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RESUMO

A geleia real (GR) é uma secrecéo viscosa das glandulas hipofaringeas de abelhas
operarias e é composta por agua, carboidratos, lipideos e proteinas, vitaminas,
riboflavinas e minerais. A geleia real tem sido estudada por seus beneficios medicinais
como efeito anti-hipertensivo, hepatoprotetor, controle de glicemia, anti-inflamatério e
antioxidante. Os beneficios da geleia real estdo associados a sua composicao integra,
portanto, o objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos de ciclos de descongelamentos
padronizados na composigdo da geleia real através da analise de ATR-FTIR e
capacidade antioxidante de forma a mimetizar o consumo deste produto natural no uso
diario. Os resultados obtidos demonstraram que os ciclos de descongelamento da geleia
real causaram a diminui¢cdo da intensidade dos picos dos espectros nas leituras do ATR-
FTIR , principalmente relacionados a lipideos e proteinas e também ocorreu a diminuicéo
da capacidade antioxidante da geleia real diante desses ciclos. Este estudo comprovou
a eficacia da técnica de ATR-FTIR para analise de frescor e qualidade da geleia real,
além de demonstrar os efeitos que curtas mudancgas de temperatura ao longo dos dias,
mimetizando o uso diario pelo consumidor causam na composi¢cdo e capacidade

antioxidante da geleia real.

Palavras-chave: geleia real; ATR-FTIR; frescor; antioxidante



ABSTRACT

Royal jelly (RJ) is a viscous secretion of the hypopharyngeal glands of worker bees and
is composed of water, carbohydrates, lipids and proteins, vitamins, riboflavins and
minerals. Royal jelly has been studied for its medicinal benefits such as antihypertensive,
hepatoprotective, glycemic control, anti-inflammatory and antioxidant effects. The
benefits of royal jelly are associated with its composition; therefore, the objective of this
work was to verify the effects of standardized thawing cycles on the composition of royal
jelly through the analysis of ATR-FTIR and antioxidant capacity in order to mimic the
consumption of this natural product in use diary. The results obtained demonstrated that
the cycles of thawing of royal jelly caused a decrease in the intensity of the spectra peaks
in the ATR-FTIR readings, mainly related to lipids and proteins, and there was also a
decrease in the antioxidant capacity of royal jelly in the face of these cycles. This study
proved the effectiveness of the ATR-FTIR technique for analyzing the freshness and
quality of royal jelly, in addition to demonstrating the effects that short temperature
changes over the days, mimicking the daily use by consumers, cause the composition

and antioxidant capacity of royal jelly.

Keywords: Royal Jelly; ATR-FTIR; Fresh; Antioxidant
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1. Apresentagao

A geleia real (GR) é uma secregdao produzida e secretada pelas glandulas
hipofaringeas e mandibulares das abelhas Apis mellifera (L). Esse produto é utilizado
como alimento exclusivo da abelha rainha ao longo da vida adulta, a alimentagdo com
geleia real proporciona uma diferenciacdo morfoldégica e longevidade para a abelha
rainha, além de outras caracteristicas. Como alimento nutracéutico, a geleia real
apresenta diversos beneficios e tem sido estudada em varios ambitos medicinais e
estéticos.

A geleia real € composta por agua, carboidratos, lipideos e proteinas e em menor
quantidade, vitaminas, riboflavinas e minerais. Na composi¢cao da geleia real alguns
componentes se destacam como, as proteinas MRJPS e o acido graxo 10-HDA,
encontrados apenas na geleia real, e amplamente relacionados com o seu potencial
antioxidante.

A matriz complexa que forma a geleia real, no entanto, necessita de um
armazenamento adequado em baixas temperaturas. A geleia real fresca quando obtida
precisa ser preservada abaixo de, 4°C, para evitar degradagdo em sua composigao, a
geleia real é ingerida em pequenas porgdes diarias, no entanto, ndo sao comercializadas
em embalagens para uso diario. Varias pesquisas sado desenvolvidas sobre
armazenamento correto e maneiras de relacionar componentes especificos da geleia
real como marcadores de frescor e qualidade do produto. Entretanto, pouco se conhece
sobre a qualidade desse produto natural durante o uso pelos consumidores, ja que a
geleia real precisa ficar armazenada no freezer a -20°C e para 0 consumo precisa ser
retirada diariamente dessa temperatura, passando por alguns ciclos curtos de
descongelamento.

E crescente a busca por técnicas praticas e eficazes no controle de frescor,
qualidade do produto, adulteragdes e contaminagdes em produtos alimenticios. Nesse
ambito, o infravermelho por transformada de Fourier (ATR-FTIR) tem sido cada vez
mais testado como técnica de avaliagao de qualidade e composicédo no setor alimenticio.

Em detrimento de outras técnicas, o ATR-FTIR é uma técnica relativamente simples,



objetiva e pratica de analise de composi¢ao, com uma aplicabilidade grande em diversos
setores.

Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo avaliar a composi¢ao da geleia
real através do ATR-FTIR -ATR durante ciclos consecutivos e padronizados de
descongelamentos e analisar se a capacidade antioxidante é afetada diante desses
processos, bem como analisar o ATR-FTIR como uma técnica capaz de avaliar a

qualidade da geleia real.

2. Introducao

2.1. Geleia Real

A geleia real (GR) € uma secregao produzida pelas glandulas hipofaringeas e
mandibulares das abelhas operarias, sendo o alimento exclusivo da abelha rainha
durante todo seu ciclo de vida e essa alimentagcdo difere seu desenvolvimento das
abelhas operarias na fase adulta (Pasupuleti et al.,, 2017), sendo que as abelhas
operarias se alimentam de mel e polén (Yang et. al, 2017).

