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RESUMO

A propolis proveniente da meliponicultura no Parané possui composi¢do Uinica e potencial
farmacoldgico capaz de promover o ecodesenvolvimento regional e a valorizagdo da
biodiversidade local. Este estudo avaliou a toxicidade aguda, o efeito ansiolitico e os
respectivos mecanismos de acdo de extratos brutos e fragdes diclorometano de propolis
produzida por abelhas nativas do Estado, utilizando o peixe-zebra (Danio rerio) como
modelo experimental. Os extratos foram obtidos a partir das espécies Mandagaia
quadrifasciata (mandagaia), Tetragonisca angustula (jatai) e Melipona marginata
(manduri), por extracdo etandlica e particdo com diclorometano. Os bioensaios
investigaram a toxicidade aguda, a atividade ansiolitica e neuromodulagio GABA¢érgica
e SEROTOninérgica. Nenhuma das amostras apresentou toxicidade nas doses testadas
(DL50 > 400 mg/kg). Quanto ao efeito ansiolitico, apenas a fragdo de diclorometano da
propolis da mandagaia nao representou efeito em modelo zebrafish; as demais fragdes
apresentaram efeito similar ao Diazepam (4 mg/kg), que ¢ a referéncia atual para
tratamento de crises de ansiedade. A avaliagdo do mecanismo de agdo revelou que as
fragdes de propolis de mandagaia e jatai exercem efeito ansiolitico via GABA¢érgica,
enquanto a fragdo de diclorometano de propolis da abelha manduri atua pela via
serotoninérgica, via receptor 5-HT3A/3B. Esses resultados indicam que a propolis
paranaense tem potencial ansiolitico relevante e pode contribuir para o desenvolvimento
de produtos farmacéuticos naturais associados a identidade e aos recursos do territorio. O
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estudo seguiu as diretrizes do Comité de Etica da UECE (04983945/2021) ¢ do SISGEN
(ATAAO9CF).
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1 INTRODUCAO

1.1 A MELIPONICULTURA COMO PROMOTORA DA CONSERVACAO DA
MATA ATLANTICA E DOS SABERES TRADICIONAIS

O Brasil agrega grandes extensdes de biomas em diferentes estados de
conservagao, embora muitas dessas areas ainda nao tenham sido amplamente pesquisadas
por cientistas (Joly et al., 2022). O bioma Mata Atlantica primitivamente estendia-se ao
longo da costa brasileira até a por¢do leste do Paraguai e nordeste da Argentina, sendo a
segunda maior floresta pluvial tropical da América (SOS Mata Atlantica, 2024; Tabarelli
et al., 2005).

A Mata Atlantica se distribui em 17 Estados da federacdo brasileira ¢ esta
projetada em 15% do territorio nacional, além de contemplar dreas em outros paises,
como Argentina, Paraguai e Uruguai. E nesse bioma que residem 72% dos brasileiros e
se concentra cerca de 80% do PIB nacional (SOS Mata Atlantica, 2024). Ademais, a
floresta atlantica incorpora uma das mais ricas biodiversidades, sendo um dos maiores
repositorios de riqueza bioldgica do mundo (Myers et al., 2000).

No entanto, esse bioma sofre, desde as primeiras coloniza¢des, com ostensivas
degradacgdes e exploragdes. Tamanho ¢ seu estado de ameaca que a Mata Atlantica foi
considerada a 4. posicdo na lista dos hotspots mundiais da biodiversidade para a
conservagao (Myers et al., 2000), cujos critérios de enquadramento envolvem a elevada
riqueza de espécies endémicas e o estado de ameacas e pressdes. Além da importancia
ecologica, a Mata Atlantica ainda ¢ fundamental no quesito social, visto que ¢ responsavel
por regular os fluxos hidricos, garantir a fertilidade do solo, regular o clima, proteger
escarpas e encostas de serras, além de preservar um patrimdnio cultural e natural (SOS
Mata Atlantica, 2024).

Originalmente, o Estado do Parana dispunha de 83% da sua area geografica
coberta por florestas, as quais conservavam a maioria das unidades fitogeograficas da
Mata Atlantica identificadas no Brasil. Na regido sul do Brasil, caracteriza-se a Floresta
Ombrofila Mista (FOM), com formacgdes florestais tipicas do Planalto Meridional, e
ocorréncias disjuntas na regido Sudeste e em paises vizinhos, como Argentina e Paraguai.
Essa fitofisionomia ocorre predominantemente em altitudes que variam entre 800 e 1.200
metros acima do nivel do mar, embora possa, eventualmente, ser registrada em altitudes

superiores a esse intervalo (Roderjan et al., 2002). Especificamente a porcao leste dessa
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area era representada por um continuo de vegetagao delimitada pela Serra do Mar, uma
verdadeira barreira geografica natural (Roderjan et al., 2002).

Na microrregido de Curitiba (IBGE, 2021) ou ainda, na regido metropolitana de
Curitiba, se reconhece a Floresta Ombrofila Mista, também denominada “floresta de
araucaria”, cujo representante de destaque € a conifera Araucaria angustifolia (Bertol.)
Kuntze (Mussio et al., 2022; Roderjan ef al., 2002). A relevancia dessa formagao vegetal
supera sua diversidade floristica, destacando-se também pelo valor socioecondmico de
suas espécies, tanto madeireiras quanto nao madeireiras. Historicamente, tais recursos
sustentaram o primeiro ciclo econdmico de grande expressao na regido sul do Brasil,
marcado por praticas extrativistas (Mussio et al., 2022).

Ja na por¢do da Serra do Mar que adentra o Parana, cuja altitude maxima ¢ de
1887m, caracteriza-se a Floresta Ombroéfila Densa com influéncia direta das massas de ar
quentes e imidas, além das chuvas intensas e frequentes (Roderjan et al., 2002). Segundo
Tiepolo (2015) essa matriz florestal de 4rea de 6.058 km? representa um reduto natural
em relativo grau de conservacdo, derivado, possivelmente, das singularidades
fisiograficas que compdem o relevo da Serra do Mar (Pierri et al., 2006; Torres; Tiepolo,
2022).

Entre os principais agentes ecoldgicos desse bioma estdo as abelhas sem ferrdo
da tribo Meliponini (ASF), fundamentais para a manutenc¢ao do equilibrio ecologico, haja
vista que estdo diretamente ligadas a regeneracao de espécies florestais, uma vez que, ao
explorar os recursos florais de florestas tropicais umidas (Sforcin et al., 2017), esses
insetos polinizam uma gama de espécies vegetais (Barbieri Junior; Francoy, 2020;
Nogueira-Neto, 1997; Silva; Santos, 2023; Silva et al, 2016). A polinizacdo ¢
reconhecida como um servigo ecossistémico fundamental pela Conveng¢ado da Diversidade
Bioldgica, em que o Brasil € signatario (Barbieri Junior; Francoy, 2020).

Pesquisas realizadas por Gongalves e Branddo (2008) evidenciaram a elevada
riqueza e abundancia de abelhas nativas no bioma Mata Atlantica, apontando esses insetos
como os principais visitantes florais e agentes polinizadores, especialmente dos estratos
superiores da vegetagdo (Monteiro; Ramalho, 2010). Caracteristicas como a formagao de
colonias perenes, a elevada densidade populacional com altas taxas de renovagdo de
biomassa e a capacidade de organizagdo e armazenamento de recursos conferem as
abelhas sem ferrdao (ASF) um papel ecologico significativo, sendo responsaveis por
movimentar aproximadamente 3% da producdo primaria liquida em florestas tropicais

(Monteiro; Ramalho, 2010).
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Ainda que de reconhecida importancia, as abelhas nativas entraram em declinio
populacional acentuado nas ultimas décadas, cujas causas sao atribuidas principalmente
a fatores antrépicos, isolados ou combinados, como desmatamentos e reducao de habitats,
mudangas climaticas, agentes patogénicos, uso indiscriminado de agroquimicos (Barbieri
Junior; Francoy, 2020; Beringer; Maciel; Tramontina, 2019; Kerr, 1996; Rosa et al.,
2016). Os dados demonstram que de cerca de 300 espécies de abelhas nativas na floresta
atlantica, ao menos 100 correm algum risco de extingdo (Kerr, 1996; Silva; Santos, 2023).

Uma das principais causas da reducao da populacdo mundial de abelhas ¢ a
alteracdo das paisagens naturais, especialmente causadas pelos desmatamentos e pela
fragmentacdo dos habitats. A diminuicdo das populagdes desses insetos afeta
negativamente a diversidade genética das plantas, compromete a producao de alimentos
e consequentemente a seguranca alimentar e desencadeia efeitos em cascatas que podem
afetar o equilibrio ecologico, a satide humana, além dos impactos econdmicos, que podem
resultar na extingdo de plantas e animais (Beringer; Maciel; Tramontina, 2019). O
desaparecimento desses insetos seria catastroéfico de diversas maneiras.

Diante disso, sdo urgentes a execucdo de medidas para a manutencdo e a
reposi¢do dessas populacdes de agentes polinizadores. Em seus estudos, Beringer et al.
(2019) apresentam algumas estratégias para a conservacdo desses insetos, elencando a
manuten¢do e recomposicao de habitats naturais e a modificagdo no uso de agrotoxicos
como as estratégias mais eficientes. Mais essencial é, no entanto, a protecdo de
fragmentos florestais preservados, em especial os maiores e em estagios avangados de
sucessao florestal, como o que ocorre na Serra do Mar paranaense, uma vez que a
ocorréncia dos meliponineos ¢ significativa nesses habitats.

Outra medida que proporciona a conservagdo das abelhas nativas ¢ a pratica da
meliponicultura, uma vez que o manejo racional das ASF envolve a manutencdo dos
ninhos e a multiplicagdo dos enxames. Nesse contexto, a meliponicultura se destaca como
uma pratica promotora do desenvolvimento sustentdvel e fortalecimento do territorio
(Barbieri Junior; Francoy, 2020; Rosa et al., 2019). No Bioma Mata Atlantica, essa
pratica pode ser favorecida pelo aproveitamento da potencialidade do ambiente natural
(Rosa et al., 2019).

Conceituada por Nogueira-Neto (1997), a meliponicultura consiste no manejo
racional de abelhas nativas sem ferrdo, baseando-se em saberes tradicionais de povos
originarios sul-americanos (Arafjo; Andrade; Nogueira, 2023; Nogueira et al., 2023;

Santos, 2023). No Brasil, os registros sobre praticas tradicionais de criagao de abelhas
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sem ferrdo sdao escassos. Uma excecdo relevante refere-se a praticas de semi-
domesticacdo observadas entre os indigenas Kayapos, que realizavam a coleta do mel
diretamente das arvores sem eliminar as coldnias, o que possibilitava o aproveitamento
recorrente do recurso ao longo do tempo (Villas-Boas, 2018).

Nas ultimas décadas, a meliponicultura tem conquistado cada vez mais espaco e
interesse como pratica de valorizagdo do territério, pois além do potencial para a geracao
de renda, contribui para o fortalecimento da identidade local (Barbieri Junior; Francoy,
2020; Gemim; Silva; Schaffrath, 2022; Veiga, 2023). Além disso, ao observar a
multiplicidade dos usos, manejos ¢ dominios (ambiental, social, cultural e econdomico)
envolvidos na meliponicultura, Barbiéri e Francoy (2020) concluiram que a atividade ¢
uma das principais promotoras de sustentabilidade e da valorizacdo dos saberes
tradicionais.

No Estado do Parana, a meliponicultura encontra espago para expansiao e
incentivos de valorizagdo advindos do préprio poder publico nas diferentes esferas de
atua¢do. Exemplo disso € o projeto estadual “Poliniza Parana”, criado como um dos meios
para se alcangar as metas definidas nos Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODS)
da Organizacao das Nagdes Unidas (ONU) (Parand, 2024). Com isso, o Estado busca se
tornar referéncia mundial em abelhas nativas e programas de conservagdo, além de
preservar a populagdo desses polinizadores nativos (Parana, 2024). Veiga (2023) destaca
que o litoral paranaense apresenta condigdes favoraveis para o desenvolvimento da
meliponicultura, evidenciado por iniciativas de incentivo como no municipio de Morretes
— reconhecido como “Cidade do Pdélen” —, que unem conservacdo ambiental com
valoriza¢do econdmica e cultural.

Dessa forma, podem ser destacadas caracteristicas intrinsecas ao
ecodesenvolvimento proposto por Sachs (1986), como o estilo de desenvolvimento que
vai de encontro ao crescimento econOmico desenfreado, antes prioriza solugdes
especificas para problemas locais e considera as dimensdes ecoldgicas e as culturais, bem
como as necessidades de curto e longo prazos. A biodiversidade local ¢ uma vantagem
natural para o ecodesenvolvimento, a qual, segundo Sachs (1986), deve ser potencializada
tanto pelo conhecimento e valoragdo inerente a essa ampla riqueza bioldgica quanto pela
organizacao social includente, no propdsito de superar desigualdades e promover o

desenvolvimento sustentavel.
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12 A PROPOLIS PARANAENSE E SEU POTENCIAL FARMACOLOGICO:
BIOPROSPECCAO NA MATA ATLANTICA'

Segundo Saccaro Junior (2011) a bioprospec¢do envolve a busca ativa e
metodica de recursos genéticos, como 0s genes, as enzimas, os hormonios, os produtos
metabolicos, os processos bioquimicos e outros, que porventura possam conter um
potencial econdmico e, ocasionalmente, levar ao desenvolvimento tecnolégico de um
produto. Assim, parte-se do pressuposto de que, a medida que a biodiversidade for
devidamente reconhecida por seu valor intrinseco, e esse valor for refletido de forma justa
em politicas e praticas socioecondmicas, havera maior estimulo a sua conservacao (Silva;
Dotto; Rebelo, 2022).

De todas as consequéncias da degradag¢do dos biomas e diminui¢ao de habitats,
a reducdo da biodiversidade ¢ a que encabeca as maiores preocupagdes. Isso ocorre
porque além de todo o valor ético e estético, o conjunto dos seres vivos € responsavel por
desempenhar servigos ecossistémicos indispensaveis & manuteng¢ao da vida em todas as
suas formas, a saber, servicos de provisdo de alimentos, provisdo de dgua, servigos de
regulacdo climatica, regulagdo de ciclagem de nutrientes, polinizacdo, dentre tantos
outros (Saccaro Junior, 2011).

Nesse contexto, o Brasil desempenha um papel chave, ja que ¢ detentor de uma
das maiores biodiversidades do planeta. Porém, historicamente no pais, os recursos
ambientais permanecem explorados de forma predatoria, como por exemplo, a derrubada
de florestas e a destinacdo dessas areas para fins agricolas e pecudrios. E uma intensa
devastacdo para um ganho econdmico irrisdrio a curto prazo, ja que essas atividades
esgotam os solos, o que termina na sua completa inutilizagio a longo prazo. E necessaria
a mudanca de paradigma, ou seja, a reversdao do pensamento e a ciéncia de que a “floresta
em pé&” tem muito mais valor (Joly ef al., 2022; Saccaro Junior, 2011).

Apesar da imensa biodiversidade, o potencial econdmico oriundo dessa riqueza
¢ dificil de ser definido, visto que ndo hd um levantamento preciso das atividades
econdmicas relacionadas aos recursos naturais (Joly et al., 2011). Costanza et al. (2014)
estima para a biodiversidade uma valoragdo monetaria da ordem de centenas de trilhdes

de dodlares ao ano. A bioprospeccao ¢ uma alternativa interessante que pode impulsionar

! Esse artigo tem como base os resultados parciais da dissertagdo da autora (2025).
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0 uso sustentavel dos seus recursos ambientais e promover o ecodesenvolvimento do
territorio (Joly et al., 2011; Sachs, 1986).

A propolis (pré — defesa, polis — cidade) ¢ uma mistura complexa formada por
resinas vegetais coletadas pelas abelhas, provenientes de ramos, flores, pdlen e outros
constituintes vegetais (Bankova, 2005; Jansen, 2015; Lustosa et al., 2008, enquanto a
geopropolis envolve a mistura de resinas vegetais com barro, lodo e/ou particulas de areia
(Bergamini, 2023; Santos, 2023). Além desses, esse composto ainda contém enzimas
salivares das abelhas e cera em diversas concentracoes (Pereira; Medeiros, 2022). Para as
abelhas a propolis ¢ utilizada para vedagao das frestas das colmeias, além de atuar como
regulador da temperatura interna e barreira natural contra invasores (Felicio et al., 2025).

Muitos estudos atribuem as atividades biologicas da propolis as elevadas
concentragdes de compostos fendlicos, particularmente aos flavonoides (Ferreira, 2017;
Reis et al., 2014). Estes fitoquimicos constituem um grupo de substancias com notavel
atividade antioxidante, capazes de neutralizar radicais livres que podem comprometer o
funcionamento celular.

Segundo Ferreira (2017), os efeitos antioxidantes resultam em um amplo
espectro de atividades biologicas nas células humanas, como a protecdo de lipideos e
outros compostos como a vitamina C, evitando que sejam oxidadas ou destruidas. Em
seus estudos, conclui que o extrato oleoso de propolis exerce efeitos estimulantes,
ansioliticos e antidepressivos no sistema nervoso central de ratos, além de possuir
propriedades antioxidantes. Esses resultados sugerem que o OEP pode ser um composto
terap€utico promissor para o tratamento de disturbios de ansiedade e depressdo. Reis et
al. (2014) ao avaliar o potencial antioxidante de extratos oleosos de propolis, sugere que
tal efeito guarda relagdo direta com efeitos ansioliticos e antidepressivos, haja vista a
similaridade de atuacdo no sistema nervoso central de ratos.

Esses resultados demonstram relevancia na medida em que abordam uma das
principais questOes da satde publica contemporanea: os transtornos de ansiedade,
atualmente classificados entre as dez maiores causas de incapacita¢do no mundo. O Brasil
lidera o ranking mundial em prevaléncia de transtornos de ansiedade, além de ocupar a
quinta posi¢do global em relacao as taxas de depressao (Guedes et al., 2022).

Embora a ansiedade e a depressdo apresentem altas taxas de prevaléncia como
transtornos psiquiatricos, o tratamento convencional permanece o mesmo hé pelo menos
cinco décadas, baseando-se predominantemente pelo uso de benzodiazepinicos (Guedes

et al., 2022) e de inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina (ISRS). Apesar da
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comprovada eficacia na atenuagdo dos sintomas associados as crises de ansiedade, o uso
continuo desses medicamentos esta frequentemente associado a uma ampla gama de
efeitos adversos (Benneh et al., 2017; Ferreira, 2017; Guedes et al., 2022; Reis et al.,
2014).

