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Resumo

O propolis é uma mistura complexa de substéncias resinosas de ampla utilidade
para as abelhas e para o homem. O desenvolvimento crescente de novas técnicas
analiticas tem permitido um consideravel avanco na quimica dos produtos naturais,
assim como na elucidacdo de suas estruturas moleculares. A composi¢do quimica do
propolis é complexa e esta relacionada com a flora da regido em que foi originada e a
época da colheita. As suas actividades farmacoldgicas tém sido atribuidas aos
compostos fenolicos, entre eles flavondides e acidos fenolicos, cujos teores tém sido
propostos como parametros para o0 controle da qualidade. Devido as inGmeras
propriedades benéficas do prdpolis, o seu uso comercial em produtos farmacéuticos,
cosmeéticos e de higiene pessoal na forma de extractos liquidos € vasto.

O presente trabalho teve como objectivo avaliar a actividade antioxidante do
prépolis de origem portuguesa em sistemas bioldgicos, utilizando como modelo celular
in vitro o eritrécito humano. Pretendeu-se assim estudar o papel protector de extractos
metandlicos obtidos do propolis proveniente de duas regides portuguesas distintas,
Bornes (Nordeste de Portugal) e Fundao (Centro de Portugal), relativamente aos danos
oxidativos induzidos por radicais livres em eritrocitos humanos. O 2,2"-azo-bis(2-
amidinopropano) (AAPH) é um sistema gerador de radicais livres peroxilo no meio
extracelular que atacam a membrana eritrocitéaria causando varias alteraces oxidativas,
as quais foram avaliadas neste estudo pela libertacdo de hemoglobina (hemdlise) e pela

peroxidacdo dos lipidos da membrana dos eritrécitos.

Os resultados obtidos neste estudo mostram que ambos 0s extractos protegem
significativamente a membrana dos eritrdcitos da hemdlise induzida pelo AAPH, de um
modo dependente da concentragdo de extracto e do tempo de incubagdo. No entanto, o
extracto de propolis de Bornes apresentou um efeito anti-hemolitico superior ao do
propolis do Fundéo, sendo o valor de ICsy determinado para o extracto de Bornes apds
trés horas de incubacdo de 6,3 + 0,7 pg/mL e de 10,4 £ 2,7 pug/mL para o do Fundao.
Dada a reconhecida actividade antioxidante do acido ascorbico, a actividade anti-

hemolitica dos extractos de prépolis foi comparada com a do &cido ascorbico (ICso de



31,0 + 56 pg/mL), tendo-se verificado um efeito antioxidante significativamente

superior para os extractos de propolis.

A extensdo da peroxidacdo lipidica foi avaliada pela formacdo de
malonildialdeido (MDA), que é conhecido como um produto carbonilo do dano lipidico
oxidativo. Sob a ac¢do oxidativa do AAPH, os eritrocitos humanos tratados com o0s
extractos de propolis diminuiram significativamente a accdo do AAPH de um modo
dependente da concentracdo de extracto. Os valores de ICsy para os extractos do

prépolis de Bornes e do Fundédo foram respectivamente de 8,1 £ 2,3 e 9,7 = 2,3 pg/mL.

Os resultados deste estudo mostram que o propolis de origem portuguesa
apresenta um consideravel potencial antioxidante e sequestrador de radicais livres, o que
sugere a sua eventual aplicagdo na prevencdo e/ou tratamento de diversas situagoes

patoldgicas em que os radicais livres estdo envolvidos.



Abstract

Propolis is a complex resinous bee product with great interest to bees and
humans. The increasing development of new analytical techniques allowed a
considerable advance in the chemistry of natural products, as well as the elucidation of
their molecular structures. The chemical composition of propolis is complex and is
related to the flora of the region they originated and the time of harvest. Their
pharmacological activities have been attributed to phenolic compounds, including
flavonoids and phenolic acids, whose contents have been proposed as parameters for
quality control. Due to the numerous beneficial properties of propolis, its commercial

use in pharmaceuticals and cosmetics in the form of liquid extracts is broad.

In this study, the antioxidant potential of propolis samples from Bornes
(Northeast) and Fundédo (Centre) regions of Portugal was evaluated by their ability to
inhibit the 2,2"-azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH)-induced oxidative
hemolysis and lipid peroxidation in human erythrocytes. Bornes and Fundao propolis
strongly protected the erythrocyte membrane from hemolysis (ICsp of 6.3 £ 0.7 and 10.4
+ 2.7 pg/ml, respectively), in a time- and concentration-dependent manner. This effect
was found to be significantly higher than that presented by ascorbic acid (ICsq of 31.0 £
5.6 pg/ml). In addition, human erythrocytes treated with propolis extracts showed
concentration-dependent decrease in levels of malondialdehyde, a breakdown product of

lipid peroxidation.

Overall, these findings support Portuguese propolis as a promising therapeutic

agent in the prevention of diseases mediated by free radicals.
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Capitulo 1.
Introducéo
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1.1. Enquadramento e objectivos

O propolis € uma mistura complexa de substancias recolhidas pelas abelhas de
certas partes das plantas, especialmente dos gomos florais e foliares, sendo depois
trabalhado pelas suas glandulas salivares, resultando uma massa final de aspecto
resinoso (Nunes, 2009; Pereira, 2008). Este produto natural tem sido largamente usado
na medicina popular ha milhares de anos em todo 0 mundo. O prépolis possui diversas
propriedades bioldgicas e terapéuticas, sendo utilizado com maior frequéncia na
prevencdo e tratamento de feridas e infec¢cdes da via oral (devido as suas reconhecidas
propriedades antibacterianas), também como antiflngico e cicatrizante (Ghisalberti et
al., 1979; Millet-Clerc et al, 1987). Mais recentemente, foram-lhe reconhecidas outras
actividades biologicas, nomeadamente antiviral (Kujumgiev et al., 1999), anti-
inflamatdria (Park et al, 1998; Ozturk et al., 2000; Borrelli et al., 2002; Cardile et al.,
2003), antioxidante (Russo et al., 2004), imuno-estimuladora (Bratter et al., 2008) e
antitumoral (Lee et al., 1999).

O propolis contém uma grande variedade de compostos quimicos, entre 0s quais
polifendis (flavonoides, acidos fenolicos e os seus ésteres), terpendides, esterdides e
aminoacidos, sendo a sua composicao varidvel e dependente da vegetacdo presente na
area onde for recolhido. Desta forma, existe uma variabilidade significativa nas

caracteristicas e no potencial bioldgico do propolis oriundo de diferentes localidades.

Por esta razdo, o objectivo do presente trabalho de investigacdo é o de avaliar a
actividade antioxidante do propolis de origem portuguesa em sistemas bioldgicos. O
eritrécito humano serd usado neste estudo como modelo in vitro para avaliacdo da
actividade antioxidante, visto a membrana eritrocitaria ser rica em acidos gordos
insaturados que sdo muito susceptiveis & peroxidacdo lipidica mediada por radicais
livres. Pretende-se assim estudar o papel protector de extractos metandlicos obtidos do
propolis proveniente de duas regifes portuguesas distintas, Bornes (Nordeste de
Portugal) e Fundao (Centro de Portugal), relativamente aos danos oxidativos induzidos
por radicais livres em eritrocitos humanos. O 2,2"-azo-bis(2-amidinopropano) (AAPH)
sera utilizado como sistema gerador de radicais livres. Estes radicais gerados no meio
extracelular atacam a membrana eritrocitaria causando varias alteracfes oxidativas, tais

como formacdo de perdxidos lipidicos, reducdo da deformabilidade, mudangas na

2
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morfologia, ligacdo cruzada e fragmentacdo de proteinas, hemolise e alteragdes no
metabolismo intracelular. Os danos oxidativos serdo avaliados neste estudo pela
libertacdo de hemoglobina (hemodlise) e pela peroxidagdo dos lipidos da membrana dos

eritrocitos.

1.2. Plano Geral

Este trabalho de conclusdo de ciclo esta dividido em seis capitulos.

No presente Capitulo procedeu-se ao enquadramento do trabalho e sao

apresentados os objectivos a que o trabalho se propde.

No Capitulo 2 faz-se uma revisdo da literatura no que concerne as caracteristicas,

composi¢do quimica e aplicacdes terapéuticas do propolis.

No Capitulo 3, “O eritrocito como modelo in vitro para avaliagdo da actividade
antioxidante”, ¢ apresentado o modelo experimental escolhido para a realizacdo do

estudo do efeito antioxidante do propolis de origem portuguesa.

A “parte experimental” é apresentada no Capitulo 4, no qual sdo apresentados 0s
varios procedimentos utilizados na execucdo do trabalho laboratorial, os resultados
obtidos no estudo do efeito protector do propolis de origem portuguesa na danificacédo

oxidativa em eritrocitos humanos e a discussdo dos mesmos.

