes de Polen de Tetragonisca angustula -

EEPPTa com a presenca de acido cindmico (pico 4) e apigenina (pico 7).
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Avaliacido da Atividade Antibacteriana

Neste estudo, avaliamos o Extrato Etandlico dos Potes de Mel de 7. angustula
(EEPMTa) e o Extrato Etandlico dos Potes de Pélen de 7. angustula (EEPPTa) quanto a sua
atividade antibacteriana contra cepas padrdes e multirresistentes de S. aureus, E. coli e P.
aeruginosa. Na Tabela 4 estdo dispostos os resultados da Concentracdo Inibitdria Minima —
CIM dos extratos sobre os microrganismos avaliados. Nossos dados evidenciaram que a cepa
padrao ATCC da bactéria Gram-positiva S. aureus apresentou sensibilidade a ambos os

extratos com valores de CIM de 724,08 e 25,40 pg/mL para o EEPMTa e EEPPTa,

respectivamente.

Tabela 4. Concentragao Inibitéria Minima — CIM do Extrato Etanolico dos Potes de Mel de
Tetragonisca angustula - EEPMTa e do Extrato Etanolico dos Potes de Polen de Tetragonisca

angustula - EEPPTa sobre cepas padrdes e multirresistentes de bactérias (ug/mL)

Extrato SA-ATCC EC-ATCC PA-ATCC SA-10 EC-06 PA-24

EEPMTa 724,08 >1024 > 1024 >1024 >1024 >1024

EEPPTa 25,40 101,59 > 1024 >1024 >1024 >1024

SA-ATCC: S. aureus ATCC; EC-ATCC: E. coli ATCC; PA-ATCC: P. aeruginosa ATCC; SA-
10: S. aureus 10; EC-06: E. coli 06; PA-10 P. aeruginosa 24. EEPMTa: Extrato Etanolico dos
Potes de Mel de Tetragonisca angustula; EEPPTa: Extrato Etanolico dos Potes de Pdlen de

Tetragonisca angustula
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Para a avaliagdo da atividade potencializadora dos extratos, uma concentracdo sub-
inibitoria (CIM/8) do EEPMTa e EEPPTa foi utilizada em associagdo com os antibioticos
norfloxacina, gentamicina e ampicilina sobre cepas de S. aureus, E. coli e P. aeruginosa
multirresistentes. Os resultados demostraram que a associagdo do EEPMTa ¢ EEPPTa com o
antibiotico norfloxacina apresentaram uma potencializagdo do efeito do antibidtico sobre a
cepa S. aureus 10 com uma diminui¢do da CIM de 256 para 128 pg/mL do antibiotico (Figura
6A). Essa atividade de potencializagdo do efeito do antibidtico pelos extratos também foi
observada para a gentamicina, sendo que o EEPMTa reduziu a sua CIM de 17,95 pg/mL para
11,31 pg/mL e o EEPPTa reduziu de 17,95 ug/mL para 12,69 ng/mL. Quando os extratos
foram associados a ampicilina, apenas o EEPMTa diminuiu significativamente a CIM do

antibiotico, sendo a reduc¢do de 71,83 pg/mL para 31,7 pg/mL (Figura 6B).

Figura 6: Avaliacdo da potenciagdo de antibidticos pelo Extrato Etandlico dos Potes de Mel
de Tetragonisca angustula - EEPMTa e do Extrato Etandlico dos Potes de Podlen de

Tetragonisca angustula - EEPPTa em estirpes bacterianas de S. aureus 10
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A: Extratos associados a Norfloxacina e a Gentamicina. B: Extratos associados & Ampicilina. Antib =
Antibidtico; Amp = Ampicilina; **** = p < 0,0001 vs controle antibidtico; ** = p < 0,01 vs controle
antibiotico. EEPMTa: Extrato Etanolico dos Potes de Mel de Tetragonisca angustula; EEPPTa: Extrato
Etanolico Potes de Polen de Tetragonisca angustula

Para os resultados obtidos avaliando a cepa de E. coli 06 foi observado que apenas o
EEPPTa apresentou efeito potencializador para o antibidtico gentamicina com uma reducao na
sua CIM de 64 pug/mL para 57,01 pg/mL (Figura 7A), j4 quando associado ao antibiodtico
norfloxacina ndo apresentou resultados estatisticamente relevantes. Os resultados da
associagdo do EEPMTa com os antibidticos norfloxacina e gentamicina apresentaram um

aumento na CIM dos antibidticos. Ambos os extratos quando associados ao antibiotico
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ampicilina apresentaram resultados que ndo diferiram estaticamente do controle utilizado
(Figura 7B).

Figura 7. Avaliacao da potenciacao de antibidticos do Extrato Etandlico dos Potes de Mel de
Tetragonisca angustula - EEPMTa e do Extrato Etanodlico dos Potes de Polen de Tetragonisca

angustula — EEPPTa em estirpes bacterianas de E. coli 06
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A: Extratos associados a Norfloxacina ¢ a Gentamicina. B: Extratos associados a Ampicilina. Antib =
Antibidtico; Amp = Ampicilina; **** = p < 0,0001 vs controle antibidtico; ** = p < 0,01 vs controle
antibiotico. EEPMTa: Extrato Etanolico dos Potes de Mel de Tetragonisca angustula; EEPPTa: Extrato
Etanolico Potes de Polen de Tetragonisca angustula

Para a cepa Gram-negativa P. aeruginosa 24, apenas o EEPMTa apresentou efeito
potencializador para o antibidtico gentamicina, reduzindo sua CIM de 8 pg/mL para 4 ng/mL,
enquanto o EEPPTa para esse antibidtico apresentou efeito antagonico (Figura 8A). Os
resultados de associacdo dos extratos com os antibidticos norfloxacina e ampicilina nao

apresentaram efeitos estatisticamente relevantes em relagdo ao controle do antibiotico.
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Figura 8. Avaliacdao da potenciacao de antibidticos do Extrato Etandlico dos Potes de Mel de
Tetragonisca angustula - EEPMTa e do Extrato Etanodlico dos Potes de Polen de Tetragonisca

angustula — EEPPTa em estirpes bacterianas de P. aeruginosa 24
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A: Extratos associados a Norfloxacina ¢ a Gentamicina. B: Extratos associados a Ampicilina. Antib =
Antibidtico; Amp = Ampicilina; **** = p < (0,0001 vs controle antibiotico; ** =p < 0,01 vs controle
antibiotico. EEPMTa: Extrato Etanolico dos Potes de Mel de Tetragonisca angustula; EEPPTa: Extrato
Etanodlico Potes de Polen de Tetragonisca angustula

Avaliacio da Atividade Antifiingica Extrato Etanoélico dos Potes de Mel de Zetragonisca
angustula - EEPMTa e do Extrato Etanolico dos Potes de Polen de Tetragonisca
angustula — EEPPTa sobre C. albicans e C. tropicalis

A inibi¢ao de 50% da populagdo de microrganismos (Clso) para o EEPMTa ocorreu em
menores concentragdes para todas as cepas testadas em comparagdo com o EEPPTa. O
EEPMTa apresentou Clso de 65,47 e 29,79 pg/mL contra C. albicans e C. tropicalis,
respectivamente, enquanto o EEPPTa obteve Clso de 820,7 e 809,9 ug/mL para C. albicans e

C. tropicalis, respectivamente (Tabela 5).

Na avaliagdo da combinagdo dos extratos + fluconazol foi verificado que ambos os
extratos potencializaram o efeito do fluconazol contra a cepa de C. albicans, apresentando
uma Clso de 1,023 pg/mL na combinacdo de EEPMTa + FCZ e uma Clso de 1,141 na
combinacao de EEPPTa + FCZ. Os resultados da combinag¢ao dos extratos + fluconazol sobre
a cepa de C. tropicalis demonstraram antagonismo, ou seja, os extratos ndo potencializam o

efeito do fluconazol contra essa cepa testada (Tabela 5).
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Tabela 5. Concentragdo Inibitoria de 50 % (Clso) de Candida albicans e Candida tropicalis

(ng/mL) pelos extratos e fluconazol e a combinagao destes

CA INCQS 40006 CT INCQS 40042
FLUCONAZOL - FCZ 5,477 0,022
EEPMTa 65,47 29,79
EEPPTa 820,7 809,9
EEPMTa + FCZ 1,023 3,497
EEPPTa + FCZ 1,141 2,974

CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis; INCQS: Instituto Nacional de Controle ¢ Qualidade
em Saude. EEPMTa: Extrato Etanolico dos Potes de Mel de Tetragonisca angustula; EEPPTa: Extrato
Etanodlico Potes de Polen de Tetragonisca angustula

Os resultados da curva de viabilidade celular para C. albicans e C. tropicalis estdo
representados na Figura 9. O fluconazol foi utilizado como antifiingico padrao e apresentou
percentagens de inibigdo contra a cepa de CA INCQS 40006 de 65,59 %, 70,94 % e 96,9 %
nas concentragdes de 256, 512 e 1024 pg/mL, respectivamente. Para a cepa de CT INCQS
40042, o fluconazol apresentou taxas de inibicado de 96,88 %, 99,47% e 100 % nas
concentragdes de 256, 512 ¢ 1024 pg/mL, respectivamente.

O EEPMTa apresentou percentuais de inibi¢do de crescimento fingico maiores para
ambas as cepas testadas em comparagcdo com o EEPPTa (Figura 9). Quando foi avaliado para
cepa de CA INCQS 40006, o EEPMTa exibiu percentagens de inibi¢ao de 57,48 %, 64,81 % e
100 % nas concentracdes de 256, 512 e 1024 ug/mL, respectivamente. Enquanto para a cepa
de CT INCQS 40042, o EEPMTa apresentou taxas de inibicdo maiores nas mesmas
concentragdes, sendo 86,98 % (256 pg/mL), 92,33 (512 pg/mL) e 100 % (1024 pg/mL). Para
o EEPPTa as taxas de inibicdo foram de 66,3 % e 72,69 % na concentracdo de 1024 ug/mL
para a cepa de CA INCQS 40006 e CT INCQS 40042, respectivamente.
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Figura 9. Curva de viabilidade celular de fluconazol e do Extrato Etandlico dos Potes de Mel
de Tetragonisca angustula - EEPMTa e do Extrato Etandlico dos Potes de Poélen de

Tetragonisca angustula — EEPPTa sobre cepas de Candida albicans e Candida tropicalis
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CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis; INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude; EEPMTa: Extrato Etanodlico dos Potes de Mel de Tetragonisca angustula; EEPPTa: Extrato

Etanodlico Potes de Polen de Tetragonisca angustula

Quando os extratos foram combinados com o fluconazol foi observado o efeito
potencializador do antifiingico para todas as cepas testadas. A associacdo do EEPMTa com o
fluconazol resultou em percentuais de inibi¢do de 66,61 %, 66,58 %, 77,17 %, 92,99 % e 100
% nas concentracdes de 64, 128, 256, 512 e 1024 pg/mL, respectivamente contra a cepa CA
INCQS 40006. Os resultados da associacdo do EEPPTa com o fluconazol contra essa mesma
cepa foram observados os seguintes percentuais de inibi¢ao: 69,73 % (64 pg/mL), 67,44 %
(128 pg/mL), 75,17 % (256 pg/mL), 88,85 % (512 pg/mL) e 100 % (1024 ug/mL).
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Para a associacdo do EEPMTa com o fluconazol sobre a cepa CT INCQS 40042 foram
observados uma percentagem significativa a partir da concentracdo de 8 a 1024 pg/mL. Nas
concentragdes de 64 e 128 pg/mL foram verificados percentuais de inibi¢des de 99,70 % e
99,77 %, respectivamente, e a partir da concentracdo de 256 pg/mL foi observado inibigdo
total do crescimento fungico (Figura 10B). Para a associagdo do EEPPTa com o fluconazol
sobre cepa CT INCQS 40042 foi observado percentual de inibicdo de 95 % para as
concentragdes de 64, 128, 256 e 512 pg/mL, sendo apenas a concentragdo de 1024 pg/mL

com inibi¢do total do crescimento fungico (Figura 10B).

Figura 10. Avaliacdo do efeito modificador da a¢do do fluconazol com o Extrato Etanolico
dos Potes de Mel de Tetragonisca angustula — EEPMTa e do Extrato Etandlico dos Potes de
Polen de Tetragonisca angustula — EEPPTa sobre cepas Candida albicans e Candida

tropicalis
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CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis; INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude; EEPMTa: Extrato Etandlico dos Potes de Mel de Tetragonisca angustula; EEPPTa: Extrato

Etanolico Potes de Polen de Tetragonisca angustula
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Discussao

O mel ¢ caracterizado como uma mistura complexa de substancias, incluindo agucares,
acidos, enzimas, compostos aromaticos € minerais, entre outros, sendo sua composi¢ao
determinada pela variedade de espécies florais visitadas, condi¢ao da coldnia, a maturidade do
mel e as condi¢des climaticas durante a coleta (Campos et al., 2003; Souza; Menezes; Flach,

2021).

Durante a coleta de pdlen nas flores, as abelhas forrageadoras utilizam néctar ou
secre¢Oes salivares para aglomerar os graos de pdlen em suas corbiculas. No interior da
colmeia, quando o polen estd armazenado, ocorre o processo de fermentacdo devido ao
aumento da umidade, presencga de acgucares, acido latico e de bactérias dos géneros Bacillus e
Streptomyces (Ngalimat et al., 2020; Vollet-Neto et al., 2017). Tetragonisca angustula produz
um poélen fermentado seco e relativamente doce (Menezes et al., 2013). O mel e o polen
fermentado sdo armazenados no interior da colmeia em estruturas conhecidas como potes de
alimentos, constituidos de cerume, sendo este uma mistura resinas com cera (de Paula et al.,

2021).

Nesse estudo foram avaliados a composi¢cdo quimica e atividades biologicas do extrato
etanolico dos potes de mel e do extrato etandlico dos potes de podlen, esses potes sdo

constituidos de cerume e sdo utilizados para armazenar o mel e o polen no interior na colmeia.

Para determinagdo da composi¢do quimica dos extratos utilizados nesse estudo,
empregou-se as técnicas CLAE-Q-TOF-MS/MS e CLAE-DAD. O Q-TOF-MS/MS ¢ uma
técnica analitica que combina os beneficios de dois analisadores de massa distintos. Essa
técnica utiliza a alta eficiéncia de fragmentacdo de compostos proporcionada pela tecnologia
de quadrupolo, aliada a velocidade de andlise rdpida e a alta capacidade de resolucdo de

massa do tempo de voo (TOF) (Allen; McWhinney, 2019).

No presente estudo foram identificados 11 e 9 compostos para o extrato etanolico dos
potes de mel e para o extrato etanodlico dos potes de polen, respectivamente, sendo os
seguintes metabdlitos secunddrios cirsimaritina, 3’-Prenilnaringenina, xantohumol,
lespedezaflavanona B, isémero da lespedezaflavanona B e 4acido 19a-hidroxi-ursélico

encontrados em ambos 0s extratos.

A técnica de CLAE-DAD ¢ frequentemente utilizada para quantificar e identificar

polifendis, devido ao baixo custo e a robustez dessa técnica. No processo de identificacao €
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feita uma comparacao dos dados espectrais e tempo de retencdo de cada composto com os

dados obtidos de padrdes comerciais (Plaza et al., 2018).

A absor¢ao dos polifendis ocorre em diferentes comprimentos de onda, dependendo de
sua estrutura. Por exemplo, compostos fendlicos em geral sdo detectados em 240-285 nm,
flavonas e flavondis em 350-365 nm, enquanto antocianinas sdo detectadas em 460-560 nm
(Lorrain et al., 2013). Entretanto, essa técnica apresenta alguns desafios como a auséncia de
padrdes quimicos, o que dificulta a quantificagdo e identificacdo de misturas complexas

desses compostos (Plaza et al., 2018).

Nesse estudo foram utilizados sete padrdoes comerciais, sendo identificados dois
flavonoides para EEPMTa (naringenina e apigenina) e um acido fendlico e um flavonoide
para a EEPPTa (acido cindmico e apigenina). Na literatura, ndo ha estudos que avaliem a
composi¢ao quimica do extrato etandlico dos potes de mel e do extrato etanolico dos potes de

polen, entretanto ha estudos que descrevem sobre a composi¢ao quimica de extratos do mel.

Como no estudo de Braghini e colaboradores (2021) que identificou a presenca de
flavonoides e acidos fenolicos como apigenina, naringenina, eriodictiol, aromadendrina,
hispidulina, quercetina, taxifolina, isoquercetina, rutina, escopoletino, acido salicilico, acido
p-cumarico, acido vanilico e acido protocatectrico na composi¢ao quimica do mel diluido em
acetato de etila utilizando Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massa

sequencial por Eletrospray (LC-ESI-MS/MS).

Biluca et al. (2017) e (2020) também avaliaram a composi¢ao quimica do mel diluido
em acetato de etila utilizando LC-ESI-MS/MS, demonstrando a presenca dos seguintes acidos
fendlicos: salicilico, p-cumarico, protocatecuico, cafeico, trans-ferulico, siringico; e
flavonoides: naringenina, aromadendrina, quercetina, taxifolina, eriodictiol, siringaldeido,

carnosol.

No estudo de Lima e colaboradores (2024) utilizando a mesma técnica empregada
nesse estudo, CLAE-DAD, foi identificada a presenca do acido ferulico no extrato etandlico

do mel como componente fendlico majoritario.

Os compostos fitoquimicos, incluindo polifenois, flavonoides, terpenos, acidos
organicos e peptideos, além do peroxido de hidrogénio e caracteristicas como baixa atividade
de agua, acidez e hiperosmolaridade do mel estdo associados aos efeitos antimicrobianos que

esse bioproduto apresenta (Brudzynski, 2020; Cabezas-Mera et al., 2024; Esa et al., 2022).
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No presente estudo, os extratos EEPMTa ¢ EEPPTa potencializaram a acdo de
antibioticos contra S. aureus 10, reduzindo a CIM da norfloxacina e gentamicina e, no caso do
EEPMTa, da ampicilina. Para P. aeruginosa 24, o EEPMTa potencializou a gentamicina,
enquanto o EEPPTa apresentou efeito antagdnico. Em E. coli 06, apenas o EEPPTa reduziu a
CIM da gentamicina. Na literatura ndo ha estudos que avaliem especificamente a atividade
antibacteriana e antifiingica de extratos etandlicos dos potes de mel e potes de polen de T

angustula.

Zamora et al. (2014) avaliaram a atividade antibacteriana do mel de 7. angustula sobre
as cepas de S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 9027, e
obtiveram valores de CIM de 49,2; 99 e 97,8 mg/mL, respectivamente.

Na avaliagdo da atividade antifingica, o EEPMTa apresentou menores valores de Clso
em relacdo ao EEPPTa para todas as cepas testadas, com 65,47 pg/mL para C. albicans e
29,79 pg/mL para C. tropicalis, enquanto o EEPPTa obteve Clso de 820,7 pg/mL e 809,9
pg/mL, respectivamente. Na combinagdo com fluconazol, ambos os extratos potencializaram
o efeito do antifungico contra C. albicans, resultando em Clso de 1,023 pg/mL (EEPMTa +
FCZ) e 1,141 pg/mL (EEPPTa + FCZ).

No estudo de Zamora et al. (2014), foi observada a atividade antifingica do mel de T.
angustula contra a cepa C. albicans ATCC 10231, com um valor de CIM de 195 mg/mL. Os
autores consideram esse resultado promissor e sugerem que investigagdes futuras sdo
necessarias para o desenvolvimento de uma formulagdo, como pomadas para queimaduras e

feridas, devido a atividade anti-Candida do mel.
Conclusao

O presente estudo evidenciou a presenca de compostos bioativos relevantes nos
extratos etanolicos dos potes de mel (EEPMTa) e polen (EEPPTa), incluindo flavonoides e
acidos fendlicos, que demonstraram potencial para agir como adjunvantes de antibidticos e
antifingicos. O EEPMTa apresentou maior eficacia, reduzindo significativamente os valores
de CIM e Clso para as cepas de bactérias e fingicas avaliadas, incluindo S. aureus, P.
aeruginosa, C. albicans e C. tropicalis, destacando-se como um adjuvante promissor. O
EEPPTa também mostrou efeito positivo, embora com menor intensidade e com limitagdes,
como o efeito reverso observado contra C. fropicalis na combinagdo com fluconazol. Esses

resultados reforgam o potencial terapéutico dos metabdlitos secundarios presentes nos
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extratos, enfatizando sua relevancia para o desenvolvimento de novas estratégias

antibacterianas e antifungicas.
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4.3. CAPITULO III: Avaliacio da Atividade Antibacteriana e Inibitoria de Efluxo pelo
Acido trans-Cindmico em Staphylococcus aureus: Ensaios Experimentais e Modelagem In
silico
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Resumo

Staphylococcus aureus desenvolve resisténcia utilizando sistemas de transporte de membrana
que realizam o efluxo ativo de agentes antimicrobianos, permitindo sua sobrevivéncia e
crescimento. Neste estudo foi avaliado a atividade antibacteriana do acido trans-cindmico e a
sua capacidade de modificagdo da atividade antibidtica e inibidora do mecanismo de bomba
de efluxo presente na cepa 1199B de S. aureus (surperexpressa NorA). Além disso, a
capacidade de permeabilidade do 4cido frams-cindmico na membrana citoplasmatica de S.

aureus também foi avaliada. Ensaios in silico foram utilizados para avaliar as interagdes
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moleculares desse composto com a proteina de efluxo NorA. O acido trans-cinamico nao
apresentou atividade antibacteriana direta sobre a cepa 1199B de S. aureus. Entretanto quando
em combina¢do com norfloxacina potencializou a atividade antibiotica, reduzindo a CIM da
norfloxacina. Além disso, a associagao com o brometo de etidio reduziu a CIM do BrEt de
128 pg/mL para 64 pg/mL. Esse achado corrobora com os dados do aumento dos percentuais
de emissdo de fluorescéncia do brometo de etidio na cepa 1199B quando tratada com o
composto analisado. O acido frans-cindmico também atua no aumento da permeabilidade da
membrana nas cepas de S. aureus, indicando que esse ¢ um dos mecanismos de agdo
envolvidos na sua atividade. As simulagdes de docking molecular mostraram que o acido
trans-cindmico pode atuar como inibidor da bomba de efluxo NorA devido apresentar
interacdes ligante-proteina em comum com o inibidor clorpromazina, incluindo interagdes
hidrofébicas com os residuos de Tyr225 e Phe303. Os descritores farmacocinéticos
mostraram que o composto apresenta uma boa permeabilidade celular, em fun¢do do
equilibrio entre lipofilicidade e polaridade, favorecido pela presenga de um grupo carboxilato
desprotonado. Em conclusdo, o 4cido trans-cindmico tém potencial promissor como inibidor
do mecanismo de resisténcia presente em S. aureus e poderia atuar como possivel adjuvante

antibiotico.

Palavras-chave: Microrganismos multirresistentes; Acidos fendlicos; Terapia combinada;

Inibidores de efluxo.

Introducio

A resisténcia microbiana (RAM) configura-se como um desafio para a satde global, a
seguranca alimentar e a economia, sendo responsavel por um nimero significativo de casos
de pacientes que apresentam morbidade e mortalidade em todo o mundo. Dentre os fatores
que tem contribuido para o aumento da resisténcia microbiana estdo o uso continuo de
antibioticos e a exposicao a infecgdes hospitalares. Esses fatores tém acelerado o surgimento
de bactérias multirresistentes, resultando em uma carga significativa para os sistemas de saude
(Lietal, 2023).

As bactérias desenvolvem e utilizam diversos mecanismos de resisténcia, que podem
ser classificados como intrinsecos, onde a célula bacteriana emprega genes ja presentes para
sobreviver a exposi¢do a antibioticos, ou como adquiridos, onde a aquisi¢do de novo material
genético fornece novas capacidades de sobrevivéncia para a célula bacteriana (Darby ef al.,

2023; Uddin et al., 2021).
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A resisténcia bacteriana aos antibidticos ocorre através de diversas estratégias
moleculares, tais como a modificagdo do alvo através de mutacdes ou modificagdes pos-
traducionais que podem impedir a ligacdo do antibidtico ao seu alvo, degradacdo enzimatica
através da hidrolise do grupo funcional do antibiotico, diminui¢dao do influxo mediado por
mudangas na estrutura da membrana bacteriana, como a desregulacao das porinas, as quais
sdo proteinas transmembrana responsaveis pelo transporte passivo de substancias, incluindo
antibioticos, para dentro da célula bacteriana, e por fim, o efluxo ativo que ¢ mediado pelas
bombas de efluxo transmembrana, as quais exportam antibioticos para fora das células
bacterianas, reduzindo sua concentracao intracelular (Du et al., 2018; Schaenzer; Wright,
2020; Wilson et al., 2020).

Isolados de Staphylococcus aureus sao reconhecidos como importantes agentes
associados a mortalidade de individuos acometidos por infec¢des hospitalares, especialmente
entre as bactérias multirresistentes (Hassanzadeh ef al., 2020). S. aureus é uma bactéria Gram-
positiva comensal, frequentemente encontrada na pele ¢ nas mucosas de humanos. As
infecgdes causadas por S. aureus incluem bacteremia, endocardite, infecgdes de pele e tecidos
moles, sepse, infeccdes do sistema nervoso central, trato urindrio, pneumonia, sindrome do
choque toxico, osteomielite, entre outras condi¢des graves (Stephen et al., 2023).

S. aureus desenvolve resisténcia microbiana através do efluxo ativo mediado por
sistemas de transporte de membrana que removem ativamente agentes antimicrobianos,
permitindo sua sobrevivéncia e crescimento. Dentre esses sistemas, estdo incluidas as
proteinas de efluxo da Superfamilia Facilitadora Principal (MFS) (Lekshmi ef al., 2018) e
nessa familia de transportadores, destaca-se a bomba de efluxo de NorA codificada
cromossomicamente € presente em S. aureus. Essa bomba de efluxo confere resisténcia a
antibidticos da classe das fluoroquinolonas e antibidticos ndo-fluoroquinolonas, como
tetraciclina, além de produtos quimicos como brometo de etidio, cetrimida e tetrafenilfosfonio
(McAleese et al., 2005; Ranaweera et al., 2023; Yoshida ef al., 1990).

A compreensdo dos mecanismos moleculares subjacentes a resisténcia pode auxiliar
no desenho de novas estratégias para o tratamento de doengas infecciosas. Diante disso, t€ém-
se buscado novas alternativas terapéuticas que possuam atividade antibacteriana isolada ou
atuem como agentes modificadores da resisténcia em associagdo com farmacos ja existentes
no mercado, dentre essas substancias, estdo os produtos naturais e sintéticos.

O acido cinamico ¢ caracterizado como um acido carboxilico aromatico natural,
encontrado em plantas como Cinnamomum cassia (“canela chinesa”), frutos, cereais integrais,

legumes e em produtos derivados de abelhas sem ferrdo como o mel. Com a presenca de um
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grupo acido acrilico substituido no anel fenil, o 4cido cindmico pode assumir configuragdes
cis ou trans, sendo a forma frans a mais comum (Rodrigues et al., 2019). Diversos estudos
tém destacado o papel do acido cindmico e seus derivados como antioxidantes (Nouni;
Theodosis-Nobelos; Rekka, 2023), antimicrobianos (Yilmaz; Sova; Ergiin, 2018), agentes
anticancer (Feng et al., 2022), leishmanicidas (Rodrigues et al., 2019), antituberculosos
(Teixeira et al., 2020), antifungicos (KoroSec et al., 2014) e anti-inflamatdrios (Chen et al.,
2023).

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi investigar a atividade antibacteriana e
inibidora de efluxo pelo acido trans-cinamico sobre a cepa de S. aureus portadora da bomba
de efluxo NorA, bem como elucidar os seus mecanismos de acdo através de ensaios para
verificar a capacidade de aumentar a fluorescéncia do brometo de etidio e de atuar sobre a
permeabilidade da membrana de S. aureus. Além disso, foram empregadas abordagens de
modelagem in silico para investigar as interacdes do acido trans-cindmico com a proteina de
efluxo NorA e avaliar suas propriedades farmacocinéticas, utilizando a Otimizagdo
Multiparamétrica (MPO) e a previsio PAMPA (Parallel Artificial Membrane Permeability
Assay).

Materiais e Métodos
Substancias

As seguintes substancias foram adquiridas da Sigma-Aldrich Co. (San Luis, Missouri,
EUA): o antibidtico norfloxacina, Carbonilcianeto m-Clorofenil Hidrazona (CCCP) e brometo
de etidio (BrEt). A clorpromazina (CPZ) foi adquirida do Aché (Guarulhos, Sao Paulo,
Brasil).

O antibidtico norfloxacina e o 4cido trans-cindmico foram diluidos em
dimetilsulfoxido (DMSO) e 4gua estéril. A CPZ e BrEt foram dissolvidos em 4gua destilada
estéril e CCCP foi diluido em metanol/agua (1:3, v/v). Todas as substancias foram diluidas até

uma concentragdo padrao de 1024 pg/mL.

Meios de Cultura

Os meios de cultura Heart Infusion Agar (HIA, Difco, Detroit, Michigan, EUA) e
Brain Heart Infusion (BHI, KASVI-Laboratory Products and Equipment, Sdo José¢ dos

Pinhais, Paran4, Brasil) foram preparados na concentragao de 10%.
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Bactérias

Para os testes microbiologicos foram utilizados S. aureus ATCC ® 29213 e a cepa de
S. aureus 1199B, que confere resisténcia as fluoroquinolonas hidrofilicas através da proteina
de efluxo NorA. Esta cepa foi gentilmente cedida pelo Professor S. Gibbons (Universidade de
Londres). A cepa foi mantida em agar sangue (Laboratérios Difco Ltda., Brasil) e depois

transferida e mantida em dois estoques: glicerol a -80 °C e HIA a 4 °C.

Ensaios de concentracao inibitéria minima (CIM)

A concentracdo inibitoria minima (CIM) foi determinada de acordo com o método de
microdilui¢do em caldo proposto por Javadpour et al. (1996), com adaptagdes. As cepas
utilizadas nos testes foram inoculadas 24 horas antes dos experimentos. ApoOs esse periodo, o
in6éculo bacteriano foi suspenso em solugdo salina, correspondente a 0,5 na escala de
McFarland, aproximadamente 1,5 x 10% unidades formadoras de colénia (UFC)/mL. O
microtubo foi preenchido com 900 pL. de BHI ¢ 100 puL do inéculo, e as placas foram
preenchidas com 100 pL da solucdo final presentes nos microtubos. A microdiluicdo foi
realizada com 100 pL do 4cido trans-cindmico em dilui¢des seriadas até o pentltimo pogo da
placa (1:1), sendo esta ultima utilizada como controle de crescimento. As concentracdes
variaram de 512 pg/mL a 8 pg/mL. Apods 24 horas de incubacdo, as leituras foram feitas
adicionando 20 pL de resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido). Os resultados
foram observados quando a resazurina foi oxidada em meio 4cido causada pelo crescimento
bacteriano, promovendo a mudanca de cor de azul para rosa (Njoku et al., 2023).

A resazurina € um corante azul que pode ser irreversivelmente reduzido pela
oxidorredutase de bactérias ativas, convertendo-se em resorufina, uma substancia fluorescente
de coloracdo rosa. A resorufina pode, por sua vez, ser reduzida para hidroresorufina,
fornecendo uma medida quantificavel da atividade metabolica bacteriana. Devido a essas
propriedades, a resazurina ¢ amplamente utilizada em estudos microbioldgicos para avaliar a
atividade antibacteriana de extratos vegetais (Silva et al., 2024), 6leos essenciais (Santos et
al., 2021) e produtos sintéticos (Morais Oliveira-Tintino et al., 2025). Esse método destaca-se
pela sua simplicidade e alta capacidade de processamento, tornando-se uma ferramenta

eficiente e eficaz para a investigacdo da atividade antimicrobiana (Chakansin et al., 2022).
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Avaliacao da inibicio da bomba de efluxo pela modificacio da CIM da norfloxacina e do
BrEt

Para verificar se o 4cido trans-cinamico atua como um potencial inibidor da bomba de
efluxo, foi utilizado um estudo comparativo entre os efeitos dos inibidores padrao para avaliar
a capacidade de diminuir a CIM do antibiotico norfloxacina ¢ BrEt (Coutinho et al., 2008).
Inibidores padrdo, CCCP (1 ug/mL) e CPZ (8 pg/mL) foram usados para validar a expressao
da bomba pelas cepas testadas. A inibicdo da bomba de efluxo foi testada utilizando uma
MIC/8 dos inibidores e compostos avaliados. Nos testes, 150 uL de cada in6culo bacteriano
foram suspensos em solugdo salina equivalente a 0,5 na escala de McFarland,
aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL, somados ao CCCP, inibidores de CPZ e 4cido trans-
cinamico em CIM/8 e completado com BHI. Estes foram transferidos para placas de
microdilui¢ao de 96 pogos as quais foram adicionados 100 puL de antibidtico ou BrEt em
dilui¢des seriadas (1:1) variando de 512 a 0,5 pg/mL. As placas foram incubadas a 37 °C
durante 24 horas e o crescimento bacteriano foi avaliado utilizando resazurina. Os resultados
foram observados quando a resazurina foi oxidada em meio acido causado pelo crescimento
bacteriano mudando a cor de azul para rosa (Njoku et al., 2023). A CIM dos controles foi

avaliada apenas com placas de antibiotico e BrEt, e os testes foram realizados em triplicata.

Acao inibidora de bombas de efluxo NorA avaliada pelo aumento da emissdo de

fluorescéncia de BrEt

Foi utilizada a cepa 1199B de S. aureus que expressa a proteina NorA. As cepas foram
semeadas em meio Agar Mueller Hinton, 24 horas antes da realizacdo do experimento. O
semeio bacteriano foi mantido em estufa bacteriologica a 37 °C. O indculo foi preparado em
solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) até atingir a escala 0,5 de McFarland e
distribuido em placas black de 96 pogos. O acido frams-cinamico foi testado nas
concentragdes de 200 pg/mL e 100 pg/mL. Para o teste foi adicionado o acido trans-cindmico
e o indculo bacteriano. O controle negativo consistiu em PBS e in6culo. O controle positivo
consistiu em CCCP nas concentragdes 200 pg/mL e 100 pg/mL com indculo. As placas foram
incubadas em estufa por 1h e em seguida se adicionou 2 pg/mL de BrEt em todos os pocos.
As solugdes foram novamente incubadas por lh. A leitura foi realizada com leitor de
microplaca de fluorescéncia Cytation 1, BioTek® (Winooski, VT, USA) e Software Gen5™
3.11. Aplicou-se excitagdo de 530 nm e emissdo comprimento de onda 590 nm (Oliveira-

Tintino et al., 2023).
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Avaliacdo da permeabilidade de membrana bacteriana pelo método de fluorescéncia

com SYTOX Green

Para esse teste foi utilizado o corante SYTOX Green que ¢ intercalante de DNA. Foi
preparado o indculo bacteriano da cepa S. aureus 1199B. O indculo foi distribuido em placa
black de 96 pocos. Foi adicionada o acido trans-cinamico até obtengdo das concentragdes de
100 e 50 ug/mL. A polimixina B foi utilizada com controle positivo nas concentragdes de 100
pug/mL e 50 pg/mL. No grupo controle negativo adicionou-se apenas solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS). As placas foram incubadas por 1h. Em seguida foi adicionado
100 pL de SYTOX Green em concentracdo final de 1 pM. As placas foram incubadas por 1h
e foi realizada a leitura de fluorescéncia no leitor de placas Cytation 1, BioTek® (Winooski,
VT, USA) e Software Gen5™ 3.11. Foi utilizado filtro de excitagdo 485 nm e emissao de 528

nm. Os testes foram realizados em triplicata (Yuen ef al., 2023).

Analise estatistica

Os resultados foram realizados em triplicata e a analise estatistica foi realizada por
meio de uma ANOVA one-way ou two-way, seguido do teste post hoc de Dunnett. Os
resultados foram expressos em média geométrica sendo considerados significativos valores

p<0,05. Os dados foram analisados por meio do programa estatistico GraphPad Prisma 6.01.

Ligacao molecular entre o acido frans-cinimico e a bomba de efluxo NorA

Preparacio de receptores para estudos de docking

Para investigar como o acido trans-cindmico interage com as bombas de efluxo NorA,
foi utilizada a metodologia descrita por Siqueira et al. (2021). A sequéncia de residuos de
aminodacidos da cepa 1199B de S. aureus, que contém a bomba de efluxo NorA, foi obtida no
banco de dados Universal Protein Resource (UniProt)(Bateman, 2019), sob o cédigo NCTC
Q03325 (Oliveira et al., 2022). Para a geracdo dos modelos de proteinas, foi empregado o
método de modelagem por homologia oferecido pelo servidor online SWISS-MODEL
(https://swissmodel.expasy.org/), configurado para realizar buscas de modelos estruturais por
meio do algoritmo de busca de sequéncia iterativa rapida baseada em HMM-HMM (HHBIits)

(Alves Borges Leal ef al., 2021; Remmert et al., 2012). Apds o alinhamento, foi selecionado
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as estruturas com maior similaridade para construir o modelo da proteina. Em particular, foi
utilizado a estrutura do transportador YajR de E. coli (PDB-ID: 3WDO) como modelo para
NorA (Jiang et al., 2013; Rocha et al., 2021; Waterhouse et al., 2018).

Para fins de corroboragdo, a estrutura quimica da bomba de efluxo NorA em complexo
com um fragmento sintético de anticorpo (Fab) foi obtida no repositorio do RCSB Protein

Data Bank (https://www.rcsb.org/). A estrutura estd depositada sob o cddigo de identificagio

7LO7 e ¢é classificada como uma proteina de transporte em dois organismos distintos:
Staphylococcus aureus € Homo sapiens. A proteina foi expressa em Escherichia coli, e sua
estrutura foi determinada por microscopia eletronica, com resolucdo de 3,74 A (Brawley et
al., 2022). Para o preparo das proteinas para as simula¢des, foram adicionados hidrogénios
polares e cargas de Gasteiger (Yan et al., 2014), utilizando o programa AutoDockTools®

(https://autodocksuite.scripps.edu/adt/) (Morris et al., 2009). Adicionalmente, a superficie da

cavidade proteica com maior probabilidade de corresponder ao sitio de ligacdo foi mapeada

por meio da ferramenta DoGSite3, disponivel no servidor  ProteinsPlus

(https://proteins.plus/), resultando em um mapa de superficie das cadeias laterais dos residuos

identificados.

Simulacido de Docagem Molecular e Saida de Dados

As simulagdes de docking molecular foram realizadas utilizando o Algoritmo Genético
Lamarckiano implementado no software AutoDock Vina® (versdo 1.1.2) (Eberhardt et al.,
2021). Os parametros da grid box foram definidos de modo a abranger todo o espaco
conformacional da proteina NorA, utilizando as estruturas depositadas sob os cddigos PDB
3WDO e 7LO7. Para o PDB 3WDO, as dimensdes da grid box foram estabelecidas em x = 79
A, y=75Aez=75A, com coordenadas centrais em x = 5,070, y = —2,175 e z = —19,135.
Para o PDB 7LO7, as dimensdes da grid box foram definidas como x =54 A, y=58 Aez=
62 A, com coordenadas centrais em x = 137,578, y = 138,065 e z = 156,646. O brometo de
etidio (BrEt), a norfloxacina e a CPZ foram utilizados como compostos de referéncia para
avaliar o potencial de inibicdo da bomba de efluxo NorA. O critério de sele¢do da melhor
pose inclui o alinhamento entre a validacao estatistica, medida pelo Desvio Quadratico Médio
(RMSD) inferior a 2.0 A, e a energia de afinidade inferior a -6.0 kcal/mol (Marinho et al.,
2020).
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Analise de Otimiza¢ao Multiparamétrica - MPO e Ensaio de Permeac¢ao por Membrana

Artificial Paralela - PAMPA

Para estimativa do perfil de farmacocinética do acido trans-cinamico , foi feita uma
estimativa quantitativa de drug likeness pelo algoritmo de Multiparameter Optimization
(MPO) — Eq. 1 — usando as propriedades fisico-quimicas calculadas pelo programa de licenca

académica MarvinSketch® Neon.3 LTS, Chemaxon© (https://chemaxon.com/marvin):

d=3%", w, (T(x?) . (1), onde w ¢ o fator de ponderagdo (0 a 1) de cada atributo fisico-
quimico (k), atribuido a funcdo de satisfacdo dos limiares estatisticos (7(x)), que incluem:
lipofilicidade intrinseca (logP) < 3 e em pH fisiologico (logD at pH 7.4) < 2, peso molecular
(MW) < 360 g/mol, area de superficie polar topolégica (TPSA) 40-90 A2, H-doadores de
ligacdes (grupos OH e NH) < 1 e pKa basico < 8 (N = 6 propriedades), ¢ o somatdrio resulta
na pontuagdo desejavel (d) que varia de 0 a 6 conforme a viabilidade farmacocinética (Wager
etal.,2010).

Os resultados foram relacionados as propriedades farmacocinéticas e de estabilidade
metabolica, expressas por descritores do ensaio de permeagdo em membrana artificial paralela
(Parallel Artificial Membrane Permeation Assay — PAMPA). Esses descritores foram preditos
utilizando as ferramentas Deep-PK (https://biosig.lab.ug.edu.au/deeppk/), ADMETlab 3.0
(https://admetlab3.scbdd.com/), PreADMET (https://preadmet.qsarhub.com/), ADMETboost
(https://ai-druglab.smu.edu/admet) ¢ ADMET-AI (https://admet.ai.greenstonebio.com/) (da

Rocha et al., 2024). Essas ferramentas foram empregadas para estimar o grau de viabilidade

celular do composto.

Resultados

Atividade Antibacteriana Direta por Concentracio Inibitéria Minima (CIM)

A Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) foi obtida através de uma média geométrica.
A Tabela 1 contém os resultados da CIM para a cepa 1199B de Staphylococcus aureus
portadora da bomba de efluxo NorA, sendo verificado para o &cido trans-cindmico uma CIM
de 1024 pg/mL, sendo essa CIM maior que a do antibidtico (norfloxacina) utilizado e dos
inibidores padrao para bomba de efluxo (CCCP, CPZ e BrEt). Os dados nas Tabelas 1 e 2
correspondem a média de trés repetigdes experimentais. Como nao houve variagdes entre os

valores obtidos, o desvio padrao calculado foi zero.
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Tabela 1. Determina¢ao da Concentragao Inibitoria Minima do acido trans-cinamico (pug/mL)

contra a cepa de Staphylococcus aureus portadora da bomba de efluxo NorA

Substincias SA-1199B Desvio
Repeticoes padrao
1 2 3 Média 0
Acido trans-cinamico 1024 1024 | 1024 | 1024 0
Norfloxacina 256 256 | 256 256 0
CCcp 8 8 8 8 0
CPZ 128 128 | 128 128 0
BrEt 128 128 | 128 128 0

SA: Staphylococcus aureus; CCCP: Carbonilcianeto m-Clorofenil Hidrazona; CPZ: Clorpromazina;

BrEt: brometo de etidio

Expressao fenotipica de Staphylococcus aureus portadora da bomba de efluxo NorA

Os ensaios para verificar a expressao fenotipica da bomba de efluxo NorA pela cepa
1199B de S. aureus foi avaliada por meio de ensaios utilizando o BrEt em associa¢ao com os
inibidores clorpromazina e CCCP, em comparacdo com a estirpe ATCC 29213 de S. aureus,
que ndo possui bombas de efluxo.

Os resultados apresentados na Tabela 2 confirmam que ha uma diferenca fenotipica
entre as duas cepas. Os resultados para a cepa 1199B de S. aureus apresentou uma CIM maior
para o BrEt, indicando a superexpressdao da bomba de efluxo NorA, enquanto a cepa ATCC
29213 de S. aureus teve o valor de CIM menor, demonstrando a auséncia desse mecanismo de
acdo para essa cepa. O inibidor clorpromazina potencializou esse efeito ao inibir a acdo da
bomba de efluxo, resultando em uma reducdo da CIM na cepa 1199B, confirmando a
presenca da proteina de efluxo NorA.

As concentragdes inibitorias minimas do brometo de etidio sdo, portanto, utilizadas
como um marcador da atividade da bomba de efluxo. Quando a bomba de efluxo esta
superexpressa (como na cepa 1199B), € necessaria uma concentragdo maior de brometo de
etidio para se atingir a inibi¢do, porque as bombas estdo removendo o composto da célula
mais eficientemente. Enquanto, na cepa ATCC 29213, que ndo possui bombas de efluxo, a
CIM de brometo de etidio sera menor, ja que o brometo de etidio ndo estd sendo expulso

eficientemente da célula (Martins et al., 2010; Pal et al., 2020).
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Tabela 2. Concentracao Inibitoria Minima - CIM do brometo de etidio em diferentes estirpes

de S. aureus (ng/mL)

1199B (NorA) SA ATCC 29213
Substancias Repeticoes Repeticoes
M | SD M | SD
1 2 3 1 2 |3
BrEt 128 128 | 128 | 128 |0 |16 |16|16|16 |0
Clorpromazina + BrEt 64 64 (64 |64 |0 |16 [1l6|16[16 |0
p <0,0001 p <0,0001

1199B (NorA): Estirpe de S. aureus que expressa a bomba de efluxo NorA; BrEt: brometo de etidio;
SA ATCC 29213: American Type Culture Collection S. aureus nao portador da bomba de efluxo; Os
valores sdo expressos como média (M) de triplicatas + desvio padrdo da média (SD). A significancia

estatistica ¢ indicada pelos valores "p" relativos ao controle.

Avaliacdo do potencial de inibicdo da bomba de efluxo pela reducio da CIM de

norfloxacina e brometo de etidio (BrEt)

Para verificar se a atividade do &acido trams-cinamico esta relacionada com o
mecanismo de resisténcia através de bombas de efluxo, avaliou-se contra a cepa 1199B de S.
aureus que surperexpressa a proteina de efluxo NorA (Figura 1A e 1B). Ao avaliar o acido
trans-cinamico associado a norfloxacina para a cepa 1199B de S. aureus foi observado um
efeito potencializador da atividade antibiotica, reduzindo a CIM da norfloxacina de 256
pug/mL para 128 ng/mL.

Quando o acido trans-cindmico foi analisado em associagdo com o brometo de etidio
para essa mesma cepa foi verificado uma reducao na CIM do BrEt de 128 pg/mL para 64
pg/mL. De acordo com a Figura 1B, a reducdo da CIM observada para a norfloxacina e o
BrEt quando em associacdo com os inibidores padrdo CCCP e CPZ ¢ indicativo da presenga

da bomba NorA para S. aureus 1199B.
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Figura 1. Avaliagdo da capacidade de inibi¢do da bomba de efluxo NorA pelo acido trans-

cindmico contra a estirpe S. aureus 1199B, em associacdo com Norfloxacina (A) e BrEt (B).

Os valores representam a média geométrica = SEM (erro padrao da média). A analise foi

realizada com ANOVA de uma via, seguida do teste de Dunnett. **** = p < 0,0001 vs.

Controle. CCCP: Carbonilcianeto m-Clorofenil Hidrazona; CPZ: Clorpromazina; BrEt:

brometo de etidio
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Avaliacio da inibicio da bomba de efluxo por emissiao de fluorescéncia

Para investigar o mecanismo de inibicao da proteina de efluxo NorA presente na cepa
1199B de S. aureus, foi verificado a capacidade do acido trans-cindmico de aumentar o
acimulo de brometo de etidio no interior da célula bacteriana através da emissdo de sua
florescéncia. Ao avaliar a emissdo de fluorescéncia na cepas S. aureus 1199B, verificou-se
que o acido trans-cinamico aumentou significativamente a emissao de fluorescéncia do BrEt ,
quando comparado ao controle negativo (BrEt + bactéria).

Foi observado que as duas concentragdes avaliadas de 200 ug/mL e 100 pg/mL do
acido trams-cindmico sobre a cepa 1199B apresentaram efeito positivo significativo,
aumentando os percentuais de emissdo de fluorescéncia do BrEt em 21 e 17 % quando
comparado com o controle negativo (Figura 3). Resultado significante também foi observado
pelo inibidor de bomba, CCCP, indicando reprodutibilidade do experimento (Figura 2). Esses
resultados indicam a inibi¢do da bomba de efluxo NorA pelo 4acido trams-cinamico,

corroborando com os ensaios anteriores de redugdo da CIM do antibiotico.

S. aureus 1199B

77 %

900 stk
—_

T 72 %

3 BrEt + bactéria
21% 170, EE EtBr+CCCP 200 pg/mL
ook Hokk B EtBr+ CCCP 100 pg/mL
M EtBr+ trans-Cinnamic acid 200 ug/mL
EtBr+ trans-Cinnamic acid 100 pg/mL

Intensidade da Fluorescéncia

Figura 2. Avaliacdo da inibi¢do das bombas de efluxo NorA pelo 4cido trans-cinamico .
Avaliada pela medicao da fluorescéncia de BrEt em S. aureus 1199B. **** = p < 0,0001 vs

BrEt + bactérias. CCCP: Carbonilcianeto m-Clorofenil Hidrazona; BrEt: brometo de etidio
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Avaliacdo da permeabilidade da membrana bacteriana pelo método de fluorescéncia
com SYTOX Green

Observou-se que o dacido trams-cindmico nas concentracdes de 50 e 100 pg/mL
aumentou significativamente os percentuais de intensidade de fluorescéncia do SYTOX
Green em 29 e 49%, quando comparado ao controle negativo na cepa 1199B de S. aureus.
Esses dados demonstram que o acido trans-cindmico atua no aumento da permeabilidade da
membrana nas cepas de S. aureus, indicando que esse ¢ um dos mecanismos de acdo
envolvidos na sua atividade. O controle positivo polimixina B aumentou significativamente a
permeabilidade de membrana bacteriana, indicando reprodutibilidade do experimento (Figura

3).
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Figura 3. Avaliacdo da a¢do do acido frans-cindmico a 100 pg/mL e 50 pg/mL sobre a
permeabilidade da membrana bacteriana de S. aureus 1199B. **** p < 0,0001 vs Sytox Green

+ bactérias. Os resultados sao expressos como intensidade de fluorescéncia média.

Ligacdo molecular entre o acido frans-cinimico e a bomba de efluxo NorA

Para melhor compreender os resultados observados in vitro, foi realizado um estudo de
docking molecular entre a bomba de efluxo NorA e o acido frans-cinamico. Ao final do ciclo

independente de simulagdes de docking molecular, observou-se que o 4cido frans-cinamico
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formou um complexo com a bomba de efluxo NorA com uma energia de afinidade (Ea)
calculada de —6,4 kcal/mol (Tabela 3), indicando um excelente grau de especificidade do
ligante pelo receptor. A selecdo da melhor conformacdo apresentou um valor de RMSD da
ordem de 0,136 A, demonstrando que as simula¢des foram realizadas dentro de um limite
estatistico ideal (Yusuf et al., 2008). Embora a FEa calculada esteja dentro do valor
considerado ideal (Ea < —6,0 kcal/mol) (Shityakov e Foerster, 2014), os ligantes utilizados
como controle, BrEt, norfloxacina e CPZ ainda apresentaram maior afinidade de ligagdo com
a bomba de efluxo NorA (Tabela 3). Ao final das simulagdes, ficou evidente que o acido
trans-cinamico se complexou com a bomba de efluxo no mesmo sitio de ligacdo dos
substratos usados como controle, incluindo BrEt e norfloxacina (Figura 4A), interagindo
especialmente com residuos envolvidos no sitio ativo da proteina, como Phe303 e Tyr225, os

quais apresentaram uma superficie de cavidade estimada em 474,86 A (Figura 4B).

A

Binding site B

NorA efflux pump

surface of the
, binding site

== EtBr
Norfloxacin
trans-cinnamic acid
cPZ

Figura 4. (A) Visualizagdo espacial da bomba de efluxo NorA (PDB 3WDO) com a
superficie da cavidade do sitio de ligagdo do antigeno; e (B) superficie da cavidade do sitio de
ligacdo dos ligantes do brometo de etidio - BrEt, norfloxacina, acido frams-cinamico e

clorpromazina - CPZ, ap6s o ciclo de simula¢des independentes de docking molecular.

Ao analisar as contribuigdes estruturais, foi possivel observar que o 4acido trans-
cinamico formou interagdes intermoleculares com residuos de aminoacidos compartilhados
com os substratos, incluindo interacdes hidrofobicas com a porgdo alifatica dos residuos
Glu222, 1le244 e Val302, bem como com a por¢do aromatica do residuo Phe303 (Figura 5A).
Destaca-se que a posi¢do aromdtica do residuo Tyr225 formou uma interagdo de
empilhamento n (n-stacking) de orientacdo paralela com a por¢do aromatica do acido trans-

cinamico (Figura 5A) e de orientacao perpendicular com a CPZ (Figura 5B), com uma
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distancia calculada de 3,78 A entre os centros aromaticos. Além disso, a por¢io aromética do
residuo Phe303 estabelece uma interagdo hidrofobica compartilhada entre os ligantes acido
trans-cinamico ¢ CPZ.