A atividade ansiolitica da propolis ja foi observada nos estudos de Reis et al.
(2014), no entanto hd uma enorme caréncia de pesquisas clinicas em estudos
farmacoldgicos. Os estudos principais relatam os efeitos antimicrobianos, antioxidantes,
antitumorais e anti-inflamatorios da préopolis, contudo no que tange aos seus efeitos
diretos sobre o Sistema Nervoso Central (SNC), especialmente os depressores e
ansioliticos, poucos sdo os relatos.

Os recursos proporcionados pela meliponicultura favorecem a conservacdo das
espécies de abelhas nativas, ao passo que podem significar avanco no descobrimento de
farmacos naturais alternativos (Barbieri Junior; Francoy, 2020). Dessa forma, a avaliagcdo
do potencial ansiolitico e anticonvulsivante da propolis e geopropolis produzidas por
abelhas sem ferrao (ASF) originarias da meliponicultura no Estado do Parana configura
um importante avango no entendimento dessas substancias como medicamentos naturais,
além de contribuir para a valorizagao dos produtos derivados dessa pratica.

Assim, essa pesquisa visou a avaliar o potencial biologico da
propolis/geopropolis produzidas pelas abelhas nativas sem ferrdo, mandagaia (M.
quadrifasciata), jatai (7. angustula) e manduri (M. marginata), proveniente da
Meliponicultura no Estado do Parana, especialmente da praticada na microrregido de
Curitiba, quanto a toxicidade aguda, o efeito ansiolitico e seu respectivo mecanismo de
neuromodulacdo, em bioensaios utilizando com modelo vivo o peixe-zebra (Danio rerio).
A investigacdo dos efeitos ansioliticos e anticonvulsivantes da propolis e geoprdpolis
oriundas da meliponicultura regional contribui ndo apenas para o avango cientifico na
busca por farmacos naturais, mas também para a consolidacdo de modelos produtivos

integrados a conservagao ambiental (Barbieri Junior; Francoy, 2020).

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE PROPOLIS

As amostras de propolis “in natura” foram obtidas de meliponicultores
associados da Amamel — Associagdo de Meliponicultores de Mandirituba/PR,

microrregido de Curitiba/PR, via colaboracao entre a UFPR Litoral e a associagdo. Foram
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coletadas amostras das abelhas nativas mandagaia (M. quadrifasciata), jatai (T
angustula) e manduri (M. marginata).

De cada caixa racional, foram separadas trés amostras (n=3) (Santos, 2023).
Propolis e geopropolis foram obtidas pelo raspamento das paredes e quadros das caixas
das colmeias e inspecionada a fim de remover impurezas. Em seguida, a
propolis/geopropolis foi pesada, acondicionada em embalagens plasticas e congelada no

laboratorio de Quimica e Biologia do Setor Litoral da UFPR até o momento das analises.

2.2 PREPARO E SECAGEM DOS EXTRATOS ALCOOLICOS

Para o preparo dos extratos de propolis/geopropolis foi adaptada a metodologia
descrita por Silva ef al. (2012) que envolve a pesagem in natura de 50g, seguida da
trituragdo da propolis/geopropolis (g). Para a preparacdo do extrato foi utilizada a
proporgao de 1:5, ou seja, para a solucdo final foi adicionado o volume de 250 ml de
etanol absoluto (100%). As amostras foram agitadas manualmente, identificadas e
transferidas para um local escuro a temperatura ambiente para descanso, por um periodo
de 10 dias.

O material submetido a descanso foi filtrado em papel de filtro, e a concentragao
final calculada, obtendo-se o peso seco. Esse material solido, pds descanso, foi novamente
dissolvido em etanol e pela diferenca de pesos foi determinado o rendimento da extragao.

Esta solu¢do final corresponde ao extrato etanolico de propolis (EEP).

2.3 PARTICAO LIQUIDO-LIQUIDO DOS EXTRATOS

O EEP foi transferido para um rotaevaporador para a secagem e recuperacao do
solvente (etanol absoluto). Apos a secagem, o extrato “seco” foi submetido a particao
liquido-liquido, por meio do emprego de solventes de polaridades diferentes: agua
destilada (H20, d=1,0g/cm?), diclorometano (CH.Cls, d=1,33 g/cm?), acetato de etila
(C4Hs02, d= 0,897 g/cm3,) e butanol (C4HyOH, d= 0,81 g/cm?), nessa sequéncia, o que
resultou quatro fra¢des: aquosa (FAq), diclorometano (FDi), acetato de etila (FAc) e
butanol (FBu), nessa sequéncia.