A geleia real € uma matriz complexa, composta cerca de agua, proteinas,
carboidratos, lipidios e alguns minerais e aminoacidos essenciais, além de vitaminas. Em
sua composicdo também é encontrada riboflavina, niacina, acido fdlico, biotina e
piridoxina e menores quantidades de vitaminas C, D, A e E (Fuijii et al., 1990; Oka et al.,
2001).

A GR apresenta proteinas especificas, encontradas unicamente em sua
composicao e sdo membros da principal familia de proteinas da geleia real, as MRJPs,
estas sao constituidas por nove membros (MRJP1-9) que sao responsaveis por 82 a
90% das proteinas totais da GR (Lin et. al, 2019). As MRJPs apresentam atividades
farmacoldgicas importantes como antifungica e bactericida (Hojo et al., 2010; Tian et al.,
2018). Além disso, a MRJP1 induz a diferenciacado da abelha rainha (Kamakura, 2011).
As MRJPs podem desempenhar um papel multifuncional como componente nutricional
da geleia real e suas fungdes sao expressas em diversos tecidos, incluindo o cerebral
(Drapeau, 2006).



Outro composto encontrado unicamente na geleia real € o 10-HDA, seu acido
graxo principal, que contribui bastante para as atividades biolégicas da GR juntamente
com os demais acidos graxos hidroxicarboxilicos com 8-12 atomos de carbono e seus
derivados (Kolayli et al., 2016, Kocot et al., 2018).

Um estudo realizado por Honda et al. (2011) demonstrou que a geleia real foi
capaz de prolongar a vida de C. Elegans sugerindo que a GR contém fatores capazes
de promover longevidade em diversas espécies, resultados semelhantes foram
encontrados em Drosophila melanogaster e camundongo (Inoue et al., 2003). Nas
abelhas, a GR também é responsavel por promover a longevidade, as abelhas operarias
tem o ciclo de vida de cerca de dias enquanto a abelha rainha pode chegar a um ciclo
de vida de 5 anos. Pequenas doses de geleia real se mostraram eficientes em aumentar
o tempo de vida de abelhas operarias (Yang, 2017). Na busca por longevidade, estudos
mais recentes sugeriram que a geleia real possui importdncia na modulagdo dos
mecanismos de envelhecimento (Balan et.al, 2020).

A geleia real se apresenta como um potencial nutracéutico, pois além de auxiliar
na defesa antioxidante tem potencial anti-inflamatério (Chen et al., 2016), hepatoprotetor
(Caixeta et al., 2018), antiestresse (Teixeira et al., 2017), cardioprotetor por diminuir a
taxa de peroxidacdo lipidica cardiaca e lesbes histopatologicas como a necrose
miocardica (Malekinejad et al., 2016), melhora a resisténcia a insulina, diminuiu a
hemoglobina glicada e aumenta a atividade antioxidante total sendo benéfica para
individuos diabéticos (Pourmoradian et al., 2014)

Um estudo realizado por Almeer et. al (2018) demonstrou o efeito nefroprotetor da
GR, onde o pré-tratamento com GR exerceu efeito contra a nefrotoxicidade induzida por
cadmio em camundongos, causando a excregdo do mesmo, prevenindo assim
inflamacdes, apoptose e reestabelecendo o equilibrio redox. Dados experimentais
revelaram que ratos tratados com GR tiveram protecdo do sistema hematopoiético,
devido a propriedades anti-hiperlipidémicas que reduzem o risco de ateroma (Azab et al.,
2011)

Como nutracéutico, a GR foi capaz de aliviar sintomas de mulheres pos-
menopausicas, sendo sugerida como suplemento dietético, auxiliando em patologias

associadas ao envelhecimento, como diabetes, obesidade, cancer, osteoporose e



patologias cardiovasculares (Balan et. al, 2020). Diversos artigos revisados por Omer et
al. (2019) demonstraram a capacidade da geleia real de diminuir o agucar no sangue,
contribuindo no tratamento da hiperglicemia, através do controle glicémico. Pourmodian
et. al (2014) em estudos também relacionados a glicemia concluiram que a
suplementacao de geleia real levou a redugao do peso corporal no controle de peso para
pacientes diabéticos.

Lin et al. (2019) demonstraram que em uma fragdo de proteina soluvel em agua
consistindo principalmente de MRJP2, MRJP3 e MRJP7, proteinas especificas da GR,
foi capaz de induzir efeitos proliferativos e migratérios de queratinécitos na epiderme
humana, sem citotoxicidade, implicando no potencial dos MRJPs na cicatrizagdo de
feridas cuténeas, sugerindo que as proteinas da GR podem ter potencial aplicagédo no
tratamento de doengas que prejudicam a cicatrizagao de feridas e ulceras.

Em estudo sobre inflamagdes gastrointestinais, o composto 10-HDA, presente na
GR inibiu a producao de citocinas pré-inflamatérias, TNF-a, IL-18 e IL-8 em células,
demonstrando que o 10-HDA pode beneficiar o sistema gastrointestinal humano atravées
de sua capacidade anti-inflamatorio e antibacteriano (Yang et. al, 2019).

Existe uma ampla variedade de utilizagdes comerciais e terapéuticas da geleia
real, sua composigdo complexa € capaz de abranger uma gama de usos. Os compostos
biologicamente ativos da GR conferem a esse produto natural diversas aplicagdes
farmacéuticas com muitos poucos efeitos colaterais relatados (Balan et. al, 2020).

Na tentativa de manter a qualidade da geleia real comercial, o0 método de
liofilizacdo pode ser empregado, de forma a eliminar a necessidade de congelamento
constante da GR. Em um estudo realizado por Nascimento et. al (2015) foi mostrado por
cromatografia que o processo de liofilizagdo ndo degrada de forma significativa acido
graxo 10-HDA em relacado a geleia real fresca. O 10-HDA ¢é caracterizado como um
biomarcador de qualidade e autenticidade da geleia real.

Outra maneira de comprovar a autenticidade da geleia real € a presenga de
MRJP1, realizada pelo teste de ELISA, utilizando o anticorpo anti-SPMRJP1 gerado a
partir de um Unico peptideo regional correspondente a proteina MRJP1 (Shen et al,
2015). No entanto, existe uma busca por métodos mais praticos, eficientes e acessiveis
no controle de qualidade de produtos naturais, capazes de fornecer dados precisos sobre

sua autenticidade, frescor e presencga de patégenos.



2.2 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo é caracterizado pelo acumulo das espécies reativas de
oxigénio (EROs) no organismo, € a circunstancia onde a concentragao de espécies
reativas de oxigénio no estado estacionario é transitoria ou cronicamente gerada de
forma excessiva, causando perturbacdo no metabolismo celular, prejudicando os
constituintes celulares e sua regulagao (Breitenbach e Eckel, 2015).

A disponibilidade de energia no organismo depende de cascatas de reagdes, o
equilibrio entre as reagdes de oxirredugao € responsavel pela integridade das células e
seu funcionamento correto (Yonezawa et al., 2015). O funcionamento normal da célula
estd associado a um estado geral reduzido e os antioxidantes enddégenos ndo sao
capazes de manter o equilibrio redox, sendo indispensavel a ingestdo de antioxidantes
exdgenos obtidos principalmente na alimentagao para melhorar a defesa antioxidante e
evitar danos ao organismo (Cerqueira et al., 2007).

Os agentes oxidantes sao inativados pela producéo de glutationa dissulfeto (GSSG) e
deplecao de glutationa (GSH). Em situagdes em que o sistema redox esta em equilibrio,
havera recuperacao da GSH. Entretanto quando ha excesso de agentes oxidantes e/ou
deficiéncia do sistema antioxidante enddgeno, havera desequilibrio entre o consumo de
GSH e a producdo de GSSG, sendo uma das alteragdes que caracterizam o estresse
oxidativo (Shan et.al,1990).

Os compontos relacionados ao sistema antioxidante enddégenos séao
representados por glutationa, superoxido dismutase, peroxirredoxina, catalase,
tioredoxina, acido urico, albumina, bilirrubina, proteinas de ligagéo a ferro e cobre (como
Ferritina e Transferrina), coenzima Q, metalotioneinas, melatonina e L-carnitina. (Hohn
et. al, 2017).

E evidenciado que as EROs possam estar envolvidas em mais de 50 doencas
(Ferreira e Matsubara, 1997). A degradagao de proteinas causada por agentes oxidantes
esta relacionada a doengas como catarata, degeneragao macular, Parkinson, Alzheimer,
uremia, insuficiéncia real crbnica, doenga pulmonar crénica, inflamacao, artrite

reumatoide, diabetes e até mesmo cancer (Hohn et. al, 2017).



A senescéncia € objeto de amplos estudos que procuram entender o
envelhecimento, aumentar a longevidade e a qualidade de vida. O envelhecimento esta
associado, entre outros fatores, ao estresse oxidativo, resultando em um acumulo de
danos as biomoléculas devido ao aumento excessivo de oxidantes, o que pode gerar
danos severos a células e tecidos. Quando o dano persiste, aumenta a probabilidade de
senescéncia celular.

Estudos apontam que EROS s&o os moduladores upstream de autofagia, agindo
em mais de uma etapa do processo. Defeitos genéticos de autofagia de genes levam a
um aumento da produgédo de ROS e acumulo de organelas e DNA danificados que, por
sua vez, promovem reprogramacgao metabdlica de forma a induzir tumorigénese.
(Filomeni et. al, 2015).

Na tentativa de evitar o desequilibrio redox, causado pelo acumulo de radicais
livres quando as fontes de antioxidantes enddégenos nédo sao suficientes para
reestabelecer o equilibrio, € possivel realizar suplementacdo dietética e obter
antioxidantes exdgenos. Sdo exemplos a vitamina C, carotendides, ubiginol, acido a-
lipdico, flavonadides, polifendis, antocianidinas, isoflavonas e oligoelementos como zinco
e selénio (Hohn et. al, 2017).

Diversas pesquisas sao desenvolvidas na busca de compostos com capacidade
antioxidante para suplementacdo dietética de forma pratica, segura e sem efeitos
colaterais. Devido a essa necessidade é crescente a procura de antioxidantes naturais,
como a geleia real.

Aslan e Askoy (2015) mostraram que a geleia real afeta as vias de sinalizagao
para a produgdo de espécies reativas de oxigénio, impedindo sua producgdo. Neste
estudo, a composigéo antioxidante da GR conseguiu diminuir a inflamagao associada ao
dano renal. Liu et. al (2008) demonstraram que a geleia real esta envolvida com a
eliminagéo do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) e inibigdo da peroxidagdo do
acido linoleico. Além disso, a geleia real foi capaz de inibir a formagdo do radical
superoéxido e radical hidroxila (Kocot et al., 2018). A geleia real com sua composigao
complexa apresenta um grande potencial antioxidante e sua aplicagdo é discutida nas

mais diversas areas da saude.



