ANA FILIPA PEREIRA GAMEIRO

UTILIZACAO DE PROPOLIS EM MEDICAMENTOS E
PRODUTOS DE SAUDE

Orientadora: Professora Doutora Catarina Baptista Fialho Rosado

Universidade Lusofona de Humanidades e Tecnologias

Escola de Ciéncias e Tecnologias da Satde

Lisboa

2020



ANA FILIPA PEREIRA GAMEIRO

UTILIZACAO DE PROPOLIS EM MEDICAMENTOS E
PRODUTOS DE SAUDE

Dissertagdo defendida em provas publicas na Universidade
Luséfona de Humanidades e Tecnologias no dia 31 de Julho
de 2020, perante o juri nomeado pelo Despacho de Nomeagao
n°181/2020 de 3 Julho de 2020, com a seguinte composi¢ao:
Presidente:

Prof. Doutor Luis Monteiro Rodrigues
Arguente:

Prof®. Doutora Patricia Dias Rijo
Orientador:

Prof®. Doutora Catarina Rosado

Universidade Lusofona de Humanidades e Tecnologias

Escola de Ciéncias e Tecnologias da Satde

Lisboa

2020



ANA FILIPA GAMEIRO | UTILIZACAO DE PROPOLIS EM MEDICAMENTOS E PRODUTOS DE SAUDE

AGRADECIMENTOS

Finalizada mais uma etapa, nao posso deixar de agradecer a todos os que me ajudaram a chegar

até aqui.

Em primeiro lugar, gostaria de agradecer a Universidade Lus6fona de Humanidades e
Tecnologias (ULHT) e ao Centro de Investigagdo em Biociéncias e Tecnologias da Satude
(CBIOS) por me terem disponibilizado todo o equipamento necessario para a realizagdo deste

trabalho, que sem o qual ndo poderia ter sido possivel.

Em segundo lugar, gostaria de agradecer a minha orientadora, a Professora Doutora Catarina
Rosado, por me ter dado a oportunidade de trabalhar em conjunto, por todo o apoio, incentivo,
ajuda e disponibilidade em todas as fases que levaram a concretizagdo deste projeto. Obrigada
por ter acreditado nas minhas capacidades, por me ter dado a oportunidade de descobrir mais
sobre uma area tdo gratificante e pelos conhecimentos que me transmitiu e que tanto me

motivaram ao longo do curso.

Agradego aos meus pais, porque sem eles ndo conseguiria chegar onde cheguei, sio 0 meu
grande pilar. Obrigada pelo apoio incondicional, por toda a paciéncia, por todo o incentivo e
acima de tudo pelo amor constante que me transmitem. Obrigada por serem o meu exemplo de

vida!

As minhas irmas, por nunca terem deixado de acreditar em mim, por nunca me terem deixado

desistir e por estarem presentes em todos os momentos da minha vida!

A minha av6 Alzira, ao meu avd César e ao meu avo Mario por serem tudo aquilo que sdo para

mim.

A minha estrelinha, avé Adriana, por estar sempre a olhar por mim. Espero que, esteja ela onde

estiver, esteja orgulhosa do que conquistei!

As minhas companheiras de 4 patas, que tanta companhia me fizeram ao longo deste percurso.

v



ANA FILIPA GAMEIRO | UTILIZACAO DE PROPOLIS EM MEDICAMENTOS E PRODUTOS DE SAUDE

Ao meu Renas, por estes oito anos sempre lado a lado, por toda a paciéncia, por todo o apoio
incondicional, por me ter acalmado nos momentos mais dificeis, por nunca me ter deixado
desistir e pelo eterno amor que me transmite todos os dias. Impossivel agradecer tudo o que

fizeste e fazes por mim!

A minha Jojo, que foi sem davida a melhor amiga que a faculdade me trouxe, que ao longo
destes seis anos esteve sempre 1a para mim, e que nos momentos de desespero tinha sempre
uma palavra para me dar, porque fizemos esta caminhada lado a lado ndo deixando que
nenhuma ficasse para tras. Obrigada por teres estado sempre 14 para mim, e por continuares ai

quando preciso! Levo-te comigo pra vida!

A minha Rafa, por ter estado comigo bem antes de embarcar neste curso! Obrigada pela

amizade de anos, pela forca, por todo o apoio nos bons e maus momentos!

Agradeco do fundo do coracdo a todos os meus amigos que compreenderam a minha falta de
tempo e disponibilidade, durante todo este percurso, mas que independentemente disso

estiveram sempre 14 para me apoiar e incentivar.

Agradego a todas os voluntarios e voluntarias que consentiram colaborar neste trabalho. Sem
eles ndo teria sido possivel. Um muito obrigada por me terem dispensado um pouco do vosso

tempo!

Nao poderia deixar de agradecer, também, aos colegas e amigos que ganhei com a faculdade,
que tornaram ainda mais enriquecedores estes seis anos. N@o o0s consigo nomear
individualmente, mas cada um deles sabe a importancia que teve para mim neste percurso. Um

muito obrigada do fundo do coragdo! Cada um de vds deixou a vossa marca na minha vida!

Nao poderia também deixar de agradecer a todos os professores que contribuiram para o meu

percurso nesta instituicdo e que alimentaram o desejo de alcancar a meta com sucesso.

Na impossibilidade de agradecer pessoalmente a todos os que durante estes anos se cruzaram

no meu caminho, fica um obrigada a todos os que contribuiram para o meu sucesso.




ANA FILIPA GAMEIRO | UTILIZACAO DE PROPOLIS EM MEDICAMENTOS E PRODUTOS DE SAUDE

RESUMO

O propolis ¢ uma mistura complexa de material resinoso de coloragdo e consisténcia variada,
colhida por abelhas a partir de secre¢des e exsudados de rebentos. A sua composi¢do quimica
tem vindo a ser cada vez mais estudada, contudo, ¢ dificil padronizar, visto que a composi¢ao
varia entre regides e ¢ sazonal. Contudo, este produto natural apresenta uma vasta gama de
propriedades bioativas, destacando-se as propriedades antioxidante, antimicrobiana e anti-
inflamatoria, estando associada a predominancia de compostos fendlicos.

Apesar da sua popularidade e longo historico de utilizagao popular, este ndo ¢ considerado um
agente terapéutico na medicina convencional e a maioria dos estudos existentes foram
realizados in vitro ou usando animais. Assim, este trabalho teve como principal objetivo o
estudo in vivo e em humanos da capacidade cicatrizante e regeneradora de formulagdes
contendo propolis ap6s lesdo controlada, assim como da capacidade antioxidante ap6s indugao
de eritema cutaneo.

A metodologia adotada foi adequada aos objetivos propostos. Contudo, os resultados obtidos
apos aplicacdo das formulagdes ndo produziram evidéncias de um impacto significativo. Seria
interessante continuar este trabalho com um niimero mais alargado de voluntarios, bem como
estudar novas formulagdes a fim de poder tirar conclusdes relativamente ao impacto dos seus

ingredientes.

Palavras-chave: Produto natural, Propolis, Antioxidante, Anti-inflamatoéria, Cicatrizante.
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ABSTRACT

Propolis is a complex mixture of resinous material of varying color and consistency, harvested
by bees from secretions and exudates from sprouts. Its chemical composition has been
increasingly studied, however it is difficult to standardize, since the composition varies between
regions and it is seasonal. This natural product has a wide range of bioactive properties, of
which the antioxidant, antimicrobial and anti-inflammatory properties can be highlighted, these
being associated with the predominance of phenolic compounds.

Despite its popularity and long history of popular use, propolis is not considered a therapeutic
agent in conventional medicine and most of the existing studies have been carried out in vitro
or using animals. Thus, this work had as main objective to study in vivo and in humans of the
healing and regenerative capacity of formulations containing propolis after controlled lesion,
as well as of the antioxidant capacity after induction of cutaneous erythema.

The adopted methodology was suitable to the proposed objectives. However, the results
obtained after applying the formulations did not produce evidence of a significant impact. It
would be interesting to continue this work with a larger number of volunteers, as well as to

study new formulations to be able to draw conclusions regarding the impact of this ingredients.

Keywords: Natural product, Propolis, Antioxidant, Anti-inflammatory, Healing.
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E
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% — Percentagem

% (p/p) — Percentagem peso por peso

% (v/v) — Percentagem volume por volume
+ — Mais ou menos

°C — Graus Celsius

AA — Acetominofeno

ARN — Acido Ribonucleico

AUC — Area sob a curva

BPU’s — Unidades arbitrarias de perfusdo sanguinea

CAPE - Ester Fenetil de Acido Cafeico

CCR - Carcinoma de Células Renais

CIE - Comissao Internacional de [luminagao

CIM - Concentragdo Inibitéria Minima
COX - Ciclo-Oxigenase

COX-1 - Ciclo-Oxigenase 1

COX-2 - Ciclo-Oxigenase 2

DP — Desvio Padrao

EAP — Extrato aquoso de propolis

EC- Extrato de propolis HS®

EEP — Extrato etandlico de propolis
EMF - Extrato liofilizado multifracionado
FLD — Fluxometria Laser Doppler

GST - Glutationa-S-transferase

g — Grama

h — Altura

HDL - Lipoproteina de Alta Densidade
ICAM - Molécula de Adesao Intercelular
iNOS — Oxido Nitrico Sintetase induzivel
LOX - Lipoxigenase

m? — metro quadrado
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MFC - Concentra¢dao Fungicida Minima
mg — Miligrama

mL — Mililitro

mm — Milimetro

mm — Nanometros

NMF —Natural Moisturizing Factor (Fator Humectante Natural)
PC — Propolis Chinesa

ppm — Partes por milhao

PST — Fenolsulfotransferase

PTEA — Perda Transepidérmica de Agua
Q.b.p. — Quanto basta para

ROS — Espécies Reativas de Oxigénio

SC — Stratum corneum (Estrato corneo)
VHS - Virus Herpes Simplex

VIH - Virus da Imunodeficiéncia Humana
U.A. — Unidades Arbitrarias

USA - Estados Unidos da América

UV - Ultravioleta

% (p/p) — Percentagem peso por peso

% (v/v) — Percentagem volume por volume
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I - INTRODUCAO

1. PROPOLIS
1.1. Origem do propolis

Ao longo da historia, os homens t€ém usado os produtos naturais para seu proprio beneficio,
sobretudo na medicina. O propolis tem um longo historial de utilizacdo, tendo os médicos
romanos e gregos como Galeno, Aristételes, Plinio e Dioscérides reconhecido as suas
propriedades medicinais, tais como cicatrizantes e antissépticas no tratamento de feridas
(Lustosa, Galindo, Nunes, Randau, & Rolim Neto, 2008; Righi, 2008).

Dadas as suas propriedades anti-putrefativas, no antigo Egipto, o propolis foi usado para
embalsamar cadaveres (Maria Cristina Marcucci, 1996).

No século XVII, o italiano Antonio Stradivari usou o propolis como ingrediente de verniz para
instrumentos de cordas, e atualmente ainda ¢ usado como resina para instrumentos de cordas e
na reparagdo de acordedes (Burdock, 1998).

Existem relatos da sua utilizagdo no tratamento de queimaduras, dores de garganta, de ulceras
no estdmago e cicatrizagdo de feridas durante a Segunda Guerra Mundial (Burdock, 1998;
Kuropatnicki, Szliszka, & Krol, 2013).

No que diz respeito a historia da Saude mais recente, a aplicagdo de propolis no tratamento de
problemas de saide comecou a ser feita mais intensivamente nos anos de 1950 e 1960 por
alguns paises do leste da Europa, tais como Bulgéria, Polonia e Republica Checa e, nos anos de
1980, em paises da Europa Ocidental, América do Sul e do Norte e no Japao (Lustosa et al.,
2008).

Sendo que no século XX, as aplicacdes diversificam entre formulagdes dermatologicas,
solugdes para higiene bucal, nomeadamente na preparagdo de pastas de dentes e ainda outros
produtos farmacéuticos (Burdock, 1998).

A palavra propolis deriva do Grego, em que pro significa “em defesa de”, e polis ¢ “cidade” ou
“comunidade”, ou seja, “em defesa da colmeia”. (Pereira A.S., Seixas F.R.M.S., 2002)

Toda a estrutura da colmeia estd organizada com base na cera que ¢ produzida diretamente pelas
glandulas no abdémen das abelhas, que usam para construir os favos, Figura 1, que suportam

a criacdo de reservas (Peranovich, D. S.; Orlando, G.; Candelleiro, A.; Orsi, R. O.; Gomes,

2009).
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Figura 1 — Favos construidos pelas abelhas.
(Fonte: https://beesweet.pt/fr/mel-em-favo)

Esta mesma cera ¢ também utilizada para misturar com as resinas colhidas nas plantas e que,
quando combinadas, ddo origem ao propolis. Assim, o propolis ¢ uma mistura complexa de
material resinoso de coloragdo e consisténcia variada colhida por abelhas a partir de secre¢des
e exsudados de rebentos, a partir de diversas partes das plantas como botdes florais, folhas, e
de certas arvores e arbustos (Peranovich, D. S.; Orlando, G.; Candelleiro, A.; Orsi, R. O.;
Gomes, 2009).

Ao longo do seu percurso evolutivo, as plantas desenvolveram um mecanismo de protecao das
suas folhas, flores e frutos, a fim de prevenir eventuais infe¢des apos o corte, produzindo assim
uma substincia resinosa com a capacidade de impedir a putrefacdo e com potencial
antimicrobiano. Apos ocorrer um corte numa planta, ¢ recorrente ver-se uma resina a escorrer
para fora da mesma, tendo como finalidade evitar a perda de seiva e prevenir uma infe¢do. As
abelhas, Figura 2, utilizam o resultado desta evolucao do metabolismo secundério das plantas
para proteger as suas colmeias recolhendo essas resinas (Casaca, 2010; Pereira A.S., Seixas
F.RM.S., 2002).

Este material ¢ transportado para a colmeia nas patas traseiras das abelhas, Figura 3, onde ¢

mastigada e sdo adicionadas as enzimas salivares (Casaca, 2010; Pereira A.S., Seixas F.R.M.S.,

2002).

Figura 2 — Abelha em pastoreio de propolis.
(Casaca, 2010)
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Figura 3 — Abelha com carga de propolis.
(Casaca, 2010)

A recolha da resina ¢ feita por abelhas especializadas com idade superior a 15 dias designadas
de obreiras. Geralmente as abelhas que recolhem a resina sdo mais velhas do que as que
constroem o favo, visto que estas tém as glandulas produtoras de cera atrofiadas. E curioso
notar que as abelhas aquando a recolha de resina tém em conta a dureza da mesma. Desta forma
recolhem a resina durante o periodo quente do dia, quando esta se apresenta mais flexivel e
macia (S. Kumazawa et al., 2008; Shigenori Kumazawa, Yoneda, Shibata, Kanaeda, &

Hamasaka, 2003).

Em regides mais quentes da Europa, como Portugal, Espanha, Italia e Grécia tem-se observado
arecolha das resinas desde a Primavera até ao inicio do Outono. Nos restantes paises da Europa,
e nas zonas temperadas no geral, a colheita de propolis concentra-se no Verdo e prolonga-se até

ao inicio do Outono (Casaca, 2010).
Esta resina ¢ utilizada pelas abelhas para dois fins essenciais, um mecanico e outro bioldgico.

Relativamente ao uso mecénico de propolis, este inclui a aplicagdo de uma fina camada do
mesmo em todas células, antes da postura para manter a humidade constante no interior da
colmeia, bem como prevenir eventuais perdas de humidade nos periodos de seca, assim como
evitar o excesso de humidade em periodos mais chuvosos. O préopolis ¢ também utilizada para
selar eventuais aberturas ou danos na colmeia (Maria Cristina Marcucci, 1996; Pereira A.S.,
Seixas F.R.M.S., 2002; Velikova, Bankova, Marcucci, Tsvetkova, & Kujumgiev, 2000).

A fungdo bioldgica associa-se ao embalsamar invasores mortos pelas abelhas no interior das
colmeias, mas que estas ndo conseguem transportar para o exterior, evitando assim a
decomposi¢cdo dos mesmos na colmeia, o que levaria ao crescimento de microrganismos
prejudiciais a colmeia. Desta forma, o propolis favorece uma menor incidéncia de bactérias e
fungos no interior da colmeia, quando comparado com a atmosfera no exterior. A presenca de
propolis na entrada da colmeia serve também como repelente, reduzindo a atengdo dos

invasores (Zhang et al., 2014).
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Os choupos (Populus spp.), faia (Fagus sylvatica), castanha de cavalo (Adesculus
hippocastanum), vidoeiro (Betula alba), amieiro (Alnus glutinosa) e vérias arvores coniferas
sdo as principais espécies de plantas visitadas pelas abelhas para recolha das resinas (Falcao,
Vale, et al., 2013).

Os botdes de alamos (Populus spp.) sdo a principal fonte de resinas de propolis na Europa e
América do Norte, alternativamente, em regides como o Brasil existem outras fontes distintas
de resina, tal como: Baccharis dracunculifolia e Dalbergia ecastophyllum (prépolis vermelho).
As abelhas, em Cuba e Venezuela colhem resinas de Clusia spp. (Falcdo et al., 2012; Falcao,

Vale, et al., 2013).

1.2. Constituicio geral e composicio quimica do propolis

A coloragdo do préopolis depende da sua planta de origem e da idade, ou seja, tempo apos
colheita, sendo que vai do verde amarelado ao castanho-escuro quase preto. Existem amostras
de propolis que sdo praticamente inodoras, mas normalmente possuem um odor caracteristico
que pode variar de uma amostra para a outra. Relativamente ao sabor, varia de suave a forte e
picante, dependendo da origem botanica (Casaca, 2010; Maria Cristina Marcucci, 1996).

O ponto de fusdo de propolis situa-se entre os 60 °C e os 70 °C, podendo subir acima dos 100
°C em algumas situagdes. Relativamente a sua consisténcia, ¢ altamente influenciada pela
temperatura, sendo facilmente pulverizavel e fragil a temperaturas inferiores a 5 °C e
especialmente apds a sua congelagdo, sendo dura e inquebravel a cerca de 15 °C e pegajosa e
flexivel acima dos 30 °C (Maria Cristina Marcucci, 1996).

O primeiro trabalho cientifico com propolis foi publicado em 1908 e nele encontram-se
descritas as propriedades quimicas e a respetiva composicdo deste produto natural, indexado
no Chemical Abstracts (referéncia 192) (Pereira A.S., Seixas F.R.M.S., 2002).

Nos anos 60, pensava-se que, apesar de ser complexa, a composi¢cdo de propolis era mais ou
menos constante. No entanto, nos anos seguintes, a analise de um grande nimero de diferentes
amostras de propolis revelou que a composicao era dificil de padronizar, visto que depende de
diferentes caracteristicas fitogeograficas do local onde se situa a colmeia, a época de colheita
da resina assim como a variabilidade genética das abelhas rainhas também influencia a sua
composi¢do (Bankova, 2005; Nascimento et al., 2013; José Mauricio Sforcin & Bankova,
2011).

Contudo, apesar do propolis ser uma mistura complexa ¢ essencialmente constituida por 50%

de resina e balsamo vegetal, 30% de cera, 10% de 6leos essenciais e aromaticos, 5% de pdlen
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e 5% de outras substancias como, por exemplo, material organico entre os quais aminoécidos,
vitaminas, sais minerais e residuos insoluveis (Falcao, Freire, & Vilas-Boas, 2013; Lustosa et
al., 2008; Maria Cristina Marcucci, 1996; Righi, 2008).

Esta resina é muito rica em vitaminas A, Bi, B, B3 e biotina e tem ainda 14 dos 15 minerais de
que o organismo humano necessita para manter as suas fun¢des normais (Khurshid, Naseem,
Zafar, Najeeb, & Zohaib, 2017).

Atualmente mais de 500 compostos ja foram identificados em diferentes amostras de propolis
(Huang, Zhang, Wang, Li, & Hu, 2014).

A classe de compostos quimicos predominante e a que apresenta maior bioatividade ¢ a dos
compostos fendlicos, onde se incluem os acidos fenolicos (derivados do acido benzoico e &cido
cinamico), os flavonoides (flavonas, flavondis, flavanonas, di-hidroflavonoéis, chalconas e di-
hidrochalconas) e os isoflavondides Figura 4 (Falcao et al., 2010; Maria Cristina Marcucci,

1996; Velikova et al., 2000).

(A)
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Figura 4 — Estrutura de alguns dos principais compostos do propolis portugués: Acido Fenolicos (A), Flavonas e
Flavondis (B) e Flavanonas e di-hidroflavonoides (C).
Adaptado de Falcéo et al., 2010.

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundérios das plantas que podem surgir nas folhas,
flores, frutos e outros tecidos das plantas. Relativamente aos acidos fenolicos estes sdo
derivados dos 4cidos benzoicos e os 4cidos cindmicos. Os acidos benzoicos incluem o &cido
galhico, o protocatéquico, o vanilico, entre outros, sendo que apresentam uma estrutura em
comum. Por outro lado, os 4cidos cinamicos sao também compostos aromaticos que apresentam
uma cadeia lateral de trés 4tomos de carbono, sendo o acido cafeico, fertlico, p-cumadrico e
sindpico os mais comuns (Balasundram, Sundram, & Samman, 2006; Mattila & Hellstrom,
2007; Saldana et al., 2007).

Os flavondides sdo moléculas de baixo peso molecular, consistindo em 15 atomos de carbono,
organizados numa configuragdo de Cs-C3-Cs. Quimicamente, sdo definidos como substancias
compostas por um nucleo, o qual ¢ constituido por trés anéis fenolicos, em que, os dois anéis
de benzeno se encontram ligados por uma cadeia com 3 atomos de carbono, que pode ou ndo

formar um terceiro anel. Consoante a natureza de ligacao dos trés 4&tomos de carbono e o nivel
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de oxidagdo surgem as diferentes classes de flavondides, j& mencionados anteriormente
(Beecher, 2003).

Os flavonoides presentes nas plantas exercem diversas fungdes destacando-se a protecdo contra
microrganismos, radiagdo UV, acdo antioxidante, entre outras. As concentragdes dos
flavonoides podem ser influenciadas pelos fatores naturais e desta forma alteram o metabolismo
da planta (Harborne & Williams, 2000; Nijveldt et al., 2001).

O propolis europeu contém os tipicos compostos fenodlicos referidos anteriormente,
nomeadamente os agliconas de flavonoéides (flavonas, flavondis, flavanonas), acidos fendlicos
(acido fertlico, acido cinamico e acido cafeico) e seus ésteres, enquanto que, o propolis
brasileiro tem como principais constituintes os terpendides e derivados de acido p-cumarico
(Falcao, Vale, et al., 2013).

Novos constituintes estdo ainda a ser identificados durante a caracterizacdo de novos tipos de
propolis. Apesar do propolis portugués ser semelhante ao propolis de zonas temperadas, este
encontra-se com um elevado numero flavonois metoxilados, nomeadamente derivados de
quercetina e campferol. Sendo que algumas amostras de propolis possuem compostos nao
detetados em amostras de propolis comum, tais como: acido eldgico, luteolina, um flavonol
dimetoxilado e um di-hidroxi-metoxiflavona (Falcdo, Vale, et al., 2013; Falcao et al., 2010).
O propolis do tipo dlamo ¢ o mais estudado, mas existem muitos outros tipos de propolis.
Estudos recentes revelaram um novo tipo de propolis europeu, o propolis mediterranico, em
que se distingue pela alta concentracdo de diterpenoides e € possivel encontra-lo na Grécia,
Sui¢a, Malta, Turquia ou Argélia (Bankova, Popova, Bogdanov, & Sabatini, 2002; Piccinelli et
al., 2013; M. P. Popova, Graikou, Chinou, & Bankova, 2010; M. Popova et al., 2011).
Existem compostos que se encontram em todas as amostras de propolis, contudo também existe
uma percentagem que sO estdo presentes em espécies particulares de plantas (Lustosa et al.,
2008).

Segundo um estudo realizado por Czyzewska, Siemionow, Zareba, & Miltyk (2016), os
constituintes mais identificados nesta resina, ou seja, a composi¢ao bruta do propolis, sdo
essencialmente a crisina, a galangina, a pinocembrina e a pinobanksina dentro do grupo dos
flavonoides, o 4cido cafeico como sendo um 4acido fenoélico e os 4acidos p-cumarico e ferulico
correspondendo ao 4cido hidroxicindmico.

O éster fenetil de 4cido cafeico (CAPE) corresponde ao 3,4 — hidroxicindmico ¢ também um

constituinte principal do prépolis com amplas atividades biologicas (Huang et al., 2014).
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Embora as atividades bioldgicas do préopolis estejam sempre presentes, a composi¢do quimica
¢ muito variavel, por exemplo amostras de areas com clima e localizagdo ligeiramente diferente
proporcionam espetros distintos de atividade, assim como de composi¢do como ja foi referido

anteriormente (Artika, Susilo, Setyo, & Zainal, 2011).

1.3. Propriedades bioativas do propolis

As atividades biologicas de extratos de propolis e dos seus constituintes tém sido amplamente
investigadas.

Apesar da popularidade do propolis, este ndo € considerado um agente terapéutico na medicina
convencional. As propriedades bioativas e farmacéuticas estdo, naturalmente, intimamente
ligadas a composi¢cdo quimica do propolis e, dada a diversidade quimica do mesmo, seria
expectavel que as propriedades de diferentes tipos de propolis fossem diferentes. No entanto,
na maioria dos casos, isso nao se tem verificado (Falcdo, Vale, et al., 2013).

As propriedades bioldgicas e farmacéuticas estdo intimamente ligadas a sua composi¢ao
quimica, particularmente a predominancia de compostos fenolicos (Falcdo, Vale, et al., 2013).
Existem diversos estudos em diferentes areas sobre o propolis devido a sua relevancia e longo
historico de utilizagdo, e trabalhos recentes atribuem-lhe numerosas propriedades terapéuticas
tais como antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatoria, antiviral, cicatrizante, antitumoral
entre outras que serdo abordadas mais detalhadamente de seguida (Anjum et al., 2018; Falcao,

Vale, et al., 2013; Maria Cristina Marcucci, 1996).

1.3.1. Atividade antioxidante

Nos ultimos anos, varios estudos foram realizados para avaliar a capacidade antioxidante de
produtos naturais.

Os antioxidantes controlam o nivel de radicais livres de forma a evitar os danos oxidativos. Os
radicais livres e outros agentes oxidantes sdo a principal causa do envelhecimento das células
¢ da deterioragao em situagdes como a doenga de Parkinson, doenga de Alzheimer, artrite,
cancro, diabetes, doencas cardiovasculares e também insuficiéncia hepatica (Anjum et al.,
2018; Silva-Carvalho, Baltazar, & Almeida-Aguiar, 2015).

Os radicais livres induzem danos oxidativos nas biomoléculas, nomeadamente nos lipidos,
hidratos de carbono, proteinas e acidos nucleicos, podendo até provocar morte celular (Viuda-

Martos, Ruiz-Navajas, Fernandez-Lopez, & Pérez-Alvarez, 2008).
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Normalmente, as células expostas a baixas concentragdes de compostos naturais mantém a
viabilidade, estando protegidas do stress oxidativo. Contudo, pode ser citotéxico quando estas
sdo expostas a concentragdes elevadas dos mesmo compostos por inducdo do stress oxidativo
(Rafieian-kopaei, Setorki, Doudi, Baradaran, & Nasri, 2014).

Diversos estudos comprovam a atividade antioxidante de extratos de propolis de multiplas
origens (Anjum et al., 2018; Silva-Carvalho et al., 2015; Viuda-Martos et al., 2008).

Segundo um estudo realizado por Seo, Park, Song, Kim, & Yoon (2003) em propolis coreano,
determinou que este atua nas enzimas de fase I e II que sdo responséaveis pela hepatotoxicidade
induzida por acetaminofeno (AA), paracetamol. Apos tratamento prévio com 50 e 100 mg/Kg
de propolis nos ratos, verificou que este reduziu a mortalidade, a incidéncia e a gravidade da
necrose hepatica induzida pelo AA. Assim, pode-se concluir que o tratamento com préopolis
diminui a atividade de um citocromo especifico, mas aumentou significativamente as atividades
de GST (glutationa-S-transferase) e PST (fenolsulfotransferase). Contudo, nos ratos tratados
com 10 e 25mg/Kg, as atividades dos citocromos P450 foram inibidas drasticamente e a
atividade de PST foi significativamente refor¢ada. Os resultados sugerem um efeito protetor do
propolis sobre lesdo hepatica, e o seu efeito pode ser explicado por inibi¢do de enzimas de fase
I e inducdo de enzimas de fase I1.

Num estudo realizado em propolis portugués, determinaram-se uma importante fonte de fendis
totais, flavonas e flavondis que podera ser benéfica para a salide humana devido as suas
propriedades antioxidantes. Esse estudo sugere que o propolis portugués ¢ um poderoso agente
antioxidante que poderd ser usado contra o stress oxidativo, mantendo a integridade estrutural
e funcional das células (Miguel, Nunes, Dandlen, Cavaco, & Antunes, 2010; Moreira, Dias,
Pereira, & Estevinho, 2008).

Outro estudo em amostras de extratos metandlicos de propolis da Argélia mostraram que
contém grandes quantidades de ésteres de acido cafeico e flavanonas, kaempferol e galangina
que possuem forte atividade de eliminacdo e de reducdo da atividade férrica (Piccinelli et al.,
2013).

E sabido que a composicdo do propolis é variavel, no entanto, um dos seus principais
componentes, o0 CAPE, desempenha um papel importante na atividade antioxidante (Chen et
al., 2009; Hosnuter et al., 2004).

Resumidamente, a atividade antioxidante do propolis deve-se a compostos fenolicos presentes
no mesmo, que inibem a atividade de algumas enzimas (por exemplo, a proteina quinase C,

acido ascorbico oxidase, ciclo-oxigenase, lipoxigenase e cAMP fosfodiesterase) que inibem a
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producdo de espécies ROS (Espécies Reativas de Oxigénio) eliminando e interrompendo as
reagdes que levam a peroxidagdo lipidica, quelando os ides metalicos, preferencialmente, o
ferro e o cobre que estdo envolvidos no processo de criagdo de radicais livres ou potencializando
a acdo de outros antioxidantes (Silva-Carvalho et al., 2015).

A atividade antioxidante ¢ uma das atividades mais estudadas e importante do propolis, contudo
ainda ndo ha estudos com dados indicativos da dose segura a ser usada em seres humanos, logo

s30 necessarios mais estudos clinicos utilizando o propolis.

1.3.2. Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana engloba a atividade antibacteriana e antifingica.

A wvasta utilizacdo de farmacos antimicrobianos para fins terapéuticos, conduziu ao
aparecimento de microrganismos resistentes, tornando-se uma preocupa¢do mundial,
aumentado, desta forma, a investigacdo em produtos de origem natural, para que estes possam
desempenhar essa fung¢do (Campos et al., 2015).

Desta forma a atividade antimicrobiana ¢ uma das propriedades bioldgicas do propolis mais
estudada e documentada nos ultimos anos devido a necessidade de novos tratamentos contra
doengas infeciosas (Silva-Carvalho et al., 2015).

Estas atividades podem ser avaliadas e comparadas pelo célculo de Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM), ou da concentracao fungicida minima (MFC) ou da concentragdo bactericida
minima, ou seja, consiste na concentragdo mais baixa testada e que tem a capacidade de inibir
completamente o crescimento microbiano ou mesmo matar o fungo ou a bactéria (Federico et

al., 2017).

1.3.2.1. Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana ¢ complexa e tem sido associada a compostos fenolicos presentes no
propolis (Maria Cristina Marcucci, 1996).

Em varios estudos ja realizados com extratos de propolis, constatou-se que os extratos
etandlicos de propolis eram mais eficazes contra bactérias gram-positivas do que com bactérias
gram-negativas. Este facto ainda ndo foi muito bem explorado, contudo, uma das hipéteses € o
facto das gram-negativas possuirem paredes celulares mais complexas e com um maior teor de
lipidos quando comparadas com as bactérias gram-positivas (Anjum et al., 2018; Lu, Zhao, Xu,

Duan, & Zhang, 2005; Lustosa et al., 2008; Viuda-Martos et al., 2008).
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Os compostos como a quercetina, a galagina e a pinocembrina, bem como o &cido cafeico, dcido
cindmico e o acido benzoico presentes em alguns tipos de propolis causam danos funcionais e
estruturais na membrana ou parede celular do microrganismo (Anjum et al., 2018; Lustosa et
al., 2008).

Segundo um estudo realizado por Viuda-Martos et al. (2008), a quercetina aumenta a
permeabilidade da membrana afetando o transporte, a capacidade de sintese de ATP e a sua
mobilidade.

O proépolis indiano, combinado com clorohexidina (bactericida), revelou noutro estudo uma
enorme atividade contra Streptococcus mutans, que ¢ uma bactéria gram-positiva e o principal
fator do desenvolvimento de caries. Segundo este estudo, este tipo de propolis poderia ser usado
no tratamento de caries (Wagh, 2013).

Diversos estudos mostraram, que assim como a composi¢do do propolis varia de regido para
regido, a atividade antibacteriana também apresenta algumas variagdes. O efeito antibacteriano
demonstrou ser mais alto em amostras provenientes de regides com climas tropicais (Silva-
Carvalho et al., 2015).

Segundo um estudo realizado em extratos etandlicos de propolis portugués estes revelaram uma
maior atividade contra Staphylococcus aureus do que contra Candida albicans. No entanto,
referem que a citotoxicidade deste extrato também foi bastante elevada (Falcao et al., 2014).
Syed também reportou que o propolis tem um efeito significativo contra bactérias como
Enterococcus spp., Escherichia coli e Staphylococcus aureus (Anjum et al., 2018).

Ao longo dos anos, tém sido também estudadas possiveis atividades sinérgicas do propolis com
diversos antibioticos, tais como eritromicina e tetraciclina, podendo, desta forma, ser uma

alternativa para microrganismos resistentes a medicamentos (Lustosa et al., 2008).

1.3.2.2. Atividade antifiingica

O efeito fungicida do propolis também ¢ influenciado pela sua variagdo quimica. Varios estudos
jé realizados demonstraram o efeito do propolis de origem geografica diferente contra fungos
diferentes, particularmente do interesse clinico (Silva-Carvalho et al., 2015).

Num estudo onde se isolou Candida albicans da cavidade oral, da vagina e das unhas foram
registados valores médios de 0,36mg/mL para a CIM e de 1,25mg/mL para a MFC. No processo
de germinagdo verificou-se que a libertagao de esporos foi impedida de acontecer naturalmente
devido a presenca do propolis em concentragdes inferiores a inibitoria (Haghdoost, Salehi,

Khosravi, & Sharifzadeh, 2016).
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Da mesma forma, Fatma, Elife, Ayes, Hafize e Gonca, num estudo realizado com prépolis
mostraram atividade fingica contra varias estirpes de Candida comparavel com a dos
medicamentos utilizados (Fluconazol e Itraconazol), observando que os valores médios de CIM
foram inferiores aos dos medicamentos e nao se alteraram apds 24h e 48h de incubacao (Mutlu
Sariguzel, Berk, Koc, Sav, & Demir, 2016).

Em 2014 foi realizado um estudo que consistiu em examinar a atividade anti-fungica do
propolis portugués contra Candida albicans, Trichophyton rubrum e Aspergillus fumigatus. Os
extratos de propolis apenas apresentaram atividade fiingica relevante contra 7.rubrum e a menor
atividade foi contra A.fumigatus (Falcao et al., 2014).

A pinocembrina, constituinte do propolis, mostrou atividade contra Penicillium italicum
interrompendo o crescimento do micélio, que € a estrutura que carrega os nutrientes até onde o
fungo necessita. A pinocembrina atua também na respiragdo do patdégeno e na homeostase
energética, levando, desta forma, a rutura da membrana celular e ao distirbio do metabolismo
(José M. Sforcin, 2016).

O propolis teria uma possivel aplicagdo no tratamento da candidiase vulvovaginal, visto que
num estudo realizado contra Candida pelliculosa, Candida parapsilosis, Pichia ohmeri,
Candida famata e Candida glabrata, que sdo algumas das principais leveduras com uma
enorme importancia neste tipo de candidiase, os flavondides presentes no propolis mostram

uma atividade fungica contra os mesmos (Wagh, 2013).

1.3.3. Atividade antiviral

A atividade antiviral ¢ uma atividade do prépolis ainda com poucos estudos publicados,
contudo, os que existem referem que o propolis de diferentes regides geograficas inibe em
diversas situagdes a proliferacdo de alguns virus, tais como o Virus Herpes Simplex (VHS) do
tipo 1 e 2, adenovirus do tipo 2, virus Influenza ou o Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH),
entre outros (Fokt, Pereira, Ferreira, Cunha, & Aguiar, 2010; Gekker, Hu, Spivak, Lokensgard,
& Peterson, 2005; Lustosa et al., 2008; MC C. Marcucci, 1995; Sartori et al., 2012; Schnitzler
et al., 2010; Shimizu et al., 2008).

O Herpes Simplex ¢ um virus muito comum que ataca as mucosas ¢ ¢ altamente suscetivel a
acao dos componentes presentes no propolis, de acordo com Schnitzler et al. (2010).

Num estudo realizado na Ucrania foi comparada a eficacia de uma pomada de propolis
proveniente do Canada com uma pomada de aciclovir, que ¢ um farmaco antiviral, € com um

placebo (formulagao sem principio ativo) no tratamento de pacientes com herpes genital do tipo

11



ANA FILIPA GAMEIRO | UTILIZACAO DE PROPOLIS EM MEDICAMENTOS E PRODUTOS DE SAUDE

2 recorrente. A preparacgao de propolis contendo flavondides apresentou-se mais efetiva que as
outras duas pomadas testadas, tanto na cicatrizagdo das lesdes, como na redu¢do dos sintomas
locais (Lustosa et al., 2008; Vynograd, Vynograd, & Sosnowski, 2000).

Schnitzler et al. (2010) analisaram a atividade de extratos etandlicos de propolis (EEP) e
extratos aquosos de propolis (EAP) da Republica Checa, bem como constituintes isolados do
propolis, como, por exemplo, o acido cafeico, acido p-cumarico, acido benzoico, galangina,
pinocembrina e crisina, contra o virus Herpes Simplex tipo 1 (VHS-1) em cultura celular.
Ambos os extratos mostraram uma alta atividade anti-VHS-1 ap6s infecdo, sendo que os
componentes com maior bioatividade foram a galangina e a crisina.

Sabe-se que o propolis inibe a entrada do virus nas células, criando distirbios na replicacao
levando a destruicdo do ARN antes ou depois deste se libertar nas células (Jos¢ M. Sforcin,
2016) .

Num estudo realizado recentemente foi demostrado que um extrato hidrometandlico de
geopropolis da abelha sem ferrdo, Scaptotrigona postica do Brasil, inibe a replicagdo do VHS
e também a entrada do virus nas células, tendo esse efeito sido atribuido as C-glicosil-flavonas,
catequina-3-O-galato e 4cido 3,4-dicafeoilquinico (Coelho et al., 2015),

Nos ultimos anos, os beneficios terapéuticos do propolis e dos seus componentes isolados foram
também descritos no tratamento do VIH.

Gekker et al. (2005) avaliaram a atividade anti-VIH do propolis em linfocitos CD4+ (principais
alvos) e culturas de microglias, observando-se a inibi¢do da expressdo viral de maneira
dependente da concentragdo, sendo que o principal mecanismo parece ser a inibicao da entrada

viral.

1.3.4. Atividade anti-inflamatoria

A inflamagdo ou resposta inflamatoria consiste numa resposta bioldgica e fisioldogica dos
tecidos vivos apOs uma exposi¢do constante a estimulos ambientais e endégenos, bem como a
danos acidentais, em que o corpo tenta restaurar o tecido até ao seu estado normal (Hu et al.,
2005; S Gad, 2018).

A inflamagdo pode ser classificada em aguda e cronica, sendo que, numa resposta inflamatoria
aguda desencadeiam-se eventos complexos que ¢ mediada pela ativacao das células do sistema
imunoldgico, que migram para o local do dano e libertam fatores de crescimento, citocinas e
agentes oxidantes (ROS). A inflamag¢do cronica acaba por ser uma inflamacdo aguda

malsucedida, isto ¢, difere da aguda por ndo ter resolugdo e restauragao do tecido lesado. Esta
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inflamag¢do desempenha um papel critico em muitas doengas, incluindo artrite, aterosclerose,
asma, Alzheimer e Parkison (Costa, Francisco, C. Lopes, T. Cruz, & T. Batista, 2012; Gilroy
& Lawrence, 2008; Reuter, Gupta, Chaturvedi, & Aggarwal, 2010).
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Figura 5 — Esquema de comparacdo entre as respostas fisiologicas na inflamacdo aguda (A) e na inflamagao
cronica (B).
Adaptado de Gilroy & Lawrence, 2008.

Viérios estudos tém demonstrado que o propolis e os seus constituintes apresentam atividade
anti-inflamatoria.

A libertagdo e oxigenacao do &cido araquidonico ¢ um evento critico na inflamacao. Este 4cido
gordo ¢ armazenado como fosfolipido na membrana celular, sendo convertido para
prostaglandinas através da enzima ciclo-oxigenase (COX) aquando a lesdo no tecido. Esta
enzima ¢ responsavel pela biossintese das prostaglandinas e dos tromboxanos, enquanto a
lipoxigenase (LOX) ¢ responsavel pela sintese dos leucotrienos (Andrade Carvalho, Sales
Carvalho, & Rios-Santos, 2004; Uzel et al., 2005).

Alguns constituintes do prépolis t€ém a capacidade de inibir a enzima COX e desta forma inibir
a inflamagao.

Mirzoeva & Calder (1996) demonstraram que componentes de propolis tais como o CAPE,
acido cafeico, quercetina, entre outros, inibem a produgdo de eicosandides em que a maioria
sdo derivados do 4cido araquidonico. Foi observado que o CAPE € o composto mais bioativo
no que diz respeito a supressdo significativa da via da LOX da biossintese do &4cido

araquidonico.
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Segundo Borrelli et al. (2002), a galangina, flavonoide presente no propolis, apresenta atividade
contra a COX e LOX, e relata ainda que o CAPE inibe a libertagdo do acido araquidénico da
membrana celular, suprimindo a atividade das enzimas COX-1 e COX-2 possuindo assim
atividade anti-inflamatoria.

O propolis tem um efeito inibitdrio sobre a COX-2 e, por sua vez, sobre a prostaglandina, e
paralelamente tem a capacidade de eliminar radicais livres produzidos pelos neutréfilos e
macrofagos. Também consegue inibir a formacao de 6xido nitrico, que desta forma diminui a
expressio proteica de Oxido Nitrico Sintetase induzivel (iNOS), e por fim, reduzir a
concentragdo de citocinas inflamatérias (MorawiSCet al., 2015).

Num estudo realizado num isoflavonoide, neovestitol, isolado de propolis vermelho do Brasil
foi avaliada a sua atividade na inflamacao aguda e cronica. Relativamente a inflamacao aguda
verificaram que o neovestitol reduz a migra¢do de neutrofilos, assim como a adesdo dos
leucocitos e a expressao da molécula de adesdo intercelular (ICAM-1). Quanto a inflamagao
cronica, o isoflavondide também reduziu o dano articular em ratos com artrite induzida por
colagénio (Franchin et al., 2016).

Wang et al. (2013) observaram que o propolis, na fase de transcri¢do da inflamacao, tem a
capacidade de suprimir genes inflamatorios. Nesse mesmo estudo, verificaram que a resposta a
inflamacao do extrato etanodlico de propolis rico em flavonodides é regulada de uma forma tempo
e dose-dependente.

Mais recentemente Abbasi et al. (2018) afirmou que o propolis mais especificamente o acido
cafeico e os flavondides presentes na sua composi¢cdo diminuem a resposta inflamatdria e
aumentam a fun¢do do sistema imunologico, induzindo a atividade fagocitaria e a imunidade

celular.

1.3.5. Antitumoral

O tratamento do cancro tem evoluido bastante ao longo do tempo, com melhorias significativas
para o doente em termos de eficacia e qualidade de vida.

Nos ultimos anos, o propolis, devido a variedade de compostos na sua composic¢ao, tem atraido
um interesse crescente por um grande numero de investigadores e, desta forma, t€ém sido
realizados varios estudos in vitro e in vivo. Alguns destes estudos relatam a atividade
antitumoral e demonstram agdo citotdxica do propolis de diferentes origens geograficas e de
alguns dos seus compostos isolados em varias células tumorais (Carvalho et al., 2011; Manach,

Scalbert, Morand, Rémésy, & Jiménez, 2004; J. M. Sforcin, 2007; Silva-Carvalho et al., 2015).
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Segundo Alizadeh et al. (2015), o propolis iraniano, devido a presenga do CAPE, mostrou ter
um efeito inibitdrio potente na proliferacdo celular, apresentando um efeito citotoxico em
cancro gastrico.

Num estudo realizado em propolis chinesa (PC) foi avaliado o efeito antitumoral num tumor
cutdneo que apresenta grande taxa de mortalidade, o melanoma. Nesse estudo, o efeito do
produto natural no melanoma nao foi determinado, contudo a PC apresentou in vitro supressao
da proliferagdo do tumor por indugdo de apoptose, autofagia e inibi¢do do microambiente
inflamatério. E importante realgar que a inflamagao esta intimamente associada a vérios tipos
de tumores (Zheng et al., 2018)..

O primeiro estudo sobre a atividade antitumoral do propolis portugués foi publicado em 2011,
e desde ai o numero de estudos tem aumentado.

Valente, Baltazar, Henrique, Estevinho, & Carvalho (2011) utilizaram células renais normais e
cancerigenas derivadas de pacientes com CCR (Carcinoma de Células Renais) e observaram
que o extrato metanolico de propolis possui toxicidade seletiva contra as células malignas em
comparagdo com as células normais, tendo o crescimento in vitro do CCR sido fortemente
inibido.

Recentemente, Silva-Carvalho et al. (2015) reportaram a atividade antitumoral de um extrato
etanolico de propolis do Pereiro coletado no distrito da Guarda. Este propolis afeta a viabilidade
celular de diferentes células tumorais, sendo que as mais sensiveis foram as linhas celulares
MDA-MB-231 (cancro da mama) e DU145 (cancro da prostata). Além disso, verificou-se ao
longo do tempo uma diminuicdo da proliferacdo e migracdo das células MDA-MB-231 e
DU145, com alteragdes no ciclo celular e aumento da morte celular.

Valenca et al. (2013) avaliaram a atividade antitumoral de uma amostra de propolis portugués
coletado da Angra do Heroismo, Acores, numa linhagem celular do cancro do coléon (HCT-15).
O extrato de propolis foi fracionado em solventes com polaridade crescente: -n-hexano e
cloroformio. O extrato de fracdo de cloroférmio foi mais ativo na diminui¢do da viabilidade
celular, o que pode ser devido a uma maior quantidade de compostos com maior polaridade,
visto que os compostos fenolicos sao extraidos com maior eficiéncia com o cloroférmio do que
com o hexano. Os resultados deste estudo mostraram que o propolis leva a uma diminui¢do na
proliferacdo de células HCT-15 e inducdo de morte celular.

O efeito citotoxico do propolis no geral estd relacionado com os compostos fenolicos,
principalmente flavonoides e 4cidos fendlicos. Relativamente aos flavonoides, a quercetina ¢

capaz de inibir o crescimento celular, reduzir a proliferagdo celular, assim como induzir a
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paragem do ciclo celular e apoptose. No que diz respeito aos acidos fendlicos, o CAPE inibiu
a prolifera¢do das células tumorais colorretais in vitro e induziu a paragem do ciclo celular e
respetiva apoptose (Banskota et al., 2002; Dihal, Woutersen, Ommen, Rietjens, & Stierum,
2006; Kim et al., 2005; Ramos, 2008; Valenca et al., 2013; Xiang et al., 2006).

Resumidamente, este produto de origem natural pode bloquear vias especificas de sinalizagao
de oncogénese, que levam a uma diminui¢do na proliferacdo e crescimento celular, podendo
ainda agir aumentando a apoptose, exercendo efeitos antitumorais e modulando o
microambiente do tumor (Aratjo, Gongalves, & Martel, 2011; Costa et al., 2012; Sawicka, Car,

Borawska, & Niklinski, 2012).

1.4. Produtos atualmente no mercado contendo propolis

O prépolis € um dos poucos produtos de origem natural que manteve a popularidade por um
longo tempo, embora, como ja foi dito, ndo seja considerado um agente terapéutico na medicina
convencional.

Este composto tornou-se valorizado no tratamento medicinal tanto do ponto de vista econémico
como de eficacia farmacologica, uma vez que ¢ de facil obtengdo e apresenta inumeras
propriedades farmacéuticas (Silva-Carvalho et al., 2015).

Atualmente o propolis € usado como medicamento popular em varias partes do mundo tanto na
prevencao e tratamento de diversas patologias como em cosméticos.

O propolis pode apresentar-se no seu estado bruto, em extrato, ou em solugdo aquosa ou
etandlica e existem muitos outros produtos com propolis na sua composi¢do a venda em
farmacias, parafarmdcias, supermercados, ervanarias e outras lojas de produtos naturais
(Lustosa et al., 2008; José Mauricio Sforcin & Bankova, 2011).

O prépolis homogeneizado e triturado pode ser usado industrialmente em produtos como
emulsdes, extratos, pomadas ou balsamos, ou entdo pode ser dissolvido em alcool para produzir
tintura de propolis. A tintura de propolis ¢, por sua vez, a base de produgdo para novas formas
farmacéuticas, suplementos alimentares, preparagdes cosméticas, entre outros. Caso seja para
aplicacdes para uso oral deve ser preparado em laboratdrio e ¢ apresentado na forma de extrato
(hidroalcodlico ou glicolico), spray, pastilhas, rebucados, ampolas, xarope, suspensdo,
comprimidos e gotas.

Existe ainda uma vasta gama de produtos com propolis na cosmética, higiene e cuidado oral,
tais como batom, gel de banho, champd, creme, pasta dentifrica, sabonete, logao/6leo corporal

até cones para higienizagdo dos ouvidos.
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Relativamente a presenga do propolis em produtos de higiene/cuidado oral, tais como cremes e
colutorios, este ajuda na prevencdo de infe¢cdes microbianas e ¢ eficaz no tratamento da
inflamacao das gengivas.

Por outro lado, a utilizagcdo de propolis, juntamente com outras substancias, permite que haja
uma atividade bioldgica diversificada. Assim existem produtos em que o propolis estd
combinado com acido ascorbico (vitamina C), tomilho, eucalipto para tratar infecdes do sistema
respiratorio (Albuquerque, Romeiro, Figueiredo, & Atl, 2013; Anjum et al., 2018; Bureau,
2011; Kurek-Gorecka, Gorecki, Rzepecka-Stojko, Balwierz, & Stojko, 2020).

De seguida serdo apresentadas algumas marcas presentes atualmente no mercado portugués e
respetivos produtos com propolis, sendo abordada a composi¢do, propriedades/indicagdes,

contraindicacdes, interagdes € modo de utilizacao.

A APIVITA® ¢ uma empresa fundado por dois farmacéuticos em 1979, na Grécia. O nome
deriva das palavras em latim apis “abelha” e vita “vida”, e significa “vida de abelha”. A
APIVITA® desenvolveu e estabeleceu mais de 300 produtos naturais formulados com produtos
de apicultura, extratos de plantas gregas e 6leos essenciais organicos. Atualmente a APIVITA®
encontra-se em 15 paises, sendo um deles Portugal, existindo mais de uma dezena de produtos
contendo propolis para higiene, cuidado oral, rosto, corpo e cabelo. As suas formulas contém
entre 85-100% de ingredientes de origem natural Tabela 1/ Tabela 2 (“APIVITA® - Glossario
de Ingredientes”, 2020; “APIVITA - Historia”, 2020).

A ARKOPHARMA® ¢ um laboratorio farmacéutico perto de Nice, Franga, especializado em
fitoterapia. Fundado em 1980, encontra-se presente em mais de 50 paises com 7 filiais Franga,
Espanha, Italia, Holanda, Bélgica, Suica e Portugal (“ARKOPHARMA® - Historia”, 2020).
Atualmente existem diversos suplementos alimentares assim como dispositivos médicos da
ARKOPHARMA® presentes no mercado. Esta encontra-se dividida por mais de 10 gamas,
sendo que apenas abordarei as gamas que possuem propolis nos seus produtos, tais como:

« ARKOCAPSULAS®: E a gama com maior diversidade de produtos apresentados na forma

de capsula, possuindo resposta para qualquer necessidade do consumidor, desde articulagdes,
fadiga e energia, fortalecimento do cabelo, sono e stress, entre muitos outros. Relativamente
aos suplementos alimentares contendo propolis existe apenas um Tabela 3

(“ARKOCAPSULAS®”, 2020).
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« ARKOREAL®: E a gama em que os suplementos alimentares possuem na sua composi¢ao
geleia real que ¢ uma substancia secretada pelas glandulas das abelhas obreiras para alimentar
apenas uma abelha da colmeia, a que se vai tornar rainha. A geleia real proporciona uma
longevidade de vida 40 vezes superior as restantes abelhas e uma produtividade surpreendente.
A esperanca de vida de uma abelha obreira ¢ de 30 a 45 dias, embora a rainha de uma colmeia
possa viver até 5 anos.

Nesta gama, existem ampolas contendo propolis, tais como o ARKOREAL® GELEIA REAL
IMUNIDADE BIO e 0o ARKOREAL® GELEIA REAL+PROPOLIS, que tém como finalidade
terapéutica um normal funcionamento do sistema imunitario. Existindo o ARKOREAL®
GELEIA REAL+GINSEG+PROPOLIS+ACEROLA para situagdes de fadiga e falta de
energia.

Por fim, o ARKOREAL® PROTECT JUNIOR que consiste numa solugdo bebivel, que
contribui para o normal funcionamento do sistema imunitério, ajuda a diminuir o cansago e a
fadiga em criangas a partir dos 3 anos de idade, e que abordarei de seguida Tabela 4
(“ARKOREAL®”, 2020) .

+ ARKOVOX®: nesta gama existem diversos suplementos alimentares com a finalidade de
reforgar o sistema imunitario, suavizar a dor de garganta, acalmar a tosse, oferecendo desta
forma um bem-estar respiratorio. Os produtos podem apresentar-se na forma de comprimidos
para chupar, 0 ARKOVOX® PROPOLIS+VITAMINA C que existe em 4 sabores distintos
(mel e limao, citrino, framboesa e menta), pode apresentar-se, ainda, em spray para a garganta
ARKOVOX® PROPOLIS SPRAY GARGANTA e por fim em xarope, 0 ARKOVOX®
XAROPE. Alguns produtos mencionados anteriormente encontram-se na Tabela 5

(“ARKOVOX®”, 2020).

A ABOCA® ¢ uma empresa multinacional italiana que, desde 1978, opera no ambito
farmacéutico, desenvolvendo produtos naturais inovadores com uma base agricola biologica
que respeita 0 homem e o ambiente. No que diz respeito aos produtos contendo propolis, a
ABOCA® formula a partir de um extrato de propolis liofilizado multifracionado, Propol2
EMF®, obtido pela extragdo e fracionamento, que seleciona as duas fragdes nobres do propolis:
os flavonoides totais (incluindo a pinocembrina e a galangina) e o CAPE. Em Portugal, a gama
de produtos contendo propolis € designada de Propol2 EMF®, enquanto em Italia ¢ designada
de Propolgemma®. Na Tabela 6 encontram-se mencionados os dois produtos que a ABOCA®

tem disponivel atualmente em Portugal (“ABOCA® - Empresa”, 2020).
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Tabela 1 — Produtos atualmente no mercado portugués, contendo propolis da marca APIVITA®.
(“APIVITA®- Mascara Purificante para pele oleosa”, 2020; “APIVITA® - Elixir Natural”, 2020; “APIVITA® -
Pasta dentifrica - Protegdo Total”, 2020)

Produto Composicao

- Propolis;
- Salva;
- Hortela-pimenta;
- Oleos essenciais
de liméo, eucalipto
D 1 € mirra;
0\0\ N - Monofluorfosfato
\ ‘\& de s6dio
> (1450ppm);
- Glicerofosfato de
calcio;
- Xilitol;
- Entre outros.

Pasta Dentifrica

Protecao Total

- Propolis;

- Salva;

- Mirra;

- Aloé;

- Laranja-azeda;

- Oleos essenciais
de hortela e liméo;
- Lactato de célcio;
- Sorbitol;

- Entre outros.

Elixir Natural

Protecao Total

- Propolis;

- Argila de
Heilmoor
Immortelle;

- Pantenol;

- Vitamina E;

- Oleo essencial de
limdo;

- Infusdo de cha
grego da montanha.
A substitui¢do da
agua pelo cha grego
da montanha é
devido ao seu poder
antioxidante.

Mascara
Purificante

Pele Oleosa

Indicac¢des/Propriedades

- Prevenc¢do da formagdo da
placa bacteriana (propolis e
oleos essenciais de hortela-
pimenta, limao, mirra e
eucalipto);

- Proteg@o contra as caries e
fortalecimento do esmalte
(propolis, fliior 1450ppm,
glicerofosfato de calcio e
xilitol);

- Prevencao da gengivite e
refrescar o halito (propolis,
salva e Oleos essenciais de

hortela-pimenta, limao, mirra e

eucalipto);

- Prevenc¢do da formagdo de
placa bacteriana (propolis,

extrato de laranja-azeda e 6leos

essenciais de limdo e horteld);

- Protegdo contra a
deteriorac¢do do esmalte do
dente (propolis, 6leos
essenciais e lactato de calcio);

- Proteg@o contra as irritagdes
(mirra, salva e alo¢);

-Refrescar o halito (6leos
essenciais de limdo e horteld).

- Limpar e regular a pele
oleosa com tendéncia acneica
(tintura de propolis, argila de
Heilmoor Immortelle, ambos
apresentam agdo antisséptica,
antibacteriana e
antimicrobiana);

- Suavizar a pele (vitamina E e
pantenol);

- Sensagdo de limpeza e
frescura (0leo essencial de
limao).

Contraindicagoes

Nao descritas.

Criangas com
idade inferior a 6
anos de idade.

Nao descritas.

Interagoes

Nao
descritas.

Nao
descritas.

Nao
descritas.

Modo de
utilizacao

Escovar os dentes
2-3 vezes por dia,
apos cada refeigdo.

Utilizar a
quantidade de uma
ervilha em criangas
até aos 6 anos de
idade com
supervisao de um
adulto.

Apbs escovagem
dos dentes utilizar
15mL da solugdo
para limpar
cavidade oral
bochechando
durante 30
segundos.

Aplicar uma
camada generosa
sobre a pele limpa,
evitando o
contorno dos olhos.

Deixar atuar
durante 10
minutos, de
seguida enxaguar
abundantemente
com agua.

Utilizar 1-2 vezes
por semana.
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Tabela 2 — Produtos atualmente no mercado portugués, contendo propolis da marca APIVITA®.

(“APIVITA®- Pastilhas Eucalipto & Propolis”, 2020; “APIVITA® - Champo Anticaspa Seca”, 2020)

Produto

===
Champd

Anticaspa
Seca

-

=

Pastilhas
Eucalipto &
Propolis

Alivio da dor de
garganta e tosse

Composi¢cio

- Aipo;

- Extrato de
propolis;

- Salgueiro-branco;
- Mel;

- Oleos essenciais de
arvore-do-cha e
lavanda;

- Infuséo de alecrim,
pantenol e
saponaria;

- Apishield HS
(complexo vegetal
que consiste na
combinagdo de 7
oligossacarideos
provenientes do
algoddo do México,
1 oligossacarideo
prebiotico e arginina
que protege a flora
biologica e reforga a
protegao capilar
contra agressdes
externas (poluicdo,

styling)).

- Extrato de propolis
(1%);

- Acido ascorbico
(vitamina C);

- Oleo essencial de
eucalipto;

- Sais de magnésio
de acidos gordos;

- Sucralose.

Indicac¢des/Propriedades

- Limpar e tratar a secura
do couro cabeludo,
equilibrando a sua flora
natural eliminando as
células mortas;

- Hidratar o couro
cabeludo e aliviar a
sensagao de prurido (aipo,
extrato de propolis, mel e
oleo essencial de
alfazema);

Num estudo clinico
realizado em 25
voluntarios durante 4
semanas: 76% acalmaram
a sensagdo de prurido, 72%
combateram eficazmente a
secura do couro cabeludo,
92% hidrataram o couro
cabeludo e 92% verificou-
se o cabelo mais suave.

- Aliviar a dor de garganta
e acalmar a tosse
facilitando a respiragao
(eucalipto);

- Oferece uma agao
antioxidante e antisséptica
suave (propolis e acido
ascorbico);

- Fortalecimento do corpo
durante a gripe ¢ a
constipagdo. (vitamina C —
contém 12% da dose diaria
recomendada (DDR))

Contraindicacdes

Nao descritas.

Nao descritas.

Interagoes

Nao descritas.

Nao descritas.

Modo de
utilizacio

Aplicar uma
pequena
quantidade do
couro cabeludo,
massajar
suavemente e
enxaguar
abundantemente
com agua.

Consumir até 6
pastilhas por
dia.

O seu consumo
em excesso
pode causar
efeitos
laxativos.

Tabela 3 — Produtos atualmente no mercado portugués, contendo propolis da gama ARKOCAPSULAS®, da
marca ARKQPHARMA@.
(“ARKOCAPSULAS® Propolis”, 2020)

Produto

e

o Arkophom
PROPOLIS

ARKOCAPSULAS®
Propolis

Composi¢cio

- Extrato de
propolis
(250mg/capsula);
- Celulose;

- Sais de
magnésio;

- Sais de acidos
gordos;

- Entre outros.

Indicac¢des/Propriedades

- Fortalecimento das
defesas naturais;

- Ajuda a equilibrar o
organismo, regulando o
sistema imunitario.

Contraindicacdes

Nao tomar em
caso de alergia
conhecida a
produtos apicolas.

Nao recomendado
durante a gravidez
€ amamentacao.

Interagoes

Nao descritas.

Modo de
utilizacio

Tomar 3
capsulas por
dia, de
preferéncia ao
pequeno-
almogo com
bastante agua.
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Tabela 4 — Produtos atualmente no mercado portugués, contendo propolis da gama ARKOREAL®, da marca
ARKOPHARMA®.
(“ARKOREAL® Protect Junior”, 2020)

ARKOPHARMA® - GAMA ARKOREAL®

- . . G ey ~ M
Produto Composicao Indicac¢des/Propriedades Contraindicac¢des Interacdes .o.do (Ee
utilizagao
- Agua;
p XaroI?e de Nio recomendado .
frutose; . Agitar antes de
durante a gravidez e
- Xarope de ~ usar, € colocar
lucose amamentagao. em local fresco
(giesidratada' - Contribuir para o normal apos abertura
Mel: ’ funcionamento do sistema Nao recomendado em dI(J) frasco
} E:tr’at de imunitario; criangas com idade ’
extrato @e inferior a 3 anos de idade.
propolis (obtido a . L - Dos 3 aos 6
artir de 65mg de - Ajudar a diminuir o Nao . anos de idade:
pr(’) olis para uma cansaco e fadiga; Nao tomar em caso de descritas. 1 colher de ’
Propo’is p alergia conhecida a algum .
dose de SmL); ; . SmL por dia.
Geloia real- - Fortalecer as defesas dos ingredientes,
ARKOREAL® - 4 i
) - Vitamina C: naturais. Zoirzl(e);dsamente a produtos A partir dos 6
. - Aroma de P ’ anos de idade:
Protect Junior
morango; . . 2 colheres de
S Devido ao seu contetido .
- Acido citrico; X ~ SmL por dia.
- Sorbato de em agiicar, ndo ¢
potassio aconselhado a diabéticos.

Tabela 5 — Produtos atualmente no mercado portugués, contendo propolis da gama ARKOVOX®, da marca
ARKOPHARMA®.
(“ARKOVOX® Propolis+VitaminaC - Sabor a menta”, 2020; “ARKOVOX® Propolis Xarope”, 2020)

ARKOPHARMA® - GAMA ARKOVOX®

Produto Composi¢io Indicagées/Propriedades Contraindicac¢ées Interacdes x?i(zigc‘;z
- Extrato seco
de raiz de
malvaisco;
- Papaina
extraida da Chupar 1 a 3
folha da papaia; comprimidos por
- Extrato de dia.
ARKOVOX®  Propolis (30mg
. E(())In rimido); Deve ser tomado aos Nao recomendado gr:lezgﬁl?gfs
Prépolis & Iprimico); primeiros sinais de dor de durante a gravidez e L
Vitamina C - Vitamina C - comprimidos
. (20mg por garganta e tosse. amamentagao. pode ter efeitos
Sabor a l_nepta cc;mpnmldo), - Contribuir para o bem-estar | Nio recomendado em laxativos.
24 comprimidos . romef natura respiratorio; criangas com idade
para chupar a]rinetnta, . inferior a 6 anos de idade.
- ntre outros. -Ajudar a suavizar e acalmar Niio
a garganta, faringe e cordas Nao tomar em caso de .
- Extrato da h . . descritas. .
folha de vocais; alergia con%lemda.a Agitar antes de
St o algum dos ingredientes, tomar.
- Extrato (’:le - Contribuir para o r.mrmal nomeadamente a Dos 3 aos 6 anos
foll);a o funcionamento do sistema produtos apicolas. de idade:

- Extrato das
partes aéreas de

imunitario;

- Fortalecer as defesas

Devido ao seu conteudo
em agucar, ndo ¢

1 colher de 5SmL,
2vezes por dia.
Dos 6 aos 12

F]%iltlrl:tce?:l;e naturais. aconselhado a diabéticos. anos de idade:
» liso- 2 colheres de
ngza' > 5SmL, 3vezes por
- g dia.
ARKOVOX® - i’lfol;na _— A partir dos 12
= B - anos de idade:
Propolis Xarope = amentac acido 2 colheres de

citrico;
-Entre outros.

SmL, 3vezes por
dia.
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Tabela 6 — Produtos atualmente no mercado portugués, contendo prépolis da marca ABOCA®.
(“ABOCA® - Propol2 EMF Comprimidos orodispersiveis”, 2020; “ABOCA® - Propol2 EMF Spray Forte”, 2020)

ABOCA®

. . . G ey ~ M
Produto Composi¢io Indicac¢des/Propriedades Contraindicac¢des Interacdes .({do d~e
utilizagdo
- Glicerina de Agitar antes de
. usar.
origem vegetal;
- Extrato Aplicar o spra
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2. PELE HUMANA

2.1. Aspetos Gerais

A pele humana constitui a fronteira entre o corpo e o meio exterior, do qual nos separa,
permitindo em simultaneo interagir com este. Esta fronteira permite proteger o corpo de
agressores externos (abrasdo, luz ultravioleta) e bioldgicos (microrganismos, proteinas
estranhas e outros), influenciando a regulagdo corporal, assumindo também fung¢des sensoriais,
imunolodgicas e bioquimicas (Nguyen & Soulika, 2019; Seeley, D.Stephens, & Tate, 2011).
Uma das principais fungdes da pele ¢ a fungdo barreira, desempenhada principalmente pelo
estrato corneo (SC) que ¢ a camada mais externa da pele. Esta propriedade evita que ocorram
perdas de agua e eletrdlitos, permitindo assim manter o conteudo hidrico do organismo
(Lukaski, Vega Diaz, Talluri, & Nescolarde, 2019).

O estrato corneo funciona como uma barreira, mas, ndo sendo totalmente impermeével, pode
constituir uma via de administragdo de compostos bioativos. O transporte através do SC ocorre
fundamentalmente por difusdo passiva, no entanto, a substancia aplicada na pele pode penetrar
a mesma pela via transepidérmica (através da via transcelular e/ou intercelular) e/ou pela via
transanexial (através dos anexos cutaneos, tais como a via folicular, glandulas sebaceas ou
glandulas sudoriparas) (Lane, 2011).

O pH da superficie cutanea ¢ de 5,4 a 5,9, o que permite um efeito protetor contra os
microrganismos, no entanto, em recém-nascidos o pH ¢ mais proximo da neutralidade (pH=7),
diminuindo desta forma a defesa da pele contra estes. Sabe-se que o pH também contribui para
integridade e coesdo do SC, pois os processos homeostaticos da epiderme sdo regulados por
este fator, entre outros. Assim, um pH acima de 7 ¢ responsavel por uma permeabilidade
aumentada da barreira e diminui¢do da integridade e coesdo do SC, enquanto que um pH acido
(pH<7) promove resisténcia da pele a rutura (Kilic et al., 2019; Nguyen & Soulika, 2019;
Vollmer, West, & Lephart, 2018).

A estrutura da pele dos mamiferos ¢ composta preferencialmente por trés camadas distintas a
epiderme (mais superficial), derme e hipoderme que, de seguida, serdo abordadas
detalhadamente. Adicionalmente, existem também os anexos da pele, tais como, os foliculos
pilosos, tendo associados musculos lisos chamados de eretores do pelo, glandulas sudoriparas,

glandulas sebaceas e as unhas (Seeley et al., 2011).
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2.2. Anatomia e fisiologia

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano com uma area de superficie de aproximadamente 2m?
e uma espessura normalmente compreendida entre 0,5 — 4mm, constituindo cerca de 16% do
peso total do corpo adulto (Bragazzi et al., 2019; Chang, Raw, Lionberger, & Yu, 2013;
Vollmer et al., 2018).

Histologicamente, ¢ composta principalmente por trés camadas distintas: epiderme, derme e
hipoderme como demonstra a Figura 6.

Os anexos da pele, tais como, os pelos e os foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e glandulas

sebaceas ilustrados na Figura 6 proporcionam uma barreira defensiva para o ambiente externo.

Pelos

Glandula Sudoripara \ \
\ Glandula Sebacea
/r Epiderme
0.\

bé.—Terminagﬁo Nervosa Sensorial
Musculo - /\/\
= Derme

“~=—Nervo

Gordura |

Colagénio e Fibroblastos = W
% — Hipoderme
\ | P

,‘
T 71
A\
J
el 4\ Tecido Celular Subcutineo
Z \ * / |

= \
gf{—’ \——Vasos Sanguineos

Figura 6 — Estrutura da pele evidenciando a epiderme, derme e hipoderme.
(Bragazzi et al., 2019)

Epiderme

A epiderme ¢ a camada mais superficial e biologicamente ativa devido a camada basal que se
apresenta em constante renovacao. (Wong, Geyer, Weninger, Guimberteau, & Wong, 2016)
A camada mais superficial da pele ¢ constituida por epitélio pavimentoso estratificado
queratinizado, contactando com a derme por uma camada basal. A epiderme ndo ¢ tdo espessa
como esta, e apresenta um ambiente avascular, sendo nutrida por difusdo a partir da derme
(Jepps, Dancik, Anissimov, & Roberts, 2013).

A maior parte das células da epiderme sdo designadas por queratindcitos responsaveis por
sintetizar a queratina que confere a esta camada a capacidade de resistir a abrasdo e reduzir a
perda de agua. Existem ainda outras células da epiderme, tais como os melanocitos que

contribuem para a cor da pele e proporcionam prote¢do contra a radiacdo UV, as células de
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Langerhans, que fazem parte do sistema imunitério e as células de Merkel, que sdo responsaveis
por detetar o tato e pressdo superficial (Jepps et al., 2013; Seeley et al., 2011).

Na epiderme, as muitas camadas de células sdo divididas em estratos ou camadas. Da mais
superficial para a mais profunda:

Camada cornea: conhecida como estrato corneo (SC), ¢ a camada mais externa da epiderme e

contém essencialmente células anucleadas denominadas corneocitos, dispersos numa matriz de
lipidos. As células encontram-se interligadas por desmossomas assegurando a coesdo da
camada. Os corneocitos tém como principal funcdo proteger a pele da abrasdo e da luz UV e
prevenir a perda de 4gua mantendo um grau de hidratacdo adequado (Menon, Cleary, & Lane,
2012; Seeley et al., 2011).

Camada translucida: apenas se encontra presente na pele espessa (tal como as palmas das maos

e os pés, zonas sujeitas a mais atrito), e encontra-se ausente na pele lisa (Seeley et al., 2011).

Camada granulosa: esta camada ¢ constituida por duas a cinco camadas de células achatadas,

sendo que o seu nome se deve a presenca de granulos proteicos no citoplasma. As células
libertam os seus componentes lipidicos (ceramidas, colesterol e 4cidos gordos) no espaco
intercelular, que irdo desempenhar um papel fundamental na fung¢ao de barreira e coesdo do SC

(Seeley et al., 2011; Venus, Waterman, & McNab, 2011; Wong et al., 2016).

Camada espinhosa: consiste em oito a dez camadas de células multifacetadas ou poligonais.
Estas células encontram-se unidas por juncdes celulares, desmossomas, formando “espinhos”
que podem ser vistos ao microscopico, dai o seu nome. Nesta camada ja ndo se verificam
divisdes celulares e ¢ nesta camada que podem ser identificadas as células de Langerhans

(Seeley et al., 2011; Venus et al., 2011).

Camada basal ou germinativa: ¢ constituida por células cubicas ou cilindricas, principalmente
por queratindcitos que ddo, continuamente, origem a novas “células filhas”. Os queratinocitos
tém a capacidade de se proliferarem e diferenciarem, enquanto migram para a superficie da
pele. Para além destas células, existem os melandcitos que sdo responsaveis por produzir e
fornecer a melanina que protege a pele da luz UV e garantem a cor da mesma. Por fim, nesta
camada também estdo presentes as células de Langerhans e as células de Merkel (Seeley et al.,
2011; Venus et al., 2011; Wong et al., 2016).

Através da divisdo celular na camada basal e posterior migragdo das células pelos diferentes
estratos, a epiderme ¢ renovada, em média, a cada dois meses e meio (Yousef, Alhaji, &

Sharma, 2017).
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Derme

A derme encontra-se limitada externamente pela epiderme e internamente pela hipoderme,
sendo constituida por tecido conjuntivo com fibroblastos, algumas células adiposas e
macrofagos. Relativamente a sua espessura, esta varia consoante o local do corpo, por exemplo,
nas palpebras a sua espessura ¢ inferior a Imm e nas costas podera ter mais de 4mm, de qualquer
das formas ¢ considerada a camada mais espessa da pele (Gratieri, Martins, Fonseca, & Lopez,
2008; Seeley et al., 2011; Venus et al., 2011).

A principal fibra do seu tecido conjuntivo ¢ o colagénio que confere estrutura a pele, contudo,
em menor quantidade também esté presente a elastina que confere elasticidade. Os fibroblastos
presentes nesta camada sintetizam tanto as fibras de colagénio como as fibras de elastina
(Seeley et al., 2011; Venus et al., 2011; Yousef et al., 2017).

Nesta camada ¢ possivel encontrar as terminac¢des nervosas, foliculos pilosos, musculos lisos,
glandulas sudoriparas, glandulas sebaceas e vasos sanguineos que fornecem o suporte
nutricional e estrutural através da troca de gases e nutrientes. As glandulas sebaceas sdao
produtoras de sebo, mistura complexa de lipidos, que lubrifica e protege a pele. Por fim, as
glandulas sudoriparas produzem suor, uma secre¢ao constituida por d4gua, sais minerais e alguns
produtos de excregdo, tal como a ureia (Seeley et al., 2011; Wong et al., 2016).

Esta camada ¢ responsavel pela resisténcia estrutural e flexibilidade da pele e, ainda, pela troca
de gases, nutrientes e metabolitos, como ja foi mencionado anteriormente.

A derme encontra-se dividida por duas camadas:

Camada papilar: ¢ a mais superficial e a mais fina, apresenta finos feixes de colagénio e de

elastina, bem como agua, eletrdlitos, complexos de polipéptidos, e por fim vasos sanguineos e
linfaticos. O seu nome deve-se a prolongamentos denominados de papilas que se estendem em
direcdo a epiderme (Jepps et al., 2013; Seeley et al., 2011).

Camada reticular: ¢ a mais profunda e principal camada da derme, constituida por tecido

conjuntivo denso e irregular, continuo com a hipoderme. Esta camada relativamente a papilar
possui fibras de colagénio e de elastina de maior didmetro, sendo, maioritariamente, avascular
e acelular. A camada reticular forma um tapete de fibras de colagénio e de elastina resistentes

a distensdo da pele em muitas diregdes (Seeley et al., 2011; Wong et al., 2016).

Hipoderme
A hipoderme ¢ a camada que conecta a pele as estruturas mais profundas, como os musculos e

o0ssos, fornecendo vasos sanguineos e nervos. Esta camada € constituida por tecido conjuntivo
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laxo com abundantes depdsitos de gordura (células adiposas), com fibras de colagénio, de
elastina e macréfagos.

O tecido adiposo tem um papel importante na termorregulacdo corporal e constitui a reserva
energética e lipidica do organismo. A quantidade de gordura na hipoderme ¢ responsavel pelas
diferengas corporais entre individuos, visto que varia consoante idade, sexo e alimentagdo

(Jepps et al., 2013; Seeley et al., 2011).

27



ANA FILIPA GAMEIRO | UTILIZACAO DE PROPOLIS EM MEDICAMENTOS E PRODUTOS DE SAUDE

II - AVALIACAO DA CAPACIDADE CICATRIZANTE
E REGENERADORA DE FORMULACOES CONTENDO
PROPOLIS

2.1. Introducao

A pele ¢ um dos 6rgdos mais importantes ¢ maiores do nosso organismo, protege nao s o
individuo contra diversos agressores externos e biologicos, mas também esta suscetivel a varios
disttrbios e lesdes (feridas) (Chang et al., 2013).

Uma ferida ¢ representada por uma interrupg¢do da continuidade normal das estruturas da pele,
podendo atingir desde a epiderme, até a estruturas mais profundas. Pode ser causada por
qualquer tipo de trauma fisico, quimico, mecanico ou desencadeada por uma afecdo clinica
(Ramalho et al., 2018).

As feridas podem ser classificadas em agudas ou crénicas, estando as agudas associadas a um
processo de cicatrizagdo mais simples, organizado e habitualmente rapido. As principais causas
das feridas agudas sdo traumatismos, seguido de feridas térmicas, infeciosas, quimicas, entre
outras. A ferida cronica apresenta um tempo de cicatrizag@o superior ao esperado devido a sua
etiologia, visto que esta relacionada com alteragdes nas fungdes anatdmicas e fisioldgicas dos
tecidos e, muitas vezes, com patologias sistémicas associadas (Malaquias, 2015; Ramalho et
al., 2018).

Na cicatrizagdo de feridas, um tecido lesado ¢ substituido por um tecido conjuntivo
vascularizado, contudo, o processo ¢ complexo e dindmico, envolvendo diferentes tipos de
células (queratinocitos, fibroblastos, células endoteliais e células nervosas), fatores de
crescimento, citocinas, entre outros (Saghazadeh et al., 2018).

Tradicionalmente, o processo de cicatrizagdo de feridas ¢ dividido em quatro fases sobrepostas
de hemostasia, inflamagdo, proliferacdo e por fim maturagdo (contragdo da ferida) (Wilhelm,
Wilhelm, & Bielfeldt, 2017).

A hemostasia inicia-se imediatamente apos a lesdo e destina-se a controlar o sangramento e
limitar a propagag¢ao de microrganismos dentro do corpo, envolvendo varios eventos, tais como,
a constri¢do vascular, agregacdo das plaquetas e a formacao de codgulos e, consequentemente,
o desenvolvimento de uma crosta que fornece protecao e suporte ao tecido lesado (R. F. Pereira

& Bartolo, 2016; Saghazadeh et al., 2018).
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A fase inflamatéria ocorre em simultaneo com a hemostasia e dura cerca de trés dias. Durante
esta fase ocorre a libertacdo de varias citocinas pro-inflamatorias, espécies reativas de oxigénio,
fatores de crescimento, entre outros para limpeza da ferida. Os fatores de crescimento
desempenham um papel importante na comunicagao entre as células e a matriz extracelular,
estimulando o recrutamento, proliferagdo e diferenciacdo celular. Os neutrofilos sdao células
predominantes na fase inflamatoria, ativadas 24horas apos a lesdo, tendo como principal fungao
inibir a penetragao de microrganismos exogenos (R. F. Pereira & Bartolo, 2016; Wilhelm et al.,
2017).

Cerca de dois dias ap0s ocorrer a ferida, inicia-se a fase de proliferagcdo, em que os mondcitos
e os linfocitos estimulam citocinas, fatores de crescimento e quimiocinas que migram para o
local do ferimento e se diferenciam em macréfagos que t€ém como principal funcdo a fagocitose
das células mortas e iniciam a formac¢ao do tecido de granulagdo. O tecido de granulagdo € o
resultado do crescimento de vasos capilares e linfaticos a partir de vasos existentes no local da
lesdo (Saghazadeh et al., 2018).

Por fim, na fase de maturacao, o novo tecido ¢ continuamente remodelado até que a composi¢ao
e propriedades sejam proximas as do tecido saudavel, comeca algumas semanas apds o
ferimento e pode durar mais de um ano (R. F. Pereira & Bartolo, 2016).

O objetivo final do processo de cicatrizagdo € a regeneracao da pele lesada sem formagdo de
cicatriz (De Mendonga & Coutinho-Netto, 2009; R. F. Pereira & Bartolo, 2016; Saghazadeh et
al., 2018).

Nos ultimos anos, tem-se verificado um interesse crescente pelas abordagens seguidas na
medicina popular, muito baseada na utilizagdo de produtos naturais. Como ja foi referido
anteriormente, o propolis e os seus constituintes apresentam diversas atividades, desde a
atividade anti-inflamatoéria, antioxidante, antimicrobiana, antiviral, entre outras.

Na antiguidade, este produto natural ja era utilizado e considerado por alguns, como um
medicamento para problemas cutineos (Filho, Bicalho, & Silva, 2012).

Em 2002, foi realizado um estudo comparativo entre um creme contendo préopolis e outro de
sulfadiazina de prata (bacteriostatico), tendo os resultados mostrado que queimaduras tratadas
com propolis apresentaram uma menor inflamagdo e mais rapida cicatrizagdo, quando
comparado com os que foram tratados com sulfadiazina de prata (Gregory, Piccolo, Piccolo,
Piccolo, & Heggers, 2002).

Segundo Anjum et al. (2018), o propolis tem a capacidade de reparar tecidos e regenerar as

lesdes, devido as suas caracteristicas imunomoduladoras, anti-inflamatorias e antimicrobianas.
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Observou também que o propolis diminui a quantidade de radicais livres na lesdo inflamatoria
e aumenta o desenvolvimento do colagénio e dos seus constituintes.

Contudo, a grande maioria desses estudos foram realizados in vitro ou usando animais. Assim,
este trabalho teve como principal objetivo o estudo in vivo e em humanos da capacidade
regeneradora e cicatrizante de formulagdes de propolis.

Assim, foi utilizado, como modelo de lesdo, um dano controlado e de espessura parcial na pele
que consiste na remocao sistematica de camadas sucessivas da epiderme com fita adesiva- um
processo conhecido como fape-stripping. Devido a remog¢do do estrato cérneo, a funcido de
barreira da pele ¢ temporariamente comprometida. Embora seja uma lesdo superficial, ¢
suficiente para desencadear os processos de reparacdo epidérmicos (Gao, Wang, Chen, Li, &
Liu, 2013).

No entanto, este tipo de lesdo € variavel e depende de varios fatores metodolédgicos, tal como a
adesividade da fita, a pressdo exercida quando se aplica a fita sobre a pele, a velocidade e a
direcdo da remoc¢do da mesma e, o0 mais importante, o nimero das tiras de fita que sdo aplicados,
tendo sido, neste trabalho, todos estes fatores padronizados (Wilhelm et al., 2017).

Tendo em conta os objetivos do presente estudo, a fungdo da “barreira” foi avaliada através da
perda transepidérmica de dgua (PTEA), obtida por evaporimetria, a hidratacdo superficial
epidérmica foi medida através de capacitancia e, por fim, a avaliacdo do grau de eritema e da

luminosidade através dos valores de a* e L, respetivamente, obtidos através de colorimetria.
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2.2. Material e métodos

O estudo foi realizado em cinco voluntarios saudaveis do sexo feminino com idade média de
25,40 + 2,61 anos, apos consentimento informado. O estudo foi realizado de acordo com os

principios estipulados na Declaragdo de Helsinquia e suas atualizagdes posteriores.

