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RESUMO

CARACTERIZAGAO QUIMICAE AVALIAQAQ DAS ATIVIDADES ANTIMICROBIANA,
ANTINOCICEPTIVA E ANTI-INFLAMATORIA DO PROPOLIS DA Melipona
quadrifasciata quadrifasciata

AUTOR: Aledson Rosa Torres
ORIENTADOR: Adair Roberto Soares dos Santos

A procura por produtos naturais com aplicagdo biolégica tornou-se de grande interesse da
comunidade cientifica, e ndo diferentemente, ocorreu com os produtos produzidos pelas
abelhas: mel, propolis, cera e pédlen. Varios estudos tem sido desenvolvidos sobre a
estrutura quimica e bioatividade da propolis de abelhas africanizadas (Apis mellifera).
Contudo, ha uma variedade de mais de 300 espécies de abelhas nativas na fauna
brasileira, conhecidas como abelhas indigenas sem ferrdo (meliponineos), as quais poucos
estudos tém sido realizados; portanto, pouco se conhece a respeito da composi¢ao quimica
e atividade de seus produtos e subprodutos. Este trabalho se propds a investigar a
composicao quimica e determinar o potencial antimicrobiano, antioxidante, antinociceptivo e
anti-inflamatorio do extrato hidroalcodlico (EHP) do prépolis da Melipona quadrifasciata
quadrifasciata. A analise quimica do EHP, através de técnicas colorimétricas e
cromatograficas (HPLC-DAD and UPLC-Q/TOF- MS/MS) mostrou que os mesmos sao
compostos por uma mistura de polifendis, flavonoides e terpenos. O EHP apresentou
atividade antioxidante dose-dependente, sendo a ICs= 241 pg/mL. A atividade
antimicrobiana foi testada contra cepas gram positivas (Staphylococcus aureus,
Staphylococcus aureus, meticilina resistente e Enterococcus faecalis) e gram negativas
(Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae) através do método de microdiluicao em caldo.
Sendo que o EHP apresentou maior atividade antimicrobiana contra as cepas gram positivas
em comparagao as cepas gram negativas. O EHP causou lise bacteriana tanto em S. aureus
como em E. coli, indicando que esse pode ser um dos mecanismos pelo qual o EHP exerce
seu efeito antimicrobiano. Além disso, a atividade hemolitica do S. aureus foi
significativamente menor quando incubado na presenca de concentra¢des sub-inibitorias do
EHP. Camundongos tratados intragastricamente (i.g.) com EHP (300 e 1000 mg/kg)
apresentaram significativa redugao do comportamento nociceptivo induzido pela injecao
intraplantar (i.pl.) de formalina, em ambas as fases do teste. Enquanto que a dose de 300
mg/kg de EHP reduziu a nocicepgdo no teste da nocicepgdo induzida por bradicinina,
prostagladina E», histamina, forscolina, forbol-12-miristato-13-acetato, capsaicina,
cinamaldeido e salina acidificada; sugerindo que o efeito antinociceptivo do EHP se da nao
sO por bloqueio direto dos receptores TRPV1, TRPA1 e ASIC, mas também através da
inibicdo das vias de sinalizagdo da PKA e PKC. O tratamento com EHP (300 mg/kg/i.g.)
reduziu o edema de orelha induzido topicamente por xileno e a atividade inflamatéria no
teste da peritonite induzida por carragenina; onde o potencial anti-inflamatério da EHP foi
estabelecido pela diminuicdo da migragao celular, porcentagem de neutréfilos e teor de
proteina no lavado peritoneal, além da diminuicao das citocinas pré-inflamatdérias IL-17 e IL-
6 e aumento da citocina anti-inflamatéria IL-10. Assim, esse conjunto de dados suporta, pelo
menos em parte, o uso tradicional do extrato hidroalcodlico de prépolis da Melipona
quadrifasciata quadrifasciata.

Palavras chaves: Prépolis, abelhas nativas, concentracéao inibitéria minima, nociceptores,
receptores de potencial transitérios, citocinas anti-inflamatdrias.



ABSTRACT

CHEMICAL CHARACTERIZATION AND EVALUATION OF ANTIMICROBIAL,
ANTINOCICEPTIVE AND ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITIES OF THE PROPOLIS OF
Melipona quadrifasciata quadrifasciata

AUTHOR: Aledson Rosa Torres
ADVISOR:: Adair Roberto Soares dos Santos

The demand for natural products with biological application has become of great interest of
the scientific community and is not different from the products produced by the bees: honey,
propolis, wax and pollen. Several studies have shown the chemical composition and
pharmacological properties of africanized bee propolis (Apis mellifera). However, there is a
varity of more than 300 species of native bees in the Brazilian fauna, known as stingless
bees (meliponineos), which few studies have been carried out, so little is known about the
chemical composition and bioactivity of their products. This work aimed to investigate the
chemical composition and determine the potential antimicrobial, antioxidant, antinociceptive
and anti-inflammatory potential of the hydroalcoholic extract (EHP) of the propolis of
Melipona quadrifasciata quadrifasciata. The chemical composition of the EHP was
determined by colorimetric and chromatography (HPLC-DAD and UPLC-Q/TOF- MS/MS)
analysis. Moreover, the UHPLC-MS analyses of M. quadrifasciata quadrifascita indicated as
major constituent’s phenolic compounds, flavonoids and terpenes. The EHP presented
antioxidant extracts presented antioxidant activity in the DPPH assay IC50= 241.8 pg/mL.
The bactericidal activity was higher against gram-positive bacteria (Staphylococcus aureus,
Staphylococcus aureus, meticilina resistente e Enterococcus faecalis)) than for gram-
negative bacteria (Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae). The EHP from presented MIC
values lower to gram-positive bacterials than gram-negative bacterials. The EHP caused
lysis of the bacterial wall and release of intracellular components in  S. aureus and E. coli,
suggesting that this might be one mechanism by which exerts its antibacterial effect EHP.
Moreover, the hemolytic activity of S. aureus was significantly lower when incubated in the
presence of sub-inhibitory concentrations of EHP. Mice treated by intragastric route with EHP
(300 and 1000 mg/kg) showed a significant reduction in nociceptive behavior induced by
intraplantar formalin injection, in both phases of the test. While EHP (300 mg / kg) was able
to reduce nociception induced by bradykinin, prostaglandin Ez, histamine, forskolin, phorbol
12-myristate 13-acetate, capsaicin, cinnamaldehyde and acidified saline. Demonstrating that
EHP to modulate the activation of nociceptors by interaction direct with the TRPV1, TRPA1
and ASIC channels and by inhibiting the PKA / PKC signaling pathways. In addition, EHP
treatment (300 mg/kg/i.g.) inhibited ear edema induced topically by xylene and inflammatory
activity in the carrageenan-induced peritonitis test. Where the anti-inflammatory potential of
EHP was established by decreased cell migration, percentage of neutrophils and protein
content at the inflammatory site, as well as the decrease of the pro-inflammatory cytokines
IL-17 and IL-6 and increase of the anti-inflammatory cytokine IL-10. Thus, this dataset
supports, at least in part, the traditional use of the propolis ethanolic extract of Melipona
quadrifasciata quadrifasciata.

Keywords: Propolis, stingless bess, minimum inhibitory concentration, transient receptor
potential, nociceptors, anti-inflammatory cytokines.



Tabela 1 —
Tabela 2 —

Tabela 3 —

Tabela4 —

Tabela 5A—

Tabela 5B-

Tabela 6 —

Tabela 7 —

LISTA DE TABELAS

Classificagao da Melipona quadrifasciata quadrifasciata.......

Publicagdes sobre a composi¢ao quimica e bioatividade do
propolis de abelhas nativas..........ccccovveveeeeeicee e

Acdo de alguns dos mediadores inflamatérios sobre os
NOCICEPLOIES. ... cieeiii e e e

Principais citocinas pré e anti-inflamatorias: origens e
principais fUNGOES............evvviuiiiiiieiee e

Identificacdo dos compostos do extrato etandlico bruto de
propolis de M. quadrifasciata quadrifasciata: UPLC-MS/MS
ESI-QTOF/analises de espectrometria de massa, no modo
de ioNizaga0 NEJatiVO. ........ceviiiiiiiiiiiiiiii e

Identificagdo dos compostos do extrato etandlico bruto de
propolis de M. quadrifasciata quadrifasciata: UPLC-MS/MS
ESI-QTOF/analises de espectrometria de massa, no modo
de ioNizagao POSItIVO......coevuiieiiiic e

Concetragao inibitéria minima (em mg/mL) do EHP frente
as bactérias estudadas............ceeiiiiiiiiii

Efeito do EHP da M. quadrifasciata quadrifasciata no teste
de liberagdo dos constituintes celulares de S. aureus
(ATCC 25923) e E. coli (ATCC25922), apés 4 h de
o1 o == To TR

32

43

52

79

80

83



Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura
Figura

Figura

8

9

Figura 10 —

Figura 11 —

Figura 12 —

Figura 13 —

Figura 14 —

Figura 15A—

Figura 15B—

Figura 16 —

LISTA DE FIGURAS

Fotografia de um exemplar de M. quadrifasciata
QUAAIITASCIALA. .............ceeeeeei e

Caracteristica dos favos de cria e da entrada da colmeia da M.
quadrifasciata quadrifasciata...............cccccccccvveieiieiieiiiiieeeeeeen.

Representagcdo simplificada da estimulagdo nociceptiva e
conducédo do impulso néxico ao SNC..............ooeviiiiiciice e,

Ativacdo e modulagao dos receptores TRPV1 ...,

Mediadores quimicos que produzem sensibilizagao periférica de
pleTei[o1=T 0] (o] {= TS TSP

Tipo de fibras nervosas responsaveis pela conducio do sinal da
periferia a0 SNC...........cooi i

Vias ascendente e descendente da dor.............oooeeeiiiiiiiiiiinnee,
Eventos celulares e vasculares da inflamagao................cccceeeeee..
Delineamento propostO...........ucceeearieee e
CLAE-DAD do EHP de M. quadrifasciata quadrifasciata .............
Estruturas quimica dos constituintes do EHP de M.

quadrifasciata quadrifasciata identificados através de CLAE-

Constituintes majoritarios do EHP da M. quadifasciata
quadrifasciata: indentificados através de UPLC-MS/MS-ESI-

Determinacé&o da atividade antioxidante (IC50)...........cevvveeeiiieennnnn.

Imagem representativa do ensaio de determinagédo do CIM do
EHP paracepade S. Qureus..........ccccccooeeiiiiiiiiiiiecie e

Efeito do EHP (1 CIM, 1,26 mg/mL) no crescimento do S.
aureus (ATCC 25923) em fungdo do tempo.........eeecveiiieeeeeeeeennn.n.

Efeito do EHP (1 CIM, 7,72 mg/mL) no crescimento da E. coli
(ATCC25922) em fungao do tempo..........coovvmvevviiiiiiiiiieeeeeeeeeeee

Avaliacao do efeito do EHP sobre a atividade hemolitica do S.
aureus (ATCC 25923)... .

29

29

38

39

41

44

45

49

59

76

a4

78

82

83

84



Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20 —
Figura 21 —
Figura 22 —
Figura 23 —
Figura 24 —
Figura 25 —
Figura 26 —
Figura 27 —

Figura 28 —

Figura 29 —

Figura 30 —

Efeito do EHP sobre a nocicepcéao induzida formalina.................. 88

Decurso temporal do efeito antinociceptivo do EHP na fase

inflamatoria do teste da formalina...............cccciiiiiiiiiii 89
Efeito do EHP sobre a nocicepcéo induzida por bradicinina......... 90
Efeito do EHP sobre a nocicepcéo induzida por PGEa................. 91
Efeito do EHP sobre a nocicepcéao induzida por histamina........... 92
Efeito do EHP sobre a nocicepcéo induzida por PMA.................. 93
Efeito do EHP sobre a nocicepcéo induzida por forscolina........... 94
Efeito do EHP sobre a nocicepcéo induzida por capsaicina......... 95
Efeito do EHP sobre a nocicepcéo induzida por cinamaldeido..... 96
Efeito do EHP sobre a nocicepcéao induzida por salina acida....... 97
Teste do edema de orelha induzido por xileno..........cccccccceeeeeeeee. 98

Efeito do EHP sobre os parametros celulares e quantidade de
proteina na peritonite induzida por carragenina.............cccccceeeuennn. 100

Efeito do EHP sobre a produgao de interleucinas (IL10, IL17 e
IL6) na peritonite induzida por carragenina..............ccceeeeeveeeeeenenn. 101

Infografico das analises do efeito antinociceptivo e anti-
inflamatorio dO EHP.........oeeeie e 111



AA
AC
AMPc

ASIC

ATP
ATCC
BHI
BK
BSA
CEUA
CGRP

CIM
CLAE-DAD
DAMPs

cm

°C
DPPH
ELISA

EPAGRI

EPM
EHP
FK

g
GABA
H

h
IASP

i.g.
i.pl.
IL-1B
IL-2
IL-4
IL-5
IL-6
IL-7
IL-8
IL-10
IL-12
IL-13

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acido araquidénico

Adenilato Ciclase

Monofosfato Ciclico de Adenosina (do inglés, Cyclic Adenosine
Monophosphate)

Canais ibnicos sensiveis a acidos (do inglés Acid-Sensing
lon Channels)

Adenosina Tri Fosfato

American Type Culture Collection

Infusdo de cérebro e coragao (do inglés, Brain Heart Infusion)
Bradicinina

Albumina Bovina

Comité de Etica no Uso de Animais

Peptideo Relacionado ao Gene da Calcitonina (do inglés Calcitonin
Gene-Related Peptide)

Concentragao Inibitéria Minima

Cromatografia liquida d e alta eficiéncia acoplado a diodo

Padrbes moleculares associados a danos (do inglés, Damage-
associated molecular patterns)

centimetro

Graus Celsius

Difenil-picril-hidrazila

Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica (do inglés Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay)

Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa
Catariana

Erro Padrao da Média

Extrato Hidroalcodlico de Prépolis

Fosrcolina

grama

Acido Gama-Aminobutirico (do inglés Gamma-Aminobutyric Acid)
Histamina

hora

Associacgédo Internacional para o Estudo da Dor (do inglés International
Association for the Study of Pain)

Intragastricamente

Intraplantar

Interleucina 13

Interleucina 2

Interleucina 4

Interleucina 5

Interleucina 6

Interleucina 7

Interleucina 8

Interleucina 10

Interleucina 12

Interleucina 13



IL-17
kg
LANDI
MRSA
mg
min
mL
Na*
NAV
NF-kB
nmol
NGF
PAMPs

PAG
PMA
Pg
PGs
PGE:2
PGl2
PKA
PKC
PLP
PLA2
Rt
ROS
SISBIO
SNC
TBS
TNF-a

TRPs
TRPV1
TRPA1
TTXr
UPLC
UFSM
UFSC
5-HT

a - Alfa
B - Beta

y — Gama
A - Delta

Interleucina 17

quilograma

Laboratdrio de Neurobiologia da Dor e Inflamacéao

Staphylococcus Aureus resistente a meticilina

miligrama

minuto

mililitro

ion Sodio

Receptores de canais de sodio

Fator Nuclear kappa B

nanomol

Fator de Crescimento do Nervo (do inglés Nerve Growth Factor)
Padrées moleculares associados a patdégenos (do inglés, damage-
associated molecular pattern molecules)

Substancia Cinzenta Periaquedutal (do inglés Periaqueductal Gray)
13-acetato-12-meristato de forbol

picograma

Prostaglandinas

Prostaglandina Ez2

Prostagladina |2

Proteina quinase A

Proteina quinase C

Fosfolipase

Fosfolipas A2

Tempo de retengao

Espécies Reativas de Oxigénio (do inglés Reactive Oxygen Species)
Sistema de Autorizacao e Informacao em Biodiversidade

Sistema Nervoso Central

Caldo Soja Tripticaseina (do inglés, Tryptic Soy Broth)

Fator de Necrose Tumoral Alpha (do inglés, Tumor Necrosis Factor
Alpha)

Receptores de Potencial Transiente (do inglés, Transient Receptor
Potential)

Receptor de Potencial Transiente Vanildide Tipo 1 (do inglés,
Transient Receptor Potential subfamily Vanilloid member 1)

Receptor de Potencial Transiente Anquirina Tipo 1 (do inglés,
Transient Receptor Potential subfamily Ankyrin member 1)

Receptores resistentes a tetro-dotoxina ( do inglés, tetrodoxin-resistant
channel)

Ultra cromatografia de alta eficiéncia (do inglés, Ultra performance
liquid chromatography)

Universidade Federal de Santa Maria

Universidade Federal de Santa Catarina

Serotonina



1.1
1.1.1
1.2
1.3
1.4
1.5

3.1
3.2

4.1
4.2

4.3

4.4

4.5

4.6
4.6.1
4.6.1.1
46.1.2

46.2
46.3
4.7

4.8

4.8.1
48.2
4.8.3

SUMARIO

INTRODUGAQ........cooeirireereenesesessessessessssessessessessssssssssssssssssssssssnens 27
Abelhas Nativas...........ccoooiiiiiiii e 27
Melipona quadrifasciata quadrifasciata....................cccccecveeeeeeeeneennnnn. 28
PrOPOIIS. ..t —————— 31
Resisténcia Bacteriana...............cccoooeiiiiiiiiiiiiiicce e 34
o o ] S RURSRRR 37
Processo inflamatorio.............eeeveviiiiiiiii e 47
JUSTIFICATIVA . ... rssmssmner s r s en s e 54
OBUJETIVOS.......co o s 56
ODbjJetivos geral.......ccoeee e iiiei e 56
Objetivos eSPeCifiCOS........cooeiiiiic e 56
MATERIAIS E METODOS........ccoeeieenreenssessessssesesssssssssssssssssssssnas 58
Delineamento experimental..............oooooiiiiiiiii e 58
Origem e coleta do propolis........cccceeeieeeeieeieiiiieeeee e 59
ODbtengao dO eXtrato........cccuuuiiiiiiiii e 60
N T = T USSP 60
Drogas € reagentes. ......ooooeiiiiiiiiii e 61
Determinagédo da composigao quimica do EHP.......................o. 62
Analise cromatografica dos constituintes do EHP............................. 62
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-AD) ...................... 62
Cromatografia UPLC-MS/MS: espectrometria de massa atdémica

ESI-QTOF . e 62
Determinacéo do conteudo de fendis totais...........c.cooevveieeiiieninnnnnnn. 63
Determinacao do conteudo de flavonoides...............ccovveeeeeeiviennnnnn.. 64
Determinacdo da atividade antioxidante ..............cccccoooeiiiiiie, 64
Avaliacao da atividade antimicrobiana .............cc..cccoeeeeiiiiiieiiiceeeenn. 65
(07T oF= Eo o F= 11 (=14 =1 F= 1R 65
Determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM) .................. 65

Avaliagdo do efeito do EHP sobre a curva de crescimento
bacteriano: S. aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC
25922 e ————— 66



484 Avaliacdo do efeito do EHP sobre a liberagdo do conteudo
intracelular bacteriano: S. aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC

25922 e
4.8.5 Avaliagdo do efeito do EHP sobre a atividade hemolitica do S.

aureus (ATCC 25923) ...t
4.9 Avaliacao da atividade antinociceptiva .........cccccovvviiiiiiiiiiiiiiicn.
491 Nocicepcao induzida por formalina...............ccvvviiiieiiieeiieieeeeee,
4.9.1.1 Mensuragao da espessura (edema) da pata .......cccccceveeeeeiiiiininnnns
4.9.1.2 Mensuragao da temperaturada pata ..........cccccceeeeiiiiiiiiiicee
4.9.2 Nocicepgéao induzida por bradicinina............cccceeeeeeiiiiiiiiiiii e
4.9.3 Nocicepgéao induzida por prostaglandina Ez.............cccoovvvviiviiiinnnnnnn.
4.9.4 Nocicepgédo induzida por histamina............cccooeeiiiiiiiiiiiii e
4.9.5 Nocicepgéao induzida por PMA (meristato de acetato de forbol) ......
4.9.6 Nocicepgao induzida por forscolina..........ccoeeveeeeeeeiiiiiiieee
4.9.7 Nocicepgao induzida por CapSaiCiNa............ceeeeeeeiiriiieeeeeeiiee e eeeennn.
4.9.8 Nocicepcgao induzida por trans-cinamaldeido.............cccccooevviiieeeees
4.9.9 Nocicepgao induzida por salina acida..............ccccevveeeiieiiiiiiice e,
4.10 Avaliacao da atividade anti-inflamatoria...............ccoooooiiiiiiiiiinn.
4.10.1 Teste do edema de orelha induzido por xileno...........cccccoevveiiirnnnnnn.
4.10.2 Modelo da peritonite induzida por carragenina..........ccccccceeeevevnnnnnnn..
4.10.2.1 InduG80 da PeritONIte.........uue i
4.10.2.2 Contagem total e diferencial das células...............ccccvviriiiiiinnnnnn.
4.10.2.3 Quantificagao de CitOCINAS...........cceiieiiiiiiiiccce e
4.11 Analises estatistiCa .........ooovviuiiiiii
5 RESULTADOS........c i sssssssss s e
5.1 Determinagéo da composigao quimica do EHP................................
5.1.1  Analise cromatografica dos constituintes do EHP............................
5.1.1.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD) ..........cccccn.....
5.1.1.2 Cromatografia por UPLC-MS/MS-ESI-QTOF..........coovviiiieriiinn..
5.1.2 Determinagdo do conteudo de compostos fendlicos totais e

flaVONOIAES. ..o
5.2 Determinacao da atividade antioxidante.............c...ccooeeeiiiiiiiinnnens
53 Determinacao da atividade antimicrobiana ....................cccccooeeeee.
5.3.1 Determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM)...................

53.2 Efeito do EHP sobre a curva de crescimento bacteriano: S.
aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC 25922) .......cccoevviiiiiiiiiiiinns



5.3.3

534

5.4
5.4.1

54.2

54.3

5.4.4

54.5

5.4.6

54.7

54.8

54.9

5.5
5.5.1

5.5.2

Efeito do EHP sobre a liberagdo do conteudo intracelular
bacteriano: S. aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC 25922) .........

Efeito do EHP sobre a atividade hemolitica do S. aureus (ATCC
25923 e ——————————

Determinacéo da atividade antinociceptiva ............ccooooovviiiiiiniennnnnn.

Efeito do EHP sobre o comportamento nociceptivo induzido por
fOrMAliNG.....oeieee e ———

Efeito do EHP sobre o comportamento nociceptivo induzido por
PradiCiNiNG........coee e

Efeito do EHP sobre o comportamento nociceptivo induzido por
prostaglanding Eo..........oooooeiiiii e

Efeito do EHP sobre o comportamento nociceptivo induzido por
RISTAMING .....ee e

Efeito do EHP sobre o comportamento nociceptivo induzido por

Efeito do EHP sobre o comportamento nociceptivo induzido por
(0] =Teo] 10 b= F PP PR

Efeito do EHP sobre o comportamento nociceptivo induzido por
[o7=] 0 1ST= [ o3 F= TR PP PPRRR

Efeito do EHP sobre o comportamento nociceptivo induzido por
trans-cinemaldeido..........ccoooiiiiiiiiiiii e

Efeito do EHP sobre o comportamento nociceptivo induzido por
SAlNA ACIAA........uiiiiiiee e

Avaliacao da atividade anti-inflamatoria................ccoovieeiiiiiinnnnnnn...

Efeito do EHP a formagdo de edema induzido pela aplicagao
tOpica de XileNO.........uueeeeiiei i

Efeito do EHP sobre parametros inflamatérios na peritonite
induzida Por Carragening...........ooeeuuuieeeeeiiiieee et ee e

[0 TE5T0d U177\ o 2R
CONCLUSOES........couruiecereereresssssssssssssssesesesssssssssssssssssssssssanans
REFERENCIAS.........cooiererererercereresesesas s s s seesesessssssssssssssssssenssanes

APENQICE A- DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO
INIBITORIA MINIMA.......oiirir e

APENDICE B — TABELA ILUSTRATIVA DOS RESULTADOS
OBTIDOS “IN VITRO.....eiiiieriinsreninss s ssssss s s s ssns

APENDICE C - TABELA ILUSTRATIVA DOS RESULTADOS
OBTIDOS “IN VIVO” E “EX VIVO .....ccovirrmrernnnernssnenssnssenans

APENDICE D — RESUMO ILUSTRATIVO DOS ARTIGOS.............

APENDICE E - PRINT DA FOLHA DE APRESENTAGAO DO
ARTIGO ...t

85

86
87

87

89

90

92

93

94

95

96

97
98

98

99
102
112
114

127

131

132
135



ANEXO A — SISTEMA DE AUTORIZAGAO E INFORMAGAO EM

BIODIVERSIDADE (SISBIO).......ccccinsiumrrmnsrrnnsre s sssssssssssneees 137
ANEXO B — AUTORIZAGAO DE ACESSO E REMESSA DE
COMPONENTE DO PATRIMONIO GENETICO (CNPQ).......ccceerune. 138
ANEXO C - DECLA’RAQAO DE DEPOSITO DE MATERIAL DO
PATRIMONIO GENETICO (UFSC).....cccoiiiiimmrrerimnnssssss s sssnsnees 139
ANEXO D - CERTIFICADO DE SUBMISSAO DE PROJETO A
COMISSAO DE ETICA DE USO DE ANIMAIS (CEUA-UFSC)........ 140

ANEXO E - LICENCAS PARA USO DE FIGURAS...........ccoceernnnen 141



27

1. INTRODUGAO

1.1 ABELHAS NATIVAS

As abelhas nativas apesar de pouco conhecidas pela populacado, ja
constituiam a fauna brasileira, muito antes da introdu¢cdo das espécies exéticas
(européias) pelos jesuitas no Brasil (NOGUEIRA-NETO, 1997). Encontram-se
descritas mais de 1600 espécies de abelhas nativas pertencentes a fauna nativa
brasileira e estima-se que esse numero possa chegar a 3000 espécies (SILVEIRA et
al., 2002).

As abelhas nativas sem ferrdo, também conhecidas como abelhas indigenas
sem ferrdo, distinguem-se das exadticas, entre outras caracteristicas, por possuirem
ferrdao atrofiado. Porém, ndo sdo abelhas indefesas, pois possuem diferentes
estratégias de defesas, que variam de acordo com a espécie em questéo, o inimigo e
ecossistema em que vivem, como por exemplo, depositar prépolis sobre os invasores
de suas colbnias, morder com as mandibulas, enroscar-se nos cabelos ou até mesmo
depositar secreg¢des alcalis sobre a pele dos intrusos (WITTER, BLOCHTEIN, 2009).

As abelhas indigenas sem ferrdo sdo encontradas nas regides de clima
tropical e sub-tropical como nas Américas do Sul e Central, Africa, Sudoeste da Asia
e Australia. No Brasil existem em torno de 300 a 400 espécies destas abelhas
distribuidas em todo territorio nacional, embora as espécies diferem de regido para
regido. Em Santa Catarina ocorrem naturalmente aproximadamente 35 espécies
(EPAGRI, 2018). A maioria das espécies constroem seus ninhos em troncos de
arvores, mourdes de cerca e fendas de rochas. S&o as principais polinizadoras das
regides tropicais, sendo a tribo Meliponini responsavel pela polinizagdo de
aproximadamente 90% das arvores nativas no Brasil, constituindo peca chave para a
manutencao do ecossistema em que habitam. Nesse contexto, a degradagao do meio
ambiente, principalmente o desmatamento, € a maior ameacga a sua preservagao, e
consequentemente da flora local. Sdo extremamente dependentes da preservacio da
flora nativa, necessitando de um ambiente continuo para poder encontrar espécimes
nao aparentadas para se reproduzirem. Além disso, a baixa capacidade de voo da
abelha rainha contribui para a ndo regeneracgéao das colbnias destruidas (NOGUEIRA-
NETO, 1997).
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Historicamente, tiveram seu mel, prépolis e pélen utilizado pelos indigenas e
populagdes dos cerrados e caatinga como fonte de alimento ou medicamento
tradicional. Sendo que, recentemente, o interesse pela diversidade de méis e
subproduto da meliponicultura, tem garantido a conservagao das espécies nativas e o
desenvolvimento de estratégias para sua preservagao.

Entre as espécies de abelhas indigenas sem ferrao destacamos a Melipona
quadrifasciata quadrifasciata, como importante produtora de mel e subprodutos, a qual

tornou-se objeto do nosso estudo.
1.1.1 Melipona quadrifasciata quadrifasciata.

A abelha indigena sem ferrédo, M. quadrifasciata quadrifasciata (Lepeletier,
1836) é popularmente conhecida como Mandagaia, palavra indigena que significa
vigia bonito. Pertencente a Tribo Meliponini, do género das Meliponas (Tabela 1), é

uma abelha social brasileira, com potencial para meliponicultura e polinizagao.

Tabela 1 — Classificagao da Melipona quadrifasciata quadrifasciata

Classificagao

Reino: Animalia Subfamilia: Apinae

Filo: Arthropoda Tribo: Meliponini

Classe: Insecta Género: Melipona

Ordem: Hymenoptera Espécie: M. quadrifasciata

Familia: Apidae Subespécie: M. quadrifasciata quadrifasciata

Fonte: Abelhas Brasileiras, sistematica e Identificacao (SILVEIRA , MELLO, ALMEIDA, 2002),
diagramacao propria.

Abelha de caracteristica robusta, com tamanho médio de 10 a 11 mm de
comprimento, cabecga e térax preto de aspecto brilhante, abdémen caracteristico com
quatro faixas amarelas continuas, transversais ao eixo do corpo e com asas
ferrugineas (Figura 1) (SILVEIRA, MELLO, ALMEIDA, 2002).
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Figura 1 — Fotografia de um exemplar de M. quadrifasciata quadrifasciata

Fonte: Instituto ra-bugio para conservagao da biodiversidade
http://www.ra-bugio.org.br/invertebrados abelhas.php. Acessado em 13/022018.

Constroem seus ninhos em cavidades pré-existentes (ocos de arvores e ninhos
abandonados), sendo que a entrada do ninho possui raias divergentes de barro e
espaco que permite a entrada de uma abelha de cada vez. Suas colénias sao
constituidas por 300-400 individuos, possuem favos de cria horizontais protegidos por
involucro construido com cerume e nao possuem células reais. Os potes de alimentos
sao ovoides com 3 a 4 cm de altura (NOGUEIRA-NETO, 1997) (Figura 2).

Figura 2 — Caracteristica dos favos de cria e da entrada da colmeia da

M. quadrifasciata quadrifasciata

Fonte: http://www.meliponarioreidamandacaia.com/2011/02/mandacaia-do-sertao-melipona-
mandacaia.html e http://meliponario-irmaosnocete.blogspot.com.br/2017/05/mandacaia.html.
Acessadas em 13/02/2018.
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Suas castas sdo determinadas por fatores genéticos e alimentares e seu
desenvolvimento compreende um periodo de 38 dias, 5 dias de desenvolvimento da
fase embrionaria (ovo), 15 dias em estagio larval e 18 dias de estagio pupal (KERR,
NIELSEN, 1966; ROSSINI, 1989). Quando ameagadas apresentam o comportamento
de voar sobre as pessoas, esbarrando sobre a pele, mas raramente beliscam
(NOGUEIRA-NETO, 1997).

Sua incidéncia abrange os estados Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana,
Minas Gerais, Bahia e Sergipe (BATALHA-FILHO et al., 2010).
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1.2 PROPOLIS

O propolis é definido como “uma mistura complexa de substancias resinosas,
gomosas e balsamicas colhidas por abelhas meliferas de brotos, flores e exsudatos
de plantas, ao qual as abelhas acrescentam secrecgdes salivares, cera e pélen para
elaboracao do produto final (BRASIL, 2001). Sendo o prépolis “in natura” composto
por 50% de resinas, 30% de graxas, 10% de d6leos essenciais, 5 % de pdlen e 5% de
outros compostos organicos (GOMEZ-CARAVACA et al, 2006). Uma particularidade
das abelhas pertencente a tribo Meliponini € produzir uma variedade de prépolis
denominada de geopropolis, que consiste em uma mistura de resinas, graxas, oleos
essenciais e poélen acrescido de barro (BARTH, 2006). Este produto é utilizado pelas
abelhas com a finalidade de selar as colmeias, protegendo-as contra a invasao de
predadores. Contribui também na manutengdo da temperatura da colmeia, além de
proteger contra a proliferacéo de fungos e bactérias (MARCUCCI, 1996; SANTOS et
al., 2017).  Com caracteristicas e propriedades bioldgicas variadas, sua composi¢ao
quimica esta diretamente relacionada com a flora da regido, época da colheita, com a
técnica empregada para extragdo e com a espécie da abelha (MARCUCCI, 1995).

E importante destacar que, conceitualmente, quando refere-se ao prépolis,
faz-se referéncia ao propolis de abelhas meliferas, da espécie Apis mellifera. A qual,
estudos cientificos atribuem uma infinidade de propriedades tais como: anti-
inflamatdria e antimicrobiana (BOSIO et al., 2000; SILICI, KUTLUCA, 2005; DRAGO
et al., 2000); antitumoral, antioxidante (BANSKOTA et al., 2000; ALDEMANN, 2005;
TEIXEIRA et al., 2008), imunomodulatéria (SFORCIN, 2007), hepatoprotetora (com
efeito sobre a regeneragao tecidual), citotéxica, entre outras (BANSKOTA et al.,
2000). Varias classes de substancias isoladas foram identificadas e quantificadas, as
quais destacamos: flavonoides, entre eles a classe das flavonas preniladas e
benzopirano, além de benzofenona, ésteres do acido caféico, triterpenoides, entre
outros (CHEN et al., 2003; BANSKOTA et al., 2000). Dentre esses destacam-se o0s
flavonoides e acidos fendlicos aos quais atribui-se grande parte das atividades
bioldgicas do propolis. Atualmente, a grande procura pelo propolis da Apis mellifera
se da em razdo do Artepecilin C (acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico) o qual tem
despertado interesse pelas suas propriedades antitumorais, antimicrobiana e
antioxidante (PAREDES-GUZMAN et al., 2003, ENDO et al., 2018, BHARGAVA et
al.,2018).
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Entretanto, existem poucos estudos sobre as mais de 300 espécies de
abelhas nativas brasileiras, de maneira que ainda pouco se conhece a respeito da
composicao e atividade de seus produtos e subprodutos. Em recente levantamento
realizado no Chemical Abstract (database) foram encontradas somente 35
publicagdes a respeito da composi¢cao quimica do propolis das Meliponas (SANTOS
et al., 2017).

Na Tabela 2, destacamos algumas publica¢gdes sobre composi¢cao quimica e
a bioatividade do propolis das abelhas nativas brasileiras criadas em diferentes da
federagao. Contudo, a composi¢c&do quimica e as propriedades bioldgicas do propolis
das abelhas nativas criadas em Santa Catarina ainda carece de investigacéo.

Tabela 2 — Publicagdes sobre a composi¢cao quimica e bioatividade do prépolis de
abelhas nativas brasileiras

Espécie Autor/Ano Titulo

M. orbignyi Santos et al., 2017. Chemical profile and Antioxidant, Anti-

(Manduri do Mato Inflammatory, Antimutagenic and

Grosso) Antimicrobial Activies of Geopropolis
from the Sthingless Bee Melipona
orbignyi.

Scaptotrigona Bonamigo et al., Antioxidant, cytotoxic, and toxic

depillis e M. 2017. activities of propolis from two native

quadrifasciata bess in Brazil: Scaptotrigona depilis

antrhiodioides and Melipona quadrifasciata

anthiodioides.

M. fasciculata Bartolomeu et al., Combinatorial effects of geopropolis
(Tiuba) 2016. produced by Melipona fasciculata
Smith with anticancer drugs against
human laryngeal epidermoid

carcinoma (HEp-2) cells.

M. scutellaris Ribeiro-Junior et al, Gastroprotective Effect of Geopropolis
2015. from Melipona scutellaris Is
Dependent on Production of Nitric

Oxide and Prostaglandin.

T. fiebrigi Campos et al., 2075. Antimicrobial, Antioxidant, Anti-

(Jatai) Inflammatory and Cytotoxic Activities
of Propolis from the Stingless Bee
Tetragonisca fiebrigi (Jatai).
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Continuagao da Tabela - 4

M. orbignyi
(Manduri do Mato
Grosso)

Scaptotrigona aff.
postica

M. fasciculata
(Tiuba)

M. scutellaris
(Urugu Nordestina)

M. subnitida
(Jandira)

Scaptotrigona sp.
(Guaraipo)

M. scutellaris
(Urugu Nordestina)

M. fasciculata

Smith (Tiaba)

T. angustula
(Jatai)

Campos et al., 2014.

Farias et al., 2014.

Dutra et al., 2014.

da Cunha et al.,

2013.

de Souza et al.,
2013.

Martin et al., 2013.

Franchin et al., 2012.

Liberio et al., 2011.

Miorin et al., 2003.

Antimicrobial, antioxidant and
cytotoxic activities of propolis from
Melipona orbignyi (Hymenoptera,
Apidae).

Effects of Stingless Bee Propolis on
Experimental Asthma.

Phenolic Acids, Hydrolyzable Tannins,
and Antioxidant Activity of
Geopropolis from the Stingless Bee
Melipona fasciculata Smith.

Antimicrobial and antiproliferative
activities of stingless bee Melipona
scutellaris geopropolis.

Composition and Antioxidant Activity
of Geopropolis Collected by Melipona
subnitida (Jandaira) Bees.

Topical Brazilian propolis improves
corneal wound healing and
inflammation in rats following alkali
burns.

Diminuicdo da  hipernocicepgéao
inflamatoria através da inibi¢cao de IL-
18 e TNF-a.

Antimicrobial activity against oral
pathogens and immunomodulatory
effects and toxicity of geopropolis
produced by the stingless
bee Melipona fasciculata Smith.

Antibacterial activity of honey and
propolis from Apis mellifera and
Tetragonisca  angustula  against
Staphylococcus aureus.

Fonte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/, Acessado em 13/02/108.

(diagramacao prépria).
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1.3 RESISTENCIA BACTERIANA

Durante séculos a principal causa de morte humana foi em decorréncia de
infeccbes por microrganismos que pela natureza epidémica foram capazes de
aterrorizar comunidades e de interferir no destino de nacdes, promovendo profunda
mudancas de habitos e costumes. Com a descoberta da penicilina por Fleming, em
1928, ocorreu uma revolugcdao no tratamento das infecgcbes causadas por bactérias
Gram positivas. Com o avango das ciéncias, novas drogas contra 0s microrganismos
foram descobertas e produzidas sinteticamente e em escala industrial, surgindo novos
antimicrobianos, reduzindo assim o indice de mortes por doencgas infecciosas
(OLIVEIRA et al., 2011).

Por sua vez, a resisténcia a agentes antimicrobianos ndo é um fenbmeno
recente, no inicio dos anos 40 Abraam & Chain (1940) detectaram a presenca de [3-
lactamases, tanto em bactérias Gram-positivas quanto em Gram-negativas.
Posteriormente, em meados de 1950, foram registrados os primeiros surtos
hospitalares de Staphylococcus aureus resistentes a penicilina, fato consolidado na
década de 1960 pelo surgimento do primeiro caso de resisténcia as recém
descobertas penicilinas [B-lactamicas, como a meticilina. Sendo que, no final da
década de 1970, as ocorréncias de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA)
alcancaram o status de pandemia, situagcao agarvada, em 2002 nos Estados Unidos,
pelo surgimento do o primeiro caso de resisténcia total de S. aureus a vancomicina
(OLIVEIRA e SILVA, 2008; COHEN e TARTASKY, 1997; ALANIS, 2005).

Varios sdo 0s mecanismos para que 0s microrganismos desenvolvam
resisténcia contra as drogas, tais como: os relacionados a produgdo de enzimas
inativadoras de antimicrobianos, a formacao de biofilmes, os relacionados a
composicdo bioquimica da parede celular (conferindo impermeabilidade a
determinadas substancias), os relacionados a impenetrabilidade do antibidtico pela
diminui¢ao de receptores de membrana ou pela existéncia de proteinas de exportagao
de substancias nocivas ao metabolismo celular, as bombas de efluxo. Apesar de a
resisténcia bacteriana poder desenvolver-se mesmo que ndo haja contato prévio da
bactéria com o antibiético, através de mecanismos genéticos (resisténcia intrinseca,
mutacado ou transferéncia horizontal de genes resistentes) (KARAM et al., 2016;
CERCEO et al. 2016; OLIVEIRA e SILVA, 2008), a exposigao dos microrganismos aos

agentes antimicrobianos € o principal responsavel pelo desenvolvimento de
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resisténcia antimicrobiana a drogas. O uso indiscriminado de antibidticos, seja em
humanos ou em animais, aumenta a probabilidade de producdo de mecanismos de
resisténcia antimicrobiana a drogas, podendo ocorrer contra uma ou a varias drogas
antibidticas, sendo descritos entdo como microrganismos multirresistentes (De BUS
et al., 2013).

Considera-se também a contaminacdo do meio ambiente com os antibiéticos
como sendo mais uma variavel deste problema de saude publica. O solo possui muitos
microorganismos nao pesquisados e néo cultivaveis, isto aumenta o risco de indugao
de resisténcia, representando um reservatorio de novos mecanismos de indugao a
resisténcia microbiana, sendo de origem natural ou por processo antropogénico (SU,
J-Q, et al., 2014). Além disso, antibidticos tém sido utilizados em grande escala nas
criagdes animais, e quando nao s&o totalmente metabolizadas pelo organismo animal
acabam por contaminar o solo, agua superficial e subterrdnea, favorecendo a
ocorréncia da resisténcia de microrganismos aos agentes antibioticos (REGINATO e
LEAL, 2010).

A crescente ocorréncia de microrganismos resistentes as diferentes classes
de antimicrobianos tem sido uma constante nas ultimas décadas, tornando-se um dos
principais problemas de saude publica (TANSIRICHAIYA et al., 2018). Estimativas de
2014 afirmavam que se medidas de controle ndo fossem adotadas, nos padrdes de
crescimento que a resisténcia antimicrobiana se encontrava, causaria a morte de 10
milhdes de pessoas, todos os anos, até 2050 (O’NEILL, 2014 apud EXNER et al.,
2017). Ainda, de acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, a resisténcia
antimicrobiana afeta além da area da saude outros setores da sociedade, com impacto
que vai desde o0 aumento dos riscos de saude a perdas econdmicas devido a redugao
de produtividade causada por doengas (em pessoas e animais) e custos mais
elevados de tratamento (BRASIL/ANVISA, 2017).

Desta forma diversas iniciativas tém sido propostas para prevenir ou minimizar
essa situagdo. A Organizagdao Mundial de Saude desenvolveu um plano de agao
global sobre a resisténcia antimicrobiana, com o objetivo de garantir, pelo maior tempo
possivel, a continuidade do sucesso do tratamento e prevencdo de doencas
infecciosas com medicamentos eficazes, de qualidade e seguros, utilizados de forma
responsavel e acessivel (BRASIL/ANVISA, 2017).

Estratégias de combate a resisténcia antimicrobiana devem incluir acdes

como eliminagdo de fontes de desenvolvimento de reisténcia e reservatorios para
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bactérias multirresistentes seja de origem humana, hospitalar, industrial ou da
agricultura. Além da diminuicdo da producgao, prescricdo e consumo de antibioticos,
deve-se desenvolver politicas educacionais voltadas a polulagcédo em geral e também
aos profissionais de saude. Programas estratégicos de utilizagado de antibidticos em
medicina humana e veterinaria, na odontologia, na criagdo de animais, e na producgao
e conservacao de alimentos devem ser desenvolvidos e implantados (EXNER et al.,
2017).

Nesse sentido, sendo este problema considerado grave e de saude publica, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria determinou, através da Resolugéo
Deliberativa Colegiada n°® 44, de 26 de outubro de 2010 em seu Art. 2°, que a
dispensacdo de medicamentos a base de antimicrobianos seja de venda sob
prescricdo, ou seja, somente podera ser efetuada a venda destes medicamentos
mediante receita de controle especial, pretendendo-se minimizar o livre acesso a
essas drogas para que de forma indireta possa reduzir a resisténcia microbiana
(BRASIL/ANVISA, 2010). Ea RDC n° 20 /2011, publicada no Diario Oficial da Uniao
(DOU)em 9/5/2011, que regulamenta a venda de antibi6ticos obrigatoriamente com
receituario controlado (BRASIL/ANVISA, 2011).

Condiderando que a taxa de descoberta de novos antimicrobianos né&o
consegue acompanhar a capacidade das bactérias em tornar-se resistentes aos
antibidticos (KARAM et al., 2016), pesquisadores tem voltado, nos ultimos 10 anos, a
atencao para fontes naturais ainda pouco exploradas, pois organismos obtidos de
novos ecossistemas estdo frequentemente associados a nova diversidade quimica
(CLARDY e WALSH, 2004). Nesse contexto, pesquisas com produtos naturais pode
acelerar o processo de descoberta de novas substancias com atividade
antimicrobiana, sendo extremamente importante no cenario de rapido

desenvolvimento de resisténcia pelas bactérias aos agentes terapéuticos disponiveis.
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1.4 ADOR

Conviver com a dor para alguns individuos € quase uma constante. O que
superficialmente nos faz pensar que uma existéncia livre de dor seria ideal. Porém, a
capacidade de perceber a dor € vital para nossa sobrevivéncia, sendo um componente
chave da defesa natural do organismo (BURMA, et al., 2016).

A dor é definida como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada a dano tecidual real ou potencial, ou descrito nos termos de tal dano” (IASP,
2017). Consiste portanto, em uma experiéncia complexa, envolvendo ndo somente a
transducgao do estimulo nocivo, mas também o processamento cognitivo e emocional
pelo encéfalo, de forma que é influenciada por fatores fisioldgicos e psicolégicos
(TJOLSEN, HOLE, 1997; JULIOS, BASBAUM, 2001). Diferentemente de nocicepcéo,
termo designado para caracterizar o processo neural de codificagdo de estimulos
nocivos (SMITH, 2017).

A dor cronica € um problema global de proporgdes epidémicas. Estima-se que
20 % dos adultos sofrem de dor crbnica, algo em torno de 1,5 bilhdo de pessoas em
todo o mundo (GOLDBERG e MCGEE, 2011). Sendo que, 50 a 65% das pessoas que
sdo acometidas por dor crbnica, encontram-se incapacitadas de exercitar-se, realizar
atividades normais, como caminhar, dirigir, € até mesmo dormir, ou seja, séo
incapazes de manter um estilo de vida independente e com qualidade (ABDU-SAAD,
2010; SMITH et al., 2000). Nesse contexto, tanto a dor crénica como a dor aguda,
infringem um alto custo social e econdmico, levando a necessidade urgente da
realizagcao de estudos para melhor entender suas causas e para descobrir terapias
mais eficazes (BURNA et al., 2016). A descoberta de novos alvos e desenvolvimento
de melhores analgésicos enfrentam o desafio de transpor os resultados obtidos em
modelos animais (pré-clinicos) em terapias de dor em seres humanos (BURNA et al.,
2016).

Os fisiologistas diferem os termos dor e nocicepgao, onde a palavra dor tem
origem do latim: dolore, que significa sofrimento, enquanto que nocicepgao diz
respeito aos sinais que chegam ao sistema nervoso central em decorréncia da
ativacdo de receptores localizados nas terminacdes periféricas sensoriais dos
neurénios aferentes primarios, os nociceptores (FEIN, 2011). Os nociceptores sao

ativados por estimulos mecanicos, térmicos ou quimicos, desencadeando potenciais
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de acao que se propagam pelas fibras aferentes de primeira ordem até o corno dorsal
da medula espinal, onde os sinais nociceptivos sao processados e acendem ao
cérebro, pelos neurénios de segunda ordem (Figura 3).

Os mecanismos relacionados com a percepcdo e processamento da dor
consistem: 1) Transducdo, que é o processo de ativacdo dos nociceptores; 2)
Transmissao, a propagac¢ao do impulso nervoso, gerado no nociceptor, ao sistema
nervoso central; 3) Processo de supressdo da dor ativado pelas proprias vias
nociceptivas (VANDERMEULEN, 2000).

Figura 3 — Representagao simplificada da estimulagdo nociceptiva e condugao do

impulso néxico ao SNC.
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Apds uma lesao tecidual ocorre liberagdo de mediadores quimicos que ativam nociceptores e esses
interagem com as fibras do tipo C e Ad. Essas fibras entram na medula espinal pelo corno dorsal, onde
fazem sinapses com neurénios de segunda ordem que ascendem para o SNC.

Fonte: Marcon, 2009, adaptado de: Julius & Basbaum, 2001.

A transducgao do sinal ocorre em decorréncia da alteragdo conformacional do
nociceptor em nivel molecular. O disparo para o processo de transduc¢ao € devido a
uma mudanca do potencial de membrana na célula nociceptiva. Entre os varios tipos
de receptores existentes, os de interesse nesse trabalho sdo: TRPs (receptor de
potencial transitério), ASICs (canais de sddio sensiveis a acido) e receptores de
mediadores quimicos, tais como: bradicinina, histamina e PGE-.

O canal de receptor TRPV1 (receptor de potencial transitério tipo vaniloide1) é
expresso por neurdnios sensoriais aferentes primarios da via da dor. Composto por
quatro subunidades idénticas que se organizam em um canal permeavel catidénico nao
seletivo, possuem seis dominios transmembrana ladeado por regides intracelulares

contendo C-terminal (carboxi-terminal) e N- terminal (amino-terminal), exibindo sitios
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de ligacao distintos para seus agonistas. Desempenha papel fundamental na detecgao
de uma variedade de estimulos nocivos (HAZAN et al., 2015; FEIN, 2011).

Em resposta a agonistas exdgenos como a capsaicina, o receptor TRPV1 abre
o poro do canal, que é permeavel a sddio e calcio e despolariza as fibras A-6 e C.
Porém o TRPV 1 nao é ativado somente pela capsaicina, mas também por solugdes
com pH abaixo de 6,5, temperaturas elevadas (> 42 ° C) e indiretamente por
medidores pro-inflamatérios como, bradicinina, prostaglandina E2 (PGE-2),
prostaglandina |2 (PGI2), fator de crescimento neuronal (NGF), histamina e adenosita-
trifosfato (ATP), os quais sensibilizam os nociceptores ao diminuir seu limiar de
ativacédo (WHITE et al., 2010) (Figuras 4).

Figura 4 — Ativacao dos receptores TRPV1

Mediadores, como a bradicinina (BK) ativam receptores acoplados a proteina Gq, e culminam na
ativacao da proteina quinase Ce (PKCeg). A PKCe fosforila o receptor TRPV1 e canais de sodio sensiveis
a tetrodotoxina (TTXr) os deixando sensiveis a abertura. A BK pode ativar a fosfolipase A2 (PLA2) que
degrada fosfolipidios de membrana (PLP) e produz o acido araquidénico (AA) culminando na formacgao
de prostaglandinas (PGs). As PGs atuam em receptores acoplados a proteina Gs, na qual ativa a
adenilato ciclase (AC), formando adenosina monofosfato ciclico (AMPc) através do consumo de ATP.
O AMPc , por sua vez, ativa a proteina quinase A (PKA), que ira fosforilar alguns alvos intracelulares,
como os TTXr e o TRPV1, os deixando sensiveis a estimulos térmicos e mecanicos.

Fonte: Adaptado de Julius e Basbaum, 2001.

Embora o papel do TRPV1 como quimiosensor ja tenha sido detalhada, ainda
pouco se conhece sobre a estequiometria da ativacao de TRPV1. Sabe-se que a
capsaicina ligada a uma unica subunidade é suficiente para a maxima permanéncia

do canal aberto, no entanto para obter o mesmo efeito com prétons, todos os quatro
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locais de ligagdo a protons sao necessarios,demonstrando uma estequiometria
distinta da ativacao de TRPV1 através de dois dos seus diferentes dominios de ligagao
agonista (HAZAN et al, 2015).

Outro tipo de receptor sensivel a temperatura € o receptor do tipo TRPA1
(receptor de potencial transitério, da subfamilia anquirina membro um). O TRPA1 é
semelhante ao TRPV1 em termos de estrutura, funcéo e localizacao e é ativado por
estimulacdo ao frio (<17 ° C), indiretamente por bradicinina (WHITE et al., 2010) e
diretamente por compostos irritantes como mostarda, canela, alho e gas
lacrimogéneo, os quais despertam a sensagao dolorosa de queimagao ou picada.
TRPA1 coloca-se extensivamente com o TRPV1 nos neurbnios sensoriais primarios
e esta funcionalmente inter-relacionado com TRPV1.

Embora estruturalmente ndo relacionados e nao seletivos, as funcdes dos
receptores TRPV1 e TRPA1 interligam-se consideravelmente, em relagdo a dor
neurogénica e inflamatdria, sendo coexpressos na maioria dos nervos sensoriais
respondendo, ambos, a uma variedade de estimulos nocivos (FERNANDES,
FERNANDES, KEEBLE, 2012).

O aumento da concentragdo de prétons pode ativar ndo s6 TRPV1, mas
também os canais de sodio sensiveis a acido (ASICs). Os receptores ASICs séo
trimeros de proteinas e podem ser compostos de diferentes combinagdes de
subunidades, designadas ASC1 a ASC4. Apods a descoberta e clonagem, os ASICs
tornaram-se os principais candidatos a sensor de prétons extracelulares (FEIN, 2011).
A expressao de ASICs encontra-se aumentada em situagdes inflamatérias, uma vez
que as lesdes teciduais inflamatdrias levam a acidificagéo do tecido lesionado.

Os canais de ions de deteccédo de acido (ASICs) sao canais catibnicos de
prétons expressos em todo o sistema nervoso. Os receptores ASICs sado ativados
durante as flutuacbes acidas do pH, e que eles estdo envolvidos na transmissao
sinaptica excitadora. As ASIC também podem induzir degeneragédo neuronal e morte
durante acidose extracelular patolégica causada por isquemia, inflamagao auto-imune
e lesdo traumatica (VICK, ASKWITH, 2015).

Por sua vez existem os receptores para mediadores quimicos. Esses
mediadores interagem com canais ibnicos na membrana plasmatica dos nociceptores.
Podendo agir diretamente nos canais de ions controlados por ligantes (ionotrépicos)
ou indiretamente via receptores acoplados a proteina G ou receptores de tirosina

quinase (metabotropicos) (FEIN, 2011). Como pode-se observar na Figura 5, varios
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sao os receptores que participam na nocicepgao, no entanto, abordaremos em nosso

estudo os receptores de bradicinina, histamina e prostaglandina Eo.

Figura 5 — Mediadores quimicos e interleucinas que produzem sensibilizagéo
periférica dos nociceptores
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Liberagdo de mediadores quimicos por células imune que produzem sensibilizacdo periférica de
nociceptores. Durante a inflamacao, células imunes residentes e recrutadas nos tecidos segregam
mediadores moleculares que atuam nos terminais nervosos periféricos dos neurdnios nociceptor para
produzir sensibilizagdo a dor. Nestes neurdnios, as vias de sinalizagao intracelular especificas de
citocinas, lipidios e fator de crescimento conduzem a fosforilagao e / ou abertura de canais idnicos
Nav1.7, Nav1.8, Nav1.9, TRPV1 e TRPA1, levando a uma maior geragdo de potencial de acdo e
sensibilidade a dor. Apds a degranulagéo, os mastoctos liberam Interleucina 5 (IL-5), serotonina (5-HT),
histamina e fator de crescimento nervoso (NGF) que atuam sobre IL-5R, 5-HT2, receptor de histamina
2 (H2), TrkA, e neurdnios nociceptor, respectivamente, para produzir sensibilizagdo a dor. Os neurénios
de Nociceptor também s&o sensibilizados pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF /), IL-1b e IL-6
produzidos por mastécitos, macréfagos e neutrofilos. A ativagdo do TNF / receptor 1 (TNFR1) leva a
fosforilagdo dos canais Nav1.9. A ativacao do receptor 1 de IL-1 (IL-1R1) aumenta a expressao de
TRPV1 por nociceptores, enquanto a IL-6 liga a gp130 em nociceptores e isso aumenta a expressao
de TRPV1 e TRPA1, aumentando a capacidade de resposta ao calor e produtos quimicos reativos. A
prostaglandina E2 (PGE2) liberada por macréfagos e outras células imunes inatas também sensibiliza
neurdnios nociceptor através dos receptores PGE2 1-4 (EP1-4). As células Th17 e as células gdT
também podem sensibilizar neurdnios nociceptor através da liberagcao de IL-17A e sinalizagdo neuronal
de IL-17RA.

FONTE: PINHO-RIBEIRO, VERRI, CHIU, 2017.

A bradicinina age distintivamente sobre dois tipos de receptores (BK1 e BK2)
do tipo acoplados a proteina G. Os receptores BK1 sao fracamente expressos, mas
podem ser regulados na presenca de citocinas e endotoxinas nas lesdes teciduais. O
BK2 por sua vez, sao expressos constitutivamente, em particular nas células

endoteliais. Enquanto os receptores BK2 sdo ativados pela bradicinina intacta, os
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receptores B1 s&o ativados preferencialmente pelos metabdlitos de carboxipeptidase
das quininas, des-Arg9-bradicinina e des-Arg10-kallidina. Uma diferenga importante
entre os dois subtipos € que o B2 ao contrario do receptor B1 € internalizado
rapidamente e se dessensibiliza, sendo as respostas induzidas pelo receptor de
bradicinina B1 mais persistentes. Portanto, os receptores bradicinina B1 representam
um novo alvo terapéutico em doencas inflamatérias (MORE et al., 2014). Além disso,
estudos demonstraram que a injegao intraplantar de BK produz hipersensibilidade
térmica em camundongos selvagens, porém nao em nocautes para TRPVA1,
mostrando que o canal TRPV1 & necessario ao desenvolvimento da hipersensibilidade
térmica induzida por bradicinina (CHUANG et al 2001).

A histamina é um potente mediador de numerosas reagoes fisiolégicas, induz
a inflamacéo, dor e coceira através da estimulacao das fibras sensoriais do tipo C nao
mielinizadas. Seus efeitos sdo mediados pela sua ligacdo a quatro subtipos de
receptores (H1, H2, H3 e H4) acoplados a proteina G. O receptor H1 ativado, estimula
as vias sinalizadoras do fosfolipide inositol e do diacilglicerol levando ao aumento do
calcio intracelular. Além disso o H1 ativa as vias das fosfolipase D e fosfolipase A, o
qual sensibiliza/ativa TRPV. Além disso, sua ativagdo pode levar a ativagéao do fator
de transcricdo NFkB, envolvidos nas doencas alérgicas (CRIADO et al., 2010; LUO et
al., 2015). Ainda nesse contexto, a administragéo intraplantar de histamina, em ratos,
resulta em respostas nociceptivas através da ativacao do receptor histaminérgico local
do tipo H1 (CARSTENS et al., 1997).

A PGE2 desempenha importante funcdo tanto na inflamagdo como na
nocicepgao. As acgdes da PGE:2 resultam da sua interagcdo com uma familia de
receptores acoplados a proteina G, receptores prostandides E (EP1, EP2, EP3 ou
EP4), com sete dominios transmembrana, produzindo diferentes segundos
mensageiros. O receptor EP esta acoplado a PKA via proteina G estimulante (Gs),
que ativa a enzima adenilato ciclase (AC). A enzima AC catalisa a conversao de
trifosfato de adenosina (ATP) em monofosfato de adenosina ciclico (CAMP) que, por
sua vez ativa a PKA. A PKA fosforila proteinas sensibilizando receptores do tipo
TRPV1, os deixando sensiveis a estimulos térmicos e mecéanicos (FEIN, 2011;
JULIUS, BASBAUM, 2001). A inje¢cao de PGE: intraplantar em camundongos induz
de maneira dose-dependente o comportamento nociceptivo. Além disso, estudos
demonstram que ocorre reduc¢ao na laténcia da retirada da pata, ou seja hiperalgesia

térmica, apds a injecdo de PGE: intraplantar, e esse comportamento mostrou-se
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significativamente reduzido em camundongos nocaute para TRPV1 (KASSUYA et al,
2007; MORIYAMA et al., 2005). A Tabela 3 sintetiza alguns dos efeitos da ativagéo ou
sensibilizagdo de alguns dos receptores de mediadores quimicos sobre 0 processo

nociceptivo.

Tabela 3 — Agéao de alguns dos mediadores inflamatérios sobre nociceptores

Mediador Acao sobre os Caracteristicas e efeitos
inflamatoério nociceptores
Substancia P Ativagdo e/ou  Hiperalgesia direta e indireta por

sensibilizagdo atuacdo em receptores NK-1,
sinergismo com o glutamato

Prostaglandinas Ativacao e/ou  Hiperalgesia em modelos de dor
sensibilizagdo inflamatoria e neuropatica sensivel
aos inibidores da ciclooxigenase

NO Sensibilizagdo Indugéo a analgesia ou hiperalgesia,
dependente da concentracao

Bradicinina Ativacao e/ou  Hiperalgesia mediada por receptores
sensibilizagdo B2 e B2, além do aumento da sintese
de outros mediadores em modelos de
dor aguda e crbnica (neuropatica).
Sensibilizagao de receptores TRPV1

NGF (fator de Sensibilizagdo Modulagdo da expresséo génica de

crescimento neuronal) nociceptores,  sensibilizacdo de
receptores TRPV1

Interleucinas pro- Sensibilizagcdo Hiperalgesia em modelos de dor

inflamatorias (IL-1B, aguda inflamatoria e  cronica

IL-6, IL-8) e fator de (neuropatica)

necrose tumoral, TNF-a
Fonte: Adaptado de PEREIRA, 2006.

A transmissao ou propagacgao do impulso nervoso, gerado no nociceptor, ao
sistema nervoso central, ocorre através das fibras nociceptivas.

As fibras aferentes de primeira ordem, relacionadas a transmissdo dos
estimulos nocivos, foram classificadas de acordo com sua estrutura, diametro, grau
de mielizacao e velocidade de condugao do estimulo em A-a, A-3, A-06 ou C. As fibras
A-a e A-3, com alta velocidade de condugédo (>30 m/s), sao altamente mielinizadas e
com baixo limiar de ativagdo, responsaveis pela transmissdao de estimulos
proprioceptivos (toque leve e pressao). Enquanto que as fibras A-, pouco mielinizada

(2-30 m/s) e a C, amielinizada (< 2 m/s), sdo primariamente nociceptores, estando
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relacionadas com a detecgcdo de estimulos nocivos de origem mecanica, térmica e
quimica (BASBAUM et al., 2009) (Figura 6).

Figura 6 — Tipo de fibras nervosas responsaveis pela condugao do sinal da
periferia ao SNC.
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Fonte: adaptado de JULIUS & BASBAUM (2001).

Ambas as fibras C e A-d transmitem estimulos sensoriais térmicos, sendo que
a caracteristica de resposta dos nociceptores a diferentes temperaturas soé foi melhor
compreendida apds a clonagem do receptor TRPV 1.

Uma vez transmitido o estimulo nociceptivo ao neurénio de segunda ordem,
este acende para areas supraespinais. Sendo as principais vias de condugdo do
estimulo nociceptivo ao SNC os tratos espinotalamico, espinoreticular o trato
espinomesencefalico. Uma vez que o estimulo alcanga o talamo, neurdnios de terceira
ordem o transmitem ao cortex somatossensorial e cingular.

A ativacao desses centros especificos do cérebro, integra estimulos sensoriais,
experiéncias emocionais, respostas autondmicas e motoras que coletivamente
moldam nossa percepgao de dor.

O processo de supressao da dor € ativado pelas proprias vias nociceptiva ou
via inibitérias (descendentes da dor). Essas vias englobam os sistemas opiodérgicos,

serotonérgicos, noradrenérgicos, gabaérgicos, dopaminérgicos e canabindides
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endoégenos (BASBAUM et al., 2009; MILLAN, 2002) (Figura 7A e B).

Figura 7 — Vias ascendente e descendente da dor
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Em (A) vias ascendente da dor: a partir da estimulacao periférica, o impulso é transmitido pelas fibras
dos neurdnios primarios até o corno dorsal da medula espinal, onde fazem sinapse com neurénios de
segunda ordem que ascendem até SNC, uma vez que alcanga o tdlamo o impulso € conduzido pelos
neurdnios de terceira ordem as regides corticais, onde é processada a percepgédo da dor. Em (B) Vias
descendentes: os impulsos dolorosos proveniente das regides corticais e subcorticais (1) s&o dirigidos
a substéncia gris peridural (2), ao locus ceruleus (sistema inibidor noradenérgico), ao nucleo da rafe
(sistema inibidor serotonérgico) fazendo sinapses inibitérias no corno dorsal da medula espinal (5).
Trato espino talamico ascendente (6) e reflexo motores (7).

Fonte: Change Pain: preocupados por el dolor. Banco de imagens gratuitas. Disponivel em:
http://www.change-pain.org/grt-change-pain-portal/change pain _home/chronic pain/physician/
[physician_tools/picture_library/es ES/325100038.jsp Acessado em: margo de 2018.

Embora com papel fisiolégico protetor, a dor frequentemente perde essa
funcdo quando passa a caracter de dor cronica. A dor crénica, causada por lesdes e
doengas que superam a capacidade do organismo em reverter esse quadro, pode
inclusive, persistir apos o desaparecimento do evento inicial, estendendo-se por
meses e anos (COSTIGAN et al., 2009). E um estado de constante facilitagéo da
conducgao nervosa, quando estimulos antes indbcuos passam a serem interpretados
como dor (alodinia) ou quando a resposta ao estimulo doloroso nao € proporcional a
intensidade da agresséo (hiperalgesia) (KRAYCHETE, 2006). Entre os diferentes
tipos de dor crbnica, destacam-se a dor neuropatica e a dor inflamatéria persistente

como sendo as de mais dificil tratamento.
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A dor neuropatica, segundo Loeser e Treede (2008), é consequéncia de uma
lesdo tecidual ou doenca que afeta o sistema somatossensorial. E resistente a
diversos tratamentos, e frequentemente associada a depressao, ansiedade, medo e
insdnia, fatores que acabam por incapacitar o paciente de manter sua rotina diaria
(COSTIGAN et al., 2009; ABDU-SAAD, 2010).

As lesdes dos nervos periféricos podem ocorrer por traumas, doencas
metabdlicas, infecgbes e até mesmo por invasdo tumoral. Estdo geralmente
acompanhadas de inflamacéo transitoria, que contribui para a sensacéo inicial da dor,
envolvendo assim mediadores inflamatoérios, de forma que drogas anti-inflamatorias
aliviam a hiperalgesia em modelos animais de dor neuropatica, com les&o de nervos
periféricos (BENNETT et al., 2000; WOOLF, 2010).

Por sua vez os processos inflamatérios, frequentemente estdo associados a
nocicepgao. A resposta a agresséao tecidual e consequente processo inflamatoério, que
ocasiona a dor inflamatéria, € resultante de mudancgas funcionais em neurbnios
aferentes (nociceptores). Ocorre que, além dos eventos celulares e vasculares (sinais
cardinais) ha um aumento da sensacéao dolorosa e a diminuigdo do limiar da dor, por
consequéncia da alteracao na plasticidade neuronal e isso se da devido a liberagao
de mediadores quimicos celulares residentes, mas também por células migratérias
que sao recrutadas para o local da lesdo (WOOLF, MA, 2007; LOESER, TREEDE
2008). Esses mediadores podem desenvolver efeitos a longo e curto prazo,
excitabilidade crénica e alteragdes fenotipicas dos nociceptores, processamento
anormal e acentuado do sinal néxico; podendo ser causados diretamente pelos
mediadores ou ainda por moléculas formadas sob seu controle (De OLIVEIRA et al.,
2011).
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1.5 PROCESSO INFLAMATORIO

O processo inflamatério compreende um fenbmeno complexo do organismo
diante de um processo infeccioso, um antigeno, um dano celular ou tecidual de origem
quimica, térmica ou mecéanica, com a finalidade de erradicar o agente agressor,
promovendo a reparacao tecidual (VARELA et al., 2018; JULIER et al., 2017,
SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). Essa capacidade de responder
defensivamente € essencial a sobrevivéncia do organismo e foi descrita
primeiramente por Cornélio Celsius (30 a.C. - 38 d.C.), que propds os quatro sinais
classicos da inflamacao: calor, rubor, edema e dor (sinais cardinais). Sendo que,
posteriormente, Virchow acrescentou a perda da fungéo do 6rgao ou tecido inflamado,
como o quinto sinal cardinal (MEDZHITOV, 2010; HEIDLAND et al., 2006; ROCK,
KONO, 2008). Uma variedade de condi¢des adversas induzem a inflamagéo, néao
encontrando-se associada apenas a patdgenos e lesées, mas também a desiquilibrio
homeostatico de sistemas fisioldgicos. Independentemente da causa, a inflamagéao é
uma resposta adaptativa para restaurar a homeostase (MEDZHITOV, 2008).

Genericamente a via inflamatoria consiste na participagdo de indutores,
sensores, mediadores, e efetores da inflamacéo. Os indutores, sao classificados como
padrées moleculares associados a patégenos (PAMPs, do inglés Pathogen-
associated molecular patterns, ou padrdes moleculares associados a danos (DAMPs,
do inglés Damage-associated molecular patterns), sendo reconhecidos por diferentes
receptores (macrofagos) ou células dendriticas. Ou ainda, indutores endoégenos da
inflamacéao, que sao sinais apresentados em situagbes anormais com desequilibrio
homeostatico resultando em uma resposta aguda de estresse fisioldgico. Ativam
sensores especializados, que provocam a producdo dos mediadores da inflamacéao
(citocinas), que s&o derivados proteicos presentes no plasma ou produzidos e
liberados por células endoteliais ou por leucécitos polimorfonucleares infiltrados no
sitio inflamatdrio. Promovem ou inibem a inflamacgao, induzem a dor e ativam células
e tecidos efetores (MEDZHITOV, 2008, 2010 e VARELA et al., 2018).

Caracterizada por eventos vasculares e celulares (Figura 8), a inflamagéo
pode manifestar-se como um processo agudo ou crénico, dependendo da persisténcia

da lesao e gravidade dos sinais clinicos.
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Os eventos vasculares da resposta inflamatdria consistem em vasoconstricao
arteriolar de curta duragcédo seguida por vasodilatacdo e aumento da permeabilidade
vascular, aumento do fluxo sanguineo no sitio inflamado e recrutamento de produtos
derivados do sangue, tais como proteinas plasmaticas, fluidos e leucécitos. Este fluxo
de células, acompanhado por fluido rico em proteinas, € conhecido como o exsudato,
e promove edema (ASHLEY et al., 2012). Isso ocorre em consequéncia da acao de
diversos mediadores, tais como histamina, serotonina, bradicinina e prostaglandinas
que causam contracédo das células endoteliais e consequente abertura das jungdes
intercelulares (RANG et al., 2007).

Entre os eventos celulares, na fase inicial ou aguda da inflamacéo prevalece
0 acumulo de neutréfilos nos tecidos afetados. Os neutrofilos s&o as primeiras células
imunes a se translocar para os tecidos, sintetizam espécies reativas de oxigénios que
leva a formacao de um inflamosoma ativo, um grupo de proteinas que ira desencadear
mais inflamacéo através da clivagem de precursores de proteinas pro-inflamatérias.
Além disso, liberam moléculas quimioatraentes de mondcitos, que por sua vez
diferenciam-se em macrofagos M1 e M2. Macrofagos M1 produzem mais ROS e
recrutam outras células imunes, além de liberar citocinas inflamatérias (TNF-a).
Enquanto M2, promovem o reparo do tecido, liberando fatores de crescimento
(GRIFFITHS, GAO, PARARASA, 2017; MEDZHITOV, 2008). Os polimorfonucleados
tem como fungédo fagocitar patégenos e antigenos estranhos, degradar o tecido
necrotico, liberar enzimas e mediadores quimicos aumentando ainda mais a resposta
inflamatoria ou a les&o tecidual (MEDZHITOV, 2008).

A inflamacgao cronica é caracterizada por inflamacéo ativa com infiltrado de
células mononucleares (macrofagos e linfocitos), além de angiogénese, proliferagao
de tecido conjuntivo, destruigdo tecidual e tentativa de cicatrizagdo. Os macréfagos
ativados secretam varios mediadores, os quais podem levar a destruicdo tecidual e
cicatrizagdo por reparo fibroso, e também a respostas autoimunes (ROBBINS,
COTRAN, 2005).



49

Figura 8 — Eventos celulares e vasculares da inflamagao
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Fonte: Adaptado de VARELA et al. (2018).

Os eventos inflamatérios agudos ou crénicos envolvem a participagdao de
mediadores quimicos tanto de origem plasmatica como tissular. Sendo que os de
origem plasmatica, tais como cascata das cininas, sistema de coagulacéo, fibrinolitico
e complemento, encontram-se na forma precursora inativa. Enquanto que, os de
origem tissular como as aminas vasoativas, acido araquidénico e derivados
(eicosandides), oxido nitrico, neuropeptidios e citocinas, estdo armazenados em
granulos ou sao sintetizados em resposta a estimulos (RANG et al., 2007).

A cascata das cininas leva a formagcao da bradicinina, que € um derivado
cininogénio plasmatico vasoativo, causa vasodilatagdo, aumento da permeabilidade
vascular, extravasamento de plasma e ativagdo de células inflamatérias. E um
mediador de curta duragdo pois sofre rapida degradacdo enzimatica (KUMAR;
ABBAS; FAUSTO, 2005; MURPHY; WARD, 2006).
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Sistema de coagulacao: Fator Xa, aumento da permeabilidade dos vasos
sanguineos e migragao de leucocitos e promove a formagao de trombina. A trombina,
promove adesdo de leucécitos ao endotélio e a formacédo de fibrina, ja os
fibrinopeptideos, atuam na quimiotaxia de leucdcitos.

Sistema fibrinolitico, produtos resultantes da clivagem da fibrina, promovem
aumento da permeabilidade vascular e atuam sobre o sistema complemento levando
a vasodilatagao.

Sistema complemento na inflamacgao provoca aumento da permeabilidade dos
vasos, ativacdo de leucocitos, adesao e quimiotaxia. Sendo que o Cb5a, induz a
migragdo de leucocitos ao local da inflamagéo e ativa o metabolismo do acido
araquidénico. Enquanto que o C3a promove aumento da fagocitose por neutrdfilos e
macrofagos.

Aminas vasoativas: 1) Histamina, € uma amina biogénica, sintetizada a partir
do aminoacido histidina, por agdo da L-histidina descarboxilase. E um potente
mediador de numerosas reagdes fisioldgicas, liberada pelos basofilos, plaquetas e
mastocitos em resposta a estimulos como trauma fisico, frio ou calor e reacdes imunes
do tipo antigeno-anticorpo e por ativagao do complemento (anafilotoxinas C3a e C5a).
Interage com trés receptores especificos na célula alvo, receptores de histamina tipo
H1, H2 e H3, promovendo a constricdo do musculo liso, vasodilatagdo, aumento da
permeabilidade vascular e prurido. 2) Serotonina, € encontrada sobretudo nos
granulos densos das plaquetas, € um importante regulador da fungao plaquetaria e
exerce efeitos vasodilatador semelhante a histamina (SHERWOOD; TOLIVER-
KINSKY, 2004; RANG et al., 2007).

Acido araquidénico (AA) é um &cido graxo polinsaturado com 20 carbonos e
quatro duplas ligagdes. Liberado a partir de fosfolipidios de membranas por acéo de
fosfolipase A2, enzima ativada em resposta a estimulos inflamatérios, quimicos,
traumaticos e mitogénicos (HILARIO et al., 2003; OLIVEIRA, 2007). O AA é convertido
em prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos, pela via das cicloxigenases, ou
ainda, a leucotrienos pela agao da 5-lipoxigenase (RANG et al., 2007), sendo esses
derivados conhecidos como eicosanoides.

A PGE2 promove aumento da permeabilidade vascular, vasodilatacdo, adesao
e transmigracao de neutrdéfilos e mondcitos, contribuindo na formacéo do edema.
Induz a transcricdo de enzimas requeridas para sintese de lipoxinas, interage com

citocinas na geragado da febre nos processos infecciosos e torna a célula neuronal
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hipersensivel a estimulos dolorosos por potencializar as agdes de outros mediadores
nociceptivos como a bradicinina e a histamina (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY,
2004; SERHAN; SAVIL, 2005; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

O 6xido nitrico (NO) é sintetizado e liberado por varios tipos de células, sendo
sintetizado a partir do aminoacido L-arginina por agao da enzima oxido nitrico sintase.
Promove relaxamento da musculatura lisa vascular, ocasionando potente
vasodilatagado, isso devido ao aumento da concentragdo intracelular de guanosina
ciclico (GMPc). No entanto, também possui acdo anti-inflamatéria devido inibir a
migracao , adesao e rolagem de neutréfilos sobre o endotélio (RANG et al., 2007,
KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005, SECCO et al., 2004).

Entre os neuropeptidios envolvidos na inflamagado, destaca-se o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), pela sua agao vasodilatadora; substancia
P, por promover o extravasamento de proteinas plasmaticas; e a neurocinina A, por
induzir a liberagao de histamina pelos mastdcitos (RICHARDSON; VASKO, 2002).

As citocinas por sua vez desempenham importante funcado regulatéria no
processo inflamatério podendo aumentar (pro-inflamatéria) ou atenuar (anti-
inflamatdria) a resposta inflamatdria. S&o consideradas pro-inflamatérias as
interleucinas IL-1, IL-2, IL-6, IL-7, IL-17 e TNF-a, e as anti-inflamatdrias as IL-4, IL-10
e IL-13 (Tabela 4).

As citocinas regulam a resposta imunoldgica e inflamatéria. Na imunidade inata
participam as células fagocitarias mononucleadas (macréfagos/mondcitos) e os
neutrofilos. Os macrofagos secretam diversos mediadores quimicos, tais como: 6xido
nitrico, citocinas (IL-1, [I-6, IL-12, TNF-alfa), quimiocinas (IL-8) entre outros
(KOSMANN, PARNET, DANTZER, 2002). Na resposta imune adquirida as
células envolvidas séo os linfocitos T (maduros) que no local da lesao liberam citocinas
(IL-1, 1I-4, IL-5, IL-6, TNF-alfa), quimiocinas (WATKINS et al., 1995).
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Tabela 4 — Principais citocinas proé e anti-inflamatoérias: origens e principais fungoes

Citocina Descrigao

IL-1 Produzida por macrofagos e mondcitos, fibroblastos e células
endoteliais ativadas. IL-1a, encontra-se associada a membranas
celulares agindo através de contato celular. IL-1B, produz
inflamacéo sistémica ativando a COX-2, com formacgao de PGE2
e causando febre, produz substancia P, 6xido nitrico e moléculas
de adesao endotelial.

IL-2 Produzida principalmente por células T-CD4 e CD8+. Estimula o
crescimento e proliferacao de linfocitos-T e células -B, além de
induzir a producao de IFNy e FNT[, resultando na ativagao de
mondocitos, neutrofilos e células matadoras naturais.

IL-4 Produzida por linfécitos T-CD4, mastécitos, eosindfilos e
basdfilos. Induz a produgao de IgG e IgE, por linfocitos B. Reduz
os efeitos das citocinas pré-inflamatérias (IL-1, FNTa, IL-6 e IL-
8).

IL-6 Secretada por macréfagos, mondcitos eosindfilos, hepatdcitos e
células da glia.

IL-10 Sintetizado em células imunoldgicas, tecidos neuroenddécrino e
neural. Inibe as citocinas pro-inflamatérias (FNT, IL-1 e IL-6) e
induz a producéo de citocinas anti-inflamatérias.

IL-13 Produzida principalmente por células T-CD4. Age nos linfécitos
e mondacitos, inibindo a produgao de 6xido nitrico e de citocinas
(IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 e TNFa entre outras)

IL-17 Predominantemente produzida por linfocitos T-CD4. E pro-
inflamatdria, induzindo a formacao de IL-6 e IL-8 e da molécula
de adesao intercelular em fibroblastos humanos.

TNF-a Produzida principalmente por mondcitos, macrofagos e linfécitos
T. TNF-a é um dos mediadores mais precoces e potentes da
resposta inflamatéria. Entre suas agdes, ativa a coagulagéo
estimula a expressado ou liberagdo de moléculas de adesao.
PGE2, eicosanoides e influéncia a apoptose celular. Nos
neurénios e células gliais desempenha importante fungcdo na
hiperalgesia inflamatoria e neuropatica.

Fonte: Adaptado de De OLIVEIRA et al., 2011.

As citocinas pro-inflamatérias (interleucinas IL-6, IL-8, TNF-alfa e IL-1Beta)
atuam na area lesionada, sinalizando a inflamacgao e estdo associadas com indugcao
e manutencdo da dor aguda e crbnica (CUNHA, et al., 2000). Agem através de

diferentes mecanismos em varios locais das vias de transmissao da dor. Por isso, a
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dor e o sistema imunoldégico influenciam-se mutuamente, e encontram-se intimamente
relacionados, tornando dificil determinar se o bloqueio da dor contribui para a redugao
da producgao de citocinas pro-inflamatérias, ou se a reducdo das mesmas resulta em
dor menos intensa (De OLIVEIRA et al., 2011, PINHO-RIBEIRO et al., 2017).
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2. JUSTIFICATIVA

A utilizagédo de produtos naturais na pratica médica alternativa e na agricultura
organica encontra-se cada vez mais difundida. O interesse por modos de vida
baseado no retorno a natureza como melhor maneira de viver deixa de ser um
modismo para tornar-se uma necessidade que tem despertado no homem moderno a
importancia de usar os recursos naturais para melhorar sua qualidade de vida e
saude.

O Brasil é o pais com maior biodiversidade do planeta, e estima-se que 30%
de todos os compostos avaliados como agentes terapéuticos tem origem em produtos
naturais (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2018;NEWMANN, CRAGG, 2007). A
apifauna brasileira compreende 1.678 espécies descritas em cinco familia (SILVEIRA
et al., 2002) e cada vez mais tem aumentado o interesse pelas propriedades bioativas
dos produtos apicolas, tais como mel, geléia real, polen e propolis (ADELMANN,
2005). Nesse contexto, encontra-se a espécie Melipona quadrifasciata quadrifasciata,
pertencente a familia Meliponini, conhecidas popularmente como ‘abelhas sem ferrao’,
que sao responsaveis pela polinizacao de até 90% das arvores nativas brasileiras
(KERR, NIELSEN, 1996).

Historicamente, as abelhas nativas tiveram seus produtos utilizados pelos
indigenas como fonte de alimento ou medicamento tradicional (ARAUJO et al., 2015);
nao diferente acorreu com o prépolis. As propriedades bioldgicas do propolis, bem
como sua composigao quimica encontram-se diretamente relacionada com a flora da
regido, época da colheita e espécie de abelha produtora (MARCUCCI, 1995). A
pesquisa sobre as propriedades bioativas do propolis dessas espécies nativas ainda
carece de estudos.

O presente trabalho esta focado em dois grandes problemas de saude publica:
a dor e a resisténcia bacteriana aos antibioticos. O que se justifica pelo fato de que a
dor tem sido considerada uma crise de saude devido sua alta prevaléncia e por ser a
principal causa de incapacidade dos individuos. Estudos apontam que a dor crénica
alcanga a prevaléncia de 11- 19% da populagéo adulta (SMITH, 2017). Soma-se a
isso, outro grave problema de saude publica que refere-se ao recrudescente
surgimento de microrganismos resistentes a antibidticos em hospitais e na
comunidade, comprovado pelo incremento macico na taxa de morbidade e

mortalidade causada por doengas infecciosas. A Organizacdo Mundial de Saude e o
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Centro de Controle de Doencas, declararam que a crise de resisténcia aos antibiodticos
esta piorando, ja que estamos vivendo na “era pés-antibiotica” (MICHAEL, DOMINEY-
HOWES, LABBATE, 2014). Situagao agravada pelo uso e prescri¢do inadequada de
antibidticos (SMITH, COAST, 2013).

Nesse contexto, desenvolvemos o presente projeto com a finalidade de avaliar
a composicao quimica e possiveis atividades antinociceptivas, anti-inflamatoérias e
antimicrobiana do prépolis produzido especificamente por abelhas da espécie M.
quadrifasciata quadrifasciata, por ser amplamente cultivada no meio-oeste

catarinense e apresentar poucos estudos sobre seus produtos e sub-produtos.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral caracterizar quimicamente o EHP
da Melipona quadrifasciata subespécie quadrifasciata e verificar sua potencial

atividade antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatdria e/ou antinociceptiva.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar a composigédo quimica do EHP da M. quadrifasciata quadrifasciata

e avaliar seu potencial antioxidante do EHP.

- Avaliar se o EHP apresenta atividade antibacteriana frente a diferentes cepas

potencialmente patogénicas.

- Analisar o efeito do EHP sobre a curva de crescimento e sobre a liberagcdo do
conteudo intracelular bacteriano do S. aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC
25922).

- Verificar o efeito do EHP sobre a atividade das hemolisinas liberadas pelo S.
aureus (ATCC 25923).

- Avaliar a atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria do EHP no modelo de

nocicepgao aguda.

- Determinar o decurso temporal do possivel efeito antinociceptivo apresentado
pelo EHP.

- Avaliar o efeito antinociceptivo do EHP sobre a nocicepc¢ao induzida por

mediadores quimicos inflamatérios.
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Verificar o envolvimento dos receptores TRPV1, TRPA1 e ASIC, bem como de

suas vias de sinalizagdo no possivel efeito antinociceptivo do EHP.

Determinar o efeito antiedematogénico agudo do EHP em animais submetidos

a teste do edema de orelha.

Avaliar o efeito anti-inflamatério do tratamento prévio com EHP em animais

submetidos ao teste da peritonite.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Apos a obtengdo do extrato hidroalcodlico de prépolis (EHP), foram
determinados os conteudos de fendis totais, flavonoides, atividade antioxidante e
realizadas as analises cromatograficas: cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-
DAD) e cromatografia liquida de ultra-alta performance acoplada a espectrometria de
massas ESI-QTOF (UPLC/MS/MS). A partir dai foram realizados ensaios
microbiolégicos como: determinagao da concentragao inibitéria minima (CIM), curva
de crescimento bacteriano, pesquisa da liberagdo do conteudo intracelular e
avaliacao do efeito do EHP sobre a atividade hemolitica do S. aureus. Partiu-se entao,
para os testes comportamentais com camundongos, para avaliar “in vivo” e “ex-vivo”
as atividades antinociceptivas e anti-inflamatérias (Figura 9).

Com relacao aos testes comportamentais, foi realizado o teste da nocicepcéao
induzida por formalina (2,5%), seguido do tese da atividade anti-inflamatéria topica
induzida por xileno e da peritonite induzida por carragenina. Apds a obtencéo destes
resultados, avaliou-se o efeito do EHP na ativac&o dos receptores TRPV1, TRPA1 e
ASICs através dos testes de capsaicina, trans-cinamaldeido e salina acidificada,
respectivamente, e também os testes da atividade antinociceptiva induzida por
bradicinina, PGEz2, histamina, forscolina e PMA.

Em todos os experimentos comportamentais os camundongos foram pre-
tratados com EHP por via intragatrica (i.g.) 1 h antes dos testes ou com veiculo de
diluicdo do extrato (10 % de Tween 80, e 2% de alcool, v/v, em PBS pH7,4).

Antes dos testes, os animais foram aclimatados na sala de experimento por
uma hora. Apos este periodo, os animais foram tratados com o EHP. Decorridos 30
minutos deste tratamento, os animais foram acondicionados individualmente em
caixas de acrilico (13 x 13 x 8 cm) no local dos testes, e ao completar o tempo de uma
hora de tratamento, receberem a injecao da substancia irritante, sendo imediatamente

colocados na mesma caixa para avaliacao dos efeitos comportamentais.
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Figura 9 — Delineamento proposto
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Fonte: diagramacao préprio autor (2018).

4.2 ORIGEM E COLETA DO PROPOLIS

As amostras de prépolis tiveram origem no meliponario da propriedade do Sr.

Luiz Celso Stefaniak, localizado no municipio de Rio das Antas-SC (latitude
26°51'13,8" Sul, longitude 51°05'40,4" Oeste).

As coletas foram realizadas através da raspagem mecanica das caixas no

inicio da primavera (setembro/2014). Sendo que a autorizagdo para coleta e

transporte de material foi obtida através do registro da pesquisa no SISBIO — Instituto

Chico Mendes, Ministério do Meio Ambiente, bem como a autorizagdo de acesso e

remessa de patrimdnio genético (CNPq) e depdsito de espécies conforme exige a

legislacdo (Anexos A, B e C).
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4.3 OBTENGCAO DO EXTRATO

A obtencdo do extrato hidroalcodlico do prépolis (EHP) foi como descrito por
PARK et al. (1998). Consiste em pesar 2 gramas de propolis triturada e
homogeneizada, no qual s&o adicionados 25 mL de solugéo hidroalcodlica (80%
etanol P.A., 20% de agua ultrapura (v/v)) e realizada a extragdo em banho de agua
termostatizada 70 °C por 30 minutos, sob agitagdo magnética constante. Apds a
extragdo, o extrato € centrifugado (5000 rpm/10 minutos) e o sobrenadante
armazenado em refrigeragdo a 5 °C. Transcorridas 24 horas, o extrato € novamente
filtrado para remover o conteudo graxo e entdo armazenado em freezer (- 20°C) para
analises futuras. Para as analises “in vitro” foi utilizado o extrato bruto, enquanto que
para as analises “in vivo”, o extrato foi rotaevaporado a 40 °C, sobre pressao reduzida,
seco e entao reconstituido com veiculo (10 % de Tween 80, e 2% de alcool, v/v, em
PBS pH 7,4) nas concentragdes desejadas.

4.4 ANIMAIS

Para a avaliagdo dos parametros nos modelos animais propostos foram
utilizados 238 camundongos albinos Swiss (Mus musculus), machos adultos, pesando
entre 25 e 35 g, provenientes do Biotério Central da UFSC, mediante aprovacgao dos
protocolos experimentais pela Comisséo de Etica para Uso de Animais (CEUA) da
referida Universidade.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica para Uso de
Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC N°. 7189251116 -
ANEXO D). Sendo seguidos os protocolos éticos estabelecidos no Diretrizes
Nacionais para o uso de animais e Diretrizes Nacional para o uso de animais e
Diretrizes de cuidados e saude animal (NIH publication N° 80-23).

No biotério setorial os animais foram acondicionados em caixas alojamentos,
em sistema de estante de mini-isolador e em numero maximo de cinco animais por
caixa. Mantidos em temperatura de 22 + 1°C, 60-80% de umidade, ciclo claro/escuro
de 12h-12h, com livre acesso a comida e agua durante o dia. Os animais foram
aleatoriamente distribuidos entre os grupos e utilizados uma unica vez. No final dos

experimentos os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical.
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4.5 DROGAS E REAGENTES

Na execucgdo deste projeto utilizou-se as seguintes substancias: acido
ascorbico, acido galico, acetonitrila, carbonato de calcio, carragenina, DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila), EDTA-sodico, quercetina, reagente de Folin-Ciocalteu,
resazurina (0,01%), carragenina, capsaicina, trans-cinamaldeido, histamina,
bradicinina, prostaglandina E2 e 12-miristato,13-acetato de forbol (PMA), reativo de
Bradford e albumina bovina (BSA), acetonitrila e acido formico todos da Sigma—Aldrich
(St. Louis, MO). Forskolin adquirido da Tocris Bioscience (Missouri, EUA). Acido
acético e hidréxido de sddio provenientes da Merck (Darmstadt, Alemanha). Tween
80, etanol (PA), metanol (PA) e xileno da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Heparina,
naloxona e sulfato de morfina (Cristalia, Itapira/SP, Brazil), dexamethasona (Aché
Laboratérios Farmacéuticos S/A, Guarulhos/SP, Brazil).. Salina acidificada foi
manipulada no laboratério, na concentragéo de 2% acido acético (diluido em salina
0,9%), pH 5. Capsaicina (10 % etanol/10 % Tween 80). Solugao estoque de PMA foi
preparada em alcool absoluto. Para o uso, a mesma foi diluida em salina (0,9%), ndo
excedendo 0,05% de etanol na solugédo de uso. Cepas bacterianas: S. aureus (ATCC
25923), E. coli (ATCC 25922) Laborclin (Pinhais/PR, Brasil) S. aureus MRSA (isolado
clinico) cedido pela Prfé. Dr®. Rosmari Rorner, do Laboratorio de microbiologia do
Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgias da Universidade Federal de Santa
Maria e as cepas de E. faecalis (ATCC 29212) e K. pneumoniae (ATCC 23883) cedido
pelo Laboratorio de Microbiologia de Solos da Universidade Federal de Santa
Catarina. Meios de cultura: Brain Heart Infusiun (BHI), caldo simples, Tryptic Soy Broth
(TSB) e Mueller-Hinton (Newprov, Pinhais/PR)). Sangue de carneiro desfibrinado
obtido comercialmente (Newprov, Pinhais/PR). Solugdo tampao (PBS, phosphate-
buffered saline) e corante hematolégico Panotico Rapido (LaborClin, Siqueira
Campos, PR, Brazil). Kits de Elisa para determinagéo de IL-17, [I-6 e IL10 da R & D
Systems (Minneapolis, E.U.A.). Agua ultrapura obtida através do sistema Milli-Q Plus
system (Millipore, Bedford, MA, USA).
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4.6 DETERMINACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DO EHP

4.6.1 Analise cromatografica dos constituintes do EHP

4.6.1.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD)

Amostras de EHP de prépolis foram analisadas quanto aos seus perfis de
composi¢cdo quimica através de cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase
reversa, acoplada a detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) em parceria com o
Laboratério de Morfogénese e Bioquimica Vegetal da UFSC, coordenado pelo prof.
Dr. Marcelo Maraschin. Resumidamente, as amostras de EHP (10 uL) foram injetadas
em cromatografo liquido (Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000), equipado com uma
coluna C18 de fase reversa (BioBasic-18, 150mm x 4,6mm O, 5um) termostatizada a
40°C e detector de arranjo de diodos. As amostras foram eluidas com fluxo 0,8
mL/min, utilizando um gradiente linear de acido formico 0,5% (v/v) (solvente A) e
metanol (solvente B), a saber: (0-10 min) 15% B, (10-55 min) aumento gradativo para
70% B e (565-60 min) reducao de B a 15%. A identificagdo dos compostos fendlicos foi
realizada através da comparacdo dos tempos de retengcdo das amostras com os
tempos de retencédo de padrdes auténticos de flavonoides e acidos fendlicos (acido
galico, Rt=2,69; epigalocatequina, Rt=4,07; p-hidroxybenzdico, Rt=5.99; acido
clorogénico, Rt=6,10; vanilina, Rt=7,82; acido cafeico, Rt=7,91; acido p-cumarico,
Rt=12,7; quercetina, Rt=23,98; pinocembrina, Rt=32,39; crisina, Rt=34,02 e artepelina
C, Rt=52,55). O resultado foi obtido considerando-se o valor médio de trés inje¢des

consecutivas/amostra.

4.6.1.2 Analise de UPLC-MS/MS: espectrometria de massa atémica/ESI-QTOF

As anailises de UPLC-MS/MS foram realizadas em parceria como prof. Dr.
Louis Pergaud Sandjo do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFSC.

As amostras de EHP (1 mg/mL) foram sonicadas por 1 minuto, filtradas com
filtro de 0,22 micra, e entdo submetidas ao sistema cromatografico.

As separacgdes cromatograficas foram realizadas através do sistema Acquity
UPLC classe H (Waters) equipado com um detector de massas, amostrador

automatico e um gerador de solvente quaternario, bem como uma coluna BEH C18:
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100 mm, 1,0 mm, tamanho de particula 1,7 um (Waters). A temperatura da coluna e
das amostras, foi de 40 °C e 20 °C, respectivamente. O gradiente utilizado para a
separagao, a uma taxa de fluxo de 0,3 mL / min, foi 95% A [agua / acido férmico, 99,9
10,1 (v/v)] e 5% B (acetonitrila); 0,0-4,9 min 50% de A; 5-9 min, 40% de A; 9,1-12 min
10% de A; 12,1-14,9 min 5% de A; 15-20 minutos 95% de A. O volume de amostra
injetada foi de 10 L.

A obtencao dos espectros de massas dos constituintes da amostra foi através
da analise utilizando o equipamento Xevo G2-S QTof (Aguas), equipamento com uma
fonte de volatilizacdo de ions nos modos positivo (ESI+) e negativo (ESI -) utilizando
para nebulizagdo das amostras o gas nitrogénio, com de fluxo 60 L/h; e a
dessolvatagdo com fluxo de 1000 L/h; sendo o gas de colisdo: argbnio; volatilizagéo
com amostra referéncia: Leucina. Limite das massas sao m/z 556.2771 (ESI+) e m/z
554.2615 (ESI -).

Parametros do LC-MS (ESI+ e ESI-): A dessolvatagao e a temperatura da
fonte foi fixa a 300 °C e 90 °C, respectivamente. A voltagem capilar foi definida como
3 kV. Os constituintes foram coletados entre 100 e 1200 Da, com um intervalo de
tempo de 1.0 segundos durante um tempo de analise de 20 min. As analises de LC-
MS / MS foram executadas com energia de colisdo de 25 eV. Os dados foram
processados atraveés da utilizagao do software MassLynix V4.1 (Waters)

4.6.2 Determinacgao do conteudo de fendis totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (GHASEMI, GHASEMI, EBRAHIMZADEH,
2009). Onde uma solucéo de ions poliméricos formados a partir de heteropoliacidos
fosfomolibdicos e fosfotungsticos, oxida os fenolatos, reduzindo os acidos a um
complexo azul Mo-W, com leitura em 725 nm.

A mistura reacional constituida de 100 uL de extrato EHP (1mg/mL) e 500 pL
de reagente de Folin-Ciocalteu diluido em agua (1:10), na qual, apos 5 minutos de
repouso, adicionou-se 400 uL de carbonato de sédio aquoso (1M). Essa mistura foi
deixada em repouso por 30 minutos ao abrigo da luz, apds o conteudo de fendis totais
determinado em 725 nm. Um branco do reativo foi preparado nas mesmas condicoes,

porém, sem a presenca de extrato. A curva de calibragao foi construida com solugéo
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de acido galico (0,25-4 pg/mL) em metanol:agua (50:50, v/v). O teor de compostos

fendlicos foi expresso em equivalentes de acido galico (mg EAG/g de propolis).

4.6.3 Determinagao do conteudo de flavondides

O conteudo de flavondides foi determinado conforme descrito por Campos et
al. (2014), em que uma aliquota de 0,5 mL de extrato EHP (100 ug/mL) foi adicionado
a 4,5 mL de solucdo metandlica de cloreto de aluminio a 2 %. O branco é preparado
conforme descrito acima, porém substitui-se a solugdo de cloreto de aluminio por
metanol. Depois de 30 minutos de incubagao a temperatura ambiente e ao abrigo da
luz, a absorbancia foi medida em 415 nm. Solu¢do de quercetina (0,4- 11 pg/mL) foi
usada como padrdo. O conteudo de flavondides foi expresso em equivalentes de

quercetina (mg EQ/g de propolis).

4.7 DETERMINAGCAO DAATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada de acordo com o
meétodo do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) descrita por BRAND-WILLIAMS (1995).
Baseia-se na captura do radical DPPH por substancias antioxidantes, que produz um
decréscimo da absorbéancia inicial do reativo em 517 nm.

A mistura reacional constituida por 150 L de solugéo etandlica de DPPH (80
MM) e 150 pL de diferentes concentragdes do extrato EHP (100 — 1000 pg/ml), apds
agitacao, foi deixada em repouso e protegida da luz por 20 minutos. A leitura
espectrofotométrica foi realizada em 517 nm. O controle continha 150 pL da solugao
de DPPH e 150 pL de alcool etilico (80%). A solucéo etandlica de DPPH foi preparada
momentos antes do uso. A percentagem da atividade antioxidante foi calculada pela
férmula [(Abs DPPH — Abs Amostra) / Abs DPPH] x100.



65

4.8 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.8.1 Cepas bacterianas

A atividade antibacteriana foi avaliada in vitro frente a 5 cepas bacteriana
padrao de referéncia da colegdo American Type Culture collection (ATCC). Sendo os
microrganismos armazenados a — 20°C em caldo TSB (Tryptic Soy Broth) contendo
15% de glicerol.

As cepas Gram-negativas selecionadas foram: Escherichia coli (ATCC 25922)
e Klebsiella pneumoniae (ATCC 23883). As Gram-positivas: Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), e ainda foi utilizado um isolado
clinico proveniente de material clinico do Hospital Universitario de Santa Maria

(UFSM), um S. aureus resistente a meticilina (MRSA).

4.8.2 Determinacgao da concentragao inibitéria minima (CIM)

A CIM do EHP, definida como a menor concentracdo que impede o
crescimento visivel do microrganismo, foi determinada pelo método padrdo de
microdiluicdo em caldo, seguindo-se o documento M.07-A.9 do Clinical and Laboratory
Standards Institute — CLSI (CLSI, 2012). O in6cuo bacteriano foi preparado em
solugéo salina estéril, utilizando-se o método da suspensao direta das colénias de
culturas recentes. A referéncia para a turbidez da suspensao bacteriana foi o padrao
0,5 MacFarland, ou seja, 1 a2 x 108 UFC/mL. Resumidamente, as cepas bacterianas
de S. aureus (ATCC 25923), S. aureus MRSA (isolado clinico), E. faecalis (ATCC
29212), E. coli (ATCC 25922) e K. pneumoniae (ATCC 23883) foram incubadas em
microplaca de 96 pogos, contendo caldo Mueller-Hinton, EHP (16 - 0,25 mg/mL) e
indcuo bacteriano (1 x10° UFC/mL, por pogo) a 35°C por 24 h. Transcorrido o periodo
de incubagao, foi adicionado 30 pL de resazurina (0,01%) e deixado em repouso por
30 min na estufa, sendo entéao, realizada a leitura visual. A visualizagdo de cor purpura
indica cultura negativa e a visualizacdo de tons magenta, crescimento bacteriano.
Como controle positivo (de crescimento) foi ensaiado o indcuo na auséncia de extrato
e como controle negativo apenas meio de cultura e diluente. Além disso, foi ensaiado
paralelamente as amostras o controle do diluente, etanol. Os resultados foram obtidos

através do calculo da média de cinco ensaios independentes. No apéndice A,



66

encontra-se o esquema descritivo da técnica utilizada.

4.8.3 Avaliagao do efeito do EHP sobre a curva de crescimento bacteriano: S.
aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC 25922)

Com o objetivo de demonstrar o efeito do EHP no decorrer do tempo foi
realizada uma curva de crescimento bacteriano: tempo (0; 2; 4; 6; 8; 12; e 24h) vs
concentragao de extrato (0; 0,5 e 1 CIM), tanto para S. aureus (ATCC 25923) como
para E. coli (ATCC 25922). O meio reacional constituido de 100 uL de meio de cultura
BHI, extrato diluido em 100 yL de BHI e inécuo bacteriano diluido em 100 yL BHI
(concentragao final de 5 x 10° UFC/mL), foi incubado a 35 °C. Transcorrido o tempo
desejado, adicionou-se ao meio 10 pL de resazurina (0,01%), e apds 5 minutos em
repouso ao abrigo da luz, foi centrifugado a 10.000 RPM por 10 minutos, 200 uL do
sobrenadante foi lido no comprimento de onda 550 nm.

4.8.4 Avaliacao do efeito do EHP sobre a liberagcao do conteudo intracelular
bacteriano: S. aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC 25922)

Com o objetivo de verificar a possivel acdo do EHP de prépolis sobre a
integridade da membrana bacteriana, foi realizado o ensaio para determinar se o EHP
(1 CIM) seria capaz de provocar o extravasamento de conteudo intracelular bacteriano
ao meio reacional, conforme descrito por DIAO et al. (2014), com algumas
modificacdes. Esse ensaio foi realizado para ambas as bactérias (S. aureus e E. coli).
Ap0s realizar o cultivo em placa das bactérias por 24 horas a 35 °C, as mesmas foram
incubadas, separadamente, em 100 mL de BHI. Transcorridos 24 horas de incubacgao,
o0 meio turvado foi centrifugado por 15 minutos a 3500 RPM e lavado 3 vezes com
tampao PBS (0,1 M; pH 7,2), sendo a concentracédo final de bactéria foi ajustada em
espectrofotometro em 0,5 de absorbancia no comprimento de onda de 620 mn.
Posteriormente, os indcuos foram incubados por 4 h a 35 °C, na auséncia de EHP
(controle) e presenca de EHP na concentragéo de 1 CIM, respectiva a cada uma das
bactérias, sendo agitados a cada hora. Na hora zero, os tubos controles foram
centrifugados por 5 minutos a 11000 RPM e a absorbancia lida em 260 nm.
Transcorrido o tempo de incubacgao, os tubos testes (1 CIM) sofreram o mesmo

tratamento. A diferenca das absorbancias da hora zero e 4 horas corresponde ao
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conteudo liberado.

4.8.5 Avaliacao do efeito do EHP sobre a atividade hemolitica do S. aureus
(ATCC 25923)

O teste para avaliar o efeito do EHP sobre a atividade das hemolisinas liberadas
pelo S. aureus (ATCC 25923) foi realizado segundo o método descrito por Ferro e
colaboradores (2016) com pequenas modificagdes. Amostras de sangue de carneiro
desfibrinado (2,5 mL) foram coletadas em tubos heparinizados e imediatamente
centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos. Apos a remocéao do plasma, as hemacias
foram lavadas trés vezes com PBS (pH 7,4) e ressuspendidas a 2% em caldo BHI.
Em um tubo de ensaio seco e esterilizado, adicionou-se uma aliquota de 200 uL do
caldo BHI enriquecido com hemacias, 20 pL suspenséo bacteriana (5 x 10° UFC/mL,
no tubo) e concentragdes finais subinibitérias de EHP (CIM/2 e CIM/4) ou PBS. Apéds
24 horas de incubacéao a 35°, os tubos foram centrifugados e o sobrenadante (100 pL)
foi transferido para microplaca de 96 pocos para leitura da absorbancia em 550 nm.
Os resultados foram expressos em percentual de hemolise em relagdo ao tubo
controle (incubado com PBS) correspondente a hemolise total (100%).

4.9 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

4.9.1 Nocicepgao induzida por formalina

Para verificar o efeito antinociceptivo do EHP, foi realizado o teste de
nocicepcdo induzida pela injecéo intraplantar (i.pl.) de formalina (2,5%) (SIMOES et
al, 2015). A dor neurogénica (estimulagdo direta dos neurbénios nociceptivos) é
avaliada na primeira fase do teste que ocorre 5 minutos apés a injecao de formalina;
enquanto que, a resposta ténica a dor, juntamente com resposta inflamatéria, devido
a liberacdo de mediadores quimicos da inflamagao, é avaliada na segunda fase do
teste, 15 a 30 minutos apds a injecdo inicial (HUNSKAAR, HOLE, 1987). Os
camundongos foram previamente aclimatados na sala de experimentagao por 1 hora.
Transcorrido esse tempo os animais foram tratados com EHP (100-1000 mg/kg, i.g.)

ou veiculo (10 mL/kg, i.g.), e apds 30 minutos acondicionados individualmente no local
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do teste (cAmaras de acrilico). Ao completar 1 hora do tratamento, receberam 20 uL
de formalina a 2,5 % (25 pL de formaldeido + 975 pL de salina estéril) na regido ventral
da pata posterior direita. Apds a injecao de formalina os animais foram imediatamente
recolocados nas camaras de acrilico. O tempo em que o animal permaneceu
lambendo ou mordendo a pata injetada com formalina foi cronometrado, sendo esse
tempo considerado como indicativo de nocicepc¢ao.

O decurso temporal da ag¢ao antinociceptiva do EHP também foi avaliado
através do teste de nocicepc¢ao induzida por formalina. Para isso, os animais foram
tratados com EHP (300 mg/kg, i.g.) ou veiculo (10 mL/kg, i.g.), e apés 0,5, 1,2,4e 6
h de tratamento receberam uma injecdo i.pl. de formalina, e o comportamento

nociceptivo foi avaliado conforme descrito acima.

4.9.1.1 Mensuragéao da espessura (edema) da pata

Adicionalmente, apds o término do teste da formalina, avaliou-se a formagao
da espessura (edema) da pata, utilizando-se para isso um micrometro externo digital
0-25 mm (Micrédmetro Externo Digital 02, 0005 Zaas Precision) posicionando a parte
fixa na superficie dorsal e a parte mével do micrébmetro na superficie plantar central,
sendo realizada uma medida na pata traseira direita dos animais. O edema foi entédo
representado pela diferenga entre a medida da pata direita, injetada com o agente

indutor da nocicepgéo, e da pata esquerda nao injetada (controle).

4.9.1.2 Mensuracéao da temperatura da pata

Em seguida foi avaliado o efeito sobre a temperatura da pata. Para isso, com a
utilizagcdo de um termdémetro digital (Mallory modelo: Thermosensor Pro), aferiu-se a
temperatura da superficie dorsal da pata traseira direita, injetado com o agente
nociceptivo, e esquerda (controle) de cada animal. O efeito sobre a temperatura da
pata foi expresso pela diferenga da temperatura da pata direita e esquerda de cada

animal.
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4.9.2 Nocicepgao induzida por bradicinina

A nocicepgéo induzida por bradicinina (10 nmol/20 pL), foi similar ao descrito
previamente por FERREIRA et al. (2005). Apos aclimatagdo dos animais por 1 hora
na sala de experimentagao, os mesmos foram tratados com EHP (100-1000 mg/kg,
i.g.) ou veiculo (10 mL/kg, i.g.). Transcorridos 30 min apds o tratamento os animais
foram transferidos para as camaras de acrilico e ao completar 1 hora, receberam
injecao i.pl. de 20 uL de bradicinina (10 nmol/pata) na superficie ventral da pata
direita. Apds a injegdo de bradicinia os camundongos foram imediatamente
recolocados na caixa de acrilico e observados durante 10 minutos pés injecéo, sendo
que a quantidade de tempo que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata
injetada é considerada como indicativo de nocicepgao.

Adicionalmente, apds o término do teste da nocicepcdo induzida por
bradicinina, avaliou-se a formacdo do edema e a temperatura da pata conforme
descrito no itens 4.9.1.1 € 4.9.1.2.

4.9.3 Nocicepgao induzida por prostaglandina E2

A avaliagdo da nocicepg¢do induzida por PGE2 foi conforme descrito por
KASSUYA et al. (2007). Apods aclimatagdo dos animais por 1 hora na sala de
experimentacdo, os mesmos foram tratados com EHP (100-1000 mg/kg, i.g.) ou
veiculo (10 ml/kg, i.g.). Transcorridos 30 min apos o tratamento os animais foram
transferidos para as camaras de acrilico e ao completar 1 hora, receberam injegao i.pl.
de 20 uL de PGE:2 (3 nmol/pata) na superficie ventral da pata direita. Apds a injecéo
de PGE20s camundongos foram imediatamente recolocados na camara de acrilico e
durante 15 minutos foram observados, sendo que a quantidade de tempo que o animal
permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada foi considerado como indicativo
de nocicepcgao.

Adicionalmente, apds o término do teste da nocicepcao induzida por PGEz,
avaliou-se a formagao do edema e a temperatura da pata conforme descrito no itens
491.1e49.1.2.
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4.9.4 Nocicepgao induzida por histamina

A nocicepgao induzida por histamina (100 nmol/pata) foi similar ao descrito
previamente por SHIMEI et al. (2004). Transcorrido o tempo de aclimatagdo dos
animais na sala de experimentagéo, os mesmos foram tratados com EHP (300 mg/kg,
ig.) ou veiculo (10 mL/kg, i.g.). Apés 30 min do tratamento os animais foram
transferidos para as camaras de acrilico e ao completar 1 hora, receberam injegao i.pl.
de 20 uL histamina na superficie ventral da pata posterior direita, sendo imediatamente
recolocados na camara de acrilico, onde permaneceram em observagao por 60
minutos. O comportamento de lambedura ou mordida ¢é indicativo de nocicepcéao.

Adicionalmente, apds o término do teste da nocicepc¢do induzida por
histamina, avaliou-se a formacao do edema e a temperatura da pata conforme descrito
no itens 4.9.1.1 e 4.9.1.2.

4.9.5 Nocicepgao induzida por PMA (meristato de acetato forbol)

Com o objetivo de avaliar o efeito do EHP na sinalizagao nociceptiva via PKC,
foi investigado seu efeito sobre a nocicepgao induzida pelo PMA (ativador da PKC).
Os experimentos foram realizados como previamente descritos por BAGGIO et al.
(2012). Apds aclimatacdo dos animais por 1 hora na sala de experimentagdo, os
mesmos foram tratados com EHP (300 mg/kg, ig.) ou veiculo (10 mL/kg, i.g.).
Transcorridos 30 min apos o tratamento os animais foram transferidos para as
camaras de acrilico e ao completar 1 hora, receberam injecéo i.pl. de 20 uL de PMA
(500 pmol/pata) na superficie ventral da pata direita. Apds a injecdo de PMA os
camundongos foram imediatamente recolocados na caixa de acrilico e observados
durante o periodo dos 15 aos 45 minutos pds injecao, sendo que a quantidade de
tempo que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada foi
considerado como indicativo de nocicepgao.

Adicionalmente, apds o término do teste da nocicepcado induzida por
PMA, avaliou-se a formacéo do edema e a temperatura da pata conforme descrito no
itens 4.9.1.1 e 4.9.1.2.
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4.9.6 Nocicepcao induzida por forscolina

Com objetivo de avaliar o efeito do EHP na sinalizagdo nociceptiva via PKA,
foi utilizado o modelo de nocicepcao induzida por forscolina, um ativador da adenilato
ciclase. Os animais, previamente aclimatados por 1 hora na sala de experimentacao,
foram tratados com veiculo (10 mL/kg, ig.) ou EHP (300 mg/kg, i.g), apés 30 min de
tratamento foram transferidos para camaras de acrilicos onde aguardaram até
completar 1 hora de tratamento, quando entdo receberam na superficie ventral da pata
posterior direita uma injegdo de 20 pL de forscolina (50 nmol/pata)(SIMOES, et al.,
2016). Apos a injecao de forscolina os animais foram recolocados nas cadmaras de
acrilico e o tempo que permaneceram lambendo ou mordendo a pata injetada foi

cronometrado por 10 minutos, sendo utilizado como indicativo de nocicepgao.

4.9.7 Nocicepgao induzida por capsaicina

O modelo de nocicepgao induzida por capsaicina (1,6 ug/pata) proporciona a
ativacao direta dos nociceptores, através da estimulacdo de receptores do tipo
TRPV1, provocando a liberagcédo de neuropeptidios nos terminais periféricos e centrais,
0 que contribui para a dor neurogénica (SAKURADA, T. et al., 1992). Os animais foram
previamente aclimatados por 1 hora na sala de experimentagdo, em seguida, foram
tratados com extrato de propolis (300 mg/kg, i.g.) ou veiculo (10 mL/kg, i.g.), apds 30
minutos foram acondicionados individualmente em camaras de acrilico. Transcorridos
uma 1 hora do tratamento, receberam 20 uL de capsaicina na superficie ventral da
pata posterior direita, sendo imediatamente recolocados na camara de acrilico. O
tempo em que o animal permanece lambendo ou mordendo a pata injetada com
capsaicina foi cronometrado durante 5 minutos, sendo esse tempo considerado como
indicativo de nocicepcao (SANTOS, CALIXTO, 1997).
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4.9.8 Nocicepgao induzida por trans-cinamaldeido

O modelo de nocicepgéao induzida por trans-cinamaldeido (10 nmol/pata), um
agonista dos receptores TRPA1, induz comportamento em que os animais lambem a
pata injetada com o agente nociceptivo. O procedimento utilizado foi similar ao
descrito previamente (SANTOS, CALIXTO, 1997; ANDRADE et al., 2008). Os animais
previamente aclimatados na sala de experimentagao, foram tratados com EHP (300
mg/kg, i.g.) ou veiculo (10 mL/kg, i.g.), 30 minutos apds o tratamento foram
transferidos para as camaras de acrilico e ao completar uma hora do tratamento
receberam 20 uL de trans-cinamaldeido (10 nmol/pata) na superficie ventral da pata
posterior direita, sendo imediatamente recolocados na camara de acrilico. O tempo
em que o animal permanece lambendo ou mordendo a pata injetada com
cinemaldeido foi cronometrado durante 5 minutos, sendo esse tempo considerado

como indicativo de nocicepcgao.

4.9.9 Nocicepgao induzida por salina acida

O modelo de nocicepgéao induzida por salina acida (pH=5,0) tem como objetivo
avaliar o envolvimento de canais idnicos sensiveis a acido (ASICs). O procedimento
utilizado foi similar ao descrito previamente por MEOTTI, COELHO, SANTQOS, (2010).
Os animais foram previamente aclimatados por 1 hora na sala de experimentagéo, em
seguida, foram tratados com EHP (300 mg/kg, i.g.) ou veiculo (10 ml/kg, i.g.), apés 30
minutos do tratamento foram transferidos para camaras de acrilico e ao completar 1
hora do tratamento receberam 20 uL de uma solugéo de salina acida (pH=5,0; salina
acidifcada com acido acético) na superficie ventral da pata posterior direita, sendo
imediatamente recolocados na camara de acrilico. O tempo em que o animal
permanece lambendo ou mordendo a pata injetada foi cronometrado durante 15

minutos, sendo esse tempo considerado como indicativo de nocicepgéo.
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4.10 AVALIACAO DAATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

4.10.1 Teste do edema de orelha induzido por xileno

O modelo de edema induzido na orelha de camundongos por xileno, € utilizado
na pesquisa da atividade de agentes anti-inflamatorios de uso topico, respondendo a
administragao sistémica de anti-inflamatoérios esteroidais ou nao esteroidais. A
inflamacgéao provocada pelo xileno induz a liberagao de substancias bioativas liberadas
dos terminais periféricos de neurbnios sensoriais que agem sobre células alvos
periféricas, tais como mastocitos e outras células do sistema imune, produzindo
inflamagao neurogénica caracterizada por calor, rubor, edema e hipersensibilidade
(RICHARDSON, VASKO, 2002).

Experimentalmente, apds 1 hora de tratamento i.g. com EHP (100-1000 mg/kg),
0s animais receberam topicamente 25 uL de xileno em ambas as faces (dorsal e
ventral) da orelha direita. Na orelha esquerda o animal recebeu apenas veiculo
(salina). Transcorrido 1 hora ap6s a aplicagao do xileno, os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical e uma porgao de 5 mm de diametro das orelhas direita e
esquerda de cada camundongo foi retirada para quantificagcdo do edema. As porgdes
retiradas foram pesadas e a diferenca de peso entre as orelhas representa o efeito
provocado pelos tratamentos sobre o processo inflamatério induzido pelo xileno (KOU
et al, 2005).

4.10.2 Modelo da peritonite induzida por carragenina

Os testes de avaliacdo da atividade anti-inflamatéria estdo baseados na
habilidade da substéncia testada inibir os efeitos causados pela inje¢gdo de um agente
flogistico, entre eles a carragenina, formalina, albumina de ovo e Iévedo de cerveja
(LE BARS, GOZARIU, CADDEENN et al, 2001).

O modelo da peritonite induzida por carragenina (polissacarideo de algas da
familia das Rhodophycae) esta baseado no aumento da migracdo celular e da
concentracao de citocinas proé-inflamatérias nos exsudatos. Sendo, portanto, um
modelo utilizado para avaliar possiveis agentes anti-inflamatérios (PAGANO et al,
2002).
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4.10.2.1 Indugéo da Peritonite

A inducdo experimental da peritonite ocorreu pela injecdo de 500 pL
carragenina (1%) na cavidade peritoneal direita, através do espaco intercostal, sendo
que no grupo controle foi injetado apenas salina. Uma hora antes da indugao da
peritonite os animais foram pré-tratados com EHP (300 mg/kg, i.g.), salina (10 mL/kg,
i.g.) ou dexametasona (5 mg/kg, i.g.).

Apos quatro horas da indugdo os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical, receberam intraperitonialmente uma injecdo de 2 mL de
PBS:Heparina (20 Ul/mL), a regiao foi levemente massageada (por 5 segundos), e
fixados em mesa cirurgica em declive (30- 45°), onde foi realizada uma inciséo
transversal na pele e nos musculos abdominais. Em seguida, o volume de liquido
peritoneal foi coletado com auxilio de pipetas automaticas e aliquotado para posterior
determinagdo do numero total, contagem diferencial de células e determinacédo de

citocinas.

4.10.2.2 Contagem total e diferencial das células

A contagem total de leucdcitos foi realizada em camara de Neubauer e
microscopio 6ptico (aumento de 400 vezes), sendo que para isso foi feita uma diluigao
prévia de 10 pL de exudato em 190 uL de liquido de Turk. Para a contagem diferencial
de células, 200 uL de exudato foi citocentrifugado em laminas (Cytospin-Ttharmac,
Alemanha) e posteriormente coradas com May-Grinwald Giemsa, para realizagao da

avaliagado microscopica.

4.10.2.3 Quantificagéo de citocinas

Para a quantificagdo de citocinas os exsudatos foram centrifugados a 3000 x g
por 10 min a 4 °C e os sobrenadantes obtidos armazenados a -80 °C até a analises.
O conteudo proteico total do sobrenadante foi mensurado pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976) utilizando uma curva padrao de calibragdo com albumina de soro
bovino (BSA) (0,05 a 0,5 mg/mL). Os niveis de citocinas IL-17, IL-6 e IL-10, foram
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quantificados através da técnica de Elisa, utilizando-se para isso kits da R & D
Systems (Minneapolis, MN, USA), seguindo as instrucbes do fabricante. As
concentracdes das citocinas foram mensurados pela interpolacdo de uma curva
padrao por mensuragao colorimétrica a 450 nm (corrigidas pela subtragéo da leitura a
550 nm) no leitor de placa (Multileitora Infinite M200 TECAN) os valores finais foram

expressos como pg/mg de proteina.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados por analise de varidncia de uma ou duas vias,
conforme a aplicagdo, seguido do teste de Tukey e/ou Bonferroni para multiplas
comparagoes ou, ainda, teste t-Student e analise de regressao nao-linear, ANOVA de
uma e duas vias, quando aplicavel. Em todas as analises, valores de P < 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS

5.1 DETERMINACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DO EHP
5.1.1 Anadlise cromatografica dos constituintes do EHP
5.1.1.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia(CLAE-DAD)

A analise cromatografica de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodo
(DAD) do EEP de M. quadrifasciata quadrifasciata (Figura 10) revelou a presencga de
acido galico, vanilina, acido p-cumarico e quercetina (Figura 11), sendo os tempos de

retencdo: 2,68; 7,67; 12,73 e 24,45 min, respectivamente.

Figura 10 — CLAE-DAD do EHP de M. quadrifasciata quadrifasciata.

L1 ] .o we “we me ne me o -e -y -we -wo

HPLC-DAD (280 nm) cromatogramas do extrato hidroalcodlico do prépolis usando coluna C-18 de fase
reversa (BioBasic-18, 150 mm x 4.6mm J, 5 ym) a temperatura de 40 °C. Elui¢cdo de 10 yL de amostra
com eluente A (0,5% (v/v) acido férmico) e eluente B (metanol) como segue: 0 — 10 min, 15 % B; 10 —
55 min, aumento gradual até 70% B; e 55-60 min, redugédo a 15% B. Fluxo de 0,8 ml/min. Picos: 2-
Acido Galico (Rt=2,68min); 3- Vanilina (Rt=7,67min); 5-Acido-p-Cumarico (Rt=12,73min); 8-Quercetina
(Rt=24,45min).

Fonte: Préprio autor (2018)
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Figura 11 — Estruturas quimica dos constituintes do EHP de M. quadrifasciata
quadrifasciata identificados através de CLAE-DAD
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Fonte:https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/gallicacid1701214991711?lang=pt&region=BR
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/vanillin1521512133511?lang=pt&region=BR;
http://www.fciencias.com/2014/02/20/acido-p-cumarico-molecula-da-semana;
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/q4951?lang=pt&region=BR;

Acessados em 16/02/2018.

5.1.1.2 Cromatografia por UPLC-MS/MS-ESI-QTOF

As analises de UPLC-ESI-QTOF-MS/MS demonstraram uma boa separacao
dos constituintes do EHP de prépolis da M. quadrifasciata quadrifasciata. A analise no
modo de ionizagdo negativo e positivo (Tabela 5A e B) revelou a presenca de 26
substancias diterpénicas como constituintes majoritarios, sendo que destes 17 foram
passiveis de caracterizacao. A identificagdo baseada na literatura, mostrou que além
de diterpenos, ocorrem na prépolis derivados sesquiterpenos, triterpenos, estilbenos
e polifendis.

O componente maijoritario detectado no modo de ionizagdo negativo, m/z
319.2274 [C20H3203-H] (tr 6,95 min) foi identificado como acido isucupréssico
(BANSKOTA et al., 1998)(Figura 12), sendo que somente dois fragmentos foram
obtidos deste precursor (m/z 231.1707 e 300.2069). O fragmento m/z 300.2069

corresponde a perda da espécie neutra Hz2 e do radical OH, enquanto que o outro foi
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encontrado apds considerar a descarboxilagédo (perda de COz2), a eliminacdo de CH4
e C2H4, resultando na abertura de um dos anais esquerdo da porgéo decaida.

A estrutura do hinokiol, 3B-hidroxitotarol ou totara-8,11,13-trien-7a,13-diol
(ENZELL, WAHLBERG, 1970; PETTIT et al., 2004; WANG et al., 2008) foi proposta
como composto majoritario detectado no modo positivo em 6,95 min (m/z 303.2305:
[C20H3002+H]")(Figura 12). De fato, os trés compostos poderiam perder
sucessivamente duas moléculas de H20 para gerar m/z 285.2242 [M+H-H20]+ e m/z
267,2139 [M+H-2H20]+, respectivamente. O seu fenol poderia também isomerizar-se
em uma cetona e uma constricdo de anel poderia ocorrer por eliminagdo de mondxido
de carbono para dar m/z 255,2142 [M+H-H20-CQO]+. Além disso, uma porcao de
isopropileno poderia também ser eliminada do precursor m/z 255,2142 produzindo
m/z 215,1833 [M+H-H20-CO-C3H6]+.

Figura 12 — Constituintes majoritarios do EHP de M. quadrifasciata quadrifasciata
identificados através de UPLC-MS/MS-ESI-QTOF
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Fonte: _http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.83757.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.10263967.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.4942630.html,
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Tabela 5A — Identificacdo dos compostos do EHP prépolis do M. quadrifasciata
quadrifasciata através da técnica UPLC-MS/MS ESI-QTOF/analises de
espectrometria de massa, no modo de ionizag&do negativo.

ESI- (IM-H])
tr Peso Massa Férm. Fragmentos (m/z) Estrutura Referéncia
(min) Molecular Calulada Molecu- proposta
(m/z) (m/z) lar
438 351.2158 351.2171 Ca20H320s 315.1925,275.1635  Diterpeno néo -
identificado
471 2911586 291.1596 C17H2404 273.1490, 245.1571, Pinusenocarpin Yang et al.,
229.1601, 213.1283 2010.
482 353.2303 353.2328 C20H340s 307.1854,137.0555  Diterpeno néo -
identificado
501 351.2159 351.2171 C20H320s5 - Diterpeno nao -
identificado
515 335.2220 335.2222 C20H3204 317.2103,299.1998  Diterpeno nao -
identificado
534 335.2220 335.2222 CzoH3204 317.2103,299.1998  Acido Junicédrico Popova et
ou salvicina al., 2009,
Nurmukha-
medova et
al., 1986.
548 331.1913 331.1909 C20H2804 313.1810, 269.1823, Inumakiol D Zhang et
255.1380, 227.1429 al., 2013.
5.67 333.2073 333.2066 C20H3004 315.1997,291.1516, Diterpeno nao -
271.1957, 287.1947  identificado
592 335.2220 335.2222 C20H3204 - Diterpeno nao -
identificado
6.25 335.2220 335.2222 C20H3204 - Diterpeno nao -
identificado
6.77 333.2073 333.2066 C20H3004 - Diterpeno néo -
identificado
6.95 319.2274 319.2273 Cz0H3203 300.2069, 231.1707  Acido Banskota et
Isocupréssico al.(1998)
7.36  317.2103  317.2117 Ca0H303 299.1998,271.1856, Acido Agatélico Banskota et
221.1538 al.(1998)
750 317.2103  317.2117 CaoH3003 299.1998, 287.1987, Acido 15- Popova et
273.2234,271.2092, oxolabda- al. (2009);
257.1837, 255.2166, 8(17),13Z-diene-  Banskota et
253.2015 19-oico ou acido al.(1998)
15-oxolabda-
8(17),13E-dien-
19-oico ou acido
agatalico
7.65 315.1961 315.1960 Ca20H2803 297.1837,271.2058, Diterpeno ndo -
255.1740, 241.1614, identificado
253.1523, 229.1725
8.21 317.2103 317.2117 C20H3003 - - -
8.68 265.1479  265.1440 C15H2204 - Sesquiterpeno -
nao identificado
9.45  347.2197  347.2222 C21H3204 - Ester metilicodo  Banskota et
15-acido agatico al., 1998.
11.28 301.2157 301.2171 Ca20H3002 - Acido trans- Popova et
comunico ou al., 2009.

acido pimarico

Fonte: Préprio autor (2018).
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Tabela 5B — ldentificacdo dos compostos do EHP do prépolis de M. quadrifasciata
quadrifasciata através da técnica UPLC-MS/MS ESI-QTOF/analises de
espectrometria de massa, no modo de ionizagao positivo.

ESI+ ([M+H]")

tr Peso Massa Férm. Fragmentos (m/z) Estrutura Referéncia
(min) Molecular Calulada Molecu- proposta
(m/z) (m/z) lar
534 2771797  277.1804 Ci7H2403  231.1765, 213.1663, Composto ndo -
203.1448, 185.1337, identificado
173.1366, 161.1361,
157.1044, 139.1122,
121.1042, 123.0836,
109.0668
552 214.0898 214.0868 C13H11NO2 - Composto néo -
identificado
5.67 317.2115  317.2117 CaH2803  299.2058, 271.2100, Diterpeno nao -
253.1992, 243.2157, identificado
215.1474, 211.1528,
193.1362, 189.1311,
175.1145, 149.0993,
123.1199
574  369.1685 369.1702 C22H240s  351.1666, 336.1406, Polifenol ndo -
324.1434, 320.1465, identificado
311.1331, 305.1243,
298.1244, 283.1008,
268.1139, 255.1065,
231.1081, 201.0952
6.36  299.2023 299.2011 Ca20H2602  284.1822,255.2174, Diterpeno néo -
238.1778, 211.1528, identificado
197.1362
6.95 303.2305 303.2324 Ca0H3002  285.2144,267.2139, Hinokiol, or 3f- Enzell e
257.2272,215.1833, hidroxitotarol ou  Wahlberg
201.1677 totara-8,11,13- (1970)
trien-7a,13-diol Wang et
al., 2008.
7.36  301.2183 301.2168 CxoH2802  283.2144, 255.2140, Acido Sy e Brow
199.1512, 185.1365, AngustandicoA  (1998)
173.1339
7.50 301.2183 301.2168 C20H2802  283.2144, 255.2140, Relativo ao -
199.1512, 185.1365, acido
173.1339 Angustandico A
7.91 3151970 3151960 C2oH260s  271.2100, 227.1460, Ester metilico de -
213.1305, 199.1137,  Artepelin C
187.1145, 175.1145,
171.0843, 149.0993
8.09 327.1584  327.1596 Ca20H2204 - (E)-4-(3-metil-2-  Duke et al.,
buten-1-il)-3,3',5- 2012.

trihidroxi-4'-
metoxistilbeno
ou (E)-2-(3-
metil-2-buten-1-
i)-3',4',5-
trihidroxi-3-
metoxistilbeno
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Tabela 3B - Continuagao

ESI+ ([M+H]")
tr Peso Massa Foérm. Fragmentos (m/z) Estrutura Referéncia
(min) Molecular Calulada Molecu- proposta
(m/z) (m/z) lar
8.35 327.1584  327.1596 Ca20H2204 - Relacionado (E)- Duke et al.,
4-(3-metil-2- 2012.
buten-1-il)-3,3',5-
trinidroxi-4'-
metoxistilbeno
8.53 287.2378 287.2375 C20H300 - trans-totarol ou Popova et
trans-communal  al., 2009.
9.48 301.1403 301.1416 C1gH2004 - Composto ndo -
identificado
9.56 303.2305 303.2324 C20H300:2 - Composto nao -
identificado
10.47 173.1339  173.1330 Ci3H1e - Composto nao -
identificado
11.83 303.2305 303.2324 C20H3002  257.2305, 255.2142, Relacionado ao  Popova et
201.1677,187.1508, acido trans- al., 2009.
173.1366, 149.1343, comunico ou
135.1183, 123.1199 acido pimarico
13.19 579.5339 579.5328 Ca7H7004 - Composto nao -
identificado
13.74 579.5339 579.5328 Ca7H7004 - Composto ndo -
identificado
13.96 441.3735 441.3733 Ca3oH4s02 - 24(E)-3B- Li et al,,
hidroxicicloart- 20009.
24-ene-26-al

Fonte: Préprio autor (2018).

5.1.2 Determinagdo do conteudo de compostos Fendlicos Totais e Flavonoides

O conteudo de fendis totais e flavondides do EHP foi determinado por métodos

quimiométricos e expressos em equivalentes de acido galico (EAG) e equivalentes de

quercetina (EQ), respectivamente. A concentragcédo mensurada de

fendis totais foi de 3,87 + 0,32 mg de equivalentes de acido galico/g de propolis e de

flavonoides, 0,14 + 0,03 mg de equivalentes de quercetina/g de prépolis de M.

quadrifasciata quadrifasciata.
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5.2 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A determinacédo da atividade antioxidante através do sequestro de radicais
livres pelo DPPH (Figura 13), foi calculada por método de regresséo nao-linear. O
EHP apresentou atividade antioxidante concentracdo-dependente, sendo a ICso =
241,8 (203,1 a 287,7) pg/mL.

Figura 13 — Determinacgéo da atividade antioxidante (ICso)
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Efeito do EHP de M. quadrifasciata quadrifasciata no sequestro de radicais livres de DPPH. Valor médio
de IC,, obtido por regressédo nao-linear 1C,=241,8 ug/ml (203,1-287,7). Dados de trés experimentos
independentes realizados em ftriplicata.

Fonte: Préprio autor (2018).

5.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

5.3.1 Determinagao da concentragao inibitéria minima (CIM)

A determinagao da concentracao inibitéria minima foi realizada através do
método de microdiluicdo em caldo (Figura 14), segundo descrito no CLSI M07-A9
(2012). Os valores da CIM do EHP obtidos para bactérias Gram-positivas e Gram
negativas encontram-se na Tabela 6. O EHP foi em média duas vezes mais ativo frente
as bactérias gram-positivas (E. faecalis, S. aureus e S. aureus MRSA) do que as gram-

negativas (E. coli e K. pneumoniae).



83

Figura 14 — Imagem representativa do ensaio de determinagao do CIM do EHP para
cepa de S. aureus

Foto representativa da analise de determinacéo do CIM. Na horizontal: duplicata de cinco amostras
diferentes de M. quadrifasciata quadrifasciata (MQ-01 a MQ-05) e controle do diluente de amostra (CD);
Na vertical: 12 coluna (EHP 8 mg/mL); 22 coluna (EHP 4 mg/mL)....62 coluna (EHP 0,25 mg/mL); 72
coluna, controle negativo (esterilidade do meio); e 82 coluna, controle positivo (viabilidade do inéculo).
Apods 24 horas de incubacgdo a 37°C, adicionou-se 30 uL do indicador de crescimento resarzurina
(0,01%). Aguarda-se 30 minutos para realizacdo da leitura visual: cor roxa, indica inibicdo do
crescimento bacteriano e rosa indica crescimento bacteriano. Para cada bactéria testada foi realizado
cinco experimentos independentes.

Fonte: Préprio autor (2018).

Tabela 6 — Concentracgéo inibitéria minima (em mg/mL) do EHP frente as bactérias

estudadas
Bactérias/Espécie M. quadrifasciata quadrifasciata
CIM (mg/mL)

Gram-positivas

E. faecalis ATCC 29212 3,84

S. aureus ATCC 25923 1,26

S. aureus MRSA  Isolado Clinico 1,56
Gram-negativas

E. coli ATCC 25922 7,72

K. pneumoniae ATCC 13883 5,44

Resultados expressos através da media + E.P.M. de cinco experimentos independentes. ATCC
(American Type Culture Collection) e isolado clinico (Departmento de Andlises Clinicas da Univ. Federal
de Santa Maria).