No Capitulo 5, “Conclusbes”, procedeu-se a sinopse deste trabalho.

Por ultimo, no Capitulo 6 é apresentada uma listagem de todas as referéncias

bibliogréaficas citadas ao longo do texto.
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Capitulo I1.
Revisdo Geral: O prépolis
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2.1. Caracteristicas

O propolis é uma mistura complexa de substancias que as abelhas recolhem de
varias partes das plantas, tais como brotos, botdes florais e exsudados resinosos, sendo
depois transportada para dentro das colmeias e modificada pelas abelhas através das
suas proprias enzimas (Park et al., 1999). E um produto que esta relacionado com a
proteccdo da colonia e o termo traduz exactamente essa funcdo. O termo é originario
das palavras gregas pro (defesa) e polis (cidade ou comunidade), que neste caso € a

colmeia onde vivem as abelhas.

Figura 1 — Colheita de propolis (adaptado de http://passagempelafaculdade.blogspot.com/)

O propolis possui um aroma caracteristico (resinoso e balsdmico), sabor de suave
balsdmico a forte, amargo e picante, cor variavel desde a amarelada, parda, esverdeada
clara ao pardo escuro e consisténcia maledvel, ligeiramente rigida a temperatura
ambiente, e rigida a menos de 20°C. As caracteristicas do propolis variam de acordo

com a sua proveniéncia (Veronez, 2002).

As abelhas utilizam o prépolis como produto higiénico sobre as paredes internas
da colmeia de modo a reduzir ou vedar as aberturas, ajudando na regulacdo da
temperatura interna e defesa contra inimigos naturais. E também utilizada para
embalsamar pequenos animais mortos que ndo conseguem remover da colmeia,
evitando assim a sua decomposicéo e a proliferacdo de microorganismos (Salatino et al.,
2005).
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Figura 2- Aspecto das amostras brutas de prépolis de Bornes (A) e do Fundao (B) usadas no estudo.

2.2. Distribuicéo geografica

O mercado de produtos apicolas tem aumentado em todo o mundo, em
consequéncia da procura crescente por produtos naturais, de alta qualidade, e que,
principalmente, atendam os anseios dos consumidores. Actualmente, o prépolis é usado

principalmente pelas industrias farmacéuticas e de cosméticos.

Por todo o mundo existem varios sinénimos de prépolis, tais como cola de abelha,

propolis de abelha, penicilina russa e cera de abelha sintética.

Os maiores produtores de prépolis no mundo incluem a China, o Brasil, Estados
Unidos, Australia e Uruguai (Spethmamm, 2004). O consumo de propolis no mundo é
estimado em cerca de 700-800 toneladas/ano.

Conforme dados do Japan Trade Organization (JETRO), 92% de toda a prépolis
in natura consumida no Japéo é de origem brasileira (Teixeira et al., 2003). Nakamura
et al. (1997) identificaram, por meio de andlises cromatograficas, Populus italica e
Betula platyphylla como sendo as principais espécies que originavam a propolis na
regido de Toquio, no Japdo (Teixeira et al., 2003). De acordo com Joly (2001), o Brasil
é recordista em termos de biodiversidade, detendo cerca de 20% das espécies do
planeta. Banskota et al. (1998), por meio de comparacOes dos resultados de anélises
sugeriram que Baccharis spp. seria uma importante fonte de prépolis no Brasil, além de

Clusia minor, Clusia major e Araucaria heterophylla (Pinaceae) (Teixeira et al., 2003).
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O género Baccharis possui mais de 500 espécies e apresenta distribuicdo
cosmopolita, podendo ser encontrado na Oceénia, América do Sul, América do Norte e
América Central (Teixeira et al., 2003). Baccharis dracunculifolia foi demonstrado
como sendo a planta preferida por abelhas africanizadas de Apis mellifera para a colecta

de propolis (Pires et al., 2002).

O género Xanthorrhoea (Juncaceae) constitui a fonte de material para a producéao

de propolis no oeste da Australia (Ghisalberti, 1979).

Na América do Norte e oeste da Asia, a fonte vegetal dominante é o exsudado do
botdo de choupo (Populus sp.). Entretanto, na América do Sul a espécie vegetal do
género Populus ndo é nativa, existindo uma grande diversidade vegetal para retirada de
resina, o que dificulta a correlacdo do prépolis com a origem boténica (Park et al.,
2002). Bonvehi e Coll (1994) atribuiram a origem do produto na China as seguintes
espécies: Melia azederach, Morus spp., Populus spp., Prunus spp., Pyrus spp., Salix
spp., Robinia pseudacacia L. e Ulmus spp (Teixeira et al., 2003). Outras espécies
vegetais empregadas como fontes de propolis em varias partes do mundo sdo o

carvalho, salgueiro, acéacia, choupo, entre outras.

Popravko (1976) verificou que espécies de Populus (de nome vulgar choupo ou
alamo) sdo as principais fontes de prépolis na Europa, sendo Betula spp., Quercus spp.
(Fagaceae), Alnus spp., Salix spp. (Salicaceae) e Corylus avellana (Corylaceae,
aveleira) de importancia secundéria (Teixeira et al., 2003).

Montenegro et al. (2000) indicaram que as fontes principais de propolis no Chile

sdo Baccharis linearis, Buddleja globosa, Peumus boldus e Salix humboldtiana.

O proépolis vermelho é tipico de Cuba e da Venezuela, onde a sua origem botanica

foi identificada como sendo Clusia nemorosa e Clusia scrobiculata, respectivamente.

Para Valcic et al. (1999), o polen e fragmentos de folhas tém consideravel valor

em termos de sistematica, na andlise da origem botanica do propolis. Sendo assim, a
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analise da composicédo polinica especifica do propolis pode ser usada prioritariamente

na determinacgdo de sua origem botanica (Teixeira et al., 2003).

2.3. Caracterizacdo quimica

A composicdo quimica do propolis é complexa e variada, estando relacionada
com a ecologia da flora de cada regido e o periodo da colecta da resina. Além disso, a
variabilidade genética das abelhas rainha também influencia a sua composi¢do quimica
(Park, 1998).

O crescente desenvolvimento de novas técnicas analiticas, como a cromatografia,
e 0 continuo aperfeicoamento dos instrumentos de analise espectrometros, tém
permitido um consideravel avanco na quimica dos produtos naturais, assim como na

elucidacéo de suas estruturas moleculares (Teixeira et al., 2003).

Geralmente a composicao do propolis engloba 50-60% de resinas e balsamos, 30-
40% de ceras, 5-10% de Oleos essenciais e 5% de pdlen, possuindo ainda uma enorme
variedade de microelementos como aluminio, estroncio, ferro, cobre, césio, mercdrio,
calcio, magnesio, outras vitaminas como By, By, Bs, C, E e provitamina A (Marcucci,
1995). O seu ponto de fusdo situa-se geralmente entre os 60-70°C, sendo que pode

atingir, em alguns casos, 0s 100°C (Marcucci, 1996).

O propolis € solavel em solventes tais como o éter, etanol, acetona, tolueno e
tricloroetileno, os quais permitem a dissolugdo da maior parte dos seus constituintes
(Marcucci, 1996).

Os compostos identificados na resina do propolis sdo provenientes de 3 fontes: do
exsudado das plantas colectado pelas abelhas, de substancias secretadas pelo
metabolismo da abelha e de materiais introduzidos durante a elaboragdo do propolis
(Marcucci, 1995).
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Segundo Wink (1990), os compostos secundarios presentes no propolis estdo
directa ou indirectamente relacionados a adaptacGes das plantas a0 meio em que se
encontram, em funcdo da presenca de microorganismos, de condi¢des climéticas, ou
mesmo de interagfes com animais (incluindo dispersores de sementes, polinizadores ou

insectos herbivoros) (Teixeira et al., 2003).

Até ao momento ja foram identificados mais de 300 compostos quimicos no
propolis, nomeadamente flavonodides, &cidos aromaticos, terpendides, aldeidos, alcoois,
acidos alifaticos e ésteres, aminoacidos, esteroides, aclcares, entre outros (Marcucci,
1995). As suas actividades farmacoldgicas tém sido atribuidas aos compostos fenolicos,
entre eles flavonoides e &cidos fendlicos, cujos teores tém sido propostos como

parametros para o controle da qualidade (Geckil et al., 2005).

Figura 3 - Nucleo fundamental dos flavonoides

Apesar de os flavondides serem os constituintes bioactivos do propolis mais
extensivamente estudados, estes ndo sdo 0s Unicos responsaveis pelas suas propriedades
farmacoldgicas. Outros compostos, tais como aminodcidos, acidos alifaticos e seus
ésteres, acidos aromaticos e seus ésteres, alcoois, aldeidos, chalconas, dihidrochalconas,
hidrocarbonetos, cetonas, terpendides, esterdides e agucares, tém sido relacionados com
as propriedades bioldgicas do propolis (Daugsch, 2007).

