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RESUMO

As abelhas sem ferrdo apresentam grande relevancia ecoldgica, econdmica e social. Estas abelhas
apresentam relagdes com diversos microrganismos, sendo as relagdes estabelecidas com fungos
filamentosos as mais importantes, devido a capacidade de produzir metabolitos secundarios de
grande interesse para industria farmacéutica. Devido a busca por novos farmacos que tenham efeito
sobre o estresse oxidativo, que pode desencadear diversas patologias, o estudo tem como objetivo
avaliar o potencial antioxidante do sobrenadante produzido por fungos isolados de abelhas sem
ferrao nativas do Brasil. Para isso, o sequenciamento de DNA foi realizado para identificar os
fungos isolados e testes in vitro foram realizados para avaliar a agcdo antioxidante, FRAP, DPPH e
ORAC, dos sobrenadantes e de suas fracdes. Observou-se que os fungos pertencem aos géneros
Penicillium e Aspergillus. Os sobrenadantes foram fracionados e as fragdes proteicas, metabolicas
e fracionamento liquido-liquido foram testados novamente nos ensaios in-vitro. Foi possivel
concluir que tais sobrenadantes estudados apresentam atividade antioxidante em testes distintos,
representando uma alternativa eficaz na busca e identificagdo de compostos para superar os

mecanismos de danos causados pelo estresse oxidativo.

Palavras-chave: fungos filamentosos, atividade antioxidante, abelhas sem ferrao.
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1 INTRODUCAO

As abelhas sem ferrdo sdo insetos eusociais membros da classe Insecta, familia Apidae e
superfamilia Apoidea (BRADBEAR, 2009). Adaptaram-se a areas tropicais e subtropicais do
mundo, contabilizando mais de 600 espécies de abelhas sem ferrdo descritas. No territorio
brasileiro, mais de 200 espécies foram identificadas e sdo distribuidas em 29 géneros (LAVINAS
etal., 2019).

Essas abelhas organizam-se em colmeias permanentes, que podem possuir poucas duzias até
100.000 ou mais operarias (SILVEIRA et al. 2002; MICHENER, 2007). Os favos de cria sao
empilhados horizontalmente e construidos com cera e cerume (cera e propolis). Algumas espécies
de abelhas sem ferrdo produzem geopropolis (barro adicionado de resina com o intuito de
impermeabilizar o ninho). Outros materiais, como fezes secas de mamiferos, barro, vegetais, entre
outros, também podem ser utilizados para a constru¢ao do ninho dessas abelhas (MICHENER,
2007). O alimento (mel e polen) ¢ armazenado em potes de cera, dispostos ao redor dos favos.

As abelhas sem ferrao apresentam relevancia em varios aspectos, sendo polinizadores naturais
de plantas de diferentes biomas (FELIPE NETO, 2015). De acordo com Kerr e colaboradores
(1996), as abelhas sem ferrdao, principalmente as do género Melipona, destacam-se como as
principais polinizadoras do bioma amazonico. J4 no nordeste brasileiro Melipona subnitida é
endémica e representa um dos mais importantes polinizadores do bioma Caatinga (FELIPE NETO,
2015). Além disso, no Brasil, a importancia dessas abelhas ¢ cada vez mais reconhecida, visto que
culturas agricolas de alto valor economico dependem da polinizacdo por esses insetos (SLAA et
al, 2006).

No ambito socioecondmico, o interesse por essas abelhas vem crescendo constantemente pela
procura dos subprodutos tais como, mel, propolis, geopropolis, cera e pélen (MARCAL, 2017;
ALMANAA et al., 2022). O mel ¢ produzido a partir do néctar das flores e ¢ composto,
principalmente, por glicose e frutose, minerais, vitaminas e outros nutrientes (KWAPONG et al.,
2010). O mel e outros produtos das abelhas sdo utilizados hé séculos na medicina tradicional de
diversos povos devido as suas propriedades (FEAS et al., 2012).

Estudos demonstram os beneficios do mel da abelha sem ferrdo devido a suas propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias, anti-obesidade, anticancer e antimicrobiana (MOHAMMAD et

al., 2020; AL-HATAMLEH et al., 2020). O mel foi utilizado em um estudo anti-envelhecimento



de tratamento de pele, com células humanas (fibroblastos dermais) e aumentou a expressdo de
colageno nas células fibroblasticas envelhecidas e regulou negativamente a expressdo da
metaloproteinase associada a degradagao do coldgeno, sugerindo que o mel ¢ um potencial agente
anti-envelhecimento (CUI et al., 2010).

Além disso, o mel das abelhas sem ferrdo possui, também, a capacidade de aumentar a expressao
do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e o receptor Inositol 1,4,5- trisfosfato (ITPR1)
que estao envolvidos na funcdo sinaptica (CUI et al, 2009; AL-HATAMLEH et al., 2019,
SCHORGE et al., 2010).

A atividade antioxidante esta diretamente relacionada com propriedades anti-inflamatorias,
antimicrobianas, anticancer e atividade anti-obesidade enquanto o estresse oxidativo pode resultar
em diversas condi¢des, como doencas neurodegenerativas, diabetes, doencas cardiovasculares,
artrites e respostas inflamatoérias severas. (AVILA et al., 2019; FANG et al., 2014; AZIZ et al.,
2017, BONAMIGO et al., 2017).

As moléculas antioxidantes ndo se limitam a eliminar radicais livres, mas também agem como
moduladores de vias de transducao afetadas por radicais livres durante o estresse oxidativo,
responsaveis por certas respostas celulares como inflamagao, morte celular, proliferagao, entre
outros (DZIALO et al., 2016; DHARMARAIJA et al., 2017).

A atividade antioxidante de um produto pode ser avaliada por meio de um ensaio baseado na
capacidade do produto de inibir a oxidacdo, reduzindo assim a produgdo de radicais livres que
resultam em uma cadeia que causaria danos e alteragdes celulares (CORMET et al., 2018).
Radicais livres, produzidos por vias endogenas em concentragdes limitadas, sdo essenciais para a
manutengdo e regulacdo da maturacao celular porém, quando a concentragao ultrapassa o limite
pode resultar em doencas e levar ao dano oxidativo (um desequilibrio entre a concentragdo de
radicais livres e antioxidantes).

Assim como varios outros seres vivos, as abelhas sem ferrdo possuem relagcdes com diversos
microrganismos, seja de forma simbiodtica ou mutualistica e tais relagdes afetam diretamente a
imunidade, a nutricdo e até mesmo a saide dos organismos envolvidos (MARCAL, 2017). De
acordo com De Paula e colaboradores (2019), estdo associados as colméias de abelhas sem ferrdo
virus, bactérias, leveduras e fungos filamentosos. Nas colméias, as bactérias e leveduras possuem
a fungdo de produzir enzimas ativas que fermentam o agucar, além de produzir 4cidos organicos

que sdo fundamentais para a transformacdo do pdlen e néctar. Esta transformag¢ao microbiana prové



beneficios para as larvas e abelhas adultas (SOUZA et al., 2020; TONG et al., 2022; NGALIMAT
et al., 2019, SUPHAPHIMOL et al., 2020, DANIEL et al., 2013).

Os fungos filamentosos associados as colméias de abelhas sem ferrdo, normalmente, apresentam
estilo de vida saprofita, absorvem substancias organicas provenientes de matéria em decomposicgao.
Barbosa e colaboradores, em 2018, relataram 21 espécies de fungos Penicillium e 6 de Talaromyces
em mel, poélen e no interior da colméia de M. scutellaris. Os pesquisadores verificaram que tais
espécies de fungos produzem compostos bioativos mas nao chegaram a conclusao dos beneficios
que eles traziam para seus hospedeiros.

Em 2018, foi reportado pela primeira vez um caso de mutualismo entre a espécie do fungo
Monoascus sp. ¢ a abelha Scaptotrigona postica. Os pesquisadores demonstraram que o
crescimento do micélio deste fungo no alimento larval ¢ essencial para o crescimento de novos
individuos dessa espécie de abelha social. (BARBOSA, 2018).

No ano de 1928, o pesquisador Alexander Fleming notou que sua cultura de bactérias do género
Staphylococcus tinha sido contaminada por algum tipo de bolor e descobriu que aquele fungo era
do género Penicillium e produzia uma substancia que era capaz de inibir o crescimento bacteriano.
Surgia neste momento, a penicilina. A partir desta descoberta, as pesquisas por compostos ativos
derivados de fungos com possiveis utilizagdes biotecnologicas se expandiu mundialmente (HYDE
etal., 2019).

Os fungos filamentosos produzem metabdlitos secundarios que interessam a industria
farmacéutica, como antimicrobianos, enzimas, aminoacidos, esteréides (BUDHIRAJA et al.,
2013). Esses metabolitos secundarios sdo compostos extracelulares sintetizados e secretados no
meio de cultura quando o crescimento microbiano se encontra na fase estaciondria, sendo, de modo
geral, bioativos e de baixa massa molecular (DREYFUSS et al., 1994; TAN et al., 2001; SCHULZ
et al., 2002; STROBEL et al., 2003). Naturalmente, os metabdlitos secundarios funcionam como
(1) hormdnios sexuais, (i1) ion6foros, (ii1) formas de competicao contra microrganismos, insetos e
plantas, (iv) agentes de simbiose, (v) efetores de diferenciacdo e (vi) demais fun¢des desconhecidas
(DEMAIN et al., 2008).

A busca e identificacdo de novos compostos com atividade antioxidante presentes no
sobrenadante produzido por fungos filamentosos isolados do alimento de larvas de abelhas sem
ferrdo ¢ importante para obtencdo de substancias capazes de prevenir patologias associadas ao

estresse oxidativo.



2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial antioxidante de sobrenadantes produzidos por fungos filamentosos

isolados do alimento de larvas de abelhas sem ferrdo brasileiras.

2.2 Objetivos especificos

e Identificar os fungos presentes no alimento larval de quatro abelhas sem ferrdo;

e Avaliar o potencial antioxidante do sobrenadante total produzido pelos fungos através dos
ensaios bioquimicos DPPH, FRAP e ORAC;

e Identificar o sobrenadante total com maior potencial antioxidantes e fracionar em porgoes
proteica e metabodlica para repetigdo dos testes bioquimicos.

e Fracionar a por¢do metabdlica utilizando solventes polar e apolar a fim de identificar a
molécula bioativa responsavel pelo carater antioxidante do sobrenadante produzido pelo

fungo.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Isolados fungicos

Os fungos filamentosos utilizados no presente trabalho foram isolados do alimento de larvas de
abelhas sem ferrdo Melipona quadrifasciata, Melipona scutellaris, Frieseomelitta varia e
Tetragonisca angustula e obtidos a partir da Cole¢ao de Microrganismos Isolados de Abelhas Sem
Ferrao do Laboratorio de Biotecnologia de Genética da UFU (CoMISBee) (Santos, 2022). Os
fungos sdo mantidos em caldo Luria-Bertani (LB) acrescido de glicerol (20%) em ultrafreezer
(Panasonic) a -80 °C . Os fungos foram reativados em meio solido de Batata Dextrose Agar (BDA)
e incubados por 5 dias a 30 °C em estufa (Sterilifer Professional Line). No total, 9 fungos
filamentosos foram utilizados, 3 fungos isolados de F. varia, 3 de M. quadrifasciata, 2 de M.

Scutellaris e 1 de T. angustula (Tabela 1).



Tabela 1:Lista de fungos da CoMISBee utilizados nos ensaios de antioxidante.

Abelha sem Codigo do fungo

ferrao

Frieseomelitta FvO01 Fv05 Fv10

varia

Melipona Mq03 Mq05 Mq20

quadrifasciata

Melipona Ms35 Ms46¢

scutellaris

Tetragonisca Ta26

angustula

3.2 Extracao de DNA

Os fungos foram plaqueados em meio BDA e incubados por 5 dias a 30 °C, de acordo com
Brandao e Colaboradores, 2019. Apds incubacdo, os fungos foram raspados e transferidos para
microtubos contendo 1mL de tampao de extragcdo (Tris-HCL 0,1 M ou 100 mM, NaCL 500 mM,
EDTA 50 mM e SDS 0,4%) e agitado em vortex por 2 minutos. Adicionados ao microtubo 50 pL
de proteinase K e as amostras incubadas a 56 °C por 30 minutos; a cada 10 minutos os microtubos
foram agitados. Depois deste tempo de incubacao, 150 pl de acetato de potassio a 5 mM foram
adicionados , agitado por dois minutos e centrifugado a 14.000 rpm por 10 minutos a temperatura
ambiente. O sobrenadante coletado (~400 pL) ¢ transferido para um novo microtubo com 330 puL
de isopropanol. Os tubos foram invertidos 50x e centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos a 25°C.
O sobrenadante foi descartado, 500 pL de alcool 70% foram adicionados, centrifugada por 30
segundos (spin) e o sobrenadante descartado. Para garantir limpeza do DNA, a etapa foi realizada
duas vezes. Adicionados 250 pL de alcool absoluto e a amostra centrifugada por 5 minutos a
14.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet seco por 60 minutos a temperatura ambiente.
O pellet foi ressuspenso em 50 pulL de dgua ultrapura e a qualidade do DNA verificada em

espectrofotometro NanoDrop 2000 e em gel de agarose.



