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RESUMO

FONSECA, Marina Wajsenzon da. Estudo do potencial antioxidante da propolis verde, do
artepelin C e do acido rosmarinico sobre a funcionalidade mitocondrial em células de
Saccharomyces cerevisiae: Seropédica, RJ. 2021.75p Dissertacdo (Mestrado em Quimica).
Instituto de Quimica, Departamento de Bioquimica, Universidade Federal Rural do Rio de

Janeiro.

A propolis € uma mistura complexa de substancias resinosas, gomosas e balsamicas coletadas
pelas abelhas meliferas de quaisquer partes do tecido vegetal, a qual as abelhas acrescentam
secrecOes salivares, cera e polen para a obtencdo do produto final. As substancias fendlicas que
estdo presentes na prépolis sdo provenientes do metabolismo secundario das plantas
e correspondem a aproximadamente 50% de seus constituintes. A propolis produzida na regido
sudeste (propolis verde) possui como principal fonte vegetal a resina coletada de bot6es e folhas
jovens de Baccharis dracunculifolia L., conhecida popularmente como alecrim-do-campo. Esta
planta nativa do Brasil fornece altos niveis do &cido fendlico artepelin C, que € considerado um
marcador quimico para este tipo de propolis. As propriedades antioxidantes da propolis podem
estar associadas a constituintes fendlicos presentes em seus extratos, como o &cido rosmarinico
e o artepelin C. Este trabalho tem como objetivo avaliar o potencial antioxidante de extratos de
prépolis verde e de dois de seus constituintes sobre a atividade mitocondrial utilizando como
modelo bioldgico a levedura Saccharomyces cerevisiae, principalmente pelo fato de possuir
organizacao celular semelhante as demais células eucarioticas, serem anaerobicas facultativas
e um organismo modelo para a compreensdo de mecanismos moleculares associados a doencas
mitocondriais. Os resultados mostram que tanto os extratos etandlico e hexanico, como as
substancias puras artepelin C e acido rosmarinico mostraram um bom potencial antioxidante;
aumentando a viabilidade celular em meio fermentativo (YPD) e ndo fermentativo (YPGly)
guando comparados as células estressadas. O extrato hexanico na concentracdo de 100 pg.mL-
1 além de ndo ser capaz de proteger as células, apresentou uma certa disfuncdo mitocondrial.
O tratamento com as substancias isoladas e 0s extratos foram capazes de ndo sé proteger as
membranas celulares, diminuindo a peroxidacdo lipidica, como também de se igualar
estatisticamente as células controle. O extrato etandlico da prépolis em 50 pg.mL™ foi o Gnico
a contribuir positivamente na cadeia transportadora de elétrons aumentando o consumo de
oxigénio durante a respiracdo maxima. A acdo antioxidante das substéncias presentes na
propolis demonstra que a introducgdo destes produtos na dieta, pode ser benéfico devido aos
resultados aqui apresentados, em modelo celular eucariotico.

Palavras-chaves: Saccharomyces cerevisiae, propolis verde, artepelin C, acido rosmarinico,
mitocondria



ABSTRACT

FONSECA, Marina Wajsenzon da. Study of the antioxidant potential of green propolis,
artepelin C and rosmarinic acid on mitochondrial functionality in Saccharomyces
cerevisiae cells: Seropédica, RJ. 2021.75p Dissertagdo (Mestrado em Quimica). Instituto de
Quimica, Departamento de Bioquimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Propolis is a complex mixture of resinous, gummy and balsamic substances collected by
honeybees from any part of the plant tissue, to which bees are found that feature salivary
secretions, wax and pollen for the display of the final product. The phenolic substances that are
present in propolis come from the secondary metabolism of plants and refer to approximately
50% of their constituents. Political propolis in the southeastern region (green propolis) has as
its main vegetable source the resin collected from buds and young leaves of Baccharis
dracunculifolia L., popularly known as rosemary-of-the-field. This plant native to Brazil
provides high levels of artepillin C phenolic acid, which is considered a chemical marker for
this type of propolis. The antioxidant properties of propolis may be associated with phenolic
constituents present in its extracts, such as rosmarinic acid and artepillin C. This work aims to
evaluate the antioxidant potential of extracts of green propolis and two of its constituents on a
mitochondrial activity such as biological model the yeast Saccharomyces cerevisiae, mainly
due to the fact that it has cellular organization similar to eukaryotic cells, is facultative anaerobic
and a model organism for the understanding of molecular mechanisms associated with
mitochondrial diseases. The results show that both ethanolic and hexane extracts, as well as
pure artepillin C substances and strong rosmarinic acid have a good antioxidant potential;
Protect cell viability in fermentative (YPD) and non-fermentative (YPGIly) media when
compared to stressed cells. The hexane extract at a concentration of 100 pg.mL™, in addition to
not being able to protect the cells, presented a certain mitochondrial dysfunction. Treatment
with chemicals and extracts was able to not only protect cell membranes, reducing lipid
peroxidation, but also to statistically match control cells. The ethanol extract of propolis in 50
ug.mL* was the only one that contributed positively to the electron transport chain, increasing
oxygen consumption during maximum breathing. The antioxidant action of the substances
present in propolis demonstrates that the introduction of these products in the diet, can be
beneficial due to the results obtained here, in a eukaryotic cell model.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, green propolis, artepillin C, rosmarinic acid, mitochondria
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1. INTRODUCAO

Diversas doencas cronicas ndo transmissiveis estdo associadas a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (EROSs), tais como diabetes, doencas neurodegenerativas como Alzheimer
e Parkinson e cancer. Dentre as EROs algumas séo radicais livres, cujas moléculas possuem
pelo menos um elétron desemparelhado em seus orbitais externos, permitindo a transferéncia
de elétrons a moléculas vizinhas. Alguns exemplos sdo os radicais anion superéxido (O2%) e
hidroxila («OH), que € uma das mais perigosas espécies radicalares nas células devido ao seu
tempo de meia vida muito pequeno (7x10** seg); sendo o radical livre mais responsavel pela
producdo de danos oxidativos. O peroxido de hidrogénio (H2.02) mesmo ndo sendo um radical
€ uma espécie com alto potencial reativo, participando da geracdo do radical hidroxila. Esta
molécula é diferente das demais espécies reativas, uma vez que possui a capacidade de
atravessar as membranas celulares através de aquaporinas, proteinas que facilitam a passagem
de 4gua pelas mitocondrias, e o perdxido de hidrogénio é capaz de atravessar por alguns desses

canais.

Os processos de maior geracdo das EROs geralmente ocorrem nas mitocondrias,
possuindo um papel importantissimo em diversos eventos celulares, como crescimento e
sinalizacdo, mediadores de processos inflamatdrios e a consequente reparacdo celular. A
mitocondria € a principal geradora de radicais livres, pois é na cadeia transportadora de elétrons
que é metabolizado 85% a 90% do oxigénio consumido. Diversos estudos demonstram que o
envelhecimento celular esta associado a reducdo da integridade funcional das mitocéndrias e,

consequentemente, ao aumento da producdo de radicais livres e espécies reativas.

Diversos estudos chegaram a conclusdo de que o acumulo de danos no DNA
mitocondrial (MtDNA) esta relacionado com doengas cronicas ndo transmissiveis. Este
acumulo de danos pode ser também proveniente do aumento do nimero de espécies reativas de
oxigénio nas mitocondrias. MutacGes ocorridas no genoma mitocondrial podem reduzir a
producdo de ATP, predispondo a célula ao envelhecimento e as diversas doencas associadas;
ao ponto que a longevidade estaria interligada a manutencdo da estrutura e funcdo adequadas

das mitocondrias.

No organismo saudavel ha um equilibrio entre a producdo de EROs e as defesas
antioxidantes, que sdo produzidas pelas células e possuem a funcdo de inibir e/ou reduzir os

danos causados por essas espécies reativas, atuando de diversas formas no meio intra e
1



extracelular; impedindo a formac&o de quaisquer espécies reativas, diminuindo a acdo dessas
ou, ainda, favorecendo o reparo e a reconstitui¢do das estruturas bioldgicas lesadas. O sistema
de defesa é dividido em enzimatico e ndo-enzimatico, sendo que o primeiro inclui enzimas
como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). O sistema
de defesa ndo-enzimatico é constituido de substdncias endogenas, como a glutationa e a
coenzima Q; e as substdncias exdgenas, as quais ingerimos na dieta, como vitaminas e
compostos fenolicos, e que atuam mobilizando ou reduzindo as espécies reativas (Figura 1).

AH™ + «OH - H;0 + A™

AH + 07" + H" & H:0; + A™

AH" + ROO® - RH + A"
AH + HO0 + H" > 2H.0 + A

Figura 1: Possiveis reagdes de compostos antioxidantes como doadores de elétrons (MOSCA et al., 2017).

O numero de estudos com produtos naturais que possuem substancias antioxidantes vem
crescendo desde a década de 80, e em sua maioria estas substancias sdo encontradas em
vegetacOes. A propolis € uma mistura complexa de substancias que é produzida pelas abelhas
a partir do material organico que recolhem dos brotos das plantas, cascas de arvores ou de
quaisquer outras partes do tecido vegetal; o qual é transportado até a colmeia onde as abