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Resumo

O propolis é uma mistura complexa formada por material resinoso e balsamico,
colhido pelas abelhas dos ramos, flores, polen, brotos e exsudados de arvores; a qual
as abelhas adicionam secre¢des salivares ja na colmeia. As abelhas utilizam o prépolis
na defesa contra os invasores e na imobilizacdo das suas carcagas, protegendo a
colmeia das pragas resultantes da putrefaccdo. A composicdo quimica do proépolis
varia geograficamente: com a flora disponivel, com o tempo de colheita e a espécie
das abelhas. Diferentes grupos de compostos podem ser encontrados nos extractos de
propolis, como os polifendis, terpendides, esteréides e aminoacidos. Estes compostos
tém sido associados com diversas actividades biolégicas: antimicrobiana,
antioxidante e quelante de radicais livres; anti-genotoxico e genotdxico; e anti-
mutagénico.

Tradicionalmente o prépolis costuma ser encarado como um sub-produto sem
valor na nossa apicultura, sendo frequentemente desprezado pelos apicultores
nacionais. Os estudos cientificos sobre o propolis portugués sdo reduzidos. O
objectivo deste trabalho enquadra-se num projecto de analise e estudo do proépolis
portugués, particularmente no que diz respeito a sua caracterizagdo quimica e a
avaliacdo de actividades biolégicas de modo a valorizar este produto, visando a
possibilidade da sua utilizacdo/exploracdo em aplicacdbes médicas, cosméticas e
nutracéuticas. O propolis seleccionado para este trabalho foi colhido num apiario no
Gerés, em 2012, e foi utilizado na preparacdo de um extracto etandlico para ser
testado em diferentes ensaios, utilizando o eucariota simples Saccharomyces
cerevisiae como modelo biolégico.

O ensaio cometa foi realizado para analisar o efeito genotoéxico e os resultados
demonstraram que esta amostra ndo apresenta um efeito genotoxico significativo.
Células incubadas com extracto etanoélico de proépolis (EEP) e H202 1 mM exibiram
maior viabilidade do que células incubadas com H202 1 Mm, sugerindo que o extracto
protege as células de levedura contra stresse oxidativo. A mesma actividade
antioxidante foi também evidenciada por citometria de fluxo em que a oxidagdao do
fluorocromo intracelular diclorofluoresceina diacetato foi menor em células
incubadas com H202 (1 mM) na presenca do extracto de prépolis em comparagdo com
células incubadas apenas com Hz0». A analise de células tratadas com o extracto na
presenca do fluorocromo rodamina 123 mostrou que o EEP tem influéncia sobre o
potencial da membrana mitocondrial, diminuindo a fluorescéncia emitida.

A amostra de propolis foi também avaliada quimicamente para caracterizar o seu
perfil em compostos fenolicos e permitir a sua comparacao com amostras de outras
origens.

Palavras chave
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Abstract

Propolis is a complex mixture composed of resinous and balsamic material,
collected by bees from the branches, flowers, pollen, buds and exudates of trees,
which are mixed in the hive with bees” salivary secretions. Bees use propolis in the
defence against invaders, protecting the hive from infections resulting from
putrefaction. The chemical composition of propolis varies geographically, with the
available flora, harvesting time and the species of the bee. Different groups of
compounds can be found in propolis extracts, such as polyphenols, terpenoids,
steroids and amino acids. These compounds have been associated with different
biological activities: antimicrobial; antioxidant and free radical scavenger;
antigenotoxic and genotoxic; and antimutagenic.

Traditionally propolis is often seen as a useless by-product in apiculture, being
frequently discarded by the national beekeepers. Scientific studies about Portuguese
propolis are very few. The aim of this work relates to the investigation on Portuguese
propolis, particularly with regard to its chemical characterization and the evaluation
of biological activities of this product in order to assess the possibility of their
use/exploitation in medical applications, cosmetic and nutraceutics. The propolis
selected for this study was collected in an apiary Gerés, in 2012, and was used to
prepare an ethanol extract (EEP) to be tested in diferente assays, using the simple
eukariote Saccharomyces cerevisiae as biological model.

The comet assay was performed to analyze the genotoxicity and the results
suggest that the extract of propolis does not display significant genotoxic effect. In
addition, cells co-incubated with EEP and 1 mM H:0: displayed higher viability than
cells simply incubated with 1 mM H203, suggesting that the propolis extract protects
yeast cells against oxidative stress. The same antioxidant activity was also
demonstrated by flow cytometry by lower fluorescence of the intracelular
fluorochrome dichlorofluorescein diacetate in cells incubated with EEP and 1 mM
H202 as compared with cells incubate with 1 mM H202. The analysis of cells treated
with the extract in the presence of the fluorochrome rhodamine 123, showed that
EEP has an influence on the mitochondrial membrane potential, decreasing the
emitted fluorescence.

The sample of propolis was chemically analyzed to characterize its profile in
phenolic compounds and to enable a comparison with samples from other sources.

Keywords
Propolis; Comet assay; Antioxidant; Cytotoxicity; Mitochondrial functionality
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Lista de abreviaturas, siglas e acrénimos

8-0x0G - 7,8-dihidro-8-oxoguanina

Aym - gradiente eléctrico

ANOVA - analise da variancia

AP - apurinicos/apirimidinicos

CAT - catalise

DSB - quebras de cadeia dupla, do inglés double strand breaks

DO - densidade 6ptica

EDTA - acido etilenodiamino tetra-acético

EEP - extracto etandlico de prépolis

GSH - glutationa

GSH-Px - glutationa peroxidase

GSH-R - glutationa redutase

H2DCF - diclorofluoresceina

H2DCFDA - diacetato de diclorofluoresceina

HIV - virus de imunodeficiéncia humana, do inglés human immunodeficiency virus
LMA - agarose de baixo ponto de fusao, do inglés low melting agarose
N7-meG - N7-metilguanina

NMA - agarose de ponto de fusdo normal, do inglés normal melting agarose
Rh 123 - Rodamina 123

ROS - espécies reactivas de oxigénio, do inglés reactive oxygen species
Rpm - rota¢des por minuto

SD - desvio padrao

SOD - superéxido dismutase

SSB - quebras de cadeia simples, do inglés single strand breaks

UV - ultravioleta
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