3.3 Amplificacdo das amostras de DNA (PCR)

1 ng de DNA foi incubado em termomixer a temperatura de 50 °C por 15 minutos. 1 pL das
amostras ressuspensas (~50 ng) foi utilizado como molde para as reacdes de amplificacdo. As
reagdes de PCR foram realizadas em volume final de 25 pL, contendo DNA, Taq High Fidelity Pol
Reaction Buffer Complete (Cellco, Sao Carlos, SP), 1X, primers ITS1 (Forward, 5'
TCCGTAGGAACCTGCGG 3") e ITS4 (Reverse, 5' TCCTCCGCTTATTGATATGC 3') a 0,5 uM,
mistura de ANTPS a 200 uM e Taq High Fidelity Pol (Cellco) (5 U).

As reagdes de PCR foram realizadas em termociclador Veriti (Applied Biosystems). Os ciclos
seguiram as condig¢des: 1 ciclo de 95 °C por 3 min, 35 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 47 °C por
30 segundos, 72 °C por 1 min, 1 ciclo de 72 °C por 7 min e 4 °C por . Os amplicons foram
analisados em gel de agarose 1% e os produtos de PCR foram purificados utilizando kit de

purificacdo PCR (Cellco)

3.4 Sequenciamento

20 ng de cada amplicon foram submetidos a sequenciamento pelo método de Sanger. As
amostras foram preparadas seguindo as recomendacdes do fabricante para protocolo BigDie
Terminator e o sequenciamento realizado no equipamento ABI3130 (Applied Biosystems). Para
cada amostra, dois sequenciamentos foram realizados em dire¢des opostas utilizando os primers
ITS1 e ITS4. Os eletroferogramas foram analisados e as sequéncias consenso de cada amostra

foram obtidas e comparadas em bancos de dados pelo BLASTn.

3.5 Producao de sobrenadante

Um bloco de gelose de cada fungo previamente reativado foi inoculado em 60 mL de caldo de
Batata-Dextrose (BD) e incubado em agitagdo constante a 180 rpm na temperatura de 31 °C + 1 °C
por cinco dias. No terceiro e no quinto dias de fermentagdo, uma aliquota de 30 mL do caldo
fermentado foi coletada e centrifugada a 10.000 rpm por 4 minutos para recuperacdo do
sobrenadante. Os sobrenadantes coletados no 3° e 5° dias de fermentacdo foram mantidos em

freezer (Electrolux) a -20 °C até os proximos testes.

3.6 Capacidade Antioxidante Total (FRAP)



Foi preparado um tampao de acetato de sddio a 0,3 M e pH 3,6 dissolvendo 3,1g de acetato de
sodio em 16 mL de acido acético glacial e o volume completado para 1 L com dgua destilada.
Preparada uma solu¢do de HCL 40 mM adicionandos 67,23 uL de HCL e o volume completado
para 20 mL com agua destilada. Tais solu¢des foram utilizadas no dia do teste.

No dia do experimento foi preparada uma solu¢ao de TPTZ 10 mM dissolvendo 0,0625 g de
TPTZ em um volume final de 20 mL de HCL 40 mM. Preparada uma solucao de cloreto férrico 20
mM dissolvendo 0,108 g de cloreto férrico em um volume final de 20 mL de 4agua destilada.

O ensaio foi realizado com auxilio de uma microplaca de 96 pogos transliicidos, com as amostras
em triplicata. Em cada um dos pogos foram adicionados 10 pL. dos sobrenadantes, 25 pL. de dgua
destilada e 250 pL de reagente FRAP (10 volumes de tampao acetato + 1 volume de TPTZ + 1
volume de Fe3*). Na mesma placa, também foram preparadas uma curva padrio de antioxidante
Trolox, um branco e os controles epigalactocatequina, quercetina e acido galico (todas a 0,25
mg/mL).

A placa foi incubada camara escura por 6 minutos a 37 °C ao abrigo da luz e a absorbancia lida
em espectrofotometro no comprimento de 593 nm. As absorbancias da curva padrao foram plotadas
de modo a se obter uma equagao da reta e a atividade antioxidante das amostras foi estabelecida

em funcao da concentracao de Trolox equivalente (umol) utilizando a seguinte equagao:

A

(UM trolox eq) / L =

Onde A e B correspondem aos valores da equacdo da curva padrdo obtida (equagdo da reta).

3.7 Ensaio DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

O ensaio DPPH utilizado foi adaptado do protocolo proposto por Sharma & Bhat (2009), que
avalia a capacidade da amostra de inibir a atividade oxidante do 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH).

O teste foi realizado em microplaca de 96 pocos translicida com as amostras em triplicata. Em
cada pogo foi adicionado 75 pL dos sobrenadantes ou controles e 225 uLL de DPPH a 0,06 mM. Os
controles positivos foram epigalactocatequina, quercetina e acido galico, todos a 0,25 mg/ml, € o

controle negativo, agua. A placa foi incubada a 30 °C por 30 minutos ao abrigo da luz e as



absorbancias das amostras foram lidas em espectrofotometro no comprimento de 517 nm.

Foi preparada outra placa de 96 pogos com o branco para descontar os valores de absorbancias
visto que este ¢ um teste colorimétrico. Na placa branco foi pipetado 50 puL de sobrenadante e 200
pL de metanol em triplicata para cada amostra e a absorbancia lida em espectrofotdmetro no
comprimento de 517 nm.