Alguns componentes de propolis estdo presentes em todas as amostras, enquanto
outros estdo sO presentes em propolis derivadas de espécies particulares de plantas
(Lustosa et al., 2008).
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Nas zonas temperadas do hemisfério norte, as abelhas colectam o propolis apenas
no verao e por isso as variagdes sazonais na composicdo do prépolis sdo insignificantes.
(Pereira, 2008)

As cinzas sdo um constituinte natural do prépolis, porém um material inorganico
que, em quantidades exageradas, pode denunciar adulteragdes como, por exemplo, por

adicdo de terra ao produto (Prépolis com controlo de qualidade, 1999).

As substéncias volateis sdo responsaveis pelo aroma caracteristico do prdpolis
(Propolis com controlo de qualidade, 1999). Teores baixos de substancias volateis
podem denunciar 0 seu armazenamento por tempo excessivamente prolongado. Da
mesma forma, o teor de humidade torna-se mais elevado se o propolis ndo for
armazenado de forma adequada, podendo levar a uma deterioragdo mais réapida do

produto (Prépolis com controlo de qualidade, 1999).

Para uma correcta andlise e controlo de qualidade do propolis torna-se necessario
efectuar uma analise organoléptica, avaliando-se o aroma, sabor, coloracao, estrutura e
consisténcia, e fisico-quimica, avaliando-se o teor de humidade, sélidos insollveis
totais, misturas mecanicas, indice de oxidacdo e analise qualitativa para compostos
flavonoides (Cavia et al., 2002; Isengard et al., 2001; Faria, 1993).

2.4. Aplicacdes terapéuticas

Como referido anteriormente, as propriedades biolodgicas do propolis estdo
directamente ligadas a sua composicdo quimica, e este € provavelmente o maior
problema para o uso do prépolis em fitoterapia, tendo em vista que a sua composi¢do
quimica varia com a flora da regido e eépoca da colheita, com a tecnica empregada,

assim como com a espécie da abelha.

O propolis foi amplamente utilizado na segunda guerra mundial devido as suas
propriedades cicatrizantes (Pereira et al., 2002). Na antiga Unido Soviética, este produto
natural mereceu especial atencdo em medicina humana e veterinaria, com aplicacfes

inclusive no tratamento da tuberculose, observando-se a regresséo dos problemas
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pulmonares e recuperacdo do apetite (Pereira et al., 2002). Os gregos, entre 0s quais
Hipocrates, adoptaram-na como cicatrizante interno e externo. Do mesmo modo, Plinio,
historiador romano, refere-se ao propolis como medicamento capaz de reduzir inchagos

e aliviar dores (Pereira et al., 2002).

Os compostos fendlicos, particularmente os flavonoides, sdo tidos como 0s
principais constituintes responsaveis pelas acgdes terapéuticas do prépolis (Arvouet-
Grand et al., 1994). Estes compostos auxiliam na absor¢éo e na manutencdo da vitamina
C no organismo, sendo por isso usadas na medicina tradicional para o tratamento de
doencas que atacam as vias aéreas superiores (gripes, dores de garganta, constipacées),
e foram ainda indicadas no tratamento de problemas de mau halito, aftas, gengivites,
feridas, cortes, micoses, espinhas, verrugas, frieiras, furinculos e manchas da pele
(Marcucci, 1995; Daugsch, 2007). Existem no mercado pomadas a base de propolis para
acelerar o processo de cicatrizacio de feridas e prevenir infeccdes. E ainda indicado no
tratamento em aplicacdo local ou sistémica em processos inflamatorios, erosivos e
distroficos como as cervicites e erosdo do colo uterino, adenoma de prostata, prostatite,
cistite, transtornos do apetite sexual, impoténcia, frigidez feminina, trichomoniases,
entre outras (Marcucci, 1995). Notavelmente, foi considerada ainda uma substancia com

actividade anti-stress, diminuindo transtornos do sono.

O propolis encontra-se disponivel actualmente em varias formulagdes
farmacéuticas como capsulas, extractos, elixir bucal, na forma de p6, pomadas,

homogeneizados de mel, entre outras (Lustosa et al., 2008).

Varios trabalhos tém sido publicados descrevendo as propriedades biolégicas do

prépolis, nomeadamente:

Actividade antimicrobiana: inibe a proliferacdo de bactérias (antibacteriana),
fungos (antifungica) e virus (antiviral). Esta accdo é atribuida aos flavonoéides, &cidos
aromaticos e ésteres presentes na sua composicdo. Os &cidos cafeico e o ferulico
contribuem também para essa propriedade (Popova et al., 2004; Bankova et al., 1995;
Mazzuco et al., 1996 e Park et al., 1998). O prdpolis possui actividade antibacteriana

maior contra bactérias Gram-positivas e limitada contra Gram negativas (Lu et al.,
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2005; Marcucci et al., 2001). Parece isso dever-se ao facto de estas bactérias possuirem
uma parede celular quimicamente mais complexa e um teor lipidico maior, o que pode
explicar essa maior resisténcia (\Vargas et al., 2004).

O propolis parece ainda possuir accao sinérgica relevante, sendo uma alternativa
terapéutica para a resisténcia microbiana, no entanto dependente de sua composicao
(Stepanovic et al., 2003; Onlen et al., 2007).

Actividade imunomoduladora: o propolis aumenta a resisténcia natural do corpo
contra infeccBes por estimulacdo do sistema imune (Daugsch, 2007). Actua estimulando
o sistema imunoldgico, assegurando a maturagdo dos linfocitos T, dos nédulos linfaticos
e do baco, que garantem o potencial de fagocitose e os nimeros de anticorpos (Sforcin
et al., 2000). Segundo Sy et al. (2006), o tratamento com propolis atenua inflamacdes

das vias aéreas em ratos, provavelmente por modular a producdo de citocina.

Actividade antiparasitaria: as mais recentes pesquisas clinicas reportam
numerosas comunicacfes relacionadas com a manifesta actividade antiparasitaria do
prépolis, destacando-se a sua efectividade face a Giardia lamblia (Veronez, 2002).
Hollands et al. (1988) refere-se a observacdo de uma marcada reducéo na producdo de
quistos em fezes de animais, aquando do tratamento com extractos de propolis.
Extractos de prépolis foram activos ainda contra Trypanosoma cruzi (Higashi e Castro,

1995), e letais para Trichomonas vaginalis (Starzyk et al., 1977).

Actividade anti-inflamatdria: previne e impede o desenvolvimento de processos
inflamatorios. Esta actividade estd associada a presenca de flavonas e
metoxiflavondides na sua composicdo quimica. Considera-se que este mecanismo de
accdo esta baseado na intervencdo destes compostos a nivel dos mediadores da
inflamacéo e ainda na reducdo da migracéo celular e na inibicdo da producdo de radicais
livres (lvanovska et al., 1995; Park et al., 1996; Leddn et al., 1997; Menezes et al.,
1999; Ozturk et al., 2000).

Accdo anestésica: atribuida aos compostos volateis presentes no propolis
(Ghisalberti, 1979). Extractos alcodlicos e aquosos de propolis da Coréia mostraram um

forte efeito analgésico, que foi comparado com o &cido acetilsalicilico (Daugsch, 2007).
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Actividade hepatoprotectora: foi demonstrado que o extracto aquoso de propolis
possui acc¢do antioxidante hepatoprotectora, prevenindo a insuficiéncia hepética
fulminante induzida pelo paracetamol em animais tratados com uma sobredosagem do
farmaco (Said et al., 1998).

Actividade antitumoral: retarda o desenvolvimento de células malignas. Estudos
demonstraram ainda que o0 propolis possui propriedades mitodepressivas
particularmente fortes em células geneticamente modificadas (Burdock, 1998 e
Banskota et al., 2001). A citotoxidade do propolis foi comprovada em estudos
realizados quer em animais quer in vitro (Bankova, 2005). Outros estudos indicam que
o éster fenetil do &cido cafeico (CAPE), um composto isolado do prépolis, tem
potencial como agente anti-metastatico (Liao et al., 2003). Estudos realizados por
Mishima et al. (2005) demonstraram que a baccharina e a drupanina isoladas do

prépolis possuem potente ac¢do antitumoral.

Actividade radioprotectora, o que tem permitido a sua aplicagdo com a
finalidade de diminuir as reaccBes desagradaveis em pacientes submetidos a

radioterapia (Suarez et al.,1996).

Actividade vasoprotectora: protege a fragilidade e permeabilidade dos vasos

sanguineos. Esta accdo deve-se especialmente aos flavondides presentes no propolis.