Formulacodes

Foram preparadas duas formulagdes diferentes contendo extratos de propolis:

EC- Extrato de Propolis HS® (Espires, Franga)

P — Extrato de Propolis Nativo (regido de Caramulo, Portugal)

Foi ainda preparada uma outra formulacdo de carbomero (Formulagdo Branco), tal como

detalhado na Tabela 7.

Tabela 7 — Composi¢ao qualitativa e quantitativa em % (p/p) das diferentes formulagdes usadas no estudo.

Branco EC P
Agua Q.b.p. 100 Q.b.p. 100 Q.b.p. 100
Carbomero 1 1 1
Trietanolamina 0,5 0,5 0,5
PEG-40-hidrogenada, ] 10 )
oleo de castor, etoxidiglicol
Propilenoglicol 10 - 10
Extrato de Propolis - 0,5 0,5

Protocolo Experimental
A 4rea anatomica escolhida para o estudo foi a parte interna do antebrago dos voluntarios por
ser um local quase desprovido de pilosidade e ser de facil acesso, tendo sido aleatorizado o
antebraco esquerdo e direito.
Em cada voluntério foram delineadas 4 areas de estudo:

1. Controlo néo tratado;

2. Aplicagdo de formulagdo Branco;
3. Aplicagdo de formulacio EC;
4

Aplicagdo de formulagdo P.
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Os voluntarios foram sujeitos as medicdes basais para a descri¢dao quantitativa das propriedades
cutaneas e das respetivas fung¢des de “barreira” e de “envelope” antes de efetuar a metodologia
designada tape-stripping.

As propriedades biomecanicas da pele foram avaliadas com os seguintes parametros:

Perda Transepidérmica de Agua (PTEA): é obtida por evaporimetria, através do equipamento
Tewameter® TM300 (Courage Khazaka Eletronic GmbH, Coldnia, Alemanha), que se
expressa em g/h.m?. A PTEA é um indicador objetivo comummente utilizado para descrever
a fun¢do de “barreira” epidérmica. (M. M. Pereira, Saraiva, & Monteiro Rodrigues, 2011)

A PTEA ¢ o termo usado para indicar a quantidade de 4gua capaz de atravessar o estrato corneo
por difusdo passiva, isto €, refere-se a quantidade total de vapor de 4gua que atravessa a pele
seguindo o seu gradiente de concentragdo (Rodrigues, Contreiras Pinto, & Pereira, 2003; Wa
& Maibach, 2010).

O Tewameter® TM300 ¢ um evaporimetro de bioengenharia cutanea que permite detetar com
precisdo este parametro, quer em situagdes basais, quer apoés aplicacdo de substincias que
alteram a eficacia da barreira cutdnea. Consiste num método de camara aberta cujo principio de
funcionamento se baseia na Lei de difusdo de Fick, que permite determinar a 4gua transportada
por uma area definida e em determinado periodo de tempo (Farahmand, Tien, Hui, & Maibach,
2009; Pinnagoda, Tupkek, Agner, & Serup, 1990; Rosado, Ferreira, Contreiras Pinto, &
Monteiro Rodrigues, 2012).

A Lei de difusdo de Fick ¢ definida pela seguinte equagdo,

dm DA dp
dt dx
em que:

dm

” Corresponde ao fluxo de difusdo expresso em g / h / m?, representando a massa(m) de

agua transportada em gramas num determinado periodo de tempo (t) em horas;

D — Corresponde a constante de difusdo do vapor de 4gua no ar atmosférico (D = 0,0877 g /
m(h(mmHg));

A — Corresponde a area de superficie de contacto (m?);

dp

™ Corresponde a pressdo de vapor atmosférico (p) em mmHg em fung¢do do comprimento

entre o local de medicdo e o local da superficie da pele em metros.

(“Tewameter® Courage-Khazaka-Scientific-Devices.”, 2020)
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O Tewameter® TM300, Figura 7, consiste numa sonda cilindrica, aberta nas duas
extremidades, ligada a um processamento de sinal, que pode ser ligada a um computador para
gestdo de dados. A sonda apresenta dois pares de sensores, dois sensores de humidade
emparelhados com dois sensores de temperatura, quando aplicada a sonda, esta deve estar
colocada perpendicularmente sobre a zona da pele a analisar (Du Plessis et al., 2013; Rogiers
& Group, 2001).

A determinagdo da PTEA apresenta algumas condicionantes tais como a turbuléncia, a
humidade relativa ambiental, a temperatura, a ma colocacio/pressdo da sonda sobre a pele e,
por fim, a calibra¢do do equipamento, que devem ser cuidadosamente monitorizados de forma

a garantir a precisdo dos resultados (Du Plessis et al., 2013).

Figura 7 — Tewameter® TM300.
(“Tewameter® Courage-Khazaka-Scientific-Devices.”, 2020)

Hidratacdo superficial epidérmica: pode basear-se na medigdo elétrica da capacitancia, da
condutdncia ou da impedancia. Neste trabalho foi utilizado um equipamento que mede
capacitaincia — Corneometer® CM825 (Courage Khazaka Eletronic GmbH, Coldnia,
Alemanha), que se expressa em U.A. (Rosado, Barbosa, Fernando, Antunes, & Rodrigues,
2015).

A capacitancia ¢ uma grandeza elétrica que ¢ determinada pela quantidade de energia elétrica
que pode ser acumulada pela pele e pela quantidade de corrente alternada que a atravessa numa
determinada frequéncia. Quanto maior for o teor de agua no SC maior serd a capacitancia
epidérmica (Terazawa, Karita, Kumagai, & Sasaki, 2018).

O contetido hidrico do estrato corneo influencia as suas propriedades e funcdes, desde a
integridade da barreira cutinea, assim como o comportamento biomecanico (elasticidade, forga

ténsil). Quando o SC apresenta uma quantidade adequada de 4gua mantem a sua funcdo de
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“barreira”, apresentando-se lisa, macia, flexivel e saudavel (Gérald E. Piérard, 1999; Rosado et
al., 2015).

Apesar da natureza lipofilica do SC, este tem a capacidade de reter agua devido as ligacdes
entre os cornedcitos, as regides polares lipidicas e ao Fator Humectante Natural (NMF). O NMF
consiste numa mistura de substincias hidroscopicas (ureia, aminoacidos, sais minerais) que
permitem a fixagdo de 4gua nos cornedcitos (Arezki, Williams, Cobb, & Brown, 2017; Rosado

et al., 2015; Soltanipoor et al., 2018).

A hidratagdo cutanea ¢ influenciada por vérios fatores, tais como, a capacidade de retencdo de
agua no SC, a percentagem de dgua que atinge o SC através das camadas mais profundas e pela
quantidade que evapora a superficie cutanea. Contudo, o sebo € 0o NMF também influenciam o
grau de hidratacdo da pele, assim como o envelhecimento cutineo, que reduz a formagdo do
NMF (Lee et al., 2018; Rosado et al., 2015).

A hidratag¢do do SC ¢ um importante fator quer no estado normal quer em situagdes patologicas,
tais como, uma lesdo cutanea ou de exposicao a agentes “agressores”.

Desta forma, a fungdo de “barreira” foi avaliada a através do aparelho Corneometer® CM825
(Courage Khazaka Eletronic GmbH, Colonia, Alemanha).

O equipamento que mede a hidratagdo, Figura 8, consiste numa sonda onde se encontram dois
circuitos paralelos (condensador) que, quando aplicado sobre a pele, emite um campo elétrico
que atinge o SC promovendo mudangas na capacitdncia do mesmo (“Corneometer®- Courage-
Khazaka-Scientific-Devices”, 2020).

A capacitancia da superficie cutanea ¢ convertida em U.A. que, teoricamente, varia entre 0 U.A.
(pele desidratada) e 120 U.A. (pele hidratada) (“Measurement units - Corneometer®- Courage-
Khazaka-Scientific-Devices”, 2020).

A medicacdo da mesma apresenta alguns fatores que podem influenciar a determinacdo da
hidratacdo cutanea, tais como, fatores relacionados com o ambiente (temperatura e humidade
relativa), fatores inerentes ao individuo (idade, género e zona anatémica) e, por fim, fatores
relacionados com o proprio equipamento (ma posi¢ao ou pressdo com a sonda sobre a pele e

calibragdo) (Park, Lee, Choe, & Ahn, 2012).
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Figura 8 — Corneometer® CM825
(“Corneometer®- Courage-Khazaka-Scientific-Devices”, 2020)

Colorimetria cutinea: consistiu na avaliagdo do grau de eritema (estimado a partir dos valores

de a*, que refletem a intensidade da cromaticidade vermelha) e da luminosidade (L*) baseado
no principio da absor¢do através do equipamento Chromameter® CR-300 (Minolta, Osaka,
Japao), em que os seus valores sdo expressos em U.A. (Pinto & Rodrigues, 2006).

A cor da pele resulta da absorcdo e da reflexdo seletiva de radiagdes com comprimentos de
onda especificos, a olho nu estd compreendido entre 400-700nm, seguido da interpretagdo
subjetiva do cérebro. A cor percecionada ¢ uma combinag¢do dos registos de azul, vermelho e
verde (G. E. Piérard, 1998).

Porém, a coloragdo da pele deve-se, essencialmente, a presenga de diferentes pigmentos, tais
como, a melanina, presente na epiderme, que confere a pele a tonalidade amarela a castanha e
também a presenca da hemoglobina, presente na derme, que ¢ responsavel pelas tonalidades
azul e vermelha (Fullerton et al., 1996; G. E. Piérard, 1998).

A coloracdo cutanea ¢ um indicador importante para avaliar a recuperacao das propriedades de
“barreira” cutdnea apds uma lesdo. Nesse sentido, este trabalho baseou-se na colorimetria
cutanea através do equipamento Chromameter® CR-300. Este equipamento utiliza o modelo
CIELab (Pinto & Rodrigues, 2006; Polo, Montero, & Casado, 2019).

O modelo CIELab foi definido pelo sistema da CIE (Comissao Internacional de [luminagao),
em 1976, sendo que este espago representa as cores basicas em trés unidades (L*, a*, b*). O
parametro L* refere-se ao brilho da cor e a luminosidade, e estd compreendido entre o valor 0
para o preto total e 100 para o branco total. O parametro a* exprime a gama que vai do verde
ao vermelho, numerados de -100 (valores negativos indica o verde) a +100 (valores positivos

indica a quantidade de vermelho). Por fim, o pardmetro b* exprime a gama do azul ao amarelo,
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numerados de -100 (valores negativos indica o azul) a +100 (valores positivos indica a
quantidade de amarelo) (Polo et al., 2019).

O Chromameter® CR-300, Figura 9, baseia-se numa sonda em que somente a luz refletida
perpendicularmente a superficie cutanea ¢ coletada pelo cabo de fibra 6tica para analise de cor.
Posteriormente, os dados sdo processados num microcomputador onde apresenta digitalmente
os valores obtidos para L*, a* e b* (“Chromameter® CR-300 - Konica Minolta Sensing

Americas, Inc.”, 2020).
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Figura 9 — Chromameter® CR-300.
(“Chromameter® CR-300 - Konica Minolta Sensing Americas, Inc.”, 2020)

Todas as medi¢des foram realizadas numa sala climatizada, em condi¢des de temperatura e
humidade controladas (22 + 2 °C ; 40-60%), apds um periodo de aclimatagdo de cerca de 20
minutos, para garantir a adaptagdo dos voluntarios e das suas func¢des cutaneas as condi¢des
ambiente.

Posteriormente as medicdes basais dos pardmetros referidos, foi utilizada a metodologia
designada tape-stripping que provoca uma lesdo controlada da epiderme, como ja foi referido
anteriormente. Em cada uma das 4 éareas previamente delineadas, procedeu-se 20 vezes a
remocao de camadas sucessivas da epiderme com o auxilio de fita adesiva (3M, USA). Sendo
que foi padronizada a quantidade de fita e forca mecénica a aplicar em cada aplicacao.

De seguida, foram aplicadas as formulagdes anteriormente descritas na respetiva area durante
7 dias, usando adesivos semi-oclusivos (TruMed Technologies, Inc., MN, EUA), tendo sido,
durante esse periodo, realizadas medi¢des didrias dos parametros cutdneos anteriormente

referidos.
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2.3. Resultados e discussao

Neste estudo, todos os dados evidenciados nos graficos foram analisados com a razao entre os

valores obtidos nos diferentes momentos apds o tratamento com as formulagdes e os valores

basais, para, desta forma, minimizar o efeito da variabilidade interindividual.
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Figura 10 — Grafico da evolugdo da PTEA ap0s lesdo cutinea. (n=5, média + DP)
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Figura 11 — Grafico da evolugdo da hidratacdo superficial epidérmica ap6s lesdo cutanea. (n=5, média + DP)
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Figura 12 — Grafico da evolugdo do grau de eritema (a*) apos lesdo cutanea. (n=5, média + DP)
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Figura 13 — Grafico da evolugdo do grau de luminosidade (L*) ap6s lesdo cutanea. (n=5, média + DP)

No que diz respeito a perda transepidérmica de dgua (PTEA), é possivel observar na Figura 10
que, no 2.°dia, se verifica um aumento significativo nos valores de PTEA, o que demonstra que
a “barreira” cutdnea se encontra danificada e, desta forma, permite uma elevacao na taxa de
permeacdo de vapor de dgua. Contudo, no 5.°dia continua-se sem se verificar recuperacao da
barreira cutdnea em nenhum dos locais em estudo, o que evidencia que esta talvez possa ser
considerada a metodologia mais sensivel na afericdo da evolugdo do processo de regeneragao

cutanea.
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Relativamente a hidratag@o superficial epidérmica, Figura 11, verificou-se uma diminui¢ao nos
pontos tratados com a formula¢do Branco e com as formulagdes contendo propolis, observado
logo a partir do dia 1. A formulagdo Branco ndo contem prépolis na sua formulacdo, desta
forma ¢ razoavel pensar que o que pode estar a causar esta diminui¢do na hidratagdo sdo os
outros constituintes da formulagdo, tais como, o carbomero, a trietanolamina ou o
propilenoglicol. No entanto, quer o propilenoglicol, quer o carbémero sdo normalmente
referenciados como tendo acdo humectante. Por outro lado, esta diminuicao da hidratagdo nao
foi acompanhada por alteragdes no valor de L* como demonstra a Figura 13. Estes parametros
relacionam-se, dado que a pele, com valores de hidratacdo baixos, se apresenta com uma
coloracdo branca mais intensa, o que normalmente faz com que os valores de L* aumentem.

Por fim, nos resultados obtidos nos parametros de a* e L*, Figura 12 ¢ Figura 13
respetivamente, nao foram observadas diferengas significativas entre os valores obtidos na area
de estudo controlo e nas areas tratadas. Desta forma, sabendo que a cicatrizacdo de lesdes
cutaneas ¢ um processo complexo e dindmico seria desejavel a continuagao do estudo por mais
dias para se tirarem conclusdes mais definidas, e reforcar aos voluntarios a importancia de, na
sua rotina, evitar molhar o antebraco, visto que a 4gua, neste local, vai influenciar os valores de

PTEA, assim como os de hidratacdo superficial epidérmica.
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II1 - AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE
DE FORMULACOES CONTENDO PROPOLIS

3.1. Introducao

Como ja foi mencionado anteriormente, encontram-se varias referéncias na literatura incidindo
sobre o estudo da atividade antioxidante de propolis. No entanto, a maioria destes trabalhos
apenas faz uma avaliacdo in vitro e em culturas de células, e os ensaios in vivo foram realizados
em animais (Curti et al., 2019; Kocot, Kietczykowska, Luchowska-Kocot, Kurzepa, & Musik,
2018).

Barros et al. (2008), num estudo in vivo realizado em ratos, demonstraram que a administragao
oral de propolis (60 mg/Kg durante 14 dias) reduziu os efeitos toxicos de farmacos de
quimioterapia. O propolis modulou a renovacao da GST, que ¢ uma das proteinas produzidas
pelo corpo para proteger a célula, tecido ou 6rgao dos radicais livres, isto ¢, contribuiu para a
captura dos metabolitos reativos, reduzindo assim a sua toxicidade.

Noutro trabalho, demonstrou-se que os extratos de propolis protegem a mucosa gastrica do
stress oxidativo, impedindo a formagdo de tlceras, devido, principalmente, a presenga do acido
p-cumdrico e acido cinamico, assim como apresentam atividade espasmolitica e efeito protetor
de lesdes nessa mucosa induzidas pelo etanol (Curti et al., 2019; Liu, Lin, Lin, Lin, & Lin,
2002).

Em relagdo aos estudos in vivo em humanos, Mujica et al. (2017) avaliaram, numa populagao
humana em Talca, no Chile, os efeitos da administragdo oral (15 gotas, duas vezes ao dia
durante 90 dias) de Beepolis® que ¢ um produto com propolis, disponivel no mercado, indicado
para fortalecer o sistema imunitario. A suplementacdo de propolis durante 90 dias resultou
numa diminuicdo de substancias reativas e um aumento nos niveis de GSH. Para além disso,
também foi observado, ao 90.° dia, um aumento na concentragdo de lipoproteina de alta
densidade (HDL) (mencionado popularmente como o colesterol “bom”), quando comparado
com o valor basal. Esta reducdo contribui para um risco reduzido de doenca cardiovascular
(Mujica et al., 2017).

Existindo poucos estudos in vivo em humanos, o objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade
antioxidante de formulagdes de propolis. Foi utilizada uma abordagem baseada no efeito de
uma molécula vasodilatadora, nicotinato de etilo, que induz um eritema, permitindo avaliar a

microcirculagdo cutinea através de um equipamento de Fluxometria Laser Doppler (FLD).
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Portanto, a avaliacdo in vivo do efeito antioxidante basear-se-4 na capacidade das formulagdes
de diminuir a extensdo de uma resposta induzida por eritema (Rosado, Lourengo, & Rodrigues,
2008).

A microcirculagdo cutdnea ¢ um parametro importante para compreensdo dos processos
fisiolégicos envolvidos na lesdo cutdnea assim como na sua reparacdo. A alteracdo da
integridade cutanea pode provocar alteragdes significativas neste parametro (Berardesca et al.,

2002).

41



ANA FILIPA GAMEIRO | UTILIZACAO DE PROPOLIS EM MEDICAMENTOS E PRODUTOS DE SAUDE

3.2. Material e métodos

O estudo foi realizado em dezasseis voluntarios saudaveis de ambos os sexos, com idade média
de 25,88 % 3,77 anos, ap6s consentimento informado. O estudo foi realizado de acordo com

os principios estipulados na Declaragdo de Helsinquia e suas atualizagdes posteriores.

Formulacodes

Foram estudadas as formulacdes ja mencionadas na Tabela 7.

Protocolo Experimental
A érea anatdmica escolhida para este estudo foi, também, a parte interna do antebrago dos
voluntarios, tendo sido também aleatorizado o antebrago esquerdo e direito.
Em cada voluntério foram delineadas 4 areas de estudo:

1. Controlo néo tratado;

2. Aplicagdo de formula¢do Branco;

3. Aplicagdo de formulacdo EC;

4. Aplicagdo de formulacao P.
A metodologia seguida compreendeu trés fases (fase de pré-tratamento, fase de inducdo de
eritema local e fase de medicao da perfusdo sanguinea).
A medicdo de perfusdo sanguinea, ou seja, a microcirculacdo cutdnea foi identificada e
quantificada por Fluxometria Laser Doppler (LDF) através do equipamento PeriFlux System®
5000 (Perimed, Estocolmo, Suécia), que se expressa em unidades arbitrarias de perfusdo
sanguinea (BPU’s).
A LDF ¢ uma técnica ndo invasiva, baseada na emissdo de uma luz de baixa poténcia e
monocromatica que, ao atravessar a pele, colide com varias estruturas, e apenas as estruturas
que estiverem em movimento, como ¢ o caso dos glébulos vermelhos, ¢ que refletem a luz a
uma frequéncia diferente da que foi emitida. O efeito Doppler é o nome que se da a este desvio
de frequéncias (Bircher, Boer, Agner, Wahlberg, & Serup, 1994).
O PeriFlux System® 5000 (Figura 14) utiliza uma sonda, colocada diretamente sobre a
superficie da pele, que permite avaliar uma area de superficie com cerca de Imm? ¢ uma
perfusdo cutanea de 0,5 a 1,5 mm (Low, Jones, Cable, Alexander, & Kenney, 2020).
A determinagdo da microcirculacdo cutdnea por LDF pode ser afetada por fatores relacionados
com o voluntério, tendo este que estar o mais imovel possivel durante a medi¢ao; o ambiente

onde sdo realizadas as medi¢des deve respeitar as condigdes ambientais normalizadas ja que,
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por exemplo, as correntes de ar frio podem baixar significativamente a temperatura da pele e
afetar o fluxo sanguineo. E de salientar que todas as medigdes deste estudo foram realizadas
em condi¢des de temperatura e humidade controladas (22 + 2 °C ; 40-60%). Também fatores
relacionados com o equipamento devem ser acautelados, tal como a ma coloca¢do da sonda

sobre a pele (Pinnagoda et al., 1990).

Figura 14 — PeriFlux System® 5000.
(“PeriFlux System® 5000 - Perimed”, 2020)

Delineadas as areas de estudo, foi iniciada a fase de pré-tratamento que consistiu na aplicagao

das formula¢des no antebrago dos voluntarios durante 2 horas com o auxilio de adesivos semi-
oclusivos (TruMed Technologies, Inc., MN, EUA).

Passadas as 2 horas, procedeu-se a fase de inducdo de eritema local com o voluntario sentado,

aplicando-se uma soluc¢do de nicotinato de etilo (0,5% v/v) através de um pedago de papel de
filtro com 4cm? em cada area delineada separadamente. A grande maioria dos estudos utiliza
nicotinato de metilo, contudo, neste trabalho utilizou-se como vasodilatador o nicotinato de
etilo que, sendo uma molécula maior, apresenta uma permeagdo mais lenta através da pele,
permitindo uma melhor distingdo de eventuais diferengas na barreira cutanea (Rosado et al.,
2008; Silva, Rosado, Antunes, & Monteiro Rodrigues, 2014).

Imediatamente ap6s os 60 segundos, prosseguiu-se para a fase de medicdes da perfusdo

sanguinea, colocando a sonda do equipamento PeriFlux System® 5000 sobre a zona onde se
encontrava o eritema com o auxilio de fita adesiva (3M, USA) durante 15 minutos em cada
area. Os parametros selecionados para andlise foram os seguintes: tempo de laténcia para
aparecimento de eritema (tonset), @ area sob a curva (AUC) e por fim a tangente do angulo de

inclinagdo da hiperémia.
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3.3. Resultados e discussao

Os dados evidenciados nos graficos abaixo foram analisados com a razdo entre os valores
obtidos nas areas de estudo e os valores obtidos na area de controlo, para, desta forma,

minimizar o efeito da variabilidade interindividual.
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Figura 15 — Grafico do tempo de laténcia para aparecimento de eritema (tonset) Observado nas diferentes areas de
estudo. (n=16, média + DP)
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Figura 16 — Grafico da area sob a curva (AUC) observado nas diferentes areas de estudo. (n=16, média + DP)
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Figura 17 — Gréfico do declive/tangente do angulo de inclinag@o da hiperémia observado nas diferentes areas de
estudo. (n=16, média + DP)

No que diz respeito a avaliagdo da capacidade antioxidante das formulag¢des contendo propolis,
os resultados obtidos ndo evidenciaram diferencas estatisticamente significativas entre as areas
de estudo tratadas com as formulagdes contendo prépolis e a formulagdo Branco.
Relativamente ao tempo de laténcia para aparecimento de eritema (tonset), ¢ possivel observar
na Figura 15 que a formulacdo EC e a formulacdo P apresentaram tempos de laténcias mais
longos, quando comparado com a formulagdo Branco que apresenta um tempo de laténcia mais
curto, ou seja, na formulagdo Branco o aparecimento do eritema foi mais rapido.

Na Figura 16 ¢ possivel verificar que, quanto a AUC, o Branco/Controlo teve valores mais
baixos, inferiores a 1, enquanto que o EC se encontra superior a 1 e, por fim, o P encontra-se
muito proximo de 1. (Martinez, Louzada-Neto, & Pereira, 2003) Estes resultados indiciam que
a intensidade do eritema produzido na formulag¢do sem prépolis foi ligeiramente mais baixa.
Relativamente ao declive da hiperémia, Figura 17, ndo se verificam grandes diferengas entre
as 3 formulagdes, havendo, no entanto, uma tendéncia para um declive mais acentuado na
formulagdo P.

Tendo em conta estes dados, ndo € possivel concluir quanto a capacidade antioxidante do
propolis. Para obter diferencas estatisticamente significativas, seria desejavel alargar o estudo

a um maior nimero de voluntarios.
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IV — CONCLUSAO E PERPSPETIVAS FUTURAS

O propolis ¢ um produto de origem natural e tem vindo a ser amplamente estudado devido a
sua bioatividade e consequentes aplicacdes. As formas de apresentagdo mais estudadas até ao
momento referem a administracdo de extratos de propolis nas mais variadas concentragdes,
através de veiculos como a pastas de dentes, elixires, pastilhas, capsulas, comprimidos, xaropes,
champds ou até mascaras faciais.

No ambito deste trabalho, pretendeu-se avaliar in vivo e em humanos a aplicacdo topica de duas
formulagdes contendo propolis, a formulagdo EC proveniente da regido de Espires, Franca e a
formulacdo P da regido de Caramulo, Portugal.

Numa primeira parte foi avaliada em 5 voluntarios, a capacidade cicatrizante e regeneradora
das formulagdes apods lesdo cutdnea através do método tape-stripping. Nesse ambito, as
variaveis biométricas escolhidas foram a Perda Transepidérmica de Agua (PTEA), a hidratagdo
superficial epidérmica e, por fim, a colorimetria cutdnea. A metodologia escolhida pareceu ser
adequada a descricdo dos mecanismos fisiopatologicos subjacentes a alteragdo da funcdo da
“barreira” cutanea, contudo, os dados obtidos ndo permitem tirar conclusdes definidas e, sendo
a cicatrizacdo de lesdes cutdneas um processo complexo e dindmico, seria desejavel o estudo
por um periodo de tempo mais alargado e com mais voluntérios.

Numa segunda parte, foi avaliada a capacidade antioxidante das formula¢des em dezasseis
voluntarios de ambos os sexos, apds eritema cutdneo induzido por uma molécula
vasodilatadora, nicotinato de etilo. Nesta parte, foi avaliada a microcirculagdo cutidnea por
Fluxometria Laser Doppler, e os resultados obtidos ndo produziram evidéncia significativa
entre as areas de estudo tratadas com as formulacdes contendo propolis e o controlo. Apenas
no parametro de tempo de laténcia para aparecimento de eritema (tonset) S€ Observou na area
tratada com a formulagdo Branco um tempo de tonset mais curto, ou seja, o aparecimento de
eritema nessa area foi mais rapido do que nas areas tratadas com as formulagdes contendo
propolis. Assim, pode-se afirmar que a formulagdo EC e a formulagdo P evidenciaram alguma
capacidade antioxidante.

Concluindo, os resultados obtidos apds aplicacdo de formulagdes topicas contendo propolis ndo
produziram evidéncias de um impacto significativo na cicatrizagdo cutanea apds lesdo

controlada, ou de capacidade antioxidante.
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Na continuagdo deste trabalho, seria importante aprofundar o conhecimento e obter uma
composicdo quimica minima para melhor explicar as propriedades terapéuticas do propolis,
visto que a sua composi¢do ¢ muito varidvel como referido ao longo do trabalho.

Relativamente a avaliacdo in vivo, seria interessante continuar este trabalho num nimero mais
alargado de voluntérios, bem como continuar a determinacdo de todas as varidveis envolvidas
até¢ a recuperacao dos valores basais em todos as areas de estudo, para, desta forma, obter
resultados com maior clareza, tendo em conta que a recuperacdo da integridade cutanea ¢ um

processo demorado e complexo.
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ANEXO 1 - FOLHA DO VOLUNTARIO
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ANEXO 2 - RECOLHA DE DADOS
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Colorimetria Cutlnea - Grau de eritema a* - Chromameter®
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