As andlises sugerem que o ligante interage com fragmentos de aminoacidos
frequentemente associados a outros inibidores de NorA (Silva et al., 2022), incluindo a CPZ,
o0 que indica que o acido trans-cindmico ¢ um forte candidato a inibidor da bomba de efluxo
NorA, com potencial para atuar como adjuvante antibidtico (Couto et al., 2008; Kaatz et al.,

2003; Medeiros Barreto et al., 2014).

w EtBr Norfloxacin trans-cinnamic acid CPZ Aromatic center
w— H-bond Hydrophobic Salt bridge Halogen bond

Figura 5. Visualizacdo tridimensional das intera¢des ligante—proteina para os ligantes (A)
Brometo de etidio - BrEt e norfloxacina e (B) acido frans-cinamico e Clorpromazina - CPZ,
na bomba de efluxo NorA (PDB 3WDO). O mapa tridimensional inclui a andlise das
interagdes observadas ao final das simulagdes de docking molecular, abrangendo ligagdes de
hidrogénio, interagdes hidrofobicas, pontes salinas e ligagdes halogénio. Residuos de
aminoacidos: Asnl137 (Asparagina 137), Phel40 (Fenilalanina 140), Ile141 (Isoleucina 141),
Glu222 (Acido glutamico 222), Tyr225 (Tirosina 225), Ile244 (Isoleucina 244), Val302
(Valina 302), Phe303 (Fenilalanina 303) e Phe306 (Fenilalanina 306

Os resultados das simulagdes de docking molecular com o dominio transmembrana do
complexo NorA-Fab (Figura 6A) demonstram que a bomba de efluxo apresenta maior
seletividade quando comparada ao modelo por homologia (PDB 3WDO). A afinidade

energética (Ea) do acido frams-cinamico em relacdo a estrutura proteica foi calculada em —
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5,212 kcal/mol (Tabela 3), em comparacdo com a Ea observada para a ligagdo ao modelo
homologo (EA = —6,476 kcal/mol). Ao final do ciclo de simulagdes independentes, verificou-
se que o acido trans-cinamico se complexou com a bomba de efluxo NorA no sitio de ligagao
do antigeno, juntamente com os ligantes utilizados como controles, CPZ, BrEt e norfloxacina
(Figura 6B). Esse sitio corresponde a uma cavidade proteica com area superficial calculada de
544,05 A2, formada predominantemente por residuos de aminoacidos hidrofobicos, incluindo
Phel40, Tyr225, Ile244 e Phe303 (Figura 6C), os quais constituem residuos-chave na
descoberta de novos inibidores da bomba de efluxo NorA (Brawley et al., 2022).

’ 'W

Blndmg i /," e

antigen-binding site

we EtBr

Norfloxacin
w trans-cinnamic acid
CcPZ

? surface of the
antigen-binding site
Figura 6. (A) Visualizagdo espacial da bomba de efluxo NorA complexada a fragmentos
sintéticos de ligacao ao antigeno (Fab); (B) dominio transmembrana com a superficie da
cavidade do sitio de ligagdo ao antigeno (PDB 7LO7); e (C) superficie da cavidade do sitio de
ligagdo dos ligantes Brometo de etidio - BrEt, norfloxacina, 4cido trams-cinamico e

Clorpromazina - CPZ, apds o ciclo de simulagdes independentes de docking molecular.
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Uma analise detalhada das contribui¢des estruturais dos ligantes nas simulagdes
demonstrou que os ligantes utilizados como controle, BrEt e norfloxacina, interagiram com os
residuos que compdem o sitio de ligacdo ao antigeno (Figura 7). O BrEt formou interagdes
hidrofobicas com residuos de cadeia lateral aromatica (Phel40, Tyr225 e Phe303),
favorecendo seu acoplamento ao sitio ativo da proteina (Figura 7A), enquanto a por¢ao polar
da norfloxacina interagiu com a por¢io polar dos residuos Thr223 (2,25 A) e Asp307 (2,65
A), por meio da formagio de ligagdes de hidrogénio, nas quais as distncias do doador—
aceptor > 2,5 A caracterizam interagdes de for¢a moderada a fraca (Imberty et al., 1991). Em
contraste, o ligante acido frans-cindmico exibiu uma série de interagdes hidrofobicas analogas
as observadas para a CPZ, particularmente com os residuos Glu222, Tyr225 e Phe303. Essa
interagdo foi atribuida a natureza aromatica do ligante. Adicionalmente, o grupo carboxilato
do ligante formou uma ligagdo de hidrogénio com o grupo acido do residuo Glu222 (Figura
7B). Esses achados sugerem que o acido frans-cinamico € capaz de interagir com residuos-
chave do sitio de ligagao ao antigeno co-cristalizado no complexo NorA—Fab, indicando que o
composto mantém um bom espectro de interagdes com a bomba de efluxo, mesmo em

estruturas mais seletivas.

' EtBr Norfloxacin trans-cinnamic acid CPZ Aromatic center
w— H-bond Hydrophobic Halogen bond

Figura 7. Visualizagdo tridimensional das interagdes ligante—proteina para os ligantes (A)
Brometo de etidio - BrEt e norfloxacina e (B) 4cido trans-cindmico e Clorpromazina - CPZ no
complexo NorA—Fab (PDB 7LO7). O mapa tridimensional inclui a analise das interagdes de
ligagdes de hidrogénio (H-bond), interacdes hidrofobicas e ligagdes de halogénio observadas

ao final das simulagdes de docking molecular. Residuos de aminodcidos: Phel40 (fenilalanina
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140), Asn137 (asparagina 137), Tyr225 (tirosina 225), Thr223 (treonina 223), Glu222 (4cido
glutdmico 222), Phe303 (fenilalanina 303), Asp307 (acido aspartico 307), [le244 (isoleucina
244), Ser226 (serina 226) e 11240 (isoleucina 240).

Tabela 3. Dados das simulagdes de docking molecular realizadas entre o acido trans-

cindmico e os ligantes utilizados como controle, CPZ, BrEt e norfloxacina em relagdo a

bomba de efluxo NorA, a partir dos PDBs 3WDO (modelo por homologia) e 7LO7. Detalhes

das simulagdes ligante—proteina expressos quanto ao tipo de interacao, residuo envolvido e

distancia ligante-residuo.

PDB Ligante RMSD Ea Interacoes
A (kcal/mol) Tipo Residuos (Distancia A)
3WDO acido trans- 0,136 -6,476 Hidrofobica Glu222 (3,66), Glu222 (3,97),
cinamico Ile244 (3,96), Val302 (3,48),
Phe303 (3,58)
n-Stacking Tyr225 (3,78)
CPZ 1,783 -7,082 Hidrofobica Glu222 (4,28), Glu222 (3,81),
Tyr225 (3,76), lle244 (4,27),
Ile244 (4,02), Val302 (3,80),
Phe303 (4,43), Phe306 (3,67),
Phe306 (4,23)
n-Stacking Tyr225 (5,05)
Ligagdo de Asnl37 (3,57)
halogénio
Ponte de salina Glu222 (3,97)
BrEt 1,942 —-8,946 Hidrofobica Phel40 (3,70), lle141 (3,72),
Glu222 (3,67), Tyr225 (3,81),
Ile244 (3,93), 11e244 (3,60),
Phe303 (3,59), Phe306 (3,95),
Phe306 (3,71)
n-Stacking Tyr225 (4,85)
Norfloxacina 1,902 -7,813 Hidrofobica Phe140 (3,70), lle141 (3,72),
Glu222 (3,67), Tyr225 (3,81),
Ile244 (3,93), 11e244 (3,60),
Phe303 (3,59), Phe306 (3,95),
Phe306 (3,71)
n-Stacking Tyr225 (4,85)
7LO7 acido trans- 0,829 =5,212 Hidrofobica Glu222 (3,91), Glu222 (3,86),
cinamico Tyr225 (3,63), 11le244 (3,71),
Ile244 (3,70), Phe303 (3,93),
Phe303 (3,55), Phe303 (3,77)
Ligacdo de Glu222 (2,44), Glu222 (2,38)
hidrogénio
CPZ 1,792 —6,081 Hidrofobica Glu222 (3,67), Tyr225 (3,87),

11e240 (3,65)
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n-Stacking Phe303 (4,79)

Ligacdo de Asnl137 (3,38)
halogénio
BrEt 1,056 -8,441 Hidrofobica Phe140 (3,82), Phe140 (3,54),

Glu222 (3,92), Glu222 (3,89),
Tyr225 (3,60), Ile244 (3,69),
Phe303 (3,82)

Ligacdo de Asnl37 (3,06), Ser226 (3,26)
hidrogénio
n-Stacking Phe303 (4,77)

Norfloxacina 1,964 —5,748 Ligacdo de Thr223 (2,25), Asp307 (2,65)
hidrogénio
Ligacdo de Asnl37 (3,62)
halogénio

Analise de Otimizacao Multiparamétrica - MPO e Ensaio de Permeacido por Membrana

Artificial Paralela - PAMPA

Para Wager et al. (2016), compostos pouco lipofilicos (logP < 3) que sdo mais polares
do que compostos ativos no Sistema Nervoso Central - SNC (TPSA > 40 A?) apresentam um
otimo alinhamento entre atributos in vitro de PKDM, que incluem: alta permeabilidade (Papp >
10x107¢ cm/s) e baixa depuragdo intrinseca da frag¢do livre no plasma sanguineo (CLjntu < 8.0
mL/min/kg) (Pettersson et al., 2016).

No mapa de potencial de lipofilicidade molecular (MLP) € possivel observar as
contribui¢des polares e lipofilicas da superficie molecular do 4cido trans-cinamico (Figura
8A), possibilitando a compreensdo das caracteristicas de difusdo passiva na bicamada lipidica
celular do composto (Du; Arteca, 1996; Radchenko et al., 2016). Nesta analise, foi possivel
observar que o 4cido frans-cinAmico apresenta uma regido de superficie polar de 37,30 A2
com forte contribuicdo do grupo hidroxila (OH) ionizével (espectro de cor vermelho),
enquanto a regido aromatica ¢ majoritariamente hidrofobica (espectro de cor azul), resultando
em um logP na ordem de 2,14, podendo se reduzir a -0,50 em fun¢do do grupo carboxila
(COOH) doador de hidrogénio com pKa 4,71, indicando a formagdo de uma espécie
desprotonada em pH fisiologico (pH de aproximadamente 7.4).

Quando os descritores relacionados a lipofilicidade (logP) e a polaridade (TPSA)
foram alinhados, foi possivel observar que o 4cido frans-cindmico se encontra em um espago
fisico-quimico ocupado por candidatos a farmacos com multiplas propriedades otimizadas

(MPO) do sistema de classificagdo biofarmacéutica da Pfizer, Inc (Hughes et al, 2008),
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especialmente pelo valor calculado de logP < 3 (Figura 8B), resultando em uma pontuacao de
MPO na ordem de 5,62 (em uma escala de 0 a 6) que expressa a ordem de conveniéncia dos

atributos fisico-quimicos em suas propriedades farmacocinéticas (Tabela 4).

Tabela 4. Propriedades fisico-quimicas do acido trans-cinamico calculadas e aplicadas aos

critérios de classifica¢do da Pfizer, Inc.

Propriedades Valor T°
logP 2,14 1,00
logD a pH 7,4 -0,50 1,00
MW 148,16 g/mol 1,00
TPSA 37,30 A2 0,86
Grupos OH 1 0,75
pKa 0,00 (basico) 1,00
4,71 (4cido)

Pontos MPO 5,62
Regra da Pfizer Aceito (logP < 3)

(A) 20.23 A?