Contudo, e a semelhanga de outros produtos naturais, até a0 momento ndo foram
avaliados no prépolis parametros essenciais como a sua seguranca e qualidade, de forma

a permitir o uso racional deste produto.
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Capitulo I11.
O eritrdcito como modelo in vitro para avaliacao da actividade antioxidante
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3.1. O eritrécito humano

O eritrocito tem como principal funcdo transportar oxigénio para os tecidos
através da hemoglobina (Pereira et al., 2007). O eritrocito maduro é uma célula
anucleada que vive cerca de 120 dias na circulacdo periférica, apresentando uma
conformacdo normal de disco bicdncavo (Figura 4) com aproximadamente 7,5 um de
didmetro, 0,8 um de espessura no seu centro e 2,5 um de espessura na borda (Frydman,
2009).

Figura 4 - Eritrdcitos humanos apresentando morfologia normal de disco biconcavo

A membrana do eritrocito é constituida por 42% de lipidos, 52% de proteinas e
7% de carbohidratos e é representada por uma bicamada lipidica com proteinas integrais
(intrinsecas) e periféricas (extrinsecas) nas faces interna e externa membranares (Pinto
et al., 2007). Os fosfolipidos encontram-se distribuidos assimetricamente de um e outro
lado da bicamada, sendo que no folheto interno predominam aminofosfolipidos
(fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina) enquanto no folheto externo imperam a
fosfatidilcolina e a esfingomielina. O colesterol esta intercalado entre as cadeias
alifaticas das moléculas de fosfolipidos. Os &cidos gordos mais comuns, constituintes
dos lipidos da membrana, sdo o palmitico (16:0), o estearico (18:0), o oleico (I8:1), o
linoleico (18:2) e o araquidénico (20:4). Esta bicamada lipidica representa
aproximadamente 50% de sua massa total e forma barreira entre compartimentos
liquidos extra e intracelular (Murador et al., 2007). Entre esses compartimentos sao
efectuadas trocas, através de canais de trocas de ides, bombas e transporte molecular. A
interac¢do das proteinas do citoesqueleto (periféricas) com a bicamada lipidica e com as
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proteinas integrais da membrana s@o responsaveis pela flexibilidade e deformabilidade
do eritrocito (Krukoski, 2006).

Durante o processo de diferenciagdo do eritrocito, a partir de células progenitoras
da medula 6ssea, ocorre a perda, por exocitose, do nucleo e organelos citoplasmaticos,
como o reticulo endoplasmatico, mitocondrias e ribossomas. Dessa forma, o eritrdcito
maduro € incapaz de sintetizar proteinas, e ndo possui metabolismo aerdbio,
dependendo da glicélise anaerdbica para suprir as suas necessidades energéticas (Burtis
et al., 1998). O ATP € necessario para manter o equilibrio hidrolitico e a morfologia do
eritrocito. Baixos niveis de ATP acarretam alteracdes danosas para a célula, tais como a

diminuicdo da actividade da bomba Na/K e a capacidade de sintese de fosfolipidos.

O eritrocito constitui um excelente modelo experimental, em virtude da sua
simplicidade estrutural, acessibilidade e vulnerabilidade dos seus constituintes a
oxidacdo. Disturbios causados por alteracdes genéticas ou exposicdo a agentes externos
quimicos e fisicos podem levar a uma diminuicdo na vida média do eritrdcito, muitas

vezes relacionada a processos oxidativos (Magalhées, 2009).

3.2. Sistema antioxidante do eritrécito

Os eritrdcitos estdo constantemente em contacto com o oxigenio molecular de
forma relativamente segura para a sua integridade. Isto torna-se possivel gracas a um
complexo sistema de defesa antioxidante, o qual previne a acumulacéo de radicais livres
e de outras espécies altamente reactivas. Estes mecanismos incluem antioxidantes
enzimaticos e antioxidantes ndo enzimaticos endogenos (Magalhaes, 2009). Entre estes,
a glutationa (GSH) tem um papel crucial na manutenc¢éo do estado redox eritrocitario. A
GSH tem como fungdo manter os componentes intracelulares no estado reduzido,
especialmente proteinas e ides Fe?* de grupos heme. A GSH também actua como um
nucledfilo, ligando-se covalentemente a centros electrofilicos, e como cofactor da
glutationa peroxidase, exercendo ai um papel fundamental na metabolizacdo de
peréxidos. Outras enzimas importantes sdo a superoxido dismutase (SOD), que forma
peréxido de hidrogénio a partir do radical superdxido, e a catalase, que remove 0

peréxido de hidrogénio formado. A hemoglobina auto-oxidada pode ser convertida a
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desoxihemoglobina pela metahemoglobina redutase, uma enzima NADH-dependente
(Harris, 1991). Os eritrocitos possuem ainda mecanismos capazes de transferir
equivalentes redutores através da sua membrana para 0 meio extracelular. A actividade
da oxirredutase transmembranar esta relacionada a manutencdo do estado redox de
proteinas, neutralizacdo de agentes oxidantes externos e reciclagem da vitamina E na

membrana (Magalh&es, 2009).

Compostos ndo enzimaticos de baixo peso molecular que actuam na remogao
preventiva de espécies reactivas de oxigénio (ROS) e azoto (RNS) também sdo muito
importantes para a manutencdo do equilibrio redox no eritrocito. Entre estes, citam-se
compostos como os tocoferois (vitamina E), compostos fenolicos, como os flavondides
e acidos fenolicos, o acido ascérbico e quelantes de ferro. A vitamina E revela-se mais
eficaz na proteccdo da membrana das células e consequentemente na prevencdo de
hemolise oxidativa, especialmente na presenca de co-antioxidantes que a regeneram

continuamente, nomeadamente a vitamina C (Magalhées, 2009).

Compostos polifendlicos, como os flavondides, também tém actividade
antioxidante comprovada, sendo capazes de entrar no eritrécito e inactivar radicais
hidroxilo e peroxilo. Os flavondides séo ainda capazes de quelatar metais e podem inibir

0 dano oxidativo resultante da reacgdo de Fenton (Magalh&es, 2009).

3.3. Danificacao oxidativa eritrocitaria

As principais estruturas eritrocitarias afectadas por radicais livres e outras
espécies oxidantes sdo os constituintes membranares e a hemoglobina. Como referido
anteriormente, a membrana do eritrécito é rica em acidos gordos poliinsaturados sendo,
por isso, muito susceptivel a peroxidacdo lipidica. As proteinas do eritrocito também
podem ser modificadas no processo oxidativo, sobretudo se possuirem grupos sulfidrilo

(-SH), ocorrendo uma acumulacéo intracelular de proteinas desnaturadas.

A accéo dos radicais livres em membranas eritrocitarias pode levar a uma série
de alteracbes como formacdo de perdxidos lipidicos, reducdo da deformabilidade,

fendmenos de cross-linking proteico, hemdlise e alteracfes no metabolismo intracelular
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(Shiva et al., 2007; Sato et al., 1995). Estas alteracGes tém como principal consequéncia

a diminuicdo do tempo médio de vida do eritrécito.

O eritrécito constitui assim um excelente modelo experimental para o estudo in
vitro quer dos mecanismos de lesdo oxidativa induzidos por radicais livres em
membranas bioldgicas, quer para a investigagdo do efeito protector de alguns

compostos.

3.4. Substancias oxidantes usadas como modelos experimentais

Diversas substancias tém sido utilizadas como modelos de agentes oxidantes
para estudar o mecanismo de lesdo oxidativa em eritrdcitos, especificamente o perdxido
de hidrogénio (Lii e Hung, 1997), o terc-butilhidroperéxido (Rice-Evans et al., 1985;
Zou et al., 2001), a primaquina (Grinberg e Samuni, 1994) e hidrazinas (Biswas et al.,
2005). Entre os agentes oxidantes usados, 0 2,2"-azo-bis(2-amidinopropano) (AAPH)
tem sido largamente empregue como gerador de radicais livres em estudos bioldgicos
(Dai et al.; Shiva et al., 2007). O AAPH é um composto azo hidrossolivel gerador de
radicais livres do tipo peroxilo (ROO’) por decomposicdo térmica a 37° C (Figura 5)
(Sato et al., 1995). A geracdo de radicais pelo AAPH é dependente do tempo e da
concentracéo (Sato et al.; Zou et al., 2001). Estes radicais gerados no meio extracelular
atacam a membrana do eritrocito causando varias alteracBes oxidativas, tais como
formacdo de perdxidos lipidicos, reducdo da deformabilidade, mudancas na morfologia,
ligacdo cruzada e fragmentacdo de proteinas, hemdlise e alteragBes no metabolismo
intracelular. Essas alteragfes tém como principal consequéncia a diminuigdo do tempo

de semi-vida do eritrécito.

HN  CHgj CHa NH HN  CHs HN CHs
N=N Ny 2 - 0, 2 »to-o.
HoN  CH;  CHaNHp A HeN - CHa HoN CHy
(+ 2 HCY)
AAPH ROO -

Figura 5 - Reaccédo de oxidacdo do AAPH (adaptado de Dunlap et al., 2003)
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Capitulo V.