Fonte: Préprio autor (2018).
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5.3.2 Efeito do EHP sobre a curva de crescimento bacteriano: S. aureus (ATCC
25923) e E. coli (ATCC 25922)

O efeito do EHP (1CIM) sobre o crescimento bacteriano do S. aureus (ATCC
25923) e da E. coli (ATCC 25922) ao longo do tempo, foi determinado através do
estudo da curva de crescimento bacteriano. As figuras 15A e B, mostram que o efeito
inibitério do EHP sobre o crescimento do S. aureus e da E. coli é tempo dependente,
sendo que para S. aureus a inibicdo do crescimento é evidente a partir de 6h de
incubagao. Enquanto que para E. coli, 0 mesmo efeito sé é observado apés 12 h de

incubagao com o extrato.

Figura 15A — Efeito do EHP (1 CIM, 1,26 mg/mL) no crescimento do S. aureus
(ATCC 25923) em funcao do tempo.
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Medida da absorbancia do indicador de crescimento (Resazurina, 550 nm), ao longo do tempo.

Os valores representam a média + E.P.M. de trés experimentos independentes, realizados em triplicata.
* p<0.05 comparado com respectivo controle (0 CIM). No detalhe, € mostrado a diferenga das
absorbancias obtida para cada concentragao em relagao ao tempo zero.

Fonte: Préprio autor (2018).
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Figura 15B — Efeito do EHP (1CIM, 7,72 mg/mL) no crescimento da E. coli (ATCC
25922) em fungao do tempo.
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Medida da absorbancia do indicador de crescimento (Resazurina, 550 nm), ao longo do tempo.

Os valores representam a média + E.P.M. de trés experimentos independentes, realizados em triplicata.
* p<0.05 comparado com respectivo controle (0 CIM). No detalhe, € mostrado a diferengca das
absorbancias obtida para cada concentragdo em relagdo ao tempo zero.

Fonte: Préprio autor (2018).

5.3.3 Efeito do EHP sobre liberagao do conteudo intracelular bacteriano: S.
aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC 25922)

Para avaliar o efeito do EHP sobre a estrutura da membrana bacteriana foi
realizado a quantificagcdo da liberagcdo de constituintes intracelulares para o meio
reacional. Os resultados apresentados na Tabela 7, mostram que o EHP (1CIM)
incubado com S. aureus e E. coli, aumentou 6,6 e 5,5 vezes, respectivamente, a
liberacdo de constituintes celulares para o meio reacional. Demonstrando que o EHP
pode causar danos irreversiveis a membrana bacteriana, sendo esse um dos

mecanismos envolvidos na morte celular.
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Tabela 7 — Efeito do EHP da M. quadrifasciata quadrifasciata no teste de liberacao
dos constituintes celulares de S. aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC
25922), ap6s 4 h de incubacéo.

Cepas Liberagao de constituintes celulares Liberagao
Bacterianas (OD260 nm) Relativa

Controle Negativo EHP (1 x CIM) (EHP/Controle)

S. aureus 0,041 £ 0,004 0,260 £ 0.033 *** 6,61+ 1,211
E. coli 0,149 + 0,017 0,811 + 0.054 **** 5,65 + 0,585

Os valores representam a média £+ E.P.M. de trés experimentos independentes, realizados em
triplicata. ***p=0,0006 e ****p<0,0001 em comparac¢ao aos respectivos grupos controle.
Fonte: Préprio autor (2018).

5.3.4 Efeito do EHP sobre a atividade hemolitica por S. aureus (ATCC 25923)

A produgao de hemolisinas e biofilme sao alguns dos fatores de viruléncia que
contribuem para patogenicidade do S. aureus. Na Figura 16 pode-se observar o efeito
da hemodlise causada por S. aureus incubado na presencga ou auséncia de EHP. Os
valores obtidos para o S. aureus incubado na auséncia de extrato foram considerados
como controle da atividade hemolitica (100%). A atividade hemolitica do S. aureus foi
significativamente menor quando incubado na presenga de concentragbes
subinibitorias de EHP, 74 e 72 da CIM, apresentando um percentual de hemdlise de
72,4% e 55,5%, respectivamente, em comparagao ao controle (100%).

Um decréscimo na atividade hemolitica na ordem de 27,6% e 44,5%,

respectivamente as doses de 72 e /2 da CIM.
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Figura 16 — Efeito do EHP sobre a atividade hemolitica do S. aureus (ATCC 25923)
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A coluna preta representa os valores obtidos para o meio de cultura suplementado com sangue de
carneiro incubado na auséncia de bactéria (CN). A coluna cinza os valores obtidos para o meio de
cultura suplementado com sangue de carneiro incubado com S. aureus (CP, 100% de hemdlise).
Demais colunas representam o efeito da incubag&o de concentragbes subnibitdrias de EHP (1/4 e V2
de CIM) sobre o meio de cultura suplementado com sangue de carneiro incubado na presenga de S.
aureus (25923). Os valores representam a média + E.P.M. de quatro experimentos independentes,
realizados em ftriplicata. *** p<0,001 e ****p<0,0001 comparado com o Controle Positivo.

Fonte: Préprio autor (2018).

5.4 ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

5.4.1 Efeito do EHP sobre o comportamento nociceptivo induzido por formalina

Os dados deste estudo mostram que o EHP (100-1000 mg/kg, i.g.) reduziu a
resposta nociceptiva na fase neurogénica do teste da formalina apenas nas doses 300
e 1000 mg/kg (Figura 17A), correspondendo a uma inibicdo maxima de 27+5%, e
26x3, respectivamente, em comparacgao ao controle. Na fase da dor inflamatéria
(Figura 17B), o EHP (100-1000 mg/kg, i.g.) reduziu a nocicepgao nas doses de 300 e
1000 mg/kg, mostrando uma inibicdo maxima de 29+6% e 27+3%, respectivamente,
gquando comparado ao controle. Em relacdo a formacdo do edema e a temperatura
das patas dos animais (Figura 17C e D), o EHP ndo exerceu nenhum efeito

significativo sobre os pardmetros mensurados.
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Para determinar o decurso temporal do efeito antinociceptivo do EHP na dor
inflamatdria, cinco grupos de camundongos foram tratados com EHP (300 mg/kg, i.g.)
ou veiculo (10 mL/kg) e submetidos ao teste da formalina nos tempos 0,5,1,2,4e 6
horas, sendo que a atividade antinociceptiva do EHP foi observada nos tempo de 0,5,
1, 2 e 42 hora apo6s o tratamento, com inibicbes de 393, 3418, 3612 e 22+1%,
respectivamente (Figura 18), sendo que o efeito foi completamente extinto na 62 hora

apos o tratamento.

Figura 17 — Efeito do EHP sobre a nocicepgao induzida por formalina
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Avaliagédo do EHP sobre a fase neurogénica (A) e fase inflamatéria (B) do teste da formalina. Os valores
do grupo controle (colunas pretas) representam os animais tratados com veiculo (10ml/kg, i.g.), 1 hora
antes da injegédo de formalina na pata posterior direita. Enquanto que as colunas brancas representam
0s animais que receberam EHP (100-1000mg/kg, i.g), 1 hora antes da injecado de formalina. Em (C) e
(D), a avaliagdo do tratamento sobre a temperatura e o edema da pata, respectivamente. Os valores
representam a média de 6 animais por grupo e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os asteriscos
simbolizam uma diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (ANOVA de uma via, seguida do
teste de Benferroni), **p<0,01 e ***p<0,001.

Fonte: Préprio autor (2018).
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Figura 18 — Decurso temporal do efeito antinociceptivo do EHP na fase inflamatéria

do teste da formalina
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Avaliacdo do decurso temporal do efeito antinociceptivo do EHP (300 mg/kg, i.g.) sobre a fase
inflamatéria do teste da formalina. Os valores do grupo controle (circulos) representam os animais
tratados com veiculo (10mL/kg, i.g.), enquanto que os quadrados representam os animais tratados com
extrato, ambos tratamentos realizados 1 hora antes da injecdo de formalina na pata posterior direita. Os
valores representam as médias de 3- 4 animais por grupo. As linhas verticais indicam o E.P.M de cada
grupo . Os asteriscos simbolizam uma diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (Teste t-
Student nado pareado, *p<0,05; **p<0,01 e **p<0,001).

Fonte: Préprio autor (2018).

5.4.2 Efeito do EHP sobre o comportamento nociceptivo induzido por

bradicinina

A nocicepg¢ao induzida por bradicinina (10 nmol/20uL) foi prevenida por todas
as doses de EHP (100-1000 mg/kg, i.g.), sendo que o EHP apresentou inibicdo de
61+6; 57+10 e 88+4%, para as doses de 100, 300 e 1000 mg/kg, respectivamente,
quando comparado ao controle (Figura 19A).

Apenas a dose de 1000 mg/kg foi capaz de diminuir o edema nesse teste,
alcancando a diminuicdo maxima de 40+7% do edema, em comparacao ao controle

(Figura 19B). Nao houve alteracao na temperatura das patas para nenhuma das doses
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testadas (Figura 19C).

Figura 19 — Efeito do EHP sobre a nocicepgao induzida por bradicinina
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Os valores do grupo controle representam os animais tratados com veiculo (10ml/kg, i.g.), 1 hora antes
da injecédo de bradicinina, 10 nmol/20uL na pata posterior direita. Enquanto que os demais receberam
EHP (100-1000 mg/kg, i.g.), 1 hora antes da injeg&o de bradicinina. Em A, tempo de resposta ao estimulo
nociceptivo, B delta do edema da pata e C, delta da temperatura das pata. Os valores representam a
meédia de 5-8 animais por grupo e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os asteriscos simbolizam uma
diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey.
***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05).

Fonte: Préprio autor (2018).
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5.4.3 Efeito do EHP sobre o comportamento nociceptivo induzido por

prostaglandina E2

Os resultados mostram que o EHP (100-1000 mg/kg, i.g.) diminuiu a
nocicepgao induzida por 3 nmol/20uL de PGE2 nas doses de 300 e 1000 mg/kg,
denotando uma inibicao significativa de 41+9 e 93+2%, respectivamente, quando
comparado ao controle (Figura 20A). Com relagéo ao edema da pata, o EHP mostrou
inibicdo de 2517 e 27+3%, nas doses de 300 e 1000 mg/kg, respectivamente, quando
comparado ao controle (Figura 20B).

Nao houve diferenga na temperatura da pata dos animais em nenhuma das

doses testadas (Figura 20C).

Figura 20 — Efeito do EHP sobre a nocicepg¢éao induzida por PGE2
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Os valores do grupo controle representam os animais tratados com veiculo (10ml/kg, i.g.), 1 hora antes
da injecdo de PGE:2 na pata posterior direita. Enquanto que os demais receberam EHP (100-1000
mg/kg, i.g.), 1 hora antes da inje¢do de PGE2. Em A, o tempo de resposta ao estimulo nociceptivo, B
delta do edema da pata e C, delta da temperatura da pata. Os valores representam a média de 5
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animais por grupo e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os asteriscos simbolizam uma diferenca
significativa em relagéo ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey. *p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001).

Fonte: Préprio autor (2018).

5.4.4 Efeito do EHP sobre o comportamento nociceptivo induzido por histamina

O EHP 300 mg/kg (i.g.) diminuiu significativamente a nocicepc¢ao induzida por
histamina (100 nmol/20uL), apresentado uma inibigdo maxima de 90+3%, quando
comparado ao controle (Figura 21A), porém, sem alterar a formag¢ao do edema e a

temperatura da pata (Figuras 21B e C).

Figura 21 — Efeito do EHP sobre a nocicepgao induzida por histamina
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Os valores do grupo controle representam os animais tratados com veiculo (10ml/kg, i.g.), 1 hora antes
da injegdo de histamina, 100 nmol/20 uL na pata posterior direita. Enquanto que os demais receberam
EHP (300 mg/kg, i.g.), 1 hora antes da injegdo da histamina. Em A, tempo de resposta ao estimulo
nociceptivo; B edema da pata e C, delta da temperatura das patas. Os valores representam a média
de 5 animais por grupo. As linhas verticais indicam o E.P.M. de cada grupo. Teste {-Student nao
pareado. Diferenca significativa quando comparado ao grupo controle (***p=0,001).

Fonte: Préprio autor (2018).
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5.4.5 Efeito do EHP sobre o comportamento nociceptivo induzido por PMA

O EHP (300 mg/kg, i.g.) diminuiu a nocicep¢ao induzida pela injecéo
intraplantar de 500 pmol/20uL de PMA, um ativador da PKC, em 46+ 8%, em
comparagao ao controle (Figura 22). A dose testada (300 mg/kg) ndo alterou a

formacao de edema (Figura 22B) e tampouco a temperatura (Figura 22C).

Figura 22 — Efeito do EHP sobre a nocicepg¢ao induzida por PMA
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Os valores do grupo controle representam os animais tratados com veiculo (10 mL/kg, i.g.), 1 hora
antes da injecdo de PMA, 500 pmol/20uL na pata posterior direita. Enquanto que os demais receberam
EHP (100-1000 mg/kg, i.g.), 1 hora antes da injecao do PMA. Em A, tempo de resposta ao estimulo
nociceptivo; B edema da pata e C, delta da temperatura das patas Os valores representam a média de
5 animais por grupo e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os asteriscos simbolizam uma diferenga
significativa em relagéo ao grupo controle (Teste {-Student ndo pareado. *p=0,001).

Fonte: Préprio autor (2018).
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5.4.6 Efeito do EHP sobre o comportamento nociceptivo induzido por forscolina

Os resultados obtidos mostram que o tratamento com 300 mg/kg, i.g. de extrato
hidroalcodlico de proépolis inibiu a nocicepgéo induzida pela inje¢ao intraplantar de
forscolina, apresentando inibicdo maxima de 85+7 %, quando comparado ao controle
(Figura 23).

Figura 23 — Efeito do EHP sobre a nocicepgao induzida por forscolina
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Efeito do EHP (300 mg/kg, i.g.) no comportamento nociceptivo induzido por forscolina injetada na pata
traseira dos camundongos. As colunas representam as médias dos valores obtidos de 5-6 animais por
grupo e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os asteriscos simbolizam uma diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle (Teste t-Student ndo pareado. *p<0,001).

Fonte: Préprio autor (2018).
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5.4.7 Efeito do EHP sobre o comportamento nociceptivo induzido por capsaicina

Os resultados mostram que o pré-tratamento com 300 mg/kg, i.g. de extrato de
propolis reduziu a nocicep¢ado induzida por inje¢ao intraplantar de capsaicina,
apresentando uma inibicdo maxima de 43+4 %, quando comparado ao controle
(Figura 24).

Figura 24 — Efeito do EHP sobre a nocicepgao induzida por capsaicina
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Efeito do EHP (300 mg/kg, i.g.) na nocicepgéo induzida por capsaicina injetada na pata traseira dos
camundongos. Cada coluna representa a média dos valores obtidos de 6 animais por grupo e as linhas
verticais indicam o E.P.M. Os asteriscos simbolizam uma diferencga significativa em relagdo ao grupo
controle (Teste {-Student ndo pareado. *p<0,01).

Fonte: Préprio autor (2018).
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5.4.8 Efeito do EHP sobre o comportamento nociceptivo induzido por trans-

cinamaldeido

A nocicepgao induzida por injecdo intraplantar de trans-cinamaldeido (10
nmol/20uL) foi reduzida pela pré-administragdo de EHP (300 mg/kg, i.g.), quando
comparado ao controle, que recebeu apenas veiculo (Figura 25). Sendo que a dose

testada apresentou uma inibigdo maxima de 81+4%.

Figura 25 — Nocicepg¢ao induzida por trans-cinamaldeido

80 A
0
S
» 60"
o
o
n
2 40+
o * % %
°
o
Qo 20
E *
o
=
0- T
Controle EHP

(300 mg/kg, i.g.)

Efeito do EHP (300 mg/kg, i.g.) na nocicepgao induzida por trans-cinamaldeido injetado na pata traseira
dos camundongos. Cada coluna representa a média dos valores obtidos de 5-6 animais e as linhas
verticais indicam o E.P.M. Os asteriscos simbolizam uma diferenga significativa em relagdo ao grupo
controle (Teste -Student ndo pareado. ***p< 0,001).

Fonte: Préprio autor (2018).
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5.4.9 Efeito do EHP sobre o comportamento nociceptivo induzido por salina

acida
Os resultados obtidos mostram que o tratamento com 300 mg/kg, i.g. de extrato

de prépolis inibiu a nocicepgao induzida pela injecao intraplantar de salina acida,

apresentando inibicdo maxima de 48+2 %, quando comparado ao controle (Figura 26).

Figura 26 — Efeito do EHP sobre a nocicepgao por salina acida
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Efeito do EHP (300 mg/kg, i.g.) no comportamento nociceptivo induzido por salina acida (pH=5,0)
injetado na pata traseira dos camundongos. Cada coluna representa a média dos valores obtidos de 5
animais por grupo e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os asteriscos simbolizam uma diferenca
significativa em relagdo ao grupo controle (Teste t-Student ndo pareado. *p<0,05).

Fonte: Préprio autor (2018).
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5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

5.5.1 Efeito do EHP a formagao de edema induzido pela aplicagao tépica de

xileno

Os resultados mostram que o pré-tratamento com EHP (100-1000 mg/kg, i.g.)
mostrou significativa diminuigdo da atividade inflamatéria induzida topicamente por
xileno nas doses de 300 e 1000 mg/kg, com inibicdo de 48+11 e 70+2%,

respectivamente, quando comparado ao controle (Figura 27).

Figura 27 — Teste do edema de orelha induzido por xileno
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Efeito do EHP sobre a atividade inflamatéria induzida topicamente por xileno na orelha de camundongos.
A coluna preta corresponde ao grupo controle, animais tratados com veiculo uma hora antes de
receberam topicamente a aplicagdo de xileno. As colunas brancas correspondem aos animais tratados
i.g. com EHP (100-1000 mg/kg) e posteriormente (1 hora apos), receberam a aplicagcéo de xileno. Cada
coluna representa a média dos valores obtidos de 4-5 animais. As linhas verticais indicam o E.P.M. Os
asteriscos simbolizam uma diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (ANOVA de uma via
seguida do teste de Tukey). **p<0,01 e ***p<0,001.

Fonte: Préprio autor (2018).
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5.5.2 Efeito do EHP sobre parametros inflamatérios na peritonite induzida por

carragenina

Os resultados obtidos comprovaram o efeito flogistico da carragenina, sendo
que os animais injetados com carragenina e tratados com veiculo (V) apresentaram
aumento nos parametros inflamatérios em relagéo ao grupo controle (injetados com
salina e tratados com veiculo, C) (Figura 28 A - D). A dexametasona foi utilizada como
anti-inflamatério padréao e apresentou resultados de acordo com o esperado segundo

sua classe farmacoldgica.

Os resultados mostram que o tratamento com EHP reduziu o numero total de
leucdcitos no lavado peritoneal. Sendo que a contagem de leucdcitos totais para os
animais injetados com carragenina (1%) e tratados com veiculo (V) foi de 3.310
leucdcitos, enquanto que, os tratados com EHP (300 mg/kg, i.g.) apresentaram 2.092
leucdcitos no lavado peritoneal, uma diminuicdo de 36,8+7% em comparagdo ao
grupo veiculo (Figura 28A).

Também causou uma mudanga do perfil celular do lavado peritoneal,
diminuindo o percentual de polimorfonucleados de 62,9% nos animais injetados com
carragenina e tratados com veiculo (V), para 42,8% nos animais que receberam
carragenina e tratados com EHP (300 mg/kg, i.g.) (Figura 28B). Estes resultados
foram acompanhados pelo aumento das células mononucleadas, que passou de

37,1% nos animais do grupo veiculo (V) para 57,2% no grupo EHP (Figura 28C).

O tratamento com EHP (300 mg/kg, i.g.) também causou uma diminuigdo na
exudacao de proteinas, que passou de 1,69 mg/mL no grupo veiculo para 1,02 mg/mL

no grupo EHP, uma diminui¢ao de 39,6% (Figura 28D).

Em seguida foi quantificado os niveis de IL-10, IL-17 e IL-6 no lavado peritoneal.
O grupo tratado com EHP (300 mg/kg, i.g.) apresentou um aumento superior a 34,02
vezes na quantidade de IL-10 (545,7 pg/mg de proteina) em comparagéo ao grupo
veiculo (16,0 pg/mg proteina), efeito superior ao obtido no grupo tratado com
dexametasona (365,4 pg/mg) que foi de aproximadamente 22,78 vezes em relagao

ao grupo veiculo (Figura 29 A).
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Figura 28 — Efeito do EHP sobre os parametros celulares e quantidade de proteina na

peritonite induzida por carragenina
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Efeito da administragdo i.g. de EHP (300 mg/kg) sobre a peritonite induzida por carragenina (1%)
comparado aos grupos controle, veiculo e dexametazona, observando o numero de leucdcitos totais
(A), o percentual relativo de células polimorfonucleadas (B), o percentual relativo de células
mononucleadas (C) e o conteudo de proteina no lavado peritoneal apds 4 horas da indugéo do processo
inflamatério. Cada grupo representa a média 5-6 animais e as barras verticais os E.P.M. Os asteriscos
simbolizam uma diferencga significativa em relagdo ao grupo veiculo (* p<0,05, **p<0,01 e **p<0,001).
A cerquilha denota o nivel de significancia quando comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via
seguida pelo teste de Bonferroni), ## p<0,01 e ### p<0,001.

Fonte: Préprio autor (2018).

Por sua vez, o tratamento com EHP (300 mg/kg, i.g.) diminuiu as concentragdes
de IL-17 (2,14 pg/mg de proteina), em comparacgao ao grupo veiculo (5,66 pg/mg de
proteina), uma diminuigdo de 62+3% (Figura 29B), perfil de resultado acompanhado
pela IL-6, que passou de 332,7 pg/mg de proteina no grupo veiculo para 36,2 pg/mg
de proteina no grupo tratado com EHP (300 mg/kg, i.g.), uma diminui¢do

correspondente a 89 + 1% (Figura 29C). Valores semelhantes ao obtidos no grupo
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tratado com dexametasona, onde a concentragao de IL-17 (1,85 pg/mg de proteina)

e IL-6 (70,6 pg/mg de proteina), correspondeu a uma diminuigao de 67+4% e 79+4%,

respectivamente, em comparagao ao grupo veiculo.

Figura 29 — Efeito do EHP sobre a producéao de interleucinas (IL-10, IL-17 e IL-6) na

peritonite induzida por carragenina
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Efeito da administracéo i.g. de EHP (300 mg/kg) sobre a peritonite induzida por carragenina (1%)
comparado aos grupos controle, veiculo e dexametazona, observando os niveis de IL-10 (A), IL-17 (B)
e IL-6 (C) ap6s 4 horas da indugéo do processo inflamatério. Cada grupo representa a média 5-6
animais e as barras verticais os E.P.M. Os asteriscos simbolizam uma diferenca significativa em relagao
ao grupo veiculo (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001). A cerquilha denota o nivel de significancia quando
comparado ao grupo controle. (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni), # p<0,05, ##

p<0,01 e ### p<0,001.
Fonte: Préprio autor (2018).
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6. DISCUSSAO

A literatura apresenta muitos estudos sobre o uso empirico do propolis na
medicina popular para o tratamento de diferentes doencas, que por sua vez estimulou
muitos pesquisadores a investigar suas propriedades bioativas e 0os mecanismos
implicados em seus efeitos. No entanto, a multiplicidade de estudos publicados refere-
se basicamente ao propolis de Apis mellifera (SANTOS et al., 2017). Sendo assim, o
presente estudo teve como objetivo determinar a composi¢cédo quimica e identificar os
efeitos antioxidante, antimicrobiano, antinociceptivo e anti-inflamatério do extrato
hidroalcodlico do propolis de M. quadrifasciata quadrifasciata. A analise quimica do
EHP revelou como constituintes majoritarios estruturas pertencentes a classe dos
diterpendides, sesquiterpenoides, triterpenoides, estilbenos e polifendis. Os
resultados do presente estudo mostram que o EHP do prépolis de M. quadrifasciata
quadrifasciata apresenta atividade antioxidante e efeito antimicrobiano contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Além disso, o EHP apresentou importante
efeito preventivo da nocicepcdo e inflamagédo, quando administrado pela via
intragastrica, sendo capaz de reduzir os estimulos algicos e inflamatérios, atuando
sobre diferentes vias sinalizadoras.

O efeito mais proeminente do EHP, em média duas vezes mais potente contra
bactérias Gram-positivas que Gram-negativas, mostrado na determinagdo da CIM
(Tabela 6), concorda com estudos prévios que demonstram que o prépolis de abelhas
sem ferrdo (CAMPOQOS et al., 2014; MIORIN et al., 2003; LIBERIO et al., 2011), assim
como o propolis de A. melifera (SILVA et al., 2012) apresentam maior atividade contra
cepas Gram-positivas. A capacidade do EHP inibir o crescimento contra cepas de S.
aureus meticilina resistente (MRSA) torna-se particularmente interessante diante do
cenario recrudescente de resisténcia de S. aureus (SMITH & COAST, 2013).

Para analisar o efeito do EHP de M. quadrifasciata quadrifasciata contra S.
aureus e E. coli ao longo de tempo, um ensaio de curva de crescimento foi realizado
na presenca de trés concentragdes do EHP (0, 0,5 e 1 CIM), o qual evidenciou que S.
aureus foi mais suscetivel ao EHP que a E. coli. Sendo que a inibicdo do crescimento
de S. aureus ocorreu a partir da 62 hora de incubacgao, enquanto que o mesmo efeito

s6 foi observado para E. coli apds a 122 hora de incubacéao (Figuras 15A e B).
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Embora alguns autores atribuam a atividade bacteriostatica e bactericida do
préopolis a inibicdo de sintese de proteina e inibicdo da divisdo celular (FERNANDES-
JUNIOR et al., 2005; OKUZ et al., 2005), a natureza e a complexidade do prépolis
torna dificil identificar um mecanismo de acao especifico. Neste contexto, foi realizado
0 ensaio de liberagdo de constituintes celulares, para investigar se a agao
antimicrobiana do EHP se daria através deste mecanismo, isto é, ruptura da
membrana bacteriana evidenciada pela liberagao de particulas de acidos nucleicos
(260 nm) para o meio reacional. Este ensaio revelou uma liberacdo significativa de
componentes intracelulares, tanto para o S. aureus, quanto para a E. coli, quando
incubados com EHP (1 CIM), mostrando que o EHP de M. quadrifasciata
quadrifasciata causa lise bacteriana, sendo esse um dos mecanismos envolvidos na
morte celular (Tabela 7).

A produgdo de hemolisinas contribuem para gravidade das infecgdes
estafilococicas, uma vez que, as hemolisinas causam danos as células de defesas
(KWAK, et al 2010). Os ensaios realizados demonstraram que concentracdes
subnibitérias de EHP diminuiram a hemolise, indicando uma possivel agao sobre a
producao de hemolisinas (Figura 16).

Para elucidar a composicdo quimica do EHP de M. quadrifasciata
quadrifasciata foram realizadas analises de CLAE-DAD (Figura 11), onde foi possivel
identificar a presencga de acido galico, quercetina e acido p-cumario. E posteriormente
realizou-se a analise de UPLC-MS/MS que demonstrou a presenga de 26 esqueletos
diterpendides como componentes majoritarios, que com base na literatura foi possivel
identificar 17 estruturas (Tabelas 5A e B). Entre estes, os seguintes compostos sao
particularmente pertinentes: C20H3002+H, que pode ser um derivativo do Hinokiol ou
Totarol; C20H3203-H, do acido Isocupréssico e, ainda, C20H2603, um ester metilico de
Artepelin C.

A presenca de totarol e seus derivados é consistente com os resultados
antibacterianos anteriormente descritos. O totarol, € um diterpeno altamente
hidrofébico com alto coeficiente de particdo fosfolipideo/agua, interage com a
estrutura e integridade da membrana bacteriana causando a lise celular (MICOL et al.,
2001). Além disso, diminuiu a expressao de PBP-2a, proteina ligadora de penicilina
(do inglés, Penicillin Binding Protein 2a), proteina que encontra-se envolvida na
resisténcia a penicilina nas cepas MRSA (NICOLSON, EVANS, OTOOLE et al., 1999).

Recentemente, estudos demonstraram que o totarol inibe a hemolise e secrecao de
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enterotoxinas secretadas por S. aureus (SHI et al., 2015), conferindo um potencial
para a aplicacao clinica e prevengao de contaminacao de alimentos. O hinokiol foi
descrito como tendo atividade antimicrobiana, antitumoral, antioxidante e anti-
inflamatoria (STARKS et al, 2014; WANG et al., 2002). Portanto, o hinokiol também
pode estar envolvido na agdo antimicrobiana do EHP de M. quadrifasciata
quadrifasciata. Além disso, o acido isocupréssico, também um componente do
prépolis, tem atividade antimicrobiana (BANKOVA et al., 1996) e pode desempenhar
um papel no efeito antibiético da EHP de M. quadrifasciata quadrifasciata.

A analise de UPLC-MS/MS do EHP também revelou a presenga de artepilin C.
O artepelin C tem sido descrito como o possivel componente ativo responsavel pela
atividade antimicrobiana e antioxidante da prépolis verde (VEIGA et al., 2017) e, de
forma semelhante ao totarol, interage com a membrana celular criando defeitos
pontuais em sua estrutura (PAZIN et al., 2016). Portanto, pode-se considerar que o
artepilin C também pode estar envolvido no efeito antimicrobiano do EHP de M.
quadrifasciata quadrifasciata.

Estudos demonstram que o propolis de diferentes espécies de abelhas contém
concentragdes bastante variadas de antioxidantes (de SOUZA et al., 2013; da SILVA
et al. 2013; FRANCHIN et al.,, 2012). Nesse sentido, avaliamos a atividade
antioxidante e o teor total de fendis e flavonodides no EHP. O EHP de M. quadrifasciata
quadrifasciata apresentou atividade antioxidante determinada no ensaio DPPH (ICso
= 241,8 ug/ml), e um teor de fendis totais de 3,87 + 0,32 mg EAG/g propolis e de
flavonoides, 0,14 + 0,03 mg EQ/g de propolis. Esses dados corrobaram com dados
publicado por Adelmann (2005), que demonstrou que o perfil de espectrometria por
varredura de extrato de meliponineos demonstram uma baixa absortividade na faixa
correspondente aos flavandides, quantidade reduzida de substancias fendlicas e
atividade antioxidante muito reduzida quando com amostras de Apis mellfera.

ApOs essa primeira etapa de estudos “in vitro”, partiu-se para os estudos “in
vivo” e “ex vivo” das atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria. Embora a literatura
relata alguns trabalhos sobre os efeitos antinociceptivo e anti-inflamatério do prépolis,
a espécie estudada, M. quadrifasciata quadrifasciata, € um dos diferenciais do nosso
estudo. Outro ponto importante a destacar € a rota de administragcdo do extrato. A
maioria dos trabalhos utilizam a via intraperitoneal, como por exemplo, FRANCHIN et
al. (2012) que demonstraram a acao antinociceptiva do extrato de prépolis de abelha

sem ferrdo, no teste da formalina e constricbes abdominais induzidas pelo acido
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acético. No entanto, investigamos o efeito antinociceptivo do propolis administrado
intragastricamente com o propdsito de imitar seu uso tradicional, ou seja,
administragao através da via oral.

A injecado subcutadnea de formalina € um método classico para avaliagao da
dor através de resposta bifasica. A fase inicial (0 - 5 minutos), fase neurogénica ou
nao inflamatoéria, na qual a nocicepcao resulta da ativacdo direta de nociceptores
aferentes primarios, e a fase inflamatéria (15 - 30 minutos), resultante da combinagéo
da reacgao de tecido inflamatério periférico e da sensibilizagédo central (TJOLSEN et
al., 1992). Muitos sdo os mediadores inflamatérios libertados apds a injegdo de
formalina, como por exemplo, glutamato, PGE 2 bradicinina, substancia P, e
histamina, além de citocinas, que estimulam ou sensibilizam os neurbnios
nociceptivos, resultando no comportamento de lamber /  morder
a pata injetada (ALMEIDA et al., 2013; IKEDA et al., 2001; TRONGSAKUL et al.,
2003).

Nossos dados mostram que o EHP administrado intragastricamente preveniu
de maneira significativa a nocicepgdo em ambas as fases, neurogénica (primeira fase)
e inflamatdria (segunda fase) do teste da formalina. Na fase neurogénica a dose de
300 mg/kg e 1000 mg/kg apresentam um efeito inibitorio maximo de 27 + 5% e 26 +
3, respectivamente. Enquanto que na fase inflamatodria, a dose de 300 mg/kg
apresenta uma inibicdo maxima de 29 £ 6% e a dose de 1000 mg/kg, 27 + 3% (Figura
17); sugerindo que o EHP exerce efeito por interacdo comfibrasC / Ade /
ou por inibicdo da sintese ou liberacdo de mediadores inflamatérios. Além disso,
observa-se que o tratamento com EHP apresenta efeito a partir dos primeiros 30
minutos apds a administracdo, efeito esse que foi duradouro até 42 hora pos
tratamento.

Para confirmar a hipétese da acdo do EHP na nocicepcao via mediadores
inflamatorios, investigamos a possivel participagcdo da prostaglandina Eo,
bradicinina e histamina, que desempenham um importante papel na geragédo e
manutencgao de dor (SAMAD, SAPIRSTEIN, WOLLF, 2002; PARADA et al,
2001; PETHO, REEH, 2012). Em nosso estudo, demonstra-se, que a administragéo
de EHP intragastricamente inibiu a dor espontanea induzida por injecdo i.pl. de,
bradicinina, PGE-2 e histamina.

Os resultados montraram, ainda, que a nocicep¢ao induzida por bradicinina foi

potentemente reduzida por EHP nas doses 100, 300 e 1000 mg/kg, levando a uma
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reducédo de 6116, 57£10 e 8814%, respectivamente. Apenas a dose de 1000 mg/kg
foi capaz de reduzir o edema, redugédo maxima de 40+7% (Figura 19).

Com relacdo a nocicepgao induzida por PGE-2, esta foi inibida por EHP nas
doses de 300 e 1000 mg/kg, com uma inibigio maxima de 41+9 e 93+2%,
respectivamente (Figura 20). Também, essas doses inibiram a formag¢ao do edema da
pata injetada em 257 e 27+3%, respectivamente.

A histamina, assim como a bradicinina e serotonina, € um fator liberado por
células inflamatodrias capaz de gerar efeito nociceptivo. Sendo também, um dos
principais mediadores responsaveis pelo extravasamento de liquido para o espaco
instersticial e consequente formagédo do edema (SHERWOOD, TOLIVER-KINSKY,
2004). Nesse sentido, avaliamos se o EHP reduzira a nocicepg¢ao induzida por
histamina, bem como a formacdo de edema. O EHP (300 mg/kg) reduziu
drasticamente a nocicepcao induzida pela histamina em 90+£3%. Porém essa dose
nao reduziu o edema (Figura 21).

Complementarmente, a partir desses resultados, procuramos investigar se
a acao de EHP poderia estar relacionada a inibicao da sinalizacdo de PKA / PKC, uma
vez que esta via é ativada através da interacdo de PGE2, BK e histamina com seus
respectivos receptores.

A proteina quinases A (PKA) e C (PKC) sao cinases envolvidas em estados de
dor, uma vez que sensibilizam alguns receptores ou amplificam suas respostas
(BHAVE et al., 2003). Para demonstrar a implicagao destas quinases, avaliou-se a dor
espontanea induzida por injegao i.pl. de forscolina (FSK, um ativador da adenilato
ciclase, que por sua vez, ativa a PKA) e PMA (um ativador de PKC). Assim, nossos
resultados evidenciaram que a administragao i.g. de EHP (300 mg/Kg) diminuiu a dor
esponténea induzida por injecdo i.pl.de FSK e PMA, em 85+7% e 46+8%,
respectivamente (Figuras 22 e 23). Desta forma, podemos sugerir que a capacidade
do EHP de interferir no comportamento nociceptivo induzido por PGEz2, bradicinina,
histamina, FSK e PMA esta intimamente relacionada a interacdo com as vias de
sinalizagao PKA / PKC.

Conforme demonstrado por Numazaki e Tominaga (2004), os canais TRPs e
ASIC desempenham um papel importante na deteccao de estimulos nocivos, pois sua
ativacdo gera o potencial de acdo necessario para transmitir informagao
nociceptiva. O canal TRPV1 pode ser estimulado por diferentes estimulos, tais como

calor nocivo, prétons, mediadores de lipideos enddgenos (leucotrienos) e compostos
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pungentes, como a capsaicina. O canal TRPA1 é indiretamente sensibilizado por
bradicinina (WHITE et al., 2010) e diretamente por compostos irritantes, como o trans-
cinamaldeido (ANDRADE, MEOTTI, CALIXTO, 2012). Por sua vez, os canais ASIC
sdo ativados por prétons e sao potencializados por mediadores inflamatorios, como a
bradicinina (DEVAL et al., 2010; VOLLEY et al., 2001). A hipersensibilidade da dor é
evidenciada em varias patologias e muitas vezes € uma consequéncia do aumento da
expressao e / ou atividade desses canais (JULIUS, 2013). Isto é especialmente claro
em relagéo a dor neurogénica e a inflamagéo onde o TRPV1 é co-expresso na grande
maioria dos nervos sensoriais que expressam TRPA1 e ambos integram uma
variedade de estimulos nocivos (FERNANDES, FERNANDES,
KEEBLE, 2012). Ressaltamos que o TRPV1/TRPA1 e ASIC séo estimulados por
varios mediadores inflamatorios através das cascatas que envolvem as quinases PKA
e PKC.

Nesse sentido, investigamos o efeito de EHP sobre os canais TRPV1, TRPA1
e ASICs, através da injecdo de capsaicina, trans-cinamaldeido e solugdo salina
acidificada, respectivos ativadores desses canais. Os resultados mostram que o
EHP reduziu a resposta nociceptiva induzida por injecao i.pl. de capsaicina
(43+4%), trans-cinamaldeido (81+4%) e solucdo salina acidificada (48t 2%) (Figuras
24, 25 e 26, respectivamente), sugerindo o envolvimento dos canais TRPV1,
TRPA1e ASIC na analgesia produzida pelo EHP deM. quadrifasciata
quadrifasciata .

Além da ativagao direta por seus agonistas naturais, o TRPV1 pode sofrer
modulacdo alostérica por mediadores proé-inflamatérios, como prostaglandinas,
bradicinina e histamina, entre outros, ativando as vias de sinalizacao intracelular
constituidas por proteinas cinases. Por sua vez, essas proteinas fosforilam o canal
TRPV1 diminuindo seu limite de ativagao, tornando-o mais suscetivel a ativacao por
seus ligantes naturais (WANG, EHNERT, BRENNER, 2006; PREMAKUR, AHERN,
2000), resultando em hiperalgesia. Além disso, TRPV1 e ASIC desempenham papéis
complementares na sensibilidade dos nociceptores a liberagao de prétons em locais
inflamatorios. Alguns estudos tém demonstrado que o TRPA1 também exerce um
papel na hiperalgesia fria € mecanica e que o comportamento nociceptivo no teste de
formalina também ¢é devido a acao direta no TRPA1. Desta forma, podemos sugerir
que os canais TRPV1/TRPA1/ASIC sao possiveis alvos do EHP.
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A partir deste conjunto de evidéncias que demonstraram o efeito do EHP em
testes agudos de nocicepgdo quimica e destacando alguns possiveis alvos e
mecanismos de acdo, passou-se a avaliacdo dos possiveis efeitos anti-inflamatorio
do EHP da M. quadrifasciata quadrifasciata. Para tal realizou-se dois testes de
atividade anti-inflamatoria: o teste do edema induzido por xileno e da peritonite
induzida por carragenina, um modelo agudo classico de inflamacgao.

O teste inflamatdrio topico do edema induzido por xileno, baseia-se no fato
deste ser um agente flogistico promotor da inflamagé&o neurogénica que atua sobre
células alvo na periferia tais como mastoécitos, em células do sistema imune e nos
musculo liso vascular produzindo inflamacéao, caracterizada por vermelhidao, calor,
edema e hiperalgesia. Esta inflamagao € desencadeada pela agdo de mediadores,
tais como acetilcolina, bradicinina, prostaglandinas, provocando liberagao direta dos
neuropeptideos, pela excitagcdo dos neurdnios, com ativagdo dos seus receptores,
incluindo os receptores vanildides tipo 1, bradicinina tipo 2 e receptores de proteinase
ativada; sensibilizados, respectivamente, por influxo de calcio, ativagao da proteina
quinase C ou desinibicado do fosfatidil inositol bifosfato (RICHARDSON, VASKO,
2002).

Nosso trabalho demonstrou que o EHP nas doses de 300 e 1000 mg/kg/i.g. e
inibe a formagao do edema de orelha induzido topicamente por xileno, apresentando
uma inibicdo de 48 +11 e 70 + 2% , respectivamente (Figura 27).

A carragenina, por sua vez, promove 0 aumento da permeabilidade
vascular, aumento da exudacdo de proteinas e de diferentes mediadores
quimicos e citoquinas pro-inflamatoérias, aléem do influxo de células inflamatdrias
(principalmente  neutréfilos) no  local da lesdao (CUNHA  etal., 2008,
SHERWOOD, TOLIVER-KINSKY, 2004).Induz, primeiramente a liberacdo de
histamina, bradicinina e serotonina, e em uma fase mais tardia, prostaglandinas
(OGONOWSKI et al., 1997), sendo que a liberagao de bradicinina leva a ativagao de
PKC e sensibilizagdo de TRPV1 (SALEH, CALIXTO, MEDEIROS, 1997).

A aplicacao deste modelo, corrabora os achados supra citados, em que o EHP
levou a diminui¢ado da nocicepgao e do edema, causado pela bradicinia. Porém agora,
demonstrando um efeito anti-inflamatério mais especifico, sobre os eventos
inflamatoétios uma vez que o EHP (300 mg/kg) foi capaz de diminuir em 36,8% a
quantidade absoluta de leucécitos do lavado peritonial (em relagdo ao grupo

carragenina, Figura 28A), alterando o perfil de polimorfonucleados do grupo
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carragenina, de 62,9% para 42,8% no grupo tratado com prépolis (Figura 28B), e
também diminuiu a exudacao de proteinas em 39,6% (Figura 28C).

Outro achado importante foi o efeito do tratamento com EHP sobre a
producdo de citocinas no lavado peritoneal. Sabe-se que a carragenina promove
aumento das citocinas proé-inflamatérias, como IL-17 e IL-6 e diminui as concentragdes
de citocinas anti-inflamatorias IL-10 (de MELO et al., 2016; de OLIVEIRA et al.,
2011; TAYAL, 2008). AIL-17 estimula a produgéao de IL1-B, IL-6, TNF-a, TGF-B3, IL-8 e
PGE:2 a partir de macrofagos, células endoteliais e epiteliais e fibroblastos. Destaca-
se que alL-17 aumenta a expressao de IL-6, que por sua vez atua em muitos
disturbios caracterizados por inflamagéo (CHEN, ZHOU, 2015; PAPPU,
ANGKASEKWINAI, DONG, 2008). Por outro lado, a IL-10 € uma importante citocina
anti-inflamatéria, desempenhando um papel crucial na prevencédo de doencas auto-
imunes e inflamatérias (de OLIVEIRA et al., 2011). Nesse sentido, a identificagdo de
substancias que interferem nas concentragdes de L10, IL-17 e IL-6 sdo fundamentais
para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas. Desta forma, o EHP mostrou
promissores efeitos anti-inflamatoérios, uma vez que as concentragbes de IL-10
aumentaram acentuadamente no grupo tratado com EHP assim como os tratados
com dexametasona (Figura 29A). Enquanto que as concentragdes de IL-17 e IL-6
de camundongos tratados com EHP (300 mg/kg/i.g) encontraram-se diminuidos (62+3
e 89+1%, respectivamente), efeito semelhante ao encontrado nos grupos tratados
com dexametasona (controle positivo) (Figuras 29B e C). Demonstrando que o EHP
de M. quadrifacista quadrifasciata, interefe no processo inflamatorio alterando os
eventos celulares e a producgédo de citocinas pro e anti-inflamatorias. Esses resultados
estdo de acordo com o descrito para extrato de propolis de outras espécies de
meliponas, como por exemplo foi demonstrado para Melipona scutellaris, que inibiu a
producédo de IL-13 e TNF-a (FRANCHIN et al., 2012) e diminuiu a migragao celular no
processo inflamatério (FRANCHIN et al. 2013). Sendo que este ultimo evento, também
foi descrito para o propolis de Scaptotrigona sp (MARTIN et al., 2013).

Em resumo, os resultados sugerem que o EHP da M. quadrifasviata
quadrifasciata, além de apresentar atividade antimicrobiana e antioxidante, também
apresenta importante efeito antinociceptivo e anti-inflamatério (Figura 30). Tal efeito
parece estar associado a diferentes receptores (TRPV1, TRPA1 e ASIC) e suas vias
regulatérias (PKA/PKC). O efeito anti-inflamatério também parece ser uma

consequéncia da diminuigdo da migragcdo de células, quantidade de
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polimorfonucleados e exudacao de proteinas, bem como a inibicdo de IL-17 e IL-6 e
aumento das concentragdes de IL-10. Esses resultados denotam a complexidade da
composi¢cdo quimica e do mecanismo envolvido nos diferentes efeitos bioldgicos
apresentados pelo extrato em estudo, mostrando que o EHP da M. quadrifasciata
quadrifasciata pode se tornar um importante coadjuvante terapéutico mostrando,
dessa forma, a importancia de preservar e estudar as diferentes espécies de abelhas

nativas, seus produtos e subprodutos.
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Figura 30 — Infografico dos resultados das analises do efeito antinociceptivo e anti-

inflamatorio do EHP.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo com extrato hidroalcodlico de

propolis de M. quadrifasciata quadrifasciata nos permite concluir que:

- Acomposicao quimica do EHP é caracterizada pela presenca do flavonéide
quercetina e compostos fendlicos: acido galico, acido p-cumarico e vanilina,
além da prevaléncia de compostos diterpénicos como constituintes

majoritarios. O EHP apresentou significativa atividade antioxidante.

- O EHP apresenta atividade antibacteriana contra cepas potencialmente
patogénicas, tais como: S. aureus (ATCC 25923), E. faecalis (ATCC 29212),
S. aureus resistente a meticilina (MRSA), E. coli (ATCC 25922) e K.
pneumoniae (ATCC 23883), entretanto, a atividade antimicrobiana é mais

proeminente contra bactérias Gram positivas.

- A atividade antibacteriana do EHP sobre a curva de crescimento do S.
aureus (ATCC 25923) ocorre precocemente quando comparado a E. coli
(ATCC 25922). O EHP causou lise celular bacteriana em ambas bactérias
sugerindo que este possa ser 0 mecanismo pelo qual exerce sua agao

bactericida.

- O EHP diminuiu, “in vitro”, a hemdlise causada por cepas de S. aureus
(ATCC 25923).

- O EHP reduziu o tempo de resposta nociceptiva induzida por formalina em

ambas as fases (neurogénica e inflamatéria) do teste.

- O efeito antinociceptivo do EHP sobre a fase inflamatéria do teste da

formalina é precocemente observado e persiste até a 4° hora de avaliagao.

- O EHP inibe a nocicepgao induzida por mediadores inflamatorios, tais como:

bradicinina, prostaglandina E2 e histamina.
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- O EHP reduziu o tempo de resposta nociceptiva induzida por injecao i.pl. de
capsaicina, trans-cinamaldeido, salina acida, forscolina e PMA, sugerindo
sua acéao sobre receptores do tipo TRPV1, TRPA1 e ASICs, bem como suas
vias sinalizatorias (PKA e PKC).

- O EHP apresentou atividade antiedematogénica evidenciado no teste do

edema de orelha induzido por xileno.

- Que o EHP apresentou importante efeito anti-inflamatério no teste da
peritonite induzida por carragenina, diminuindo significativamente a
migracgao celular, a quantidade relativa de células polimorfonucleares e a
exsudacao de proteinas. Além disso, diminui as concentragdes de IL-6, IL17

e aumenta a concentragao de IL-10 no sitio inflamatério.

Em conjunto, os dados obtidos no presente estudo fornecem evidéncias
cientificas que suportam o uso popular do EHP da Melipona quadrifasciata

quadrifasciata como agente antibacteriano, antinociceptivo e anti-inflamatério.
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APENDICE B - TABELA ILUSTRATIVA DOS RESULTADOS OBTIDOS NOS
ENSAIOS “in vitro”

CARACTERIZAGAO QUIMICA E AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA,
ANTINOCICEPTIVA E ANTI-INFLAMATORIA DO PROPOLIS DA
M. quadrifasciata quadrifasciata

(DOUTORADO: TORRES, A. R,, 2018)

Estudos “in vitro”

Determinagao da Composig¢ado Quimica do EHP

Conteudo de Fendis Totais: Conteudo de Flavondides:
3,87 + 0,32 mg EAG/g de Propolis 0,14 + 0,03 mg EQ/g de Prépolis
CLAE-DAD: UHPLC-ESI-QTOF-MS:
Ac. Galico (Rt=2,68), Compostos majoritarios:
Vanilina (Rt=7,67), Ac. Isucupréssico; Hinokiol, 3p-
Ac. p-cumarico (Rt=12,73) e hydroxytotarol, ou totara-8,11,13-triene-
Quercetina (Rt=24,45) 7a,13-diol

Atividade Antioxidante do EHP

ICs0 =241,8 ug/mL (203,1 a 287,7)

Analises Microbiolégicas do EHP

Determinacéo da CIM (mg/mL):

Gram Positivas: Gram Negativas:
S. aureus (ATCC 25923) = 1,26 E. coli (ATCC 25922) = 7,72
S. aureus (MRSA) = 1,56 K. pneumoniae (ATCC 23883) = 5,44

E. faecalis (ATCC 29212) = 3,84

Curva de Crescimento:

EHP (1CIM) inibiu crescimento do S. aureus (ATCC 25923) a partir da 62 hora de
incubacao. Enquanto que, para E. coli (ATCC 25922), o mesmo efeito s6 é
observado apds 122 h de incubacgao.

Mecanismo de acio:

EHP (1CIM) incubado com S. aureus e E. coli, aumentou em 6,5 e 5,5 vezes,
respectivamente, a liberagao de constituintes celulares para o meio reacional.

Efeito sobre a atividade hemolitica do S. aureus

EHP em concentrag¢des subinibitérias , V2 e 2 CIM, apresentou um decréscimo na
atividade hemolitica do S. aureus na ordem 27,6 e 44,6%, respectivamente.
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APENDICE C - TABELA ILUSTRATIVA DOS RESULTADOS OBTIDOS NOS
ENSAIO “in vivo” E “ex vivo”

CARACTERIZAGAO QUIMICA E AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA,
ANTINOCICEPTIVA E ANTI-INFLAMATORIA DO PROPOLIS DA
M. quadrifasciata quadrifasciata

(DOUTORADO: TORRES, A. R., 2018)

Estudos “in vivo” e “ex vivo”

Experimento 1: Teste de nocicepg¢ao induzida por Formalina (2,5%)

Fase I: Neurogénica

Grupos Pré-tratado Tempo A A Temp. | Inibicdo Max.
(1h antes, i.g.) Edema (%)

Controle Veiculo - NA NA

Grupo 1 EHP 100 mg/kg - NA NA

Grupo 2 EHP 300 mg/Kg - NA NA

Grupo 3 EHP 1000 mg/Kg ! NA NA 26+3

Fase lI: Inflamatoéria

Grupos Pré-tratado Tempo | AEdema | ATemp. | Inibicado Max.
(1h antes, i.g.) (%)

Controle Veiculo - - -

Grupo 1 EHP 100 mg/kg - - -

Grupo 2 EHP 300 mg/Kg l - - 296

Grupo 3 EHP 1000 mg/Kg ! - - 273

Experimento 2: Teste da Capsaicina - TRPV1

Grupos Pré-tratado Tempo | AEdema | ATemp. | Inibicao Max.
(1h antes, i.g.) (%)

Controle Veiculo - NA NA

Grupo 1 EHP 300 mg/Kg ! NA NA 43 +4
Experimento 3: Teste do Cinamaldeido — TRPA1

Grupos Pré-tratado Tempo | AEdema | ATemp. | Inibicdo Max.
1h antes, i.g. %

Experimento 4: Teste da Salina Acida (pH=5,0) — ASICs

Grupos

Pré-tratado
1h antes, i.g.

Tempo

AEdema

ATemp.

Inibicdo Max.
%
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CARACTERIZAGAO QUIMICA E AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA,
ANTINOCICEPTIVA E ANTI-INFLAMATORIA DO PROPOLIS DA
M. quadrifasciata quadrifasciata

(DOUTORADO: TORRES, A. R,, 2018)

Experimento 5: Teste de nocicepc¢ao induzida por Bradicinina
Grupos Pré-tratado Tempo | AEdema | ATemp. | Inibigdo Max.
(1h antes, i.g.) (%)
Controle Veiculo - - -
Grupo 1 EHP 100 mg/kg 1 - - 616
Grupo 2 EHP 300 mg/Kg 1 - - 57 £10
Grupo 3 EHP 1000 mg/Kg 1 1 - 88+4/407
Experimento 6: Teste de nocicepgao induzida por PGE2
Grupos Pré-tratado Tempo | AEdema | ATemp. | Inibicao Max.
(1h antes, i.g.) (%)
Controle Veiculo - - -
Grupo 1 EHP 100 mg/kg - - -

Grupo 2 EHP 300 mg/Kg 1 1 - 41+9/19+7
Grupo 3 EHP 1000 mg/Kg 1 1 - 93+2/27+3
Experimento 7: Teste de nocicepcao induzida por PMA
Grupos Pré-tratado Tempo | AEdema | ATemp. | Inibicao Max.

(1h antes, i.g.) (%)
Controle Veiculo - - -
Grupo 1 EHP 300 mg/Kg 1 - - 46+ 8
Experimento 8: Teste de nocicepc¢ao induzida por Histamina
Grupos Pré-tratado Tempo | AEdema | ATemp. | Inibigdo Max.
(1h antes, i.g.) (%)
Controle Veiculo - - -
Grupo 1 EHP 300 mg/Kg ! - - 90+3
Experimento 9: Teste de nocicepcao induzida por Forscolina
Grupos Pré-tratado Tempo | AEdema | ATemp. | Inibigdo Max.
1h antes, i.g. %

Experimento 10: Teste topico da inflamagao induzida por Xileno

Grupos

Pré-tratado
(1h antes, i.g.)

Tempo

AEdema

ATe
mp.