07 Az

CA
logP: 2.14
logD at pH 7.4: -0.50 (pKa: 4.71)
TPSA: 37.30 A2
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Figura 8. Andlises farmacocinéticas preditivas baseadas em (A) mapa de potencial de
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lipofilicidade molecular (MLP) e (B) alinhamento entre descritores de lipofilicidade (logP) e

polaridade (TPSA) para estimar a viabilidade farmacocinética do 4cido #rans-cindmico

Os descritores PAMPA expressam os atributos farmacocinéticos relacionados a
permeabilidade celular de pequenas moléculas (Réacz et al., 2023; Sun et al., 2017). Essa
capacidade estd diretamente associada a absor¢do oral e a estabilidade metabolica de
candidatos a farmacos (Johnson et al.,, 2009). O teste preditivo PAMPA guiado por
inteligéncia artificial (IA) (Figura 9A) demonstrou que o acido trans-cinamico ocupa um
espaco fisicoquimico caracteristico de compostos que apresentam alta permeabilidade celular
efetiva (logPapp,a—B > —5,0 cm/s) em células Caco-2 e estabilidade metabolica adequada,
resultando em baixa depuracao do farmaco no sistema de microssomos hepaticos (CLMicro <
10 pL/min/mg), de acordo com o banco de dados DrugBank® (Swanson et al., 2024). Essas
caracteristicas estdo associadas a farmacos que demonstram elevada viabilidade celular. No
contexto da descoberta de agentes antimicrobianos, esses resultados sugerem que o composto
apresenta baixa taxa de efluxo para o meio extracelular (Zurnaci et al., 2021).

Além disso, a predicdo consensual do PAMPA (permeabilidade celular efetiva)
indicou que o acido trans-cinamico pode apresentar um valor de Pappa—B em células Caco-2
superior a 2,0 x 10° cm/s (Figura 9B), sugerindo absor¢ao substancial no tecido celular que
compde o intestino humano. Por outro lado, foi observado um valor predito de Papp.a—p de
aproximadamente 1 X 10~ cm/s na linhagem celular MDCK, indicando que o composto pode
apresentar maior permeabilidade em membranas celulares mais seletivas, o que favorece o
efeito antimicrobiano, enquanto o baixo risco de efluxo mediado pela glicoproteina P (Pefr P-

gp) assegura elevada biodisponibilidade oral do composto no plasma sanguineo.
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Cell Effective Permeability (log(107~-6 cm/s))
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Figura 9. (A) Teste de similaridade guiado por inteligéncia artificial (IA) com compostos
depositados no banco de dados DrugBank®, considerando os descritores de permeabilidade
celular efetiva (logPappa—B em células Caco-2) e depuracdo do farmaco no sistema de
microssomos hepaticos humanos; e (B) predigao consensual multiplataforma dos descritores

PAMPA expressos em Papp.a—p em células Caco-2.

Além disso, a baixa lipofilicidade do composto avaliado em pH fisioldgico, bem como
o baixo volume de distribuicdo (VD) predito de 0,56 L/kg, indicam que a fracdo molecular
livre se distribui tanto no plasma sanguineo quanto nos tecidos bioldgicos (Pires et al., 2018),
enquanto o baixo CLin,u estimado em 4,84 mL/min/kg sugere que o volume de distribuigao
sistémica do composto permanece majoritariamente livre no plasma, sem ligagao significativa
as proteinas plasmaticas.

Por outro lado, a depuracdo no sistema de microssomos hepaticos (CLwmicro) foi
estimada em aproximadamente 6,70 pL/min/mg, assim como uma baixa depuragdo em células
hepatocitarias (0,72 uL/min/10¢ células), sugerindo que o composto ¢ liberado de forma
gradual do ambiente intracelular e, consequentemente, apresenta alta viabilidade celular
(Tabela 5). Esse atributo est4 relacionado a baixa probabilidade de o composto atuar como
substrato das isoformas do citocromo P450 (2C9, 2D6 e 3A4) no figado humano (Tabela 5),
indicando maior resisténcia ao metabolismo de fase 1. Esse perfil favorece a estabilidade
metabolica intracelular ¢ uma maior distribuicao sistémica, além de reduzir as chances de

inducdo de resposta hepatotoxica (Yu et al., 2014).
139

Produgdo Cientifica



Tabela 5. Propriedades farmacocinéticas expressas em descritores PAMPA: Papp, Petr € CLintu,
e descritores de metabolismo de firmacos, expressos em substratos CYP2C9, CYP2D6 e

CYP3A4 e descritor de lesao hepatica induzida por farmacos (DILI).

Propriedade Valor Fonte

Papp Caco-2 2,4x107° cm/s Deep-PK

Papp MDCK 1,7x10~* cm/s Deep-PK

Petr P-gp Nao-substrato Deep-PK
(Alta confianca)

VD 0,56 L/kg Deep-PK

Substrato CYP2C9 36,36% Al Drug Lab

Substrato CYP2D6 59,57% Al Drug Lab

Substrato CYP3A4 39,73% Al Drug Lab

CLintu 4,84 mL/min/kg Deep-PK

DILI (potencial de lesdao 41,33% Al Drug Lab

hepatica induzida por

farmacos)

Discussao

A diversidade estrutural e as atividades biologicas presentes nos produtos naturais sao
uma fonte valiosa para o desenvolvimento de novos medicamentos. Nesse estudo, nossos
resultados mostraram que o acido trans-cinamico ndo exibiu atividade antibacteriana direta
contra a cepa de S. aureus que possui a proteina de efluxo NorA.

No entanto, no estudo de Alves et al. (2013), foi observado que o 4cido cindmico
apresentou atividade antibacteriana contra cepas Gram-positivas, incluindo S. aureus
resistente a meticilina (MRSA), apresentando uma CIM superior a 1 mg/mL. Os autores desse
estudo associaram esse efeito a presenca do grupo carboxilico na estrutura da molécula do
acido cinadmico, tendo como fungao principal a de receptor de protons.

Os resultados de Almawla et al. (2024) demonstram que o acido cindmico apresentou
atividade antibacteriana sobre isolados clinicos de Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli e S. aureus, com uma CIM de 125 pg/mL para todos os isolados
avaliados. Os potenciais antimicrobianos dos acidos fendlicos tém sido associados com base
em sua estrutura quimica, sendo o comprimento € a posi¢ao da cadeia saturada e a quantidade
de substituicdes no anel benzénico central, os principais fatores responsaveis por essa

atividade antibacteriana (Kumar; Goel, 2019).
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Uma segunda linha de investigacao ¢ a terapia combinada, que utiliza a associacao de
antibidticos com compostos naturais ou sintéticos, sendo uma das estratégias viaveis para
controlar patdgenos multirresistentes e para reverter a resisténcia bacteriana através de varios
mecanismos, incluindo a inibicdo do efluxo ativo. Esses agentes terapéuticos combinados
apresentam atividade antibacteriana, reduzindo a CIM dos antibioticos combinados (Singh et
al., 2022).

No presente estudo observou-se que a combinagdo do 4cido frams-cindmico com
norfloxacina potencializou a atividade antibidtica, reduzindo a CIM da norfloxacina. Além
disso, a combinagdo com brometo de etidio reduziu a CIM do ErBr de 128 ug/mL para 64
pg/mL. Na literatura, ndo ha relatos sobre a atividade modificadora da resisténcia bacteriana
pelo écido trans-cindmico através da inibicdo do efluxo ativo presente na cepa de S. aureus
portadora da bomba de efluxo NorA, sendo esse o primeiro estudo a avaliar essa atividade.

No entanto, na literatura ha estudos conduzidos com outros acidos fenodlicos, como o
de Santos et al. (2018) que verificou que o acido cafeico e o acido galico potencializaram a
atividade do antibiotico norfloxacina frente a mesma cepa utilizada no presente estudo, a SA-
1199B portadoras da proteina de efluxo NorA. No estudo de Santos et al. (2018) também foi
demonstrado que esses dois acidos fendlicos apresentaram atividade na reversao da resisténcia
bacteriana pela inibicdo da bomba de efluxo NorA avaliada através da reducao da CIM do
brometo de etidio.

Uma potencializagdo de duas vezes na atividade de antibidticos promovida por
inibidores de bombas de efluxo (EPIs) pode parecer modesta, porém trata-se de um achado
frequente em estudos sobre resisténcia bacteriana. A literatura relata resultados semelhantes
em cepas de Staphylococcus aureus, nas quais dois diterpenos isolados de Lycopus europaeus
— metil-la-acetoxi-7a,14a-diidroxi-8,15-isopimaradien-18-oato  (2) e metil-la,140-
diacetoxi-7a-hidroxi-8,15-isopimaradien-18-oato (3), embora ndo apresentassem atividade
antibacteriana isoladamente, reduziram a CIM da eritromicina de 256 ng/mL para 128 pg/mL,
resultando em uma potencializagdo de duas vezes. Esse efeito também foi observado para
outros diterpenos do tipo isopimarano identificados no estudo, bem como para os
diterpenoides 5,9-diidroxigeranillinalol e 9-acetoxi-5-hidroxigeranillinalol (Duraes et al.,
2019; Gibbons et al., 2003; Hussein; Rodriguez, 2000).

Embora muitos inibidores de bombas de efluxo (EPIs) promovam potencializagdes
superiores a duas vezes, ha relatos de compostos que apresentam aumentos mais modestos na
eficicia dos antibidticos. Por exemplo, o composto CD15-3 atuou como inibidor da

diidrofolato redutase (DHFR) de FEscherichia coli e de suas variantes resistentes ao
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trimetoprim, resultando em um aumento de aproximadamente duas vezes no ICso tanto para
cepas do tipo selvagem quanto para cepas resistentes (Zhang et al., 2021). Além disso, o
inibidor de bomba de efluxo PABN (B-naftilamida de fenilalanina-arginina) demonstrou uma
potencializacdo de 2 a 4 vezes da atividade antibiotica contra diferentes cepas bacterianas
(Kimishima et al., 2024).

Neste estudo, utilizou-se a clorpromazina (CPZ) como inibidor de bomba de efluxo.
Kaatz et al. (2003) demonstraram que a clorpromazina afeta o fluxo de potassio através da
membrana em S. aureus ¢ pode interferir na fungdo de proteinas de transporte que dependem
da forga proton-motriz para energizar a translocacao de substratos. No estudo de Kong et al.
(2016), os resultados indicaram que a CPZ compromete a integridade da membrana celular
bacteriana e reduz a expressao génica em cepas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA)
que expressam o gene de resisténcia mecA. Além disso, os dados sugerem que a CPZ afeta
uma proteina sensor-indutora por meio da desorganizagdo da membrana celular do MRSA
(Kong et al., 2016).

A CPZ (clorpromazina) ¢ o CCCP (carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona) nio sio
inibidores diretos das bombas de efluxo bacterianas. A acao dessas moléculas esta associada a
alteragdes na permeabilidade da membrana e/ou na forca préton-motriz (PMF),
comprometendo indiretamente a capacidade das bombas de efluxo de exportar substancias
toxicas. O CCCP, por exemplo, ¢ conhecido por dissipar a PMF, reduzindo a energia
disponivel para o funcionamento dessas bombas (Sharma et al., 2019). Além disso, tais
alteragcdes podem levar a outros efeitos fisiologicos na célula, como a inibicdo da atividade
metabolica (Remm et al., 2022).

A expressao do gene norA € regulada negativamente por MgrA. A inativacao de MgrA
aumenta a expressao de nord, resultando em maior resisténcia a fluoroquinolonas e outros
antimicrobianos. Dependendo da constituigdo genética da cepa, a proteina reguladora MgrA
pode atuar como repressor ou ativador da expressao de nord (Ubukata; Itoh-Yamashita;
Konno, 1989).