2.3 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

A espectroscopia de infravermelha (IR) € uma ténica baseada no principio de que
quase todas as moléculas absorvem radiacio infravermelha, dependendo da estrutura
quimica de cada molécula, a radiagao € absorvida em uma frequéncia especifica que
permite sua identificagdo. A radiacao infravermelha s6 é absorvida pela molécula se a
vibracao natural de sua ligagao molecular puder ser estimulada a um estado vibracional
de excitac&o superior, de modo que cada ligacao é capaz de contribuir para a formagéo
de um espectro infravermelho (Schultz, 2002). A espectroscopia de infravermelho € um
meétodo utilizado por sua sensibilidade, que permite a determinacdo da composigao
quimica e estrutura de pequenas moléculas, podendo ser aplicada a sistemas bioloigicos
(Barth, 2007).

Na espectrometria de infravermelho por transformada de Fourier (ATR-FTIR),
todos os comprimentos de onda s&o coletados simultaneamente, o que resulta em
vantagens multiplex e fornece melhor desempenho na relagao sinal-ruido (Griffiths &
Haseth,2007). A técnica de ATR-FTIR é capaz de identificar com eficacia e alta precisdo
as terminacdes C- H, O-H e N-H de proteinas, a composicao lipidica, de carboidratos,
acidos nucléicos e compostos glicidicos (Khaustova et. al, 2010).

Os espectrofotbmetros de absorcdo no infravermelho s&o construidos com
interferémetro de Michelson, de forma que este é usado com um dos espelhos fixos,
enquanto o segundo espelho é deslocado e a intensidade Optica na saida do
interferdbmetro é registrada como uma funcao da diferengca de caminho 6ptico entre os
dois espelhos, gerando o interferograma. A transformada de Fourier (FT) desse
interferograma fornece o espectro do sinal Optico de entrada, demonstrando a
intensidade da radiacdo nao abosrvida pela amostra e detectada em funcdo do
deslocamento do espelho mével (Al-Saeed e Khalil, 2009).

Dentre as metodologias de ATR-FTIR existem a de reflexdo total atenuada (ATR),
transmissao, transflexao, entre outras. A espectroscopia ATR-FTIR se destaca por nao
causar destruicdo ou perda da amostra durante a analise, ser de facil aplicacao,
necessitar de reduzida quantidade de amostra e a rapidez no tempo de analise (Kendix
et al.,2009).



A técnica de ATR-FTIR tem sido amplamente utilizada no controle de qualidade,
como na analise de pureza e garantia de qualidade de diferentes tipos de éleos (Smithson
et. al, 2018; Valasi et. al, 2020), adulteracdo de manteigas (Fadzlillah et.al, 2013),
diferenciacao de fungos de deterioragédo de alimentos em nivel de filo, género e espécie

(Shapaval et. al, 2013), dentre outros produtos alimenticios.

3. Objetivo

3.1. Objetivo Geral

Avaliar as alteragbes da composigédo da geleia real através de espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier e a capacidade antioxidante in vitro, durante
ciclos de descongelamento por 21 dias, mimetizando as condigdes de uso desse produto

natural pelos consumidores.
3.2. Objetivos especificos

- Avaliar as alteragdes na composicdo da geleia real frente a ciclos de
descongelamento, comparando ao armazenamento da amostra congelada, utilizando
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier.

- Avaliar a espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier como
método de analise eficaz no controle de qualidade da geleia real.

- Avaliar o impacto de ciclos padronizados e consecutivos de descongelamento
da geleia real na sua capacidade antioxidante, utilizando o método de FRAP.

- Avaliar o impacto de ciclos padronizados e consecutivos de descongelamento da
geleia real na sua capacidade antioxidante, utilizando o método de ROS in vitro em

culturas de células de macréfagos.

4. Materiais e Métodos

4.1 Obtencao das amostras



A geleia real fresca foi obtida no Apiario Girassol (validade: julho de 2022) e
aliquotada no laboratério em 63 microtubos. Durante 21 dias, todas as aliquotas foram
descongeladas por 5 minutos em temperatura ambiente e novamente congeladas por
24h, de forma que os descongelamentos ocorressem de maneira cumulativa nas
amostras ao longo dos dias. A amostra 1 foi considerada como controle, sem
descongelamento, enquanto que a amostra 21 passou por 20 ciclos de
descongelamento. Todas as analises foram realizadas em triplicata biolégica, sendo 3
aliquotas analisadas separadamente e diariamente durante os 21 dias de experimento.
Para fins comparativos foram avaliadas também amostras de geleia real vencida
(validade: Janeiro 2020) que n&o passou por nenhum ciclo de descongelamento e uma
amostra com 45 dias de uso diario que passou por diversos ciclos de descongelamentos

nao padronizados.

4.2 Anadlise de composi¢ao no ATR-FTIR

Os espectros das amostras de geleia real foram registrados na regiao 4000 cm-]

a 400 cm'1, utilizando o espectrofotometro ATR-FTIR -ATR Vertex 70 (Bruker Optics,
Reinstetten, Alemanha) com um componente de refletancia total microatenuada (ATR).
O material de cristal era um disco de diamante como elemento de reflexdo interna. A
pelicula da geleia real varia a profundidade de penetragdo entre 0,1 e 2 ym e depende
do comprimento de onda, angulo de incidéncia do feixe e o indice de refragdo do material
de cristal ATR. No cristal de ATR, o feixe infravermelho é refletido na interface em diregao
a amostra. 5 yl de geleia real foram secos de forma padronizada por 5 minutos
diretamente em cristal de ATR com uso do fluxo de ar. O espectro de ar foi usado como

pano de fundo na analise ATR-ATR-FTIR. Os espectros de amostra e o fundo foram

obtidos com 4 cm™1 de resolucdo e 32 varreduras foram realizadas para analise da
composi¢cao da amostra.