Inibicdo Max. (%)
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(DOUTORADO: TORRES, A. R., 2018)

Experimento 11: Teste da peritonite induzida por Carragenina (1% )
Contagem de Leucodcitos Totais
Grupos Descricao Leuc./mL Quant. Inib. Max.(%)
Absol./ Car- Relacgao
Veiculo. Car.-Veiculo
Controle Salina-Veiculo 1.680 !
Grupo 1 Car.-Veiculo 3.310 -
Grupo 2 | Car.-Dexametazona 1.160 ! 655
Grupo 3 | Car.-EHP 300 mg/Kg 2.092 ! 375
Polimorfunucleados (%)
Grupos Descricao % Absoluto Quantidade Inib. Max.(%)
Absol./Car.- Relagcao
Veiculo Car.-Veiculo.
Controle Salina-Veiculo 19,6 1
Grupo 1 Car.-Veiculo 62,9 -
Grupo 2 | Car.-Dexametazona 23,7 ! 6216
Grupo 3 | Car.-EHP 300 mg/Kg 42,8 l 36+4
Interleucina IL-17
Grupos Descrigcao Valor Quantidade Inib. Max.(%)
(pg/mL/proteina) | Absol./Carrag. Relagao
Car.-Veiculo
Controle Salina-Veiculo 3,07 !
Grupo 1 Car.-Veiculo 5,66 -
Grupo 2 | Car.-Dexametazona 1,85 l 673
Grupo 3 | Car.-EHP 300 mg/Kg 2,14 l 623
Interleucina IL-6
Grupos Descricéo Valor Quantidade Inib. Max.(%)
(pg/mL proteina) | Absol./Carrag. Relacao
Car.-Veiculo

Interleucina IL-10

Grupos

Descrigao

Valor
(pg/mL proteina)

Quantidade

Absol./Carraqg.

Acrésc. (X)
Car.-Veiculo
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CARACTERIZAGAO QUIMICA E AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA,
ANTINOCICEPTIVA E ANTI-INFLAMATORIA DO PROPOLIS DA
M. quadrifasciata quadrifasciata

(DOUTORADO: TORRES, A. R., 2018)

1° Etapa: Caracterizagdo quimica, atividade antioxidante e antimicrobiana do prépolis de
abelhas nativas: M. quadrifasciata quadrifasciata e T. angustula

Caracterizagdo quimica

Propolis

Atividade Antioxidante
L0 - Lise Bacteriana

"E".": 1 e@ 4
e = - S

Atividade antimicrobiana (MIC) |  cinética Cresc.

SR P Extrato

M. quadrifasciata Hidroalcodlico

Bacteriano
quadrifasciata Hemolise
= S. aureus

2° Artigo: Atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria do prépolis da
M. quadrifasciata quadrifasciata

‘ Prépolis Extrato EHP 300 mg/kg/i.g.
M. quadrifasciata Hidroalcodlico OERLE Estudos

quadrifasciata Comportamentais

Testes da atividade Antinociceptiva: Testes da atividade Anti-inflamatdria:

- Teste da Formalina

- Teste da Prostagladinas E2
- Teste da Bradicinina

- Teste da Histamina

- Teste da Salina Acidificada
- Teste da PMA

- Teste de Forscolina

- Teste do edema de orelha induzido por xileno

- Teste da peritonite induzida por carragenina:
» Contagem total e diferencial de células
» Dosagem de proteinas
* Dosagem de Interleucinas: IL-17, IL-6 e IL-10
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Abstract

In this study, we investigated the chemical compaosition, and antioxidant and antibacterial properties of ethanoclic extracts
of propolis (EEP) from Melipona quadrifasciata quadiifasciata and Tetragonisca angustula. Chemical composition of EEP was
determined by colorimeiry and chromatographic (HPLC-DAD and UPLC-Q/TOF-MS/MS) analysis. Antimicrobial activity of
EEP was evaluated against gram-positive (5. aureus, methicillin-resistant S. aureus, E. fascalis) and gram-negative (E. coli and
K. pneumoniae) bacteria by the minimal inhibitory concentration (MIC) test using the microdilution method. Furthermore, the
growth curve and integrity of cell membrane of 5. aureus and E. coli were investigated using standard microbiological methods.
HPLC-DAD analysis showed that the EEP of M. guadnfasciata quadiifasciata has a more complex chemical composition than
the EEP of T. angustula. Moreover, UPLC-MS analyses of M. quadrfasdiata quadrifascita indicated flavonoids and terpenes as
major constituents. The badericidal activity of both EEPs was higher against gram-positive bacteria than for gram-negative
bacteria. The EEP from M. quadiifasdata quadrifasciata presented MIC values lower than the EEP from T. angustula for all
tested bacteria. The EEP from M. guadrifasciata quadrifasciata caused lysis of the bacterdal wall and release of intracellular
components from both E. coliand S. aureus. Our findings indicate that the chemical composition of propolis from stingless bees
is complex and depends on the spedes. The exfract from M. quadrifasciata quadnfascita was more effective against gram-
positive than gram-negative strains, especially against S. aureus and methicillin-resistant S. aureus compared to T. angustula
exfract, by a mechanism that involves disturbance of the bacterial cell membrane integrity.

Key words: Stingless bees; Propolis; Antimicrobial activity; S. aureus; M. quadiifasciata quadrifasdata; T. angustula

Introduction

Propolis is a complex mixture of pollen and resinous
and balsamic substances collected by bees from buds,
flowers, and plant exudates, and bee salivary secretions (1).
Since propolis is a bee product of plant origin, its chemical
composition and biological activity depends on the specificity
of the local flora, season of harvest, and bee species (2—4).

Different biological and therapeutic properties have
been reported for propolis, including antioxidant (3,5), anti-
inflammatory (5,6), immunomodulatory (7,8), antitumoral (8.9),

Comespondence: A.R.5. Santos: <adair.santos@ufsc.br>

Received September 12, 2017 | Accepted February 16, 2018

Braz J Med Biol Res | doi: 10.1590/14 14-431X201 87118

and antimicrobial activies (2,7,10,11) among others. It has
been shown that propolis has bactericidal and bacterio-
static activity against varous gram-positive bacteria, such
as S. aureus, S. mutans and B. subtilis, and gram-negative
bacteria, induding E. coli, K. pneumoniae and F. aeruginosa
(6.7.9,10). Moreover, a synergistic inhibitory effect of prop-
olis and antibiotics on the growth of S. aureus has been
reported (11). Such an antimicrobial activity of propolis is
particularly relevant if one considers the increasing emergence
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Niamero: 43648-2 Data da Emissao: 11/09/2014 00:58

Dados do fitular

| Mome: Aledson Rosa Tormes CPF- 642 687.640-20

Observaces e ressalvas

1

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em tode o temitorio naconal, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
materiais, tendo por objeto coletar dados, matenais, espécimes bioldgicos & minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presenie & passada,
obiidos por meio de recursos e téonicas que se destinem ao estudo, & difus3o ou 3 pesquisa, estio sujeitas a autorizag3o do Ministérie de Ciéncia e Tecnologia.

A Sutonizagas nao exmira o pesquisador da necessidade de obter outras anuencias, come: |) do propristanic, amendatano, posssin ou morador quando as atividades
forem realizadas em drea de dominio privado ou dentro dos limites de unidade de conservagda federal cujo processo de regularizagla fundidna encontra-se em cursa;
I} da comurnidade indigena envolvida, ouvido o érg3o indigenista oficial, quando as atividades de pesquisa forem executadas em terra indigena: 1ll) do Consslho de
Diefesa Nacional, quanda as atvidades de pesquisa forem executadas em drea indispensavel & seguranca nadional; V) da autoridade maritima, quando as atividades
de pesquisa forem executadas em Sguas junsdicionais brasilsiras; V) do Departamento Naciona! da PredugSo Minersl, quando s pesquisa visar 3 exploracio de
depositos fossilifers ou & extracdo de especimes fosseis; W) do orgdo gestor da unidade de conservacio estadual, distital ou municipal, denire outras.

O maienal biologico coletada devera ser ulilizado para atividades cientifcas ou didabcas no ambito do ensino supernior

E necessanio a obtenglo de anuéncias previstas em outros instrumenios legais, bem come de consentiments do responsavel pela area, pdblica ou privada, onde sera
realizads a atividade

Este documento nao abrange a coleta de vegetais hidrobéos, tendo em vista que o Decreto-Lei n® 22171967 e o Art. 36 da Lei n? 0.605/1008 estabelecem a
necessidade de obtencdo de sutorizacio para coleta de vegetais hidrébios para fins cientificos.

Este documento nac e valido para: a) coleta ou transporte de espedies que constem nas listas oficiais de especies ameagadas de extingdo; b} recebimento ou envio
de material biokdgico a0 exterion, & o) realizagdo de pesquisa em unidade de consenvacio federal ou em cavema.

Este documento nao dispensa o cumprimento da legislagao que dispoe sobre acesso a componente do patnimonic genetico existente no termtonio nacional, na
plataforma continental & na zona econémica exclusiva, ou a0 conhecimento tradicional associado a0 patnménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospectio e desenvolvimento tecnologico. Veja maiones informacdes em www. mma.gov. bricgen.

Taxons autorizados

[#

Mivel taonomico | Tawon(s)

[

| ESPECIE [ Mefipona bicolor, Tetragona angustula, Melipona guadnfasciata
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ﬁCNPq

L AT e T
T T —— Processo: 010814/2014-0
Autorizacdo de Acesso e de Remessa de Validade: 07/11/2014 a 07/11/2018
Componente do Patrimonio Genetico Insituigao: INSTITUTO FEDERAL CATARINENSE

O Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e | CNPJ: 106.354.240/0001-86
Tecnologico - CNPg, nos termos Deliberacio 246/2009, do Pesquisador: Aledson Rosa Torres
Conselho de Gestio do Patimdnio Genetico, autoniza a CPF- 642 687 640-20
instituicdo identificada no verso deste documento a acessar ) LN
e remeter componente do Patnimdnio Genético com a|RG: 9055547849 - 55P /RS
finalidade de pesquisa cientifica.
Para wisualizar a versado digifal da Autonzacgdo de Acesso e
- de Remessa de Componente do Patnmomnio Genético, V. Sa.
Brasilia, 07 de Novernbro de 2014 pederd ulilizar a ferramenta disponibilizada pelo GNPg para
esse fim na pagina
y _‘Maijh Marms I'-.‘k)i:aies y hﬁp:f!semfcfsffeb. cnpq.brivisualizador/</a> e informar o
Diretor de Ciéncias Agranas, Bioldgicas e da Saude niimero do profocolo 5688902870390076 para recuperd-la
PO 1612010 do banco de dados do CNPg
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIEENCIAS BIOLOGICAS - CCB
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGEA, IMUNOLOGIA E PARASITOLOGLA - MIP

DECLARAGADO

Florianapolis, 31 de CQutubro de 2014

Declaro para oz devidos fins gue o Prof. ALEDSON TORRES do Instituto Federal
Catarinense {IFSC) depositou na colegao fiel depositana do Laboratorio de Protozoologia
da Universidade Federal de Santa Catarina (Deliberagao MMA n® 044 de 18/12/2003) dois

(02) exemplares de abelhas conforme a descrigio abaixo:

Data da
Colais

1452 | Mandacaa HEdpana M. quadrfasciata quadiasciala | JI0IIA | AlSEson TOMEs

mmm Eapacie

1453 Jatad Telagoniscs T. angustus 3010714 Akafizon Tormes

E, por ser verdade, firmo a presente declaraggo.
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]
#E=t Universidade Federal Comissio de Etica no
%—ﬁ;} d s C H 5 Z
ey, tl8 Santa Latarina Uso de Animais ¥
UFSC

CERTIFICADO

Certificamos gue a proposta Intitulada "CARACTERIZACAD QUIMICA E AVALIACAD DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA,
ANTINOQCICEPTIVA E ANTHNFLAMATORIA DA PROPOLIS DA M. guadrifasciata quadrifasciata =, protocolada sob o CEUA n#®
7189251116, sob a responsabilidade de Adalr Roberto Soares dos Santos e eguipe; Aledson Rosa Torres - que envolve a
procdiecdo, manutencio efou viilizacio de animaks pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo Ccom os preceftos da Lei 11.794 de B de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15
de jubho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Macional de Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), e
fol aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animaks da Universidade Federal de Santa Catarina {CEUASUFSC) na reunido de
05/05/2017.

We certify that the proposal *M. quadrifasciata quadrifasciata stingbess bees: composition chemistry and antimicrobial activity of
propalis®, utilizing 448 Heterogenics mice (males and females), protocol number CEUA 7189751116, under the responsibifity of
Adailr Roberto Spares dos Santoes and team; Aledson Rosa Torres - which involves the production. maintenance andfor use of
animals belonging to the phylum Chordata. subphylum Vertebrata {except human beings), for scentific research purposes or
teaching - is in accordance with Law 11. 794 of October 8, 2008, Decree 6859 of July 15, 2000, as well as with the rules ssued by
the Mational Council for Controd of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of
the Federal University of Santa Catarina (CEUASUFSC) in the meeting of 05/05/2017,

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 082014 a 122017 Area: Farmacologla

Origem: Binterio Central

Espécie: Camundongos heterog&nicos sewoe Machos e FEmeas Idade:. 2 a3 meses N: 448
Linhagem: Swiss Pesn: 25a35g

Resumo: A procura por produtos naturaks com aplicacdo bioldgica tormmou-se de grande Interesse da comunidade clentifica, e ndo
diferentemente, ocorreu com of produtas produzidos pelas abethas: mel, prdpolis, cera, pdlen. Indmeros estudoes tem sido
desenvelvidos sohre a estrutura quimica e bicatividade da prdpolis de abelhas africanizadas (A, mellifera), tals coma: anti-
Inflamatdria & antimicroblana, antitumoral, antioxidante, hepatoprotetora, regeneracio tecidual, citotdwica, entre outras, Contudo,
hd uma warledade de espécies de abelhas nativas na fauna brasileira. conhecidas como abelhas indigenas sem ferdo
[mefiponineos), as quais poucos estudos tem sido realizados, portanto, pouco s& conhece a respeito da composicdo quimica e
atividade de seus produtos e subprodutos. Ao desenvoheer projeto tem-se como objetivo 2 aracterizacdo guimica do extrato
hidroalcodiico da pripolls da M. guadrifasciata guadrifasciata, e a determinacdo do possivel potencial antimicrobiano, anti-
Inflamatdrio e antinociceptivos. Para Isso, serd determinado o contedido de compaostos fendlicos totals, de flavondldes, composicao
quimica atrawés de cromatografia gasosa de massa atimica, atividade antioxidante e atividade antimicrobiana [Jin vitro[l. Alnda
serdo realizados estudos [Bn viva[] da avaliagio da atividade anti-inflamatdria, através dos modelos da peritonite induzida por
carmagenina, e antinociceptiva, utilizando modelos de nocicepdo aguda, pis-operatiria e dor phs-isguemia crinica & no modelo
animal de artrite séptica.

Local do experimento: Universidade Federal de Santa Catarina - Centro Ciénclas Biolgicas - Departamento de Fisiologia
Laborattric da Dor e iInflamacdo

Floriandpolis, 09 de malo de 2017

Prof. Dr. Carios Rogérie Tonuss Maria Alcina Martins de Casto
Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Presidents da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Santa Catarina Universidade Federal de Santa Catarina

P Detesrrsargacr Ve Lima, 327 sala 800 - Trindsds - FlarsndpaicSents Catwring-SCCEF: 38040-400 - tel: 55 (48] 37X1-5003 / faa: -
Hordifio de atendimemizc 28 o S8 das 8h &s 13h o das L b LEh @ email: coun propesoipconbsin ufec be
CEIAN TEEGSITEE



141

ANEXO E - LICENCAS PARA USO DE FIGURAS

SPRINGER NATURE LICENSE TERMS AND CONDITIONS

Mar 06, 2018

This Agreement between Prof. Aledson Torres ("You") and Springer Nature ("Springer
Nature") consists of your license details and the terms and conditions provided by Springer
Nature and Copyright Clearance Center.

License Number
License date
Licensed Content Publisher

4303180354963
Mar 06, 2018
Springer Nature

Licensed Content Publication Nature

Licensed Content Title
Licensed Content Author
Licensed Content Date
Licensed Content Volume
Licensed Content Issue
Type of Use

Requestor type

Format

Portion

Number of
figures/tables/illustrations
High-res required

Will you be translating?
Number of languages
Circulation/distribution
Author of this Springer
Nature content

Title

Molecular mechanisms of nociception
David Julius, Allan I. Basbaum

Sep 13, 2001

413

6852

Thesis/Dissertation

academic/university or research institute
print and electronic
figures/tables/illustrations

1

no

yes, without original language
1

<501

no

CARACTERIZAGAO QUIMICA E AVALIAGAO DAS ATIVIDADES

ANTIMICROBIANA, ANTINOCICEPTIVA E ANTI-INFLAMATORIA DO
PROPOLIS DA Melipona quadrifasciata quadrifasciata

Instructor name

Institution name

Expected presentation date
Portions

Specific Languages
Requestor Location

Rod. SC 135 Km 125
Bairro Campo Experimental

Adair Roberto Soares dos Santos
Universidade Federal de Santa Maria
Jun 2018

Figure 1, Image on page 204
Portugués

Prof. Aledson Torres

Videira, Santa Catarina 89560000

Attn: Prof. Aledson Torres
Billing Type

Billing Address

Rod. SC 135 Km 125
Bairro Campo Experimental

Total

Brazil

Invoice
Prof. Aledson Torres

Videira, Brazil 89560000
Attn: Prof. Aledson Torres

0.00 USD



142

Terms and Conditions

Springer Nature Terms and Conditions for RightsLink Permissions Springer
Customer Service Centre GmbH (the Licensor) hereby grants you a nonexclusive, world-
wide licence to reproduce the material and for the purpose and requirements specified in the
attached copy of your order form, and for no other use, subject to the conditions below:

1. The Licensor warrants that it has, to the best of its knowledge, the rights to license reuse
of this material. However, you should ensure that the material you are requesting is original
to the Licensor and does not carry the copyright of another entity (as credited in the
published version).

If the credit line on any part of the material you have requested indicates that it was
reprinted or adapted with permission from another source, then you should also seek
permission from that source to reuse the material.

2. Where print only permission has been granted for a fee, separate permission must be
obtained for any additional electronic re-use.

3. Permission granted free of charge for material in print is also usually granted for any
electronic version of that work, provided that the material is incidental to your work as a
whole and that the electronic version is essentially equivalent to, or substitutes for, the
print version.

4. A licence for 'post on a website' is valid for 12 months from the licence date. This licence
does not cover use of full text articles on websites.

5. Where 'reuse in a dissertation/thesis' has been selected the following terms apply: Print
rights for up to 100 copies, electronic rights for use only on a personal website or
institutional repository as defined by the Sherpa guideline (www.sherpa.ac.uk/romeo/).

6. Permission granted for books and journals is granted for the lifetime of the first edition and
does not apply to second and subsequent editions (except where the first edition
permission was granted free of charge or for signatories to the STM Permissions Guidelines
http://www.stm-assoc.org/copyright-legal-affairs/permissions/permissions-guidelines/),
and does not apply for editions in other languages unless additional translation rights have
been granted separately in the licence.

7. Rights for additional components such as custom editions and derivatives require additional
permission and may be subject to an additional fee. Please apply to
Journalpermissions@springernature.com/bookpermissions@springernature.com for these
rights.

8. The Licensor's permission must be acknowledged next to the licensed material in print. In
electronic form, this acknowledgement must be visible at the same time as the
figures/tables/illustrations or abstract, and must be hyperlinked to the journal/book's
homepage. Our required acknowledgement format is in the Appendix below.

9. Use of the material for incidental promotional use, minor editing privileges (this does not
include cropping, adapting, omitting material or any other changes that affect the meaning,
intention or moral rights of the author) and copies for the disabled are permitted under this
licence.

10. Minor adaptations of single figures (changes of format, colour and style) do not require the
Licensor's approval. However, the adaptation should be credited as shown in Appendix
below.



143

Appendix — Acknowledgements:

For Journal Content:

Reprinted by permission from [ the Licensor]: [Journal Publisher (e.g.
Nature/Springer/Palgrave)] [JOURNAL NAME] [REFERENCE CITATION
(Article name, Author(s) Name), [COPYRIGHT] (year of publication)

For Advance Online Publication papers:

Reprinted by permission from [the Licensor |: [Journal Publisher (e.g.
Nature/Springer/Palgrave)] [JOURNAL NAME] [REFERENCE CITATION (Article
name, Author(s) Name), [COPYRIGHT] (year of publication), advance online
publication, day month year (doi: 10.1038/sj.[JOURNAL ACRONYM].)

For Adaptations/Translations:

Adapted/Translated by permission from [ the Licensor]: [Journal Publisher (e.g.
Nature/Springer/Palgrave)] [JOURNAL NAME] [REFERENCE CITATION
(Article name, Author(s) Name), [COPYRIGHT] (year of publication)

Note: For any republication from the British Journal of Cancer, the following credit line
style applies:

Reprinted/adapted/translated by permission from [the Licensor]: on behalf of Cancer
Research UK: : [Journal Publisher (e.g. Nature/Springer/Palgrave)] [JOURNAL
NAME] [REFERENCE CITATION (Article name, Author(s) Name), [COPYRIGHT]
(year of publication)

For Advance Online Publication papers:

Reprinted by permission from The [the Licensor  ]: on behalf of Cancer Research
UK: [Journal Publisher (e.g. Nature/Springer/Palgrave)] [JOURNAL NAME]
[REFERENCE CITATION (Article name, Author(s) Name), [COPYRIGHT] (year of
publication), advance online publication, day month year (doi: 10.1038/s;j.
[JOURNAL ACRONYM])

For Book content:

Reprinted/adapted by permission from [ the Licensor]: [Book Publisher (e.g.
Palgrave Macmillan, Springer etc) [Book Title] by [Book author(s)]
[COPYRIGHT] (year of publication)

Other Conditions:

Version 1.0

Questions? customercare@copyright.com or +1-855-239-3415 (toll free in the US) or +1-978-646-
2777.



144

SPRINGER NATURE LICENSE TERMS AND CONDITIONS

Mar 06, 2018

This Agreement between Prof. Aledson Torres ("You") and Springer Nature ("Springer
Nature") consists of your license details and the terms and conditions provided by Springer

Nature and Copyright Clearance Center.
License Number 4303141498404
License date Mar 06, 2018
Licensed Content Publisher  Springer Nature
Licensed Content Publication Inflammation

Licensed Content Title Acute Inflammation and Metabolism

Licensed Content Author Miguel Lourenco Varela, Mihail Mogildea, Ignacio Moreno et al
Licensed Content Date Jan 1, 2018

Type of Use Thesis/Dissertation

Requestor type academic/university or research institute

Format print

Portion figures/tables/illustrations

Number of 1

figures/tables/illustrations

Will you be translating? yes, without original language

Number of languages 1

Circulation/distribution <501

Author of this Springer no

Nature content )

Title CARACTERIZACAO QUIMICA E AVALIACAO DAS ATIVIDADES

ANTIMICROBIANA, ANTINOCICEPTIVA E ANTI-INFLAMATORIA DO
PROPOLIS DA Melipona quadrifasciata quadrifasciata

Instructor name Adair Roberto Soares dos Santos
Institution name Universidade Federal de Santa Maria
Expected presentation date Jun 2018

Portions Figure 1. Image on page 3

Specific Languages Portugués

Requestor Location Prof. Aledson Torres

Rod. SC 135 Km 125
Bairro Campo Experimental

Videira, Santa Catarina 89560000

Brazil
Attn: Prof. Aledson Torres
Billing Type Invoice
Billing Address Prof. Aledson Torres

Rod. SC 135 Km 125
Bairro Campo Experimental

Videira, Brazil 89560000

Attn: Prof. Aledson Torres

Total 0.00 USD
Terms and Conditions

Springer Nature Terms and Conditions for RightsLink Permissions Springer
Customer Service Centre GmbH (the Licensor) hereby grants you a nonexclusive, world-
wide licence to reproduce the material and for the purpose and requirements specified in the
attached copy of your order form, and for no other use, subject to the conditions below:
1. The Licensor warrants that it has, to the best of its knowledge, the rights to license reuse
of this material. However, you should ensure that the material you are requesting is original

to the Licensor and does not carry the copyright of another entity (as credited in the
published version).



145

If the credit line on any part of the material you have requested indicates that it was
reprinted or adapted with permission from another source, then you should also seek
permission from that source to reuse the material.

2. Where print only permission has been granted for a fee, separate permission must be
obtained for any additional electronic re-use.

3. Permission granted free of charge for material in print is also usually granted for any
electronic version of that work, provided that the material is incidental to your work as a
whole and that the electronic version is essentially equivalent to, or substitutes for, the
print version.

4. A licence for 'post on a website' is valid for 12 months from the licence date. This licence
does not cover use of full text articles on websites.

5. Where 'reuse in a dissertation/thesis' has been selected the following terms apply: Print
rights for up to 100 copies, electronic rights for use only on a personal website or
institutional repository as defined by the Sherpa guideline (www.sherpa.ac.uk/romeo/).

6. Permission granted for books and journals is granted for the lifetime of the first edition and
does not apply to second and subsequent editions (except where the first edition
permission was granted free of charge or for signatories to the STM Permissions Guidelines
http://www.stm-assoc.org/copyright-legal-affairs/permissions/permissions-guidelines/),
and does not apply for editions in other languages unless additional translation rights have
been granted separately in the licence.

7. Rights for additional components such as custom editions and derivatives require additional
permission and may be subject to an additional fee. Please apply to
Journalpermissions@springernature.com/bookpermissions@springernature.com for these
rights.

8. The Licensor's permission must be acknowledged next to the licensed material in print. In
electronic form, this acknowledgement must be visible at the same time as the
figures/tables/illustrations or abstract, and must be hyperlinked to the journal/book's
homepage. Our required acknowledgement format is in the Appendix below.

9. Use of the material for incidental promotional use, minor editing privileges (this does not
include cropping, adapting, omitting material or any other changes that affect the meaning,
intention or moral rights of the author) and copies for the disabled are permitted under this
licence.

10. Minor adaptations of single figures (changes of format, colour and style) do not require the
Licensor's approval. However, the adaptation should be credited as shown in Appendix
below.

Appendix — Acknowledgements:

For Journal Content:

Reprinted by permission from [ the Licensor]: [Journal Publisher (e.g.
Nature/Springer/Palgrave)] [JOURNAL NAME] [REFERENCE CITATION
(Article name, Author(s) Name), [COPYRIGHT] (year of publication)

For Advance Online Publication papers:



146

Reprinted by permission from [the Licensor ]: [Journal Publisher (e.g.
Nature/Springer/Palgrave)] [JOURNAL NAME] [REFERENCE CITATION (Article
name, Author(s) Name), [COPYRIGHT] (year of publication), advance online
publication, day month year (doi: 10.1038/sj.[JOURNAL ACRONYM].)

For Adaptations/Translations:

Adapted/Translated by permission from [ the Licensor]: [Journal Publisher (e.g.
Nature/Springer/Palgrave)] [JOURNAL NAME] [REFERENCE CITATION
(Article name, Author(s) Name), [COPYRIGHT] (year of publication)

Note: For any republication from the British Journal of Cancer, the following credit line
style applies:

Reprinted/adapted/translated by permission from [the Licensor]: on behalf of Cancer
Research UK: : [Journal Publisher (e.g. Nature/Springer/Palgrave)] [JOURNAL
NAME] [REFERENCE CITATION (Article name, Author(s) Name), [COPYRIGHT]
(year of publication)

For Advance Online Publication papers:

Reprinted by permission from The [the Licensor ]: on behalf of Cancer Research
UK: [Journal Publisher (e.g. Nature/Springer/Palgrave)] [JOURNAL NAME]
[REFERENCE CITATION (Article name, Author(s) Name), [COPYRIGHT] (year of
publication), advance online publication, day month year (doi: 10.1038/s;j.
[JOURNAL ACRONYM))

For Book content:

Reprinted/adapted by permission from [ the Licensor]: [Book Publisher (e.g.
Palgrave Macmillan, Springer etc) [Book Title] by [Book author(s)]
[COPYRIGHT] (year of publication)

Other Conditions:
Version 1.0

Questions? customercare@copyright.com or +1-855-239-3415 (toll free in the US) or +1-978-646-
2777.