A atividade antioxidante ¢ obtida em fun¢ao da porcentagem de DPPH neutralizado, por meio

da formula:

A controle — A amostra

DPPH(%) = [ 1x 100

A controle
Onde:
e A controle = absorbancia do branco DPPH

® A amostra = absorbancia de cada amostra e controle

3.8 Capacidade de Absorc¢iao do Radical Oxigénio (ORAC)

O ensaio ¢ baseado na inibi¢do da oxidacdo induzida por radicais peroxil. Foi preparado um
tampao fosfato 75mM com : 2g de fosfato de potassio monobasico (KH,HPO4) e 3,26g de fosfato
de sodio bibasio monohidratado (Na,HPO,), 450 mL de agua Milli-Q. O pH foi ajustado para 7,4
utilizando NaOH e o volume foi completado para 500 mL (volume final).

A solugdo de fluoresceina foi preparada em tampao fosfato. A solugdo mie I a 425x 107* M
foi preparada pesando-se 0,016g de fluoresceina em 100 mL de tampao fosfato previamente
preparado. A solu¢do mae II foi obtida pipetando 1 mL da solugdo mae I e acrescentando 99 mL
de tampdo fosfato (4,25 x 1073 M). A solugdo com a concentragdo utilizada de 8,5 x 10™° M foi
obtida pipetando 1 mL da solu¢do mae II e acrescentando 49 mL de tampao fosfato.

No dia da andlise, foi preparado o radical Azobis a 153 mM em tampao fosfato, pesando 0,414g
em 10 mL de tampao fosfato. Por ser fotossensivel, a solu¢do foi mantida ao abrigo da luz e em
geladeira a 4 °C até o momento da analise.

O teste foi realizado com auxilio de microplaca de 96 pocos de cor preta com as amostras em
triplicata. Em cada pogo foram colocados 150 pL da solugdo de fluoresceina (8,5 x 107> M) e 25
pL da amostra. O branco foi feito utilizando 150 pL de fluoresceina e 25 pL. de tampao fosfato (o

branco sera descontado da leitura de todas as amostras). Foi realizado também uma curva padrao
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com Trolox nas concentragdes de 250; 125; 62,5; 31,25 ¢ 15,62 uM (TROLOX em tampao fosfato).
Imediatamente antes da leitura, 30 pL da solugdo de Azobis 153 mM foram acrescentados em
cada poco ¢ a leitura foi feita em espectrofluorimetro, com excitagao a 485 nm e emissao a 528

nm, a temperatura de 37 °C. A leitura foi feita durante 90 minutos com leituras a cada 1 min e 30s.

3.9 Fracionamento do sobrenadante

O sobrenadante total foi separados em eppendorfs no volume de 2 mL e levados ao speed
vacuum overnight até a secagem total. Posteriormente, 1 mL de metanol foi adicionado e incubado
a 4 °C por 3h, seguido de centrifugacao a 8.000 g por 5 minutos (JUNIOR, 2017). O precipitado
proteico foi separado do metabolico e o solvente (metanol) evaporado em speed vacuum. As

fragdes proteicas e metabdlicas seguiram para os testes antioxidantes.

3.10 Fracionamento da porciao metabdlica

A porcdo metabdlica seguiu para o fracionamento liquido-liquido utilizando os reagentes na
seguinte ordem: Hexano, Diclorometano (DCM), Acetato de Etila e N-Butanol (BATISTA et al.,
2021).

O metabdlico seco evaporado em speed vacuum foi ressuspendido em 1 mL de dgua e vortexado
por 30 segundos ou até sua homogeneizagdo completa. Apos este processo, 500 pL. de Hexano
foram adicionados a cada eppendorf e vortexado novamente por 30 segundos e duas fases foram
formadas (fase hexanica e fase metabdlica restante). A fase hexéanica foi retirada com auxilio de
uma pipeta e o processo foi repetido. Todos os eppendorfs foram lavados 2x com cada um dos
reagentes seguindo a ordem e no final do processo, a fase restante que nao reagiu com nenhum dos

reagentes quimicos foi chamada de fase aquosa.

3.11 Analise estatistica

Os dados coletados foram analisados no software GraphPad Prism ® (versdo 8.0). Todos os
dados obtidos nesse trabalho foram submetidos a andlise estatistica no teste ANOVA sendo em

seguida feito comparac¢des multiplas por meio do teste de Dunnet (a 0,05).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO



4.1 Identificacao dos fungos

Os resultados obtidos apds comparagao das sequéncias de DNA consenso de cada amostra de

fungo com banco de dados pelo BLASTn estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: identidade dos fungos isolados do alimento larval de abelhas sem ferrao

Identificacdo do fungo Identidade (%) | Resultado BLASTn
Fv01 100 Penicillium citrinum
Fv05 100 Penicillium sp.
Fv10 99,8 Aspergillus flavus
Mq03 100 Penicillium citrinum
Mq05 100 Aspergillus sp.
Ms35 100 Penicillium citrinum
Ms46¢ 100 Aspergillus caelatus
Ta26 100 Aspergillus sp.
Mq20 100 Aspergillus sp.

Os fungos presentes no alimento larval das abelhas utilizados neste trabalho pertencem aos
géneros de Penicillium (Fv01, Fv05, Mq03, Ms35) e Aspergillus (Fv10, Mq05, Ms46c, Ta26,
Mq20). O género Penicillium ¢ uma importante fonte de antioxidantes naturais, como flavonoides,
acido glicogénico e acido kojico (TAVARES et al, 2018; FRISVAD et al., 2006). O género
Aspergillus se mostra relevante pela produgdo de polifenodis, acido ascorbico e acido rosmarinico
(AURORA et al., 2011; ALMANAA et al., 2022; BANJO et al., 2020).

Espécies do género Aspergillus podem ser encontradas na natureza e em vdrios tipos de
substratos (XU et al., 2020; KATSURAYAMA et al., 2020; ELODIE et al., 2018; AN et al., 2018,
MOUSSA et al., 2020). Atualmente esta espécie de fungo ¢ amplamente estudado e reconhecido
como fonte de metabolitos ativos com importancia médica, visto que espécies deste género sao
capazes de produzir isocumarinas, pirazinas, esterdides, alcaldides inddlicos, dicetopiperazinas,
policetideos, quinonas, benzodiazepinicos e nitro-benzoil sesquiterpendides, moléculas que
demonstraram efeitos antimicrobianos, citotoxicos, antivirais, anti-inflamatorios, antioxidantes,
anti-Parkinson, neuroprotetor e também efeito inseticida (DAI et al., 2001; TONG et al., 2022;
PENG et al., 2018; CHANG et al., 2016; HU et al., 2021; BELOFSKY et al., 1998; CUI et al.,
2009; CUI et al., 2010; FAN et al., 2019; FANG et al, 2014; FUCHSER et al ., 1997,
GONZALEZ-JARTIN et al, 2017; GUO et al., 2014). Pesquisas recentes indicam que algumas
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espécies de Aspergillus, como A. sclerotiorum e A. terreuss sdo capazes de produzir Lovastatina,
demonstrando seu potencial anti-lipidémico e anti-diabetes (IEWKITTAYAKORN et al., 2020;
SERAMAN et al., 2010).