No processamento das amostras, a linha de base foi corigida e normalizados pelo

vetor antes das analises. As regides de 3000-2840 cm~1 e 1800-900 cm1 foram utilizadas
como dados de entrada para a técnica multivariada de analise de componentes principais

(PCA). Todas as etapas de pré-processamento e analise espectral foram realizadas com



Origin Pro 9.1 (OriginLab Corporation, Northampton, United States). As analises

seguiram o protocolo utilizado por Caixeta et. al. (2020).

4.3 Capacidade Antioxidante Total (FRAP)

A capacidade antioxidante total foi avaliada através do método de FRAP. Esse se
baseia na capacidade de reducao do Fe*™ a Fe*?, o qual é quelado pelo TPTZ (2,4,6—
Tris(2-piridil)-s-triazina) para formar o complexo Fe™2-TPTZ, de coloragdo azul intensa
(BENZIE e STRAIN, 1999). Foram adicionados 10 yl de amostra ao meio de reacgao
contendo tampao acetato de s6dio 300 mM pH 3.6, TPTZ 10 mM em HCI 40 mM e cloreto
férrico 20 mM. As amostras foram incubadas por 6 min a 37°C e a absorbancia lida a 593
nm. A capacidade antioxidante foi calculada a partir da curva padrao de trolox. As

amostras foram diluidas na proporgéao 1:10 em agua.

4.4 Inibicao da produgao de ROS in vitro

Este método foi baseado em Shih, et al. (2016). Macréfagos previamente diluidos
em solugao salina balanceada de Hank (HBSS) sem vermelho de fenol (Sigma-Aldrich),
foram semeados em microplaca de 96 pogos opacos brancos a uma densidade de 0,2 x
106 células / pogo. As células foram pré-incubadas com as fragdes (diluidas em HBSS)

durante 30 min a 37 °C e 5% de atmosfera de CO2. Em seguida, luminol na concentragao
final de 625 nmol L~ 1 foi adicionado a cada poco e a geragao de ROS foi induzida pelo

zymosan (concentragao final de 100 ygmL™ 1). A geracao de ROS foi monitorada por 40
minutos através da emissao de quimioluminescéncia resultante da oxidagcdo do luminol
usando um leitor de microplaca (Perkin-Elmer LS 55, Massachusetts, EUA). Os

resultados foram expressos como unidades de luminescéncia relativa (RLU).

4.5 Ensaio de viabilidade celular

Esse método foi baseado em Lee e Park (2016). BMDM foram suspensos em

RPMI-1640 suplementado. As células foram semeadas em microplaca de 96 pogos na
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densidade de 0,2 x 106 células / pogo e foram tratadas por 24 h com as fragdes (diluidas
em RPMI-1640). A seguir, o sobrenadante foi removido e incubado com 100 uL da

solucdo de MTT (3- (4,5-dimetiltiazolil-2) -2,5-difeniltetrazolio) na concentracdo de 5 mg

mL=1a temperatura ambiente por 2h. Formazan purpura formado por células viaveis
foram solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO) e a absorbéancia foi medida a 570nm na

leitora de microplaca (Molecular Devices, Menlo Park, CA, EUA).

4.6 Analise Estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM),
utilizando o software GraphPadPrism (GraphPad Prism versdo 7.0 para Windows;
GraphPad Software, San Diego, CA, USA). O teste de normalidade de D'Agostino-
Pearson foi aplicado e as analises entres os grupos foram realizadas por analise de
variancia com medidas repetidas (ANOVA-RM), seguido do teste de Tukey. As

diferencas foram consideradas significativas quando p<0.05.

5. Resultados

A partir da analise de ATR-FTIR das amostras de geleia real, o perfil médio dos

espectros é representado na Figura 1A. As principais bandas de destaque do espectro
de geleia real sdo os modos vibracionais em 2927 cm™1 (Figura 1B), 1635 cm'1, 1537 cm™

11405 cm™1 | 1342 cm™1, 1230 cm™1, 1049 cm™1 e 1027 ecm™1 (Figura 1C). No geral,
estes picos representam modos vibracionais de componentes relacionados a lipideos,
proteinas e carboidratos. Através do perfil médio dos espectros foi possivel identificar
uma diminuicdo gradativa na intensidade dos componentes da geleia real,
principalmente, apos o 2° e 3° dia de descongelamento comparado com a geleia real
antes desse processo. A medida que os demais ciclos de descongelamento foram
realizados esta diminuicdo nos componentes da geleia real também foi observada,
porém, de maneira mais branda.

Com a finalidade de avaliar o processo de descongelamento e tempo de
uso/validade da geleia real, as amostras foram submetidas a analise de PCA. Foi

observado no gréafico de escores de PCA (Figura 2 A) uma separagao clara entre as
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amostras. O primeiro componente principal (PC-1), foi responsavel por 98.2% da
variancia total explicada entre as amostras, retendo as informagdes responsaveis pelo
padrao de agrupamento obtido no grafico de escores. Os escores relacionados as
amostras sem o processo de descongelamento (amostra 1) e com ciclos consecutivos
de descongelamento (amostras 2 a 9) foram agrupados no lado negativo do eixo PC-1,
enquanto que as amostras com 10 a 21 dias de ciclos de descongelamento, a GR de uso
diario e vencida foram agrupadas do lado positivo. Os loadings de PC-1 que contribuem
para a diferenciacdo entre as amostras sdo representados na Figura 2B-C.
Carregamentos negativos dos modos vibracionais indicam maiores niveis dos picos 2927
cm-1 (Figura 2B), 1635 cm™1, 1537 cm™1, 1405 cm-1, 1230 cm™1, 1049 cm1 e 1027
cm™1

(Figura 2C), ou seja, maiores niveis de lipideos, proteinas e carboidratos nas amostras
de GR que nao sofreram descongelamento e as que tiveram menores ciclos de
descongelamentos (até o 9° dia), em contrapartida, entre o 10° e 21° dias, a GR de uso
diario e vencida apresentaram menores intensidades nos espectros destes
componentes.