Parte experimental: Estudo do efeito protector do prépolis de origem portuguesa
na danificacdo oxidativa em eritrocitos humanos
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4.1. Materiais e Métodos

4.1.1. Preparacéo dos extractos

As amostras de propolis foram colhidas por apicultores em Setembro de 2007 de
colmeias de abelhas Apis mellifera localizadas na Serra de Bornes (Nordeste de
Portugal) e no Fundao (regido da Beira Interior) e imediatamente congeladas a -20°C.
Posteriormente, estas amostras foram extraidas usando metanol (1:1, v/v) com agitacao
(200 rpm) durante a noite, a temperatura ambiente. A solucdo obtida foi filtrada e o
residuo foi re-extraido mais duas vezes nas mesmas condi¢fes. Os extractos
combinados foram colocados a baixas temperatutas durante 12 horas e filtrados para a
remocao das ceras e, em seguida, evaporados a secura. O rendimento da extrac¢do foi

de 49% e 53% para o prépolis de Bornes e do Fundéo, respectivamente.

4.1.2. Avaliagdo da actividade antioxidante usando como modelo celular o
eritrécito humano

4.1.2.1. Preparagdo da suspensdo de eritrocitos

O sangue venoso humano foi colhido em citrato (anticoagulante) de dadores
saudaveis, ndao fumadores, ap6s obtencdo do consentimento informado (ver Anexo I).
Para obter os eritrocitos empacotados centrifugou-se o sangue total (5 a 10 mL) a 1.500
rpm durante 10 minutos a 4°C. O plasma e a camada leucocitaria (buffy coat) foram
removidos por aspiracao e os eritrocitos foram lavados 3 vezes com solugdo tampao de
fosfato (PBS; pH 7,4), repetindo-se em cada lavagem a centrifugagdo nas condigdes
referidas anteriormente. Apds a ultima lavagem perfez-se o volume com PBS de modo a
obter uma suspensdo eritrocitaria com hematécrito 5,2% (0,52 mL de eritrécitos

compactados para um volume final de 10 mL em PBS).

4.1.2.2. Incubagéo com AAPH

Para avaliar o efeito protector do propolis portugués foram estudadas varias
concentracdes dos extractos de propolis de Bornes (5, 10 e 20 pg/mL) e do Fundéo (10,
20 e 40 pg/mL).
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Os extractos de propolis de Bornes e do Fundao foram inicialmente solubilizados
em dimetilsulféxido (DMSO) de modo a obter uma solucdo stock de 50 mg de

extracto/mL e posteriormente diluidos em PBS.

Aos tubos de hemdlise adicionou-se 500 uL da suspensdo eritrocitaria a 5,2% de
modo a obter um hematdcrito final de 2,0%, tendo em conta que o volume final nos
tubos sera de 1300 pL, sendo estes colocados a incubar a 37 °C durante 5 minutos. Apds
a incubacdo, adicionou-se os antioxidantes (extractos de propolis de Bornes e do
Funddo e &cido ascdrbico) ou ndo, de acordo com as tabelas apresentadas abaixo, sendo

0s tubos pré-incubados a 37 °C durante 30 minutos.

As concentracdes testadas do extracto de propolis do Funddao foram obtidas a
partir da solucdo stock anteriormente descrita, da qual se retirou 100 pL e adicionou-se
9,9 mL de PBS obtendo-se uma concentracdo de 0,5 mg de extracto/mL. Finalmente,
retiraram-se 3 mL da anterior aos quais foram adicionados 4,5 mL de PBS, obtendo-se
assim uma solucdo de 200 pg/mL. A partir de uma solucdo de 200 pg/mL em PBS e, de
acordo com a Tabela 1, obtiveram-se as concentragdes finais nos tubos de 10, 20 e 40
pug/mL. A actividade hemolitica deste extracto foi avaliada expondo as células a
concentracdo mais alta estudada (40 pg/mL), na auséncia de AAPH (controlo do

extracto).

Tabela 1 - Tabela usada na preparagdo dos tubos de hemdlise para o ensaio da actividade anti-hemolitica
do propolis do Fundéo.

Eritrocito Extracto PBS AAPH \Vii

Controlo 500 uL = -----o---- 800 pL = ---------- 1300 pL
AAPH ][0 V1 IR ———— 670 uL 130 uL 1300 pL

C 10pgmL 500 pL 65puL  605puL 130 pL 1300 pb

C 20 pgimL 500 pL 130 yL 540 pL 130 pL 1300 pL

C 40 pgimL 500 pL 260 uL 410 uL 130 pL 1300 pL
Controlo extracto 500 pL 260 uL 540 pL = ---------- 1300 pL

As concentragdes testadas do extracto de propolis de Bornes foram obtidas a
partir da solucdo stock em DMSQO, da qual se retirou 100 pL e adicionou-se 9,9 mL de
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PBS obtendo-se uma concentracdo de 0,5 mg de extracto/mL. Finalmente, retirou-se 1
mL da anterior aos quais foram adicionados 9 mL de PBS, obtendo-se assim uma
solucgéo de 50 pg/mL, a partir da qual se prepararam as concentracgdes finais de 5, 10 e
20 pg/mL (Tabela 2). Do mesmo modo, a actividade hemolitica do extracto de prépolis
de Bornes foi avaliada expondo as células a concentracdo mais alta estudada (20

pg/mL), na auséncia de AAPH (controlo do extracto).

Tabela 2 - Tabela usada na preparacgao dos tubos de hemdlise para o ensaio da actividade anti-hemolitica
do prépolis de Bornes.

Eritrocito Extracto PBS AAPH \Vsi

Controlo 500 uL = -----o--- 800 pL = ---------- 1300 pL
AAPH ][0 V1 IR———— 670 uL 130 puL 1300 pL

C 5 pgimL 500 L 130uL 540 pL 130 pL 1300 pL

C 10 pgimL 500 pL 260 uL 410 pL 130 pL 1300 pL

C 20 ug/mL 500 L 520 L 150 pL 130 pL 1300 pL
Controlo extracto 500 pL 520 uL 280 pL - ---------- 1300 pL

Findo o tempo de pré-incubacdo, adicionou-se (amostras) ou ndo (controlos) o
oxidante AAPH, de acordo com as tabelas acima apresentadas, de modo a obter a
concentracdo final de AAPH de 50 mM. Os tubos de hemolise foram depois incubados

durante 4 horas, a 37°C, com agitacao suave e constante e ao abrigo da luz.

Neste estudo o &cido ascérbico foi utilizado como antioxidante de referéncia, com
o qual serd comparado o efeito protector das amostras de prépolis. Para tal, a partir de
uma solucdo stock de 1 mg/mL de &cido ascérbico em PBS, preparou-se uma solucgéo de
250 pg/mL. A partir desta solucdo e, de acordo com a Tabela 3, foram realizadas
diluicdes nos tubos para obter solu¢cdes com as concentragdes finais de 100, 50 e 25

pg/mL.
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Tabela 3 - Tabela usada na preparagdo dos tubos de hemdlise para o ensaio da actividade anti-hemolitica
do &cido ascérbico

Eritrocito Extracto PBS AAPH Vf

Controlo 500 pL  ---------- 800 puL = ---------- 1300 pL

AAPH 500 pL  -------- 670 L 130 uL 1300 pL
Cosugm. 500pL  130puL  540pL 130 pL 1300 pL
Cosopgm. 500Ul 260pL  410uL  130uL 1300 pL
Ciopgm. 500pL 520l 150 L 130 pL 1300 pl

4.1.2.3. Avaliagdo da percentagem de hemolise

Durante as 4 horas de incubacdo, com intervalos de 1 hora, retiraram-se duas
aliquotas de 50 pL de cada tubo. Uma das aliquotas € adicionada a 950 pL de agua (B)
e a outra a 950 pL de soro fisiologico (A), em eppendorfs previamente colocados no
gelo (4°C) de modo a parar a hemdlise. De seguida, centrifugou-se os eppendorfs a
4.000 rpm durante 10 minutos, removendo-se depois cerca de 300 puL do sobrenadante
para uma placa de 96 pocos, de modo a proceder-se a leitura da absorvancia a 545 nm
no leitor de placas. A % de hemolise é calculada a partir da razdo entre as duas leituras,
ou seja, % hemdlise = (A/B) x 100. A concentracdo de extracto que inibe 50% da
hemdlise (ICsp) ao fim de trés horas foi calculada através do tragado do grafico da
percentagem de inibi¢do de hemdlise em fungdo da concentracdo de extracto. Para estes

calculos foram realizados 4 ensaios independentes.

4.1.2.4. Avaliacdo da extensdo da peroxidacdo lipidica

A peroxidagéo lipidica € um processo mediado por radicais livres. Numa situagéo
de stress oxidativo pode haver faléncia dos mecanismos de defesa antioxidantes
enddgenos com formacao de espécies reactivas de oxigénio, capazes de desencadear o
ataque oxidativo aos lipidos poliinsaturados das membranas eritrocitarias. A
consequente fragmentacdo d& origem a hidrocarbonetos como o etanol e a aldeidos
como o 4-hidroxinonenal e o malonildialdeido (MDA). Este método tem como principio
a reaccdo de uma molécula de malonildialdeido com duas moléculas de &cido

tiobarbiturico (TBA) com formacdo de um complexo MDA-(TBA), que é quantificado
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por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo ultravioleta (HPLC-UV).
Foram realizados ensaios para varias concentragdes dos extractos de Bornes e do
Fundao, assim como para o padrdo 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP), obtendo-se através
deste a curva de calibragdo padrdo. Os resultados foram calculados como mM
equivalente a MDA. O ICs, foi calculado pela curva de calibracdo obtida através da
percentagem de peroxidac&o lipidica em fungdo da concentracdo de extracto. Os valores
percentuais de inibicdo foram calculados considerando como 100% o valor da
peroxidacdo lipidica induzida pelo AAPH na auséncia de extracto. Para estes calculos

foram realizados trés ensaios independentes.

Para avaliar a extensdo da peroxidacdo lipidica, os eritrocitos humanos foram
mantidos nas condi¢des experimentais descritas anteriormente para a determinacdo da
percentagem de hemolise com excepcdo da utilizacdo de uma suspensdo eritrocitaria
com um hematocrito de 5,2%. Os tubos de hemdlise foram incubados durante 3 horas.
No final da incubacdo, retiraram-se aliquotas de 250 pL para eppendorfs, as quais
adicionou-se 25 pL de butilhidroxitolueno (BHT) a 0,2%, e 1 mL de &cido
tricloroacético (TCA) a 1% previamente colocado no gelo (4 °C). As amostras foram
agitadas no vortex e depois centrifugadas em centrifuga refrigerada a 10.000 rpm
durante 10 minutos. Posteriormente, retirou-se 500 pL de sobrenadante para outro
eppendorf, sendo adicionado 500 pL de acido tiobarbitarico a 1%. Os eppendorfs foram
agitados no vortex e colocados num banho de agua fervente (95 °C) durante 45 minutos.
Apbs este periodo os eppendorfs foram arrefecidos em gelo (4 °C), centrifugados em
centrifuga refrigerada a 10.000 rpm durante 5 minutos e 50 pL do sobrenadante foram
injectados no HPLC (Hewlett Packard 1100 series) com detector UV a 532 nm. A
separacdo cromatografica realizou-se através de uma coluna Spherisorb C18 ODS2 (5
um; 4,6 x 250 mm) da Waters Corporation e a fase mdvel utilizada foi acetato de
amonio 0,05 M: metanol (60:40), com fluxo de 0,7 mL/min. Paralelamente, preparou-se
uma curva de calibragio com diferentes concentragdes do padréo 1,1,3,3-
tetraetoxipropano (TEP) (10, 5, 2, 1, 0,5 e 0,25 pM em etanol a 40%.), procedendo-se
de forma idéntica a descrita para as amostras com excepgao das centrifugacfes que para

0s padrdes ndo se executam.

24



Estudo do efeito protector do prépolis de origem portuguesa na danificagao oxidativa em eritrécitos humanos

4.2 Resultados

4.2.1. Efeito protector do prépolis na hemélise induzida pelo AAPH

e Propolis de Bornes

Na tabela seguinte sdo apresentados os valores da percentagem de hemolise nas
celulas incubadas com as diferentes concentracfes do extracto de propolis de Bornes,

obtidos em 4 ensaios independentes.

Tabela 4 - Resultados obtidos para a percentagem de hemélise para o prépolis de Bornes

Tempo (h)

1 2 3 4

3.9 33 2.0 14

Controlo 1,2 3,6 3,8 7,0
5.0 5.0 5.0 4.9

3,7 3,7 3,7 25

Média 34 3.9 3,6 4.0

SD 16 0,8 12 2.5
4.0 753 106.8 114.1

2.8 43,7 90,5 90,1

PR 47 70.3 91,0 89.2
3,7 432 91,7 85,5

Média 3.8 58,1 95,0 94,7

SD 08 17.1 7.9 13.1

— a1 8.1 60,6 92,8
Pégfr?e'f 1,9 4.9 68,9 93,9
S 4,0 25.9 60,0 86,3
2.4 35 57,2 89.4

Média 3.1 106 61,7 90,6

sD 11 10.4 5.0 3,5

— 1.9 43 20,7 69,6
PBrgfr?e'f 5,0 3,7 23,1 55,2
o 34 8,1 31,2 57.2
19 3.8 7.7 63,3

Média 3.1 5.0 20,7 61,3

SD 15 2.1 9,7 6,5
N— 2.8 19 6,6 28.2
ol 2.3 5.2 147 471
) 2.4 3.0 47 36,6
2.8 0.6 2.8 16.1

Média 2,6 2.7 72 32,0

SD 03 1,9 5,2 13,1
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Estes resultados sdo seguidamente apresentados na forma de grafico. Cada valor
representa a média = SD de quatro ensaios independentes. *Representa resultados
significativos (P <0,05) quando o grupo tratado foi comparado com o grupo AAPH, nos
respectivos tempos. "Representa resultados significativos (P <0,05) quando o grupo

tratado foi comparado com o grupo controlo, nos respectivos tempos.

120~
. 100 —e— Controlo
S 804 —0— AAPH
§ 60+ —— + Propolis Bornes 5 pg/mi
2 —— + Propolis Bornes 10 pg/ml
T 407 —=— + Propolis Bornes 20 pg/ml
20+
0- ! T ]
0 1 2 3 4 5
Tempo (h)

Grafico 1 - Representacdo gréfica do efeito protector do extracto de propolis de Bornes na hemolise
induzida pelo AAPH

Para o célculo da concentracdo inibitoria 50 (ICsp), ou seja, a concentracdo de
extracto que inibe 50% da hemdlise induzida pelo AAPH, determinou-se a percentagem
de inibicdo de hemolise para cada concentracdo de extracto ao tempo 3 horas, tal como

apresentado na tabela seguinte.
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Tabela 5 - Percentagem de inibigdo da hemdlise para o extracto de prépolis de Bornes

T=3h
% hemdlise  -Controlo % Inibigdo
1,96
3,77
Controlo 5.00
3,70
106,79 104,83
90,48 86.70
AR, 91,00 86,00
91,70 88,00
- 60,60 58,64 44,06
Pégfr?e": 68,89 65,12 24,90
S 60,00 55,00 36,05
57.20 53,50 39,20
- 20,70 18,74 82,12
Pégfr?;'ss 23,08 19,30 77,74
10 pgmL. |3120 26,20 69,53
7.70 4,00 95,45
- 6,60 4,64 95,57
PBrgfr?é'ss 14.70 10,93 87,40
L 4,70 0,00 100,00
2,80 0,00 100,00

Em seguida, tragou-se o grafico da % inibi¢do de hemolise versus a concentracéo

de extracto para cada ensaio independente (Tabela 6 e Grafico 2).

Tabela 6 - Tabela representativa do 1Csy do propolis de Bornes

Concentragéo % Inibigdo de
(ng/mL) hemolise
S 44,1
10 82,1
20 95,6
ICso 5,63
y =-0,4178x2 + 13,88x - 14,891
R2=1
120
100 —
80 /
60 7
40
20
0
0 5 10 15 20 25

Gréfico 2 - Gréfico representativo do calculo do 1Cs, para o extracto de prépolis de Bornes
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O valor de ICs calculado para o extracto de prépolis de Bornes foi de 6,3 + 0,7
pg/mL.

e Propolis do Fundao

Na tabela seguinte sdo apresentados os valores da percentagem de hemolise nas
células incubadas com as diferentes concentragdes do extracto de propolis do Fundéo

obtidos em 4 ensaios independentes.

Tabela 7 - Resultados obtidos para a percentagem de hemélise para o prépolis do Fundao

Tempo (h)

1 2 3 4

3.9 2,6 3,0 22

Controlo 2,7 9,5 3,0 3,5
5.1 14 14 2.8

18 2.0 12 31

Média 3.4 3.9 59 2.9

sD 14 3,8 1,0 05
5,2 79.9 90,0 90,0
73 70,6 100,0 99,1
PR 42 70,5 100,0 100,0
4,2 51,2 100,0 95,9

Média 52 68,1 97,5 96,3

sD 15 12.1 5,0 45

. 3.1 4.7 62,3 945
T:rl?r?gg'l:f 7.6 6.4 67.6 96,5
el 1,9 37 22,4 91,0
25 3.9 50,0 96,4

Média 38 47 50,6 94,6

SD 26 1,2 20,2 2.6

- 25 6.3 5.0 37.8
T:rl?r?gg'l:f 33 47 19.2 50,4
. 42 2.0 4.9 10,9
4.4 2.6 8,0 20,7

Média 3.6 3.9 9,3 345

SD 09 2.0 6,8 12.9

e 3.1 35 42 14,0
T:rlj’rf’;;:f 4.0 7.0 8.1 16,8
pudlicsy 1,6 1,7 2.6 45
4,6 2.0 3.7 12.7

Média 33 3,6 47 12.0

sD 13 2.4 2.4 5.3
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Estes resultados sdo seguidamente apresentados na forma de grafico. Cada valor
representa a média = SD de quatro ensaios independentes. *Representa resultados
significativos (P <0,05) quando o grupo tratado foi comparado com o grupo AAPH, nos
respectivos tempos. "Representa resultados significativos (P <0,05) quando o grupo

tratado foi comparado com o grupo controlo, nos respectivos tempos.

120+
100+
< —e— Controlo
< 804
S —0— AAPH
% 60- —— + Propolis Fund&o 10 pg/ml
qE) 40~ —e— + Propolis Fund&o 20 pg/ml
T —&— + Propolis Fund&o 40 ug/ml
20+
0 Y
0 5

Tempo (h)

Gréfico 3 - Representacdo gréfica do efeito protector do extracto de prépolis do Funddo na hemdlise
induzida pelo AAPH

Para o calculo do ICs, determinou-se a percentagem de inibicdo de hemolise para
cada concentracdo de extracto ao tempo 3 horas, tal como apresentado na tabela

seguinte.
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Tabela 8 - Percentagem de inibicdo da hemolise para o extracto de prdpolis do Funddo

T=3h
% hemdlise  -Controlo % Inibigdo
3,00
Controlo igg
1,20
90,00 87,00
100,00 97,00
AR 100,00 98,60
100,00 98,80
- 62,30 59,30 3184
F;rlj’rf’g;:f 67,60 64,60 33,40
10 gL | 2240 21,00 78,70
50,00 48,80 50,61
- 5,00 2,00 97,70
F;T,E’(j’;:f 19,20 16,20 83,30
L 4,90 3,50 96,45
8,00 6,80 93,12
— 4,20 1,20 98,62
ik 8,10 5,10 94,74
L 2,60 1,20 98,78
3,70 2,50 97,47

Em seguida, tracou-se o grafico da % inibicdo de hemdlise versus a concentracdo

de extracto para cada ensaio independente (Tabela 9 e Grafico 4).

Tabela 9 - Tabela representativa do 1Cs, para o prépolis do Fundao

Concentragéo % Inibigdo de
(ng/mL) hemolise
10 31,84
20 97,70
40 98,62
I1Cs 12,19

y =-0,218x2 + 13,126x - 77,625
Rz2=1
125
100 A
75
50 //
25

0 T T T T
0 10 20 30 40 50

Gréfico 4 - Gréfico representativo do calculo do ICs, para o extracto de prdpolis do Fundéo
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O valor de ICs calculado para o extracto de propolis do Fundao foi de 10,4 £ 2,7
pg/mL.

e Acido ascorbico

Neste estudo, o acido ascorbico foi usado como antioxidante de referéncia. Na
tabela seguinte apresentam-se os valores de hemolise obtidos para as diferentes
concentracdes de acido ascérbico ao tempo 3 horas, bem como os valores da % de

inibicdo da hemdlise.

Tabela 10 - Resultados obtidos para a percentagem de hemolise e percentagem de inibicdo de hemolise
para o acido ascorbico

% Hemolise  -Controlo % Inibicéo
10,1
5,9
Controlo 23
11,1
81,1 71,0
81,8 75,9
AAPH 81,5 77,1
76,5 65,4
12,5 2,4 96,6
Acido ascorbico 5,8 -0,1 100,1
100 pg/mL 4.4 0,1 99,8
91 -2,0 103,0
10,1 0,1 99,9
Acido ascorbico 50 8,8 2,9 96,2
Hg/mL 11,1 6,8 91,2
9,4 0,0 100,0
49,5 39,4 445
Acido ascorbico 25 44,8 38,9 48,8
pg/mL 67,8 63,5 17,7
54,2 43,1 34,0

O valor do ICs, determinado para o &cido ascorbico foi de 31,0 + 5,6 pg/mL.
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4.2.2. Efeito protector do prépolis na peroxidacéo lipidica induzida pelo AAPH

Na tabela 11 sdo apresentados os valores da &rea do pico para as diferentes

concentragdes do padrdo de TEP (0,25-10 uM). Em seguida, tragcou-se a respectiva

curva de calibracéo (Grafico 5).

Tabela 11 - Valores obtidos de area de pico para os padrdes de tetraetoxipropano (TEP)

Area

TEP (UM) Area pico
10 643,4
5 320,5
2 99,8
1 57,5
0,5 43,7
0,25 26,1
y =64,14x - 1,940
200 R2=0,996
600 P
500
400
300 /
200
100 v/
0 ’y’/ :
0 2 4 6 8 10
Concentracdo TEP (uM)

Gréfico 5 - Curva de calibragdo obtida para os padrées de tetraetoxipropano (TEP)

As areas obtidas apés integracdo dos picos cromatograficos e as concentragdes de

MDA calculadas com base na curva de calibragdo anterior sdo apresentadas na Tabela

12.

32



Estudo do efeito protector do prépolis de origem portuguesa na danificagao oxidativa em eritrécitos humanos

Tabela 12 - Resultados obtidos para a concentracdo de MDA

Area Area (-branco) Conc (uM)
40,00 0,30 0,03
Controlo 41,00 1,30 0,05
41,80 2,10 0,06
MEDIA 0,05
SD 0,01
123,40 83,70 1,34
AAPH 124,30 84,60 1,35
130,80 91,10 1,45
MEDIA 1,38
SD 0,06
. 86,90 47,20 0,77
Propolis Bornes 5 72.40 32.70 0.5

pg/mL ;
104,70 65,00 1,04
MEDIA 0,78
SD 0,25
Propolis Bornes 75.70 36,00 0,59
0 el 67,30 27,60 0,46
84,40 44,70 0,73
MEDIA 0,59
SD 0,13
Propolis Bornes 00.00 20,30 0,35
Al 57,00 17,30 0,30
70,10 30,40 0,50
MEDIA 0,38
SD 0,11
Propolis Fundéo 7650 36,80 0,60
10 pg/ml_ 75,40 35,70 0,59
81,50 41,80 0,68
MEDIA 0,62
SD 0,05
L. . 59,90 20,20 0,35
ngg 'L'f‘g }:r:Edao 58,20 18,50 0,32
71,80 32,10 0,53
MEDIA 0,40
SD 0,12
L . 53,20 13,50 0,24
Prépolis Fundao 50.30 10.60 0.20
40 pg/mL ’

66,20 26,50 0,44
MEDIA 0,29
SD 0,13

Estes resultados sdo seguidamente apresentados na forma de grafico da extenséao
da peroxidacdo lipidica versus a concentracdo de extracto. Cada valor representa a

média = SD de trés ensaios independentes. *Representa resultados significativos (P
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<0,05) quando o grupo tratado foi comparado com o grupo AAPH. Representa
resultados significativos (P <0,05) quando o grupo tratado foi comparado com o grupo

controlo.

Grafico 6 - Representacdo gréfica do efeito protector dos extractos de prdpolis de Bornes e do Fundao na
inducdo da peroxidacao lipidica pelo AAPH

Para o calculo do ICs, definido como a quantidade de extracto que inibe 50% da
peroxidacdo lipidica causada pelo AAPH, determinou-se a percentagem de inibicdo da
peroxidacdo lipidica para cada concentracdo de extracto ao tempo 3 horas, tal como

apresentado na tabela 13.
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Tabela 13 - Resultados obtidos para a percentagem de inibicdo da peroxidacéo lipidica para os extractos
de propolis de Bornes e do Fundéo

% Inibicéo da peroxidagdo lipidica Média SD
P. Bornes 5 pg/mL 44,17 41,11 22,63
P. Bornes 10 pg/mL | 57,72 67,33 47,19
P. Bornes 20 pg/mL | 76,72 80,01 64,49
1C50 7,03 6,44 10,76 8,07 2,34
P. Funddo 10 pg/mL | 56,75 40,62 50,70
P. Funddo 20 pg/mL | 76,84 78,53 62,44
P. Fundao 40 pg/mL| 84,94 88,25 69,21
1C50 7,47 12,00 9,48 9,65 2,27

Os valores de ICsq calculados para os extractos de propolis de Bornes e do Fundao
foram respectivamente de 8,1 + 2,3 e 9,7 + 2,3 pg/mL.

4.3. Discussao

Os eritrocitos humanos foram incubados com os extractos metandlicos de propolis
na presenca e auséncia de AAPH. Os gréficos 1 e 3 mostram o efeito anti-hemolitico
dos extractos de propolis de Bornes (5-20 pg/mL) e do Fundao (10-40 pg/mL),
respectivamente. Verificou-se que o grupo controlo (suspensdo eritrocitaria em tampao
fosfato sem adicdo de AAPH e incubada a 37°C) manteve-se estadvel, com uma
percentagem de hemolise reduzida (3,7 + 1,5%) ao longo das quatro horas de incubacéo.
No entanto, quando se adicionou 0 AAPH a suspensdo eritrocitaria, a inducdo de
hemolise passou a ser proporcional ao tempo de ensaio decorrido. O inicio da hemdlise
induzida pelo AAPH foi retardado, indicando que os antioxidantes enddgenos do
eritrocito, principalmente a glutationa, vitamina E, acido L-ascorbico e enzimas como a
catalase e a superoxido dismutase, sdo capazes de sequestrar os radicais livres,
conferindo proteccdo contra estas espécies que induzem a hemdlise (Zou et al., 2001).
Quanto ao grupo controlo do extracto (eritrocitos incubados com a maior concentracao
testada de cada extracto na auséncia de AAPH) verificou-se que a percentagem de
hemolise obtida foi semelhante a do grupo controlo.

Os resultados obtidos neste estudo mostram que ambos 0s extractos protegem

significativamente a membrana dos eritrécitos da hemolise induzida pelo AAPH, de um
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modo dependente da concentracdo de extracto e do tempo de incubagdo. No entanto, o
extracto de propolis de Bornes apresentou um efeito anti-hemolitico superior ao do
propolis do Fundéo, sendo o valor de ICsy determinado para o extracto de Bornes apos
trés horas de incubacdo de 6,3 £ 0,7 pg/mL e de 10,4 = 2,7 pug/mL para o do Fundao.
Dada a reconhecida actividade antioxidante do acido ascorbico, a actividade anti-
hemolitica dos extractos de propolis foi comparada com a do &cido ascérbico (ICs de
31,0 £+ 5,6 pg/mL), tendo-se verificado um efeito antioxidante significativamente

superior para os extractos de prépolis.

Os polifendis sdo sobejamente reconhecidos como eficientes sequestradores de
radicais livres (Bors et al., 1990 e Nanjo, 1996). Estes fitoquimicos actuam como
antioxidantes na inactivacao dos radicais livres nos compartimentos celulares lipofilicos
e hidrofilicos, dada a capacidade destes compostos de doar atomos de hidrogénio e,
desta forma, inibir as reaccdes em cadeia provocadas pelos radicais livres (Hartman et
al., 1990; Arora et al., 1998). Portanto, os compostos fenolicos do propolis presentes na
suspensdo eritrocitaria muito provavelmente sequestram os radicais peroxilo formados
durante a incubacéo, interrompendo desta forma a propagacdo em cadeia dos radicais
peroxilo e evitando o ataque destes as membranas dos eritrdcitos, ricas em &cidos
gordos poliinsaturados, e com isto inibindo a peroxidacdo lipidica e consequente
hemolise. Os nossos resultados encontram-se de acordo com outros estudos que
mostram a capacidade dos polifenois de proteger os eritrocitos do stress oxidativo ou o
aumento da resisténcia dos eritrocitos aos danos causados pelos oxidantes (Youdim et
al., 2000; Magalhé&es et al., 2009).

A membrana lipidica dos eritrocitos quando sujeita a um consideravel stress
oxidativo perde um atomo de hidrogénio da cadeia de &cidos gordos insaturados
iniciando-se a peroxidacdo lipidica que se propaga numa reacgdo em cadeia. Neste
estudo, a extensdo da peroxidacdo lipidica foi avaliada pela formacdo de
malonildialdeido (MDA), que é conhecido como um produto carbonilo do dano lipidico
oxidativo (Esterbauer et al., 1991). Verificou-se que a quantidade de MDA no grupo
controlo ao tempo trés horas foi reduzida (0,049 + 0,014 uM) (grafico 6). Como
esperado, o nivel de MDA aumentou significativamente (de 2608% ao tempo 3 horas)

apos incubacdo com AAPH quando comparado ao respectivo controlo. Sob a acgédo
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oxidativa do AAPH, os eritrocitos humanos tratados com os extractos de propolis
diminuiram significativamente a ac¢do do AAPH (P <0,05) de um modo dependente da
concentracdo de extracto. O tratamento com os extractos de prépolis de Bornes e do
Fund&o na maior concentracao testada apds trés horas de incubacédo reduziu os niveis de
MDA em 71% e 78%, respectivamente, nos eritrécitos expostos ao AAPH. Os valores
de ICsp para os extractos do propolis de Bornes e do Funddo foram respectivamente de
8,1+2,3e9,7%2,3pug/mL.
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Capitulo V.
Conclusoes
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No campo da apiterapia, o prépolis € o produto que relne as principais
propriedades farmacologicas com alto valor terapéutico, maior eficicia nos tratamentos

clinicos pesquisados e largo campo de actividade.

De forma a elucidar a importancia bioldgica da actividade antioxidante do
prépolis de origem portuguesa foi usado neste estudo um modelo celular baseado no
eritrocito humano. Os eritrocitos humanos foram incubados com os extractos de

propolis de Bornes e do Fund&o na presenca e auséncia de AAPH.

Os resultados obtidos neste estudo mostram que 0s extractos de propolis de
Bornes e do Funddo protegem significativamente a membrana dos eritrocitos da
hemolise induzida pelo AAPH, de um modo dependente da concentragdo de extracto e
do tempo de incubagdo. Os valores de ICs, calculados para os extractos de Bornes e do
Funddo, 6,3 £ 0,7 ug/mL e 10,4 = 2,7 ug/mL, respectivamente, foram comparados com
0 do é&cido ascorbico (ICso de 31,0 = 5,6 pg/mL), tendo-se verificado um efeito

antioxidante significativamente superior para os extractos de prépolis.

O estudo da extensdo da peroxidacdo lipidica foi avaliado pela formacdo de
malonildialdeido (MDA). Os extractos de prépolis de Bornes e do Fundao reduziram
significativamente os niveis de MDA induzido pelo AAPH, sendo que considera-se
assim que estes extractos protegem de facto a membrana eritrocitaria contra o ataque de
radicais livres. Tanto quanto sabemos, este € o primeiro estudo a avaliar o potencial

antioxidante do prépolis neste modelo celular.

Os resultados do estudo evidenciaram que o prépolis de origem portuguesa € um
agente antioxidante potente que podera ser usado como agente eficaz na prevencdo do
stress oxidativo e danos celulares, mantendo assim a integridade estrutural e funcional
das células. Esta propriedade antioxidante dos extractos de prépolis estd certamente
associada & sua composi¢do quimica. Muitos estudos tém demonstrado a presenca de
flavonoides, como flavonas, flavonois, flavanonas e diidroflavonois, e outros compostos
fenolicos (&cidos cindmico e seus ésteres) como principais constituintes activos do

prépolis com actividade antioxidante potente (Kumazawa et al., 2004).
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Em concluséo, os nossos resultados indicam que o propolis de origem portuguesa
apresenta um consideravel potencial antioxidante e sequestrador de radicais livres, o que
sugere a sua eventual aplicagdo na prevencdo e/ou tratamento de diversas situagoes

patoldgicas em que os radicais livres estdo envolvidos.
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DECLARAGAQ DE CONSENTIMENTO

Conslderando a "Declaragdo de Helsinqula” da Associagdo Médica Mundial
(Helsfnquia 1964; Téquio 1975; Veneza 1983; Hony Kong 1989; Somerset West 1996 e Edimburgo 2000)

Designagéo do Estudo (em portugués):

Eu, abaixo-assinado, (nome completo do doente ou voluntario S80) -« wree—ememmeeee

, compreendi a explicagdo que
me foi fornecida acerca da minha participag8io na investigagéo que se tenciona realizar,
bem como do estudo em que serei incluido. Foi-me dada oportunidade de fazer as
perguntas que julguei necessarias e de todas obtive resposta satisfatoria.

Tomei conhecimento de que, de acordo com as recomendagdes da Declaragdo de
Helsinquia, a informag&o ou explicagdo que me foi prestada versou os objectivos e os
metodos e, se ocorrer uma situagdo de pratica clinica, os beneficios previstos, os riscos
potenciais e o eventual desconforto. Além disso, foi-me afirmado que tenho o direito de
recusar a todo o tempo a minha participagéo no estudo, sem que isso possa ter como efeito
qualquer prejuizo pessoal.

Por isso, consinto que me seja aplicado o método ou o tratamento, se for caso disso,

propostos pelo investigador.

Data: / /200

Assinatura do doente ou voluntario sdo:

G Investigador responsavel:
Nome:;

Assinatura;

Comiss#o de Etica da Universidade Fernando Pessoa
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Anexo 2.
Artigo “Biological activities of Portuguese propolis: protection against free radical-
induced erythrocyte damage and inhibition of human renal cancer cell growth in vitro”

publicado na revista Food and Chemical Toxicology.
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