Para corroborar os dados sobre a inibi¢do da proteina de efluxo NorA na cepa 1199B
de S. aureus, analisou-se a capacidade do 4cido trans-cindmico de aumentar o acimulo de
brometo de etidio na célula bacteriana através da emissdo de fluorescéncia. De acordo com
Whittle et al. (2019), o brometo de etidio ¢ uma ferramenta eficaz para avaliar o acimulo
intracelular em cepas bacterianas, pois s6 emite fluorescéncia quando ligado ao DNA. Assim,
o nivel de fluorescéncia do BrEt reflete diretamente o acimulo intracelular do corante,

fornecendo uma indicacao clara da eficacia de mecanismos de efluxo ativo.
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Portanto, o aumento da fluorescéncia observado nesse estudo para a cepa 1199B
tratada com acido trans-cinamico confirma a inibi¢do da bomba de efluxo NorA através de
um maior acimulo de BrEt , refor¢ando a hipotese de que o acido frans-cindmico atua como
um inibidor da NorA. Esses dados sdo consistentes com os ensaios anteriores que mostraram a
redu¢do da CIM do antibidtico em presenga do acido trans-cinamico , evidenciando sua
eficacia na modulacdo da resisténcia bacteriana mediada por efluxo ativo.

Além disso, os resultados encontrados no presente estudo indicam que o acido trans-
cinamico contribui para o aumento da permeabilidade da membrana na cepa de S. aureus,
sugerindo que esse composto pode estar agindo sobre esse mecanismo de resisténcia. Para
avaliar essa permeabilizagdo, foi utilizado o corante fluorescente SYTOX Green, que tem
como caracteristica a incapacidade de atravessar membranas celulares intactas, mas penetra
facilmente em células com membranas danificadas, e uma vez no interior da célula, o corante
se liga a0 DNA, emitindo fluorescéncia (Johnson; Criss, 2013; McKenzie ef al., 2016).

Antibioticos como a polimixina B causam danos a membrana bacteriana, resultando
em um aumento significativo da fluorescéncia em células tratadas, quando comparadas a
células nao tratadas. Esse comportamento foi observado no uso do acido trans-cinamico,
reforcando a hipdtese de que o aumento da permeabilidade da membrana bacteriana seja um
dos mecanismos responsaveis pela sua agao.

Pesquisas anteriores sobre inibidores de bombas de efluxo estabeleceram uma relacdo
entre essas bombas e o potencial de membrana, associando sua inibicdo ao influxo de protons
através da membrana interna. Esse processo ¢ responsavel pela hiperpolarizacio da
membrana, levando a altera¢des no estado redox celular (Whittle et al., 2024). Os resultados
do presente estudo sugerem que o acido frans-cinamico pode interferir na atividade da bomba
de efluxo NorA.

A técnica de docking molecular foi empregada para investigar e elucidar as atividades
inibitorias do 4cido trans-cindmico sobre a bomba de efluxo NorA. Os resultados
demonstraram que interacdes hidrofobicas entre o ligante e os residuos Tyr225 e Phe303
desempenham um papel fundamental na estabilidade do complexo ligante-receptor, em
ambos os modelos proteicos utilizados nas simulagdes (PDB 3WDO e 7LO7). Essas
interacdes hidrofobicas sdo essenciais para fornecer a energia necessaria a formagdo e
manutengdo da ligacdo entre o 4cido trams-cinamico e a proteina-alvo, contribuindo
significativamente para a afinidade de ligacdo e a eficécia inibitéria (Pinheiro et al., 2021).
Em conjunto com as propriedades farmacocinéticas preditas, expressas por descritores

PAMPA, estima-se uma viabilidade celular favoravel, baseada na elevada permeabilidade
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passiva celular e na taxa reduzida de depuragdo tanto em hepatocitos celulares quanto no

sistema microssomal humano (Pettersson et al., 2016).

Conclusao

A combinagdo do acido frams-cinamico com norfloxacina potencializou a atividade
antibiotica, reduzindo a CIM da norfloxacina sobre a cepa de S. aureus portadora da proteina
de efluxo NorA. Além disso, a combinac¢ao do acido trans-cinamico com brometo de etidio
também reduziu a sua CIM. Corroborando com esses achados, o acido trans-cindmico
aumentou significativamente a emissao de fluorescéncia do BrEt, indicando maior acimulo
intracelular, o que sugere que esse composto inibe a bomba de efluxo NorA.

As simulagdes de molecular docking mostraram que o acido frans-cinamico pode atuar
como inibidor da bomba de efluxo NorA ao mostrar interacdes ligante-proteina em comum
com o inibidor CPZ, incluindo interagdes hidrofobicas com os residuos de Tyr225 e Phe303,
enquanto os descritores farmacocinéticos mostraram que o composto apresenta uma boa
permeabilidade celular, em fun¢do do equilibrio entre lipofilicidade e polaridade, favorecido

pela presenga de um grupo carboxilato desprotonado.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

5.1 ASPECTOS GERAIS DA PRODUCAO CIENTIFICA

Este estudo investigou os perfis quimicos e atividades biologicas dos extratos
etandlicos dos potes de mel (EEHPTa) e pdlen (EEPPTa) de Tetragonisca angustula. A
analise por CLAE-Q-TOF-MS/MS revelou a presenca de 11 compostos no EEHPTa e 9 no
EEPPTa, incluindo cirsimaritina, 3'-prenilnaringenina, xantohumol, lespedezaflavanona B e
acido 19a-hidroxi-ursolico em ambos os extratos. A quantificacdo por CLAE/DAD
demonstrou concentragdes especificas de compostos, destacando a naringenina e a apigenina

no EEHPTa e o 4cido trans-cindmico e a apigenina no EEPPTa.

Os extratos apresentaram atividade antibacteriana, com o EEHPTa e o EEPPTa
exibindo efic4cia contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.
O EEPPTa mostrou maior potencializagdo de antibidticos contra cepas de S. aureus e E. coli,
enquanto o EEHPTa foi mais eficaz contra P. aeruginosa. Ambos os extratos demonstraram
capacidade de reduzir a concentracdo inibitéria minima (CIM) de antibidticos em ensaios de

associac¢do, sugerindo uma ag¢ao sinérgica.

A avaliagdo antifingica revelou que o EEHPTa foi mais eficaz do que o EEPPTa
contra Candida albicans e Candida tropicalis. A combinagdo de ambos os extratos com
fluconazol potencializou sua ag¢do contra C. albicans, mas ndo apresentou o mesmo efeito
para C. tropicalis. Além disso, o EEHPTa demonstrou maior redu¢do na viabilidade celular

em comparacao com o EEPPTa.

Neste estudo, também foi avaliada a atividade antibacteriana e inibidora de efluxo do
acido trans-cinamico, um dos compostos mais frequentemente encontrados nos bioprodutos
de Tetragonisca angustula, conforme apontado em estudos da revisao de literatura. O acido
trans-cindmico destacou-se como um inibidor da bomba de efluxo NorA em S. aureus,
reduzindo a CIM do antibiotico norfloxacina e do brometo de etidio, marcador da atividade de
proteinas de efluxo utilizado nos ensaios de inibi¢cdo desse mecanismo. Ensaios de acimulo
intracelular de brometo de etidio e de permeabilidade de membrana utilizando o SYTOX
Green confirmaram sua atuacdo na inibicdo da bomba de efluxo e no aumento da
permeabilidade da membrana bacteriana. Estudos de docking molecular corroboraram a
interacao do acido frans-cinamico com a proteina NorA, mostrando alta afinidade e interagdes

hidrofébicas com os residuos de Tyr225 e Phe303.
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Adicionalmente, analises farmacocinéticas indicaram que o acido frams-cinamico
possui propriedades fisico-quimicas adequadas, incluindo alta permeabilidade celular e baixa
lipofilicidade, sugerindo boa absor¢do oral e biodisponibilidade. Esses resultados destacam o
potencial dos extratos de 7. angustula e do acido trans-cinamico como agentes terapéuticos e

adjuvantes em tratamentos antimicrobianos.
5.2 CONCLUSOES GERAIS

e Foram identificados 11 compostos no extrato etandlico dos potes de mel de T.
angustula (EEPMTa) e 9 compostos no extrato etandlico dos potes de polen de 7.
angustula (EEPPTa).

e Os extratos EEPMTa e EEPPTa mostraram capacidade de potencializar a atividade da
norfloxacina contra Staphylococcus aureus, reduzindo a CIM pela metade (de 256
para 128 pg/mL).

e O EEHPTa potencializou o efeito do antibidtico gentamicina, reduzindo a CIM de 8
para 4 pg/mL, evidenciando sua capacidade de reverter a resisténcia ao
aminoglicosideo.

e O EEPMTa foi mais eficaz contra leveduras (Candida albicans ¢ Candida tropicalis)
do que o EEPPTa, apresentando valores de Clso consideravelmente menores

e A combinagdo do 4cido trams-cindmico com norfloxacina potencializou a atividade
antibiotica, reduzindo a CIM da norfloxacina sobre a cepa de S. aureus portadora da
proteina de efluxo NorA.

e O 4cido trams-cinamico aumentou significativamente a emissdo de fluorescéncia do
BrEt, indicando maior aciimulo intracelular, o que sugere que esse composto inibe a
bomba de efluxo NorA.

e As simulagdes de docking molecular mostraram que o acido frans-cinamico pode atuar
como inibidor da bomba de efluxo NorA ao mostrar interagdes ligante-proteina em
comum com o inibidor CPZ, incluindo intera¢des hidrofobicas com os residuos de
Tyr225 e Phe303.

e Os descritores farmacocinéticos mostraram que o acido trans-cinamico apresenta uma
boa permeabilidade celular, em func¢do do equilibrio entre lipofilicidade e polaridade,

favorecido pela presenca de um grupo carboxilato desprotonado.
5.3 PERSPECTIVAS DE INVESTIGACOES FUTURAS

Foram realizados ensaios para avaliar a atividade antibacteriana do composto isolado

acido trans-cinamico contra cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus, Pseudomonas
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aeruginosa ¢ Escherichia coli, além de sua atividade antifungica contra cepas de Candida

albicans e C. tropicalis. Esses resultados serdo incluidos em um quarto manuscrito.

A identificacdo dos compostos nos extratos etanodlicos dos potes de mel e potes de
polen de Tetragonisca angustula foi realizada por meio de CLAE-QTOF-MS/MS. Como
perspectiva para pesquisas futuras em nivel de pos-doutorado, pretende-se adquirir
comercialmente os compostos identificados a fim de avaliar sua atividade antibacteriana e sua
capacidade de inibir mecanismos de efluxo em cepas de Staphylococcus aureus portadoras de
bombas de efluxo. Adicionalmente, estdo previstos ensaios de PCR em tempo real para
investigar a influéncia desses compostos sobre a expressdo génica dos genes responsaveis
pela codificacdo das proteinas de efluxo. Também estd prevista a realizacdo de ensaios in
silico de docagem molecular para avaliar a interagdo dos compostos identificados com as

bombas de efluxo.
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