Apods um ciclo de descongelamento (amostra 2) é possivel observar no grafico de
perfil médio (figura 1C) e no grafico de escores de PCA (figura 2A) uma diminuicdo na
intensidade dos componentes presentes na GR, o0 mesmo ocorre no segundo
descongelamento (amostra 3). Em seguida ha uma diminuigdo gradual na intensidade

dos picos.
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Figura 1. Perfil médio dos espectros:em (A) Perfil médio dos espectros de geleia real entre 3700-

400cm1 sem descongelamento (preto), no 7° dia (vermelho), no 14° dia (azul) e no 21° dia do ciclo
de descongelamento (rosa), geleia real de uso diario (verde) e vencida (roxo). (B) Perfil médio dos
espectros de geleia real sem descongelamento, nos ciclos de descongelamento, geleia real de uso
diario e vencida na regiao de 3000-2840 cm1. (C) Perfil médio dos espectros de geleia real sem
descongelamento, nos ciclos de descongelamento, geleia real de uso diario e vencida na regiao de
1800-900 cm1.
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Figura 2: Grafico de escores dos componentes principais e loadins de PCA da geleia

real: em (A) Grafico de escores para os componentes principais 1 e 2 dos espectros

(3000-2840 cm~1 e 1800-900 cm'1) da geleia real sem descongelamento (1), com ciclos

de descongelamento (2-21), geleia real de uso diario (A) e vencida (V). (B) Grafico de
loadings da PCA entre 3000-2840 cm1. (C) Grafico de loadings da PCA entre 1800-900

cm'1.



Tabela 1: Modo vibracional dos espectros de geleia real

Numero de onda (cm'1) Modo Vibracional

2927
1635
1537
1404
1342
1230
1049

1027

estiramento assimétrico de CH2 de lipideos
amida |

amida Il

deformagao angular assimétrica de CH3
deformagao assimétrica fora do plano de CH2
amida Il

estiramento C-O juntamente com flexdo C-O de
carboidratos grupos CH20H e

estiramento C-O de carboidratos

Referéncias: Fringeli, 1977; Coates, 2006; Tarantilis et. al, 2012; Lazarevska & Makreski,

2015.

A capacidade antioxidante da geleia real no ensaio de FRAP diminuiu no 21° dia

dos ciclos de descongelamento quando comparado com a aliquota sem

descongelamento (dia 1). Analisando a amostra de GR de uso diario, a vencida e no 21°

dia dos ciclos de descongelamento, observamos que ndo houve diferenga entre elas,

porém, todas tiveram uma menor capacidade antioxidante em relagdo a amostra sem

descongelamento. Além disso, ndo houve diferenga entre o 8° e 15° dia dos ciclos de

descongelamento em relagdo a capacidade antioxidante quando comparado com a

geleia real sem descongelamento (Figura 3).
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Figura 3. Analise da capacidade antioxidante da geleia real mediante ciclos consecutivos
de descongelamento de 5 minutos a temperatura ambiente seguidos de 24h de
congelamento: os pontos mostrados no grafico sao referentes ao 1°, 8°, 15° e 21° dias
dos ciclos de descongelamento, sendo que o dia 1 corresponde a amostra sem
descongelamento. As amostras de geleia real de uso diario e vencida s&o representadas
pelas letras A e V, respectivamente. Valores expressos como média [ erro padrao. * p

<0.05 quando comparado com o dia 1.

Avaliando a producdo de EROs pelos macréfagos estimulados com zymosan,
verificamos que a geleia real nas concentragdes de 10 mg/mL e 1Tmg/mL apresentaram
uma capacidade antioxidante elevada quando comparada ao controle com zymosan,
mesmo no 15° dia dos ciclos de descongelamento (Figura 5). No 21° dia dos ciclos de
descongelamento nao foi observada diferenca em relagdo a capacidade antioxidante
quando comparada ao controle com zymosan (Figura 5). Além disso, ndo houve
diferenca na capacidade antioxidante da geleia real entre os ciclos de descongelamento
nessas concentragdes. Quando avaliamos a concentragao de geleia real de 100mg/mL,
essas amostras inibiram totalmente a produgcdo de EROs em todos os momentos

analisados, demonstrando uma alta capacidade antioxidante (Figura 4).
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Figura 4. Producao de EROs em macrofagos: os valores (média + desvio padrao) séao
expressos como unidades luminescentes relativas (RLU) para o dia 1 (a), amostra sem
descongelamento e dias 8 (b), 15 (c) e 21 (d) dos ciclos de descongelamento. Med: meio,

Zym: zymosan.
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Figura 5. Area sobre a curva (AUC) da avaliacdo da capacidade antioxidante da geleia
real em relagédo a produgdo de EROs induzida por zymosan em macrofagos: * p < 0.05

quando comparado com o zymosan (vermelho).

Nao houve diferenga na viabilidade celular entre os dias de descongelamento,
mesmo na amostra de geleia real vencida, que demonstrou uma viabilidade celular acima
de 95%. A concentragcado de 100mg/mL da geleia real diminuiu a viabilidade celular, em
relagcao ao controle e as demais concentracdes, porém a mesma ainda se manteve acima
de 95%, o que é um resultado muito satisfatério. Em baixas concentragées (1mg/mL), a
geleia real obteve viabilidade celular acima do controle, onde havia presenca apenas do

meio (Figura 6).
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Figura 6. Ensaio de viabilidade celular pelo método de MTT: resultados expressos em
porcentagem da viabilidade celular em comparagéo ao controle. * p < 0.05 quando

comparado com controle.

5. Discussao

A geleia real, um produto secretado pelas glandulas hipofaringeas e mandibulares
das abelhas operarias, apresenta uma variedade de compostos bioativos com diferentes
propriedades bioldgicas, sendo um interessante produto natural para a saude humana.
Dentre as atividades bioldgicas, se destaca a capacidade antioxidante (Ahmad et. al,
2020). O desenvolvimento e implementacao de técnicas de produgao para aumentar e
otimizar a producgao da geleia real (Li & Aiping, 2005), assim como técnicas para controle
de qualidade e adulteracdo sao muito importantes, pois influenciam diretamente nas
propriedades e fungdes que esse produto natural pode desempenhar. Nesse trabalho, o
intuito foi verificar os efeitos de ciclos de descongelamento que envolvem as condi¢des
de uso da geleia real pelos consumidores, onde a geleia real sofre constantes mudancas
de temperatura ao longo do tempo de armazenamento.

Glassford et. al (2013) realizou um estudo para avaliar a técnica de FTIR-ATR na
analise de proteinas e concluiu que esta técnica tem grande potencial para uso em areas

de pesquisa de proteinas como, por exemplo, na purificagdo e separacao, mas também
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no desenvolvimento de biofarmacéutico, por ser uma técnica poderosa, eficiente e que
nao causa destruigdo ou perda na amostra durante sua analise e que pode ser usada
para fornecer analise sensivel de proteinas. Além disso, esse método pode ser usado no
controle de qualidade de lipideos por conseguir classificar e quantificar de forma eficiente
possiveis adulteragcdes por adicdo de outros tipos de acidos graxos (Fadzlillah et.al,
2013).

Utilizando a técnica de FTIR -ATR para avaliagdo das amostras de geleia real

durante ciclos consecutivos e padronizados de descongelamento, foi possivel observar

alteragbes nos picos de 1537 e 1635 cm'1, associadas a amida | e amida I,
respectivamente, o que poderia significar uma perda nas proteinas da geleia real durante
o processo de uso desse produto natural. De acordo com o Li et al. (2008), a MRJP4 ¢ a
proteina mais termosensivel da geleia real, embora as demais MRJPs (1, 2 e 3) também
sejam sensiveis a temperatura, podendo ser degradas apos longo periodo de exposigao
em temperatura ambiente. Um estudo realizado por Kamakura et. al (2001), demonstrou
que a proteina MRJP1 da geleia real foi degradada proporcionalmente ao aumento da
temperatura e tempo de armazenamento, enquanto a MRJP2 apresenta degradagéao
mesmo a temperatura de 4°C.

E importante ressaltar que as amostras dos dias 18, 19, 20, 21 e amostra de uso
diario, no grafico de escores da PCA, se mantém agrupados bem distantes da amostra
1 sem descongelamento. Nos primeiros ciclos de descongelamento existe uma
diminuicdo mais acentuada desses modos vibracionais relacionados as proteinas no
espectro, depois essa diminui¢gdo é mais branda, evidenciando, portanto, uma degradagéo
gradual em funcao dos ciclos consecutivos de descongelamento, que se assemelham ao
processo de uso diario da geleia real pelos consumidores.

A amostra de geleia real vencida, que ndo sofreu nenhum ciclo de
descongelamento, apresentou a maior variagdo em comparagao com a amostra 1, que
estava dentro do prazo de validade e sem descongelamento. Esses resultados indicam
uma diminuicdo consideravel dos componentes protéicos, lipidicos e de carboidratos
analisados por ATR-FTIR nas amostras de geleia real vencida, demonstrando a
influéncia do tempo de armazenamento como um fator relevante na perda de qualidade

da geleia real, independentemente do seu armazenamento em baixas temperaturas.
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Lazarevska & Makreski (2015) avaliaram o efeito do aumento da temperatura na
degradacéao de proteinas da geleia real. A analise do FTIR-ATR revelou que o aumento
da temperatura acelera a degradagao de proteinas, observada pelo aumento da razéo
entre a intensidade da amida Il e amida |. A analise dos espectros mostrou que a
degradacao das proteinas em amostras frescas de geleia real é proporcional ao aumento
gradiente de temperatura, comegando em torno de 30 °C, sendo significativamente
acelerada em torno de 65-70 °C (Lazarevska & Makreski, 2015). Além disso, Tarantilis
et. al (2012) demonstrou que a geleia real pode ser armazenada a -4°C apenas por 7
semanas sem perda de suas caracteristicas, por 21 semanas quando armazenada a -
20°C e a temperatura ambiente por 3 dias, para que haja uma baixa degradagao das

proteinas.

A regido de 3000 a 2800 cm-’ representa o estiramento dos grupos CH3 e CH2

dos acidos graxos (Santos, 2007). Observamos uma diminui¢do crescente na

intensidade do pico de 2927 cm™1 relacionado ao alongamento assimétrico de CH2, o que
sugere a perda de acidos graxos mediante os ciclos de descongelamento da geleia real.
Os acidos graxos sao de suma importancia na geleia real para seu uso medicinal, o
principal deles é o 10-HDA pelo antimicrobiano (Fratini et. al, 2016), protecdo da pele
contra raios ultravioleta (Park et. al,2011) e anticancer (Filipic et. al, 2015), sendo que
esse acido graxo também representa um indicador de adulteragédo nas amostras frescas
de geleia real (Sabatini et al., 2009). Antinelli et. al (2003) relatou que o processo de
homogeneizagao e repetidas variagdes curtas de temperaturatendem a aumentar a perda
do 10-HDA durante o armazenamento longo a 4°C, devido a incorporagao de ar associada
com uma via enzimatica ativa a 4°C que desencadeia a oxidacgao lipidica. Além disso, a
degradacgao dos acidos graxos da geleia real pode ser observada também na textura da
mesma, onde se observa uma diminuicdo da viscosidade no decorrer dos ciclos de
descongelamento.

A andlise de PCA apresentou eficiéncia para distinguir entre a amostra vencida,
amostra fresca (sem descongelamento) e as amostras que sofreram degradagéo devido
aos ciclos de descongelamento. Portanto, o método de ATR-FTIR -ATR associado a
analise de PCA demonstrou avaliagcbes satisfatérias quanto ao seu uso no controle de

qualidade da geleia real, sugerindo sua aplicabilidade para testar o frescor e a qualidade
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desse produto da abelha. Essa técnica tem sido utilizada para analise de controle de
qualidade e adulteracédo de alimentos como do 6leo de pitasche (Valasi et. al, 2020), ja
que possui diversas vantagens como rapidez, ndo necessita de preparagao prévia da
amostra, alta especificidade e reprodutibilidade.

Durante o armazenamento da geleia real, ocorrem mudangas de coloragao devido
a oxidacéao e reagdes de Maillard, aumento da viscosidade e acidez devido a oxidag&o
de lipideos, e diminuicdo do conteudo de carboidratos e atividade enzimatica (Muresan
et al., 2016). Essas moléculas podem estar associadas as atividades biologicas
desempenhadas pela geleia real como, por exemplo, a atividade antioxidante, que ja foi
demonstrada por diversos autores como Salahsoor et. al (2019) que mostraram que a
administracao de geleia real por 15 dias, apés indugao de isquemia/reperfusao, foi capaz
de diminuir os niveis de estresse oxidativo e Ghanbari et. al (2016) que evidenciaram
que a geleia real administrada em ratos aumentou a capacidade antioxidante, analisada
pelo método de FRAP.

Nesse trabalho, avaliamos a capacidade antioxidante através do ensaio de FRAP
e verificamos que a perda de componentes afetou a atividade biolégica da GR. A amostra
1, sem nenhum descongelamento, apresentou a maior capacidade antioxidante e ao
longo dos ciclos de descongelamento essa capacidade foi diminuindo gradativamente.
Diferencas significativas na capacidade antioxidante foram evidenciadas no 21° dia dos
ciclos de descongelamento. A amostra de geleia real de uso diario, com cerca de 45 dias
de uso com descongelamentos n&o padronizados, apresentou resultados semelhantes
aos da amostra do dia 21, enquanto a geleia real vencida apresentou niveis ainda mais
baixos de capacidade antioxidante, mesmo permanecendo congelada durante todo o
tempo de armazenamento.

A forma de armazenamento da geleia real foi avaliada por periodos de tempo
especificos e temperatura constante por Borguini et al. (2012) que verificou que o método
tradicionalmente utilizado para conservagéo da geleia real (congelamento a —18°C)
durante 120 dias foi eficiente para manter a capacidade antioxidante da geleia real sem
alteragbes expressivas ao longo do tempo de armazenamento. Na literatura nao
identificamos nenhum outro trabalho que avaliou ciclos de descongelamento ao longo do

tempo de armazenamento, como realizado nesse trabalho.
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Além disso, avaliamos a capacidade antioxidante da geleia real em cultura de
células de macréfagos, estimulados com zymosan para a produgdo de EROs. Os
resultados in vitro confimaram os resultados encontrados pelo método de FRAP. A geleia
real nas concentragdes de 10 e 1 mg/mL manteve sua capacidade antioxidante até o 15°
dia dos ciclos de descongelamento, em contrapartida, no 21° dia as amostras de geleia
real nao foram capazes de neutralizar a producdo de EROs em relagéo ao controle.

Em relagéo a viabilidade celular, os ciclos de descongelamento e a amostra de
geleia real vencida ndo alteraram a viabilidade dos macréfagos, o que sugere que a
degradacao de componentes da geleia real por descongelamento ou por ndo estarem no
prazo de validade nao gera produtos citotdxicos. A concentracdo de 100mg/mL da geleia
real que apresentou elevada capacidade antioxidante n&o foi citotoxica. Além disso, a
geleia real a Tmg/mL apresentou um resultado interessante, aumentando a viabilidade
celular acima do meio de cultura, sugerindo um possivel beneficio desse produto natural
para as células. Corroborando com esses dados, Chen* et. al (2016) propds o uso de
proteinas da geleia real como meio de cultura para crescimento de células humanas e
concluiu que as MRJPs seriam eficientes para substituir parcialmente o soro fetal bovino.

Portanto, considerando os resultados da capacidade antioxidante e do ATR-
FTIR é possivel concluir que a propriedade antioxidante da geleia real esta associada a
sua composicao integra, e mudancgas causadas pelos descongelamentos consecutivos
geraram alteragbes em sua composicdo e, consequentemente, em sua capacidade
antioxidante. Além disso, por meio da técnica de ATR-FTIR, neste estudo indicamos
alguns picos potenciais para avaliagdo da viabilidade da GR. Até o presente momento,
esse é o primeiro trabalho a avaliar a geleia real simulando as condi¢gdes de uso desse
produto natural pelos consumidores. armazenada congelada em porgdes individuais
que permitam ao consumidor um descongelamento unico para que a composigao
molecular deste produto natural seja mantida nos mesmos niveis de concentracao,
descongelar apenas a porgao que sera ingerida apés o descongelamento. Dessa forma,
ha uma necessidade de atencdo a esses fatores em avaliagdes de qualidade da
geleia real e orientagdo dos consumidores, principalmente na utilizagao da geleia real

para fins medicinais.
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