O género Penicillium compreende mais de 200 espécies ja catalogadas e a maioria delas de solo
(NICOLETTI et al., 2007). Estudos demonstraram que integrantes deste género sao capazes de
produzir biomoléculas ativas com agao antibacteriana, antifingica, imunossupressora ¢ agente
redutor do colesterol (KWON et al, 2002, NICOLETTI et al., 2007). No caso do Penicillium
citrinum identificado nas amostras Fv01, Mq03 e Ms35, estudos demonstram que estes fungos

podem sintetizar policetideos com ac¢des antitumoral e antioxidantes (SAMANTHI et al., 2015).

4.2 Ensaios bioquimicos

Dentre os controles positivos utilizados, epigalactocatequina, quercetina e acido galico, apenas

os que apresentaram melhores resultados em cada ensaio foi exibido graficamente.

4.3 Capacidade Antioxidante Total (FRAP)

O ensaio da capacidade antioxidante total, FRAP, dos sobrenadantes revelou baixa atividade
antioxidante nas amostras de terceiro dia de fermentacdo, ndo mostrando diferenga estatistica
significativa quando comparadas ao controle negativo, de d4gua (a = ns). Os sobrenadantes obtidos
de fermentacdo no quinto dia apresentaram atividade antioxidante significativa, principalmente os
sobrenadantes Fv05 (5) e Mq03 (5) com os maiores valores de média, 237,44 e 245,22 uM trolox

eq/uL respectivamente, como mostrado na Figura 1.
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Figura 1: Grafico FRAP das amostras de sobrenadantes no terceiro e quinto dia de fermentagao.

As diferencas estatisticas em comparagdo com controle negativo estdo descritas como: a =ns (p <

1); b =* (p<0,05); c=** (p <0,01); e=**** (p<0,0001).

No ensaio FRAP descrito por Benzie e Strain (1996), os antioxidantes presentes na amostra
reduzem o Fe3* a Fe?*, que ¢ quelado pelo TPTZ e forma um complexo de coloragdo azul (OU
et al.,, 2002). Os resultados obtidos no ensaio FRAP das amostras totais demonstram que os
sobrenadantes de terceiro dia de fermentacdo nao possuem atividade antioxidante significativa com
uma baixa capacidade de reduzir o Fe3", enquanto os sobrenadantes de quinto dia de fermentacio
apresentaram maior capacidade antioxidante, como podemos observar as diferencas estatisticas
apresentadas pelos sobrenadantes Fv05 (5), Mq03 (5), Mq05 (5), Mq20 (5) e Ta26 (5). Estudos de
Aurora e colaboradores (2010) demonstraram que fungos Penicillium citrinum produziam
compostos fendlicos capazes de reagir com o complexo de triazina tripiridil férrico (Fe3*- TPTZ)

e produzir tripiridil triazina ferrosa (Fe?*- TPTZ).

4.4 Ensaio DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

No ensaio de DPPH (Figura 2) os sobrenadantes apresentaram atividade antioxidante

significativa no terceiro e quinto dia de fermentacao. Com enfoque nos sobrenadantes Ta26 (5),
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Mq05 (5), Msd6c (5) e Fv01 (5) que apresentaram médias nas triplicatas de 110,78; 95,62; 81,08
e 69,04%, respectivamente, de capacidade antioxidante quando comparados ao controle negativo

de dgua, enquanto o controle positivo de quercetina apresentou média de 97,85% de capacidade

antioxidante.
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Figura 2: Grafico DPPH das amostras de sobrenadantes no terceiro e quinto dia de fermentagao.
As diferencas estatisticas em comparacao com controle negativo estdo descritas como: a=ns (p <

1); b =* (p<0,05); d = *** (p<0,001); e = **** (p < 0,0001).

O ensaio de DPPH (Método do sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil)
(FUKUMOTO; MAZZA, 2000, com adaptagdes) se baseia na capacidade de uma molécula
antioxidante sequestrar o radical DPPH (um radical livre estavel devido a movimentagao do elétron
desemparelhado por toda a molécula), reduzindo-o a hidrazina. Nossos resultados demonstraram
alta atividade antioxidante em varios sobrenadantes totais de ambos os dias de fermentagdo
utilizados, ou seja, sdo capazes de sequestrar o radical DPPH, sendo que um deles atingiu uma
média de capacidade antioxidante acima da média do controle positivo da quercetina (97,85%),
estamos nos referindo ao sobrenadante Ta26 (5) com uma média de 110,78% de capacidade
antioxidante, seguido pelo Mq05 (5) com 95,62%, entre outros. Neste ensaio, muitos sobrenadantes
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de terceiro dia também se destacaram por apresentarem grandes potenciais antioxidantes e que
necessitam ser estudados ap6s o fracionamento, como por exemplo o Mq03 (3) e o Fv01 (3), com
médias de 70,05% e 67,82% de capacidade antioxidante, respectivamente.

No estudo de Chen e colaboradores (2002), culturas de Penicillium citrinum F5 apresentaram
grande atividade como eliminadores de radical livre no ensaio de DPPH. Almanaa e colaboradores
(2022), avaliaram a atividade antioxidante, antimicrobiana e antiproliferativa de metabolito
fangico produzido por Aspergillus flavus in vitro e verificaram capacidade de sequestro do radical
DPPH no género Aspergillus e alta concentragdo de flavonoides no sobrenadante.

Almanaa e colaboradores (2022) e Tenguria e colaboradores (2011), chegaram a conclusdo que
os fungos do género Aspergillus foram os mais efetivos nos testes de DPPH.

Os resultados obtidos pelo ensaio em nossa investigacdo, demonstraram que os sobrenadantes
produzidos pelos fungos do género Aspergillus (Fv10, Mq05, Ms46c, Ta26), no quinto dia de
fermentagdo, apresentaram bons resultados de sequestro de radical DPPH e por isso boa atividade
antioxidante neste teste, com médias de 52,5; 95,62; 81,06 e 110,78 respectivamente, proéximas ou

maiores que o controle positivo de quercetina.

4.5 Capacidade de Absorc¢iao do Radical Oxigénio (ORAC)

No ensaio de ORAC (Figura 3) todas as amostras de sobrenadantes de terceiro e quinto dia
utilizadas apresentaram alta capacidade de absorc¢do do radical oxigénio e diferenca significativa
quando comparadas ao controle negativo de 4gua, sendo que suas médias variaram entre 157,77 e
254,14 eq/uL, dos sobrenadantes Fv05 (3) e Mq03 (5), respectivamente. Os resultados obtidos das

amostras de sobrenadantes ultrapassam o do controle positivo de acido galico, 114,74 eq/uL.
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Figura 3: Grafico de ORAC das amostras de sobrenadantes no terceiro e quinto dia de

fermentagdo. As diferencas estatisticas em comparagao com controle negativo estao descritas como

e = **%% (p < 0,0001).

O ensaio ORAC ¢ um método que analisa a capacidade de uma amostra sequestrar radicais livres
frente ao radical peroxila, induzido pelo 2,2'-azobis-(2-metilpropanoamidina), demonstrando um
efeito antioxidante natural da amostra (ADOM et al., 2005; GLAZER, 1990; OU et al., 2002;
HAMPSCH-WOODHILL et al., 2001). Nos nossos ensaios, foi demonstrado que todos os
sobrenadantes produzidos em ambos os dias de fermentagdo apresentaram potencial antioxidante
significativo em relacdo ao controle negativo de agua, também ultrapassando a capacidade
antioxidante demonstrada pelo controle positivo de acido galico (114,74 eq/uL).

Na e colaboradores (2019) avaliaram a capacidade antioxidante e anti-inflamatoria do acido
feralico liberado pela fermentagdo do Aspergillus niger pelo teste ORAC. Os pesquisadores
encontraram que o acido fertlico produzido possuia capacidade de sequestrar radicais livres mais
intensamente que o controle positivo quercetina. Na nossa analise, encontramos que todos os
sobrenadantes produzidos pelos fungos do género Aspergillus apresentaram capacidade
antioxidante maior que o acido galico utilizado como controle positivo, nos sobrenadantes de

terceiro e quinto dia de fermentacao.
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4.6 FRAP, DPPH e ORAC das fracoes metabdlicas e proteicas

As fragdes metabolicas e proteicas dos sobrenadantes foram submetidas aos ensaios
antioxidantes para identificagdo da fracao responsavel pela agdo antioxidante no sobrenadante
total. Os resultados obtidos (Figura 4) demonstram que na fracdo metabodlica dos sobrenadantes,
neste caso entende-se todos 0os compostos na amostra menos a proteina, ¢ possivel observar que no
teste FRAP apenas os sobrenadantes provenientes do quinto dia de fermentagdo apresentaram
capacidade antioxidante. No mesmo teste, nenhma fracio proteica foi capaz de reduzir o Fe3% a
Fe?*, e esse resultado foi observado nas fragdes proteicas de ambos os dias de fermentag3o.

Nos ensaios de DPPH e ORAC as amostras do terceiro e quinto dia de fermentacdo apresentam
potencial antioxidante significativo quando comparados ao controle negativo, principalmente as
fragdes metabolicas, onde foi observado as maiores capacidades antioxidantes. Nas fragcdes
proteicas, o quinto dia de fermentagdo se sobresai em relagao ao terceiro dia de fermentagdo nos

ensaios de DPPH e ORAC, apresentando capacidades antioxidantes relativamente maiores.
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Figura 4: Layout dos graficos FRAP, DPPH e ORAC das amostras apds o fracionamento em

fragdo metabolica e proteica. As diferengas estatisticas em comparacdo com controle negativo estao
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descritas como: a=ns (p<1); b=* (p <0,05); c=** (p<0,01); d=***(p<0,001); e=****
(p <0,0001).

Os resultados obtidos no ensaio FRAP apds o fracionamento (fracdo metabdlica e proteica)
demonstram que os sobrenadantes produzidos pelos fungos no terceiro dia de fermentacdo nao
apresentam potencial antioxidante. Porém, ¢ possivel identificar que a capacidade de reduzir o
Fe3* a Fe?* neste ensaio é caracteristico de uma molécula que estd encontrada na fragio
metabolica no quinto dia de fermentacao.

O estudo de Wu e colaboradores (2018) com fungos Aspergillus versicolor de origem marinha,
identificou uma nova xantona (oxisterigmatocistina D) e um novo alcaloide (aspergilusina A), além
de trés xantonas, oito antraquinonas ¢ quatro alcaldides conhecidos. As moléculas identificadas
apresentaram boa capacidades antioxidante representada em TEAC (capacidade antioxidante por
equivalentes de trolox). Sendo que, algumas moléculas identificadas foram aproximadamente
equivalentes ao controle positivo trolox. A nova xantona oxisterigmatocistina D apresentou
capacidade de 0,55 mmolL—-1.

O teste de DPPH realizado nas fragcdes nos mostrou que em ambas as fracdes podemos encontrar
acdo antioxidante, mesmo que em diferentes proporcdes. A fragdo metabolica apresenta
capacidade antioxidante maior em comparacdo a fase protéica, € o quinto dia de fermentacao
apresenta resultados maiores que controle positivo de EGCG. Muitos fatores podem influenciar na
atividade antioxidante de proteinas e peptideos, como por exemplo o posicionamento dos
aminoacidos (SARMADIA; ISMAILA, 2011) e presenca de an€is aromaticos e polares, presenga
de arginina e histidina, presenca de aminoacidos de superficie, entre outros. (LUNA-VITAL et al.,
2014; RAMAKRISHNAN et al., 2016; UNGCHAROENWIWAT et al., 2015).

De acordo com o trabalho de Chen e colaboradores (2011), a molécula Asl-1 produzida por
Aspergillus sp. apresentou boa atividade antioxidante in vitro no teste DPPH. No trabalho de Yun
e colaboradores (2011) identificaram um novo glicosideo, o alcool clorogentisil, que apresentou
otimos resultados in vitro com IC50 de 1.0 uM, enquanto o controle positivo de L-acido ascoérbico
apresentou IC50 de 20.0 uM.

No nosso ensaio ORAC, podemos notar que a fragdo metabdlica demonstrou alta capacidade
antioxidante, independente do dia de fermentagdo, porém quando olhamos para o ensaio ORAC

proteico, ¢ possivel observar resultados promissores nas fragdes proteicas dos sobrenadantes no
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quinto dia de fermentacdo, resultados diferentes dos observados no FRAP. Em 2009, Gamal-
Eldeen e colaboradores estudaram a modulacdo de enzimas metabolizadoras de carcindgenos por
Cromanona A, um derivado de cromona do fungo marinho Penicillium sp. Neste estudo,
concluiram que a nova molécula Cromanona A ¢ um forte eliminador de OHe, no entanto,

apresentou fraca afinidade de eliminagdo contra ROOe.

4.7 Fracionamento liquido-liquido

Os resultados mostrados anteriormente serviram como ponto de partida para selecdo dos
sobrenadantes com o melhor potencial antioxidante e que seguiram para a fase do fracionamento
liquido-liquido por solvente da fragcdo metabdlica. Os sobrenadantes Fv05 (3M), Mq03 (3M), Fv01
(3M), Fv05 (5M), Mq03 (5M), Mq20 (5M) e Ms35 (5M) foram particionados por polaridade e
seguiram para os testes antioxidantes in vitro de FRAP, DPPH e ORAC.

4.6.1 Capacidade Antioxidante Total (FRAP)

No ensaio da capacidade antioxidante total, das fragcdes dos sobrenadantes dos fungos
selecionados nenhuma apresentou capacidade antioxidante significativa. Na Figura 5, as fra¢des
sdo apresentadas seguindo as siglas: H = Hexano; D = Diclorometano; A = Acetato de etila; N =

N-butanol; H20 = fracao aquosa restante.
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Figura 5: FRAP das fragdes dos sobrenadantes selecionados. As diferencas estatisticas em
comparagdo com controle negativo estao descritas como: a=ns (p <1); b="* (p <0,05); c = ** (

p<0,01);d=***(p<0,001); e="****(p<0,0001).

Como podemos observar, nenhum composto foi capaz de reduzir o Fe3* a Fe?* apds o

fracionamento liquido-liquido, resultado que vai contra o esperado, visto que o FRAP dos
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metabolitos totais demonstrou alta capacidade antioxidante. Tal resultado pode ser explicado
porque o teste FRAP ¢ um ensaio colorimétrico, onde utilizamos um espectrofotometro para
realizar a leitura da placa no comprimento de onda de 593 nm. Por ser um teste envolvendo
coloragdo, qualquer coloragao anormal pode gerar falsos positivos € incapacitar o equipamento de
percebé-los. O reagente FRAP utilizado para reagir com as nossas amostras gerou uma coloracao
avermelhada nos pogos, intensificando a resposta e podendo gerar um falso negativo para resposta
antioxidante, quando na verdade a amostra deveria ficar azul. Alguns dos nossos metabolitos
podem estar se comportaram como oxidantes no teste de FRAP, intensificando a oxidacao do ferro
e gerando os resultados observados.

Organismos capazes de oxidar ferro (Fe?* a Fe3") sio conhecidos como ferroxidantes e
resultam na formacao de 6xidos de ferro, como 6xido férrico Fe.Os. Este processo ¢ realizado por
enzimas ferroxidases, e tais organismos utilizam tanto o ion ferroso quanto as formas compostas
de enxofre inorgénico, a citar o FeSO4, como fontes de energia para sintese de ATP e NADPH
(PELCZAR et al., 1993). Todos estes organismos requerem o ferro nutricionalmente e o utilizam
em processos enzimaticos que envolvem transferéncia de elétrons (EHRLICH, 1998).

No estudo feito por Mefteh e colaboradores (2018) a fim de identificar fungos produtores de
biomoléculas, dois fungos endofiticos foram isolados Penicillium citrinum e Geotrichum candidum
e avaliados quanto a a¢do antioxidante. No teste FRAP, os resultados indicaram que extratos de
Geotrichum apresentam maior atividade antioxidante do que os de Penicillium, sendo que o IC50
da fragcdo hexanica do Penicillium girou em torno de 370,81 +3,39 ug/mL, um valor muito alto,

visto que quanto menor o nimero de IC50, maior capacidade antioxidante.

4.6.2 DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

No ensaio de DPPH (Figura 6) realizado com os sobrenadantes particionados por solventes, o
sobrenadante FV05, do quinto dia de fermentacdo apresentou diferenca significativa (p < 0,0001)
em todas as fragdes solventes (H, D, A, N, H20) quando comparados a agua. Além dele, as fra¢des
A, N e H20 dos sobrenadantes MQO03 (5M), Mq20 (5M) e MS35 (5M) também apresentaram
potencial antioxidante significativo (p < 0,0001) in vitro quando comparados ao controle negativo.
Na figura 6, as fragdes sdo apresentadas seguindo as siglas: H = Hexano; D = Diclorometano; A =

Acetato de etila; N = N-butanol; H20 = fracdo aquosa restante.
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Figura 6: DPPH das fracGes dos sobrenadantes selecionados. As diferencas estatisticas em
comparagdo com controle negativo estdo descritas como: a=ns (p < 1); b=* (p <0,05); ¢ = ** (

p<0,01);d=***(p<0,001); e=****(p<0,0001).

Nossos resultados demonstraram que as fragdes DCM, acetato de etila, N-butanol e aquosa se
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destacam por apresentarem maior capacidade antioxidante. Nessa analise, os resultados permitem
verificar que a fracao hexanica dos sobrenadantes produzidos por Penicillium (Fv0l, Fv05, Mq03
e Ms35) sdo as que mostram menores valores quando comparadas as outras fragcdes estudadas.

Wickramarachchi e colaboradores (2019) testaram um novo composto (PP-PC-03) ativo
produzido pelo fungo Penicillium citrinum que ocorre no liquen Parmotrem sp. e essa molécula,
junto as outras PP-PC-01 e PP-PC-02, também isolado do fungo, apresentaram boa capacidade
antioxidante com valores de IC50 de 59.6 £22.3, 120.1 £ 11.7 ¢ 68.6 = 4.3 pg/mL respectivamente.
No mesmo estudo, foi demonstrado a capacidade antioxidante da fragao hexanica, tendo uma
porcentagem de inibi¢do de aproximadamente 10% na concentragdo maxima de hexano (100
ug/mL), representando uma atividade antioxidante baixa em relagdo ao controle positivo.

No nosso trabalho a fracdo hexanica do sobrenadante produzido por Aspergillus (Mq20) nao
apresenta diferenca estatistica (p > 0,05) em relag@o ao controle negativo 4gua, demonstrando que
0s compostos presentes nesta fragdo ndo sdo capazes de sequestrar com eficiéncia o radical DPPH.
Porém, quando observamos as outras fragdes podemos ver que tal sobrenadante apresenta

moléculas com grande potencial antioxidante e capacidade de sequestrar o radical DPPH.

4.6.3 Capacidade de Absorciao do Radical Oxigénio (ORAC)

O ensaio de ORAC (Figura 7) com os sobrenadantes fracionados por solvente revelou que os
sobrenadantes apresentam capacidade de absor¢do do radical oxigénio maior do que os controles
positivos. Damos enfoque aos sobrenadantes do quinto dia de fermentagdo, visto que neles a
maioria das fracdes solventes apresentam atividade antioxidante maior que as apresentadas pelos

controles de epigalactocatequina, quercetina e acido gélico.

23



FVO01 (5M) FV05 (3M)

200 200
|i|
2 2
3 150 2 150
g g e |
° °
E 100+ £ 100
> =
5 3
° 50 o 50 b
(= = a
0_
- EPl Q@ AG H D A N H20 - EPLQ AGH D A N H20
FV05 (5M) MQO03 (3M)
250 e 200
3 200 3 150 T
E3 k3 — e
° 150 ° d
E E 100~ c
> 100 o
o o
o o E
2 50 g so .
o
- EPlQ AG H D A N H20 - EPLQ AGH D A N H20
MQO03 (5M) MQ20 (5M)
250 e 200+ e
———
= _ =
§zoo §150_
5 1504 e °
E — E 100
< 100 o
o o
o o 50
= 50+ =
a
0- 0-
- EPlQ AG H D A N H20 - EPLQ AGH D A N H20
MS35 (5M)
150
e e
- | | —|
=
8 100
_E e - = Agua
E d « EPI = Epigalactocatequina
> -
S 50 * Q = Quercetina
= e AG = Acido galico
O_

- EPl Q AG H D A N H20

Figura 7: ORAC das fragdes dos sobrenadantes selecionados. Nos graficos, H = Hexano; D =
Diclorometano; A = Acetato de etila; N = N- butanol; H20 = fracdo aquosa restante. As diferencas
estatisticas em comparacdo com controle negativo estdo descritas como: a=ns (p<1);b=* (p<

0,05); c=**(p<0,01);d=***(p<0,001); e=****(p<0,0001).

Como podemos observar, todos os sobrenadantes dessa investigagao apresentaram fragcdes com
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Otima acdo antioxidante in vitro no teste ORAC, demonstrando que sdo capaz de neutralizar o
radical peroxila. Nao foi possivel perceber correlacdo entre a a¢do antioxidante, neste teste, entre
o potencial antioxidante com a polaridade do reagente utilizado no fracionamento (DCM e Acetato
de etila: polares; Hexano e N. butanol: apolares). Em estudo feito por Goh e colaboradores (2010)
comparando a atividade antioxidante entre Diatomdaceas, Chaetoceros sp. € uma microalga verde,
Nannochloropsis sp. ficou demonstrado que os extratos solventes apolares dos extratos da
diatomacea tiveram a maior capacidade antioxidante, enquanto solventes polares e apolares dos
extratos de microalgas verdes apresentaram bom potencial antioxidante.

Foi possivel observar que as fragdes acetato de etila, DCM, N-butanol e fase aquosa novamente
foram as que apresentaram as melores capacidades antioxidantes. Cai e colaboradores (2012)
identificaram valores de 745.5 + 14.6 umol Trolox/g peso seco na aveia sem fermentacdo e uma
variagdo de 1687.9 + 40.7 a 1378 £+ 17.2 umol Trolox/g peso seco para as fermentadas por
Aspergillus nas fragdes de acetato de etila, sendo estas as fracdes que continham as maiores
atividades antioxidantes encontradas. Na fracdo n-butanol, a aveia sem fermentacdo apresentou
2926.6 + 80.9 e a fragdo aquosa restante 2296.2 = 56.1 umol Trolox/g peso seco. As fragdes n-
butanol fermentadas por Aspergillus apresentaram o maior valor de 5062.2 = 131.8 e a fracgdo
aquosa 3632.7 + 73.1 umol Trolox/g peso seco.

Nesse estudo, pudemos notar que o sobrenadante produzido pelo fungo Aspergillus (Mq20),
apresentou médias de 150,98; 165,70; 106,04; 114,40;104,44 Trolox umol eq/ul. nas fracdes
hexano, DCM, acetato de etila, N-butanol e fracdo aquosa, respectivamente, sendo a fragado DCM
a portadora das moléculas com maior atividade antioxidante. Nos sobrenadantes produzidos pelos
fungos Penicillium, a fase aquosa se destacou por apresentar a maior atividade antioxidante in vitro,
tendo médias de 170,89; 154,1 Trolox umol eq/uL nos sobrenadantes Fv01 (5M); Fv05 (3M);

respectivamente.

5 CONCLUSAO

A “ Avaliacdo do potencial antioxidante de sobrenadantes produzidos por fungos filamentosos
1solados do alimento de larvas de abelhas sem ferrdo brasileiras” permitiu concluir que o estudo
das biomoléculas ativas produzidas por estes fungos ¢ uma ferramenta importante para
identificacdo de novos compostos com atividade antioxidante que podem ser aplicados em

diferentes areas da industria e medicina.
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Os resultados indicam que os sobrenadantes investigados apresentam atividade antioxidante em
testes distintos, representando uma alternativa eficaz na busca e identificacdo de compostos
capazes de prevenir patologias associadas ao estresse oxidativo.

A perspectiva de continuidade dessa analise baseia-se na validacdo dos resultados obtidos por
meio de testes in vivo com Drosophila melanogaster, modelo para doengas neurodegenerativas

como, doenca de Alzheimer e epilepsia e inflamagao.
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