Para o preparo das parti¢des foi utilizado o volume de 50 ml de cada solvente,
seguida de agitacao manual leve e transferéncia do volume final para o funil de separagao.

As fragOes foram separadas no funil de separagao utilizando-se como critério a diferenga



das densidades. Os volumes particionados foram acondicionadas em frascos ambar e
mantidas sob refrigeragao.

Para os bioensaios em modelo “zebrafish” foram utilizadas amostras de extratos
secos das abelhas mandagaia e jatai, e as particoes de diclorometano das abelhas

mandagaia, jatai e manduri.

2.4 PROTOCOLO GERAL PARA ENSAIOS COM MODELO ZEBRAFISH

O protocolo de bioensaios com zebrafish (Danio rerio) para avaliagao da
toxicidade aguda, do efeito ansiolitico e do mecanismo de neuromodulacdo da
propolis/geoprolis  (extratos brutos e fragdes de diclorometano) proveniente da
Meliponicultura no Estado do Parand, foram realizados no laboratério da Universidade
Estadual do Ceard, via colaboracao entre a UECE e a UFPR. O trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceara (CEUA-UECE;
n° 04983945/2021), estando de acordo com os Principios Eticos da Experimentagio
Animal.

Os peixes-zebra (idade de 90 a 120 dias; 0,4 + 0,1 g, 3,5 + 0,5 cm), silvestres, de
ambos o0s sexos, foram adquiridos comercialmente (Fortaleza, CE). Os animais foram
mantidos em um aquario de vidro de dimensdes 30 x 15 x 20 cm de 10 L (n=3/L), com
agua clorada (ProtecPlus®) e bomba de ar com filtros submersos, sob uma temperatura
de 25°C e pH 7,0, Ciclo circadiano de 14 - 10 h (claro/escuro). Os peixes receberam ragado
(Spirulina®) ad libitum 24h antes dos experimentos. Antes das aplicagdes dos
medicamentos, os animais foram anestesiados em dgua gelada e apos os experimentos, 0s
animais foram sacrificados por imersao em agua gelada (2 e 4°C) por 1 min até a perda
dos movimentos operculares.

Segundo o protocolo geral, peixes-zebra de ambos os sexos foram selecionados
aleatoriamente para os experimentos, anestesiados em agua gelada e transferidos para
uma esponja imida, onde foram tratados com 20pL da amostra, via peritoneal em doses
variadas (40 mg/kg, 200 mg/kg e 400 mg/kg) ou Diazepam (4 mg/kg), ou DMSO 3%.
Para os bioensaios foram utilizadas as seguintes substancias comerciais: Diazepam (DZP,
Neo Quimica®), Dimetilsulfoxido (3% DMSO; Dynamic®), adquiridos em farmacias

locais (Fortaleza, Ceara).

2.5 ANALISE DA TOXICIDADE AGUDA (96H).
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Os peixes (n=6 / grupo) que foram tratados seguindo as orientacdes do protocolo
geral, foram deixados em repouso para analise da taxa de mortalidade por um periodo de
96 h, registrando-se a cada 24 h o nimero de peixes mortos em cada grupo (Oecd, 1992),
sendo a dose letal capaz de matar 50% dos animais (DLso) determinada pelo método

matematico Trimmed Spearman-Karber com intervalo de confianga de 95%.

2.6 AVALIACAO DO EFEITO ANSIOLITICO E DA VIA DE NEUROMODULACAO

O comportamento de ansiedade de um animal pode ser observado através do
teste do claro/escuro. Semelhante aos roedores, o zebrafish (Danio rerio) evita
naturalmente as areas iluminadas (Gongalves et al., 2020). O experimento foi realizado
em um aquario de vidro (30 cm x 15 ¢cm x 20 cm) dividido em uma area clara e uma area
escura. O aquadrio foi preenchido com volume de 3 cm de altura com agua da torneira sem
cloro, o que simulou um novo ambiente raso e, portanto, diferente do aquario
convencional, capaz de induzir comportamentos de ansiedade nos animais. Foram
administradas as amostras nos animais, como citado no protocolo geral.

Os grupos de controle negativo e positivo consistiram em DMSO 3% e solugdo
de Diazepam 4 mg/kg, respectivamente. Apos 60 minutos, os animais foram colocados
individualmente na zona clara e o efeito ansiolitico foi medido com base no tempo gasto
na zona clara do aquario dentro de 5 minutos de observagao (Gebauer et al., 2011).

Os medicamentos da classe dos Benzodiazepinicos sdo os principais utilizados
no tratamento das crises de ansiedade e, segundo Guedes ef al. (2022) sdao agonistas do
receptor GABAA e inibidores da recaptacdo da serotononina (ISRS). Dessa forma, a
analise do possivel efeito ansiolitico visou a avaliar se a neuromodulagdo seria via
GABA¢érgica, através de um pré-tratamento com flumazenil (antagonista GABAAa)
previamente ao inicio do teste claro/escuro. Os peixes (n = 6/grupo) foram pré-tratados
com flumazenil (4 mg/kg; 20 puL; i.p.) e apds 15 min foi administrada a dose com maior
eficacia ansiolitica encontrada no teste realizado anteriormente. O DMSO 3% (veiculo;
20 pL; i.p.) foi usada como controle negativo. Apds 60 minutos dos tratamentos, os
animais foram submetidos ao teste claro/escuro.

Os resultados foram expressos como valores da média + erro padrdo da média
para cada grupo de 6 animais. Depois de confirmar a normalidade de distribuigdo e
homogeneidade dos dados, as diferengas entre os grupos foram submetidas a analise de

variancia - ANOVA unidirecional, seguido do teste de Tukey. Todas as analises foram




realizadas com o software GraphPad Prism v. 8.0.1. O nivel de significancia estatistica

foi estabelecido em 5% (p<0,05).

3 RESULTADOS

As doses de 40 mg/kg, 200 mg/kg e 400 mg/kg dos extratos de propolis das
abelhas mandagaia e jatai ndo foram toxicas para os peixe-zebras adultos, at¢ 96h de
analise (DL50 > 400 mg/kg), pois ndo houve um quantitativo de morte significativo e
nenhuma alteragdo anatdmica aparente nos animais durante este periodo (p > 0,05).

De igual forma, as fracdes de diclorometano (FDi) das propolis/geopropolis das
abelhas mandacaia, jatai e manduri ndo apresentaram toxicidade aguda para zebrafish
adulto, até 96h de analise (DL50 > 400 mg/kg), dado que, de igual forma aos extratos,
ndo houve um quantitativo de morte significativo e nenhuma alteracdo anatdmica
aparente nos animais durante este periodo (p > 0,05).

Quanto ao efeito ansiolitico das amostras de extratos de propolis/geopropolis das
espécies mandacaia e jatai, e das fragcdes de diclorometano (FD1i) das espécies mandagaia,
jatai e manduri, foi possivel constatar que apenas a FDi da abelha mandagaia ndo
apresentou efeito ansiolitico. Para todas as demais foi observado efeito ansiolitico, com
diferencas nas dosagens testadas para as espécies de ASF consideradas.

As amostras de extrato de geopropolis da abelha mandacaia (Mandagaia
quadrifasciata) apresentaram efeito ansiolitico na dose de 400 mg/kg (*** p<0,001; ****
p<0,0001 vs. Controle), (### p<0,001; #### p <0,0001 vs. DZP). Quanto ao efeito
ansiolitico do extrato de propolis produzidas pelas abelhas jatai (Tetragonisca angustula)
e sua respectiva fracao de diclorometano (FDi), foi observado que se efetivou apenas na
menor dosagem testada nos peixes “zebrafish”, isto ¢, de 40 mg/kg (*** p < 0,001; ****
p <0,0001 vs. Controle), (### p < 0,001; ##### p <0,0001 vs. DZP). Ja o efeito ansiolitico
da fracdo de diclorometano (FDi) de propolis/geopropolis produzidas pelas abelhas
manduri (Melipona marginata), tal qual o observado nos extratos de abelhas mandagaia,
foi efetivo na dosagem de 400 mg/kg (*** p<0,001; **** p<0,0001 vs. Controle), (###
p<0,001; #### p <0,0001 vs. DZP). Esses resultados demonstram que os animais testados
permaneceram maior parte do tempo na regido clara do aquério, durante o teste
claro/escuro, o0 mesmo efeito observado para os animais tratados com o medicamento

Diazepam (DZP; 4 mg/kg), controle positivo.
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A avaliacdo do mecanismo de acdo revelou que as fracdes de geopropolis de
abelha mandagaia e propolis de abelha jatai exercem efeito ansiolitico via GABAérgica,
enquanto a fracao de diclorometano de propolis da manduri atua pela via serotoninérgica,
via receptor 5S-HT3A/3B.

Para avaliagdo da via de neuromodulacdo GABA¢érgica foi realizado nos animais
o pré-tratamento com flumazenil (antagonista GABAA — 4 mg/kg; 20 uL; i.p.) e ap6s 15
minutos foi administrada a dose com maior eficdcia ansiolitica encontrada no teste
realizado anteriormente. O DMSO 3% (veiculo; 20 pL; i.p.) foi usada como controle
negativo. Apds 60 minutos dos tratamentos, os animais foram submetidos ao teste
claro/escuro. Na amostra de geopropolis das abelhas mandacaia, a dosagem ansiolitica
efetiva foi de 400 mg/kg; no extrato de propolis e fracdo de diclorometano (FDi) das
abelhas jatai, a dosagem efetiva foi a menor testada, ou seja, 40 mg/kg; tal qual ocorreu
com o extrato das abelhas mandagaia, a FDi das abelhas manduri também apresentou
comportamento ansiolitico na dosagem de 400mg/kg.

Ao tratar os animais com o flumazenil e realizar o bloqueio da via GABAA, as
amostras de geopropolis de mandagaia tiveram o efeito ansiolitico reduzido, no teste do
claro-escuro, pois os peixes passaram maior parte do tempo na regido escura do aquario
demonstrando comportamento de ansiedade, o que remete que esse efeito da geopropolis
das abelha mandagaia possuem relagdo com o receptor GABAa, (*** p<0,001;
*ExEP<0,0001 vs. Controle), (## p < 0,01 mandacaia vs. mandacaia + FMZ), (### p <
0,001 DZP vs. DZP + FMZ).

Resultados semelhantes demonstraram as amostras de extrato de propolis e
respectiva FDi das abelhas jatai, isto €, o tratamento com flumazenil reduziu o efeito
ansiolitico observado no teste anterior, uma vez que os peixes passaram a maior parte do
tempo na zona escura do aquario, isto ¢, foi observado o comportamento de ansiedade
nos animais. Logo, fica evidente que atuam na via de neuromodulacio GABAérgica, via
receptor GABAA (*** p <0,001; **** p <0,0001 vs. Controle), (## p <0,01 jatai vs. jatai
+ FMZ), (### p < 0,001 DZP vs. DZP + FMZ).

Contrariamente ao observado para as abelhas mandagaia e jatai, ao avaliar a via
de neuromodulacdo da dose efetiva da fracdo de diclorometano ap6s o pré-tratamento
com o flumazenil, os animais testados ndo apresentaram comportamento de ansiedade,
ou seja, 0s peixes permaneceram a maior parte do tempo na regido clara do aquario,
indicando a manutenc¢do do comportamento ansiolitico. Esse resultado demonstra que o

efeito ansiolitico da FDi ndo possui relacdo com o receptor GABAA. Com isso, fez-se
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necessario avaliar outras vias de a¢do. (** p <0,01; **** p <0,0001 vs. Controle), (###
p <0,001 DZP vs. DZP + FMZ).

Assim, procedeu-se a uma nova avaliacdo, testando-se a atuagdo via
neurotransmissao SEROTONInérgica. Para tanto, foram realizados trés pré-tratamentos
diferentes em zebrafish, com os antagonistas ciproheptadina (antagonista 5-HT2A),
pizotifeno (antagonista 5-HT1 e 5-HT2A/2C) por via oral ou i.p, na dose de 32 mg/kg e
granisetron (antagonista 5-HT3A/3B, 20 mg/kg, via oral) (Benneh et al., 2017), e apo6s
30 minutos, foram aplicadas as amostras a serem avaliadas, Fluoxetina (0,05 mg/kg, 20
pL, i.p.), DMSO 3% (20 pL; i.p.). Os resultados demonstraram que o antagonista
efetivamente envolvido na neuromodulagdo do efeito ansiolitico observado para a
amostra foi o granisetron, pois 0s peixes permaneceram a maior parte do tempo na regido
escura do aquario demonstrando comportamento de ansiedade, o que evidenciou que o

efeito ansiolitico da substancia possui relagdo com os receptores de membrana 5-

HT3A/3B.

5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, os extratos de propolis paranaenses
demonstraram seguranca nas doses avaliadas e apresentaram potencial ansiolitico
comparavel ao Diazepam, excetuando-se a fracdo diclorometano da préopolis produzida
pelas abelhas mandacaia.

Os mecanismos de a¢do sugeridos envolvem a modulagdo do sistema
GABA¢érgico, observada na propolis das abelhas mandagaia e jatai, bem como a ativagdo
do sistema serotoninérgico via receptores 5S-HT3A/3B, especificamente na propolis das
abelhas manduri. Esses achados indicam o potencial dessas propolis como alternativas
naturais no tratamento da ansiedade.

Diante do perfil promissor apresentado pelas propolis provenientes da
meliponicultura da microrregido de Curitiba, recomenda-se a avaliacdo da bioatividade
da propolis da abelha mandagaia do litoral paranaense, uma vez que, os estudos de Santos
(2023) relataram que algumas amostras dispunham de tonalidade azul, ndo observada em
nenhum outro local e regido. A auséncia de investigagdes aprofundadas acerca dessa
tonalidade refor¢a a relevancia de futuras pesquisas em bioprospec¢do, visando explorar

as propriedades e aplicagdes dessa substancia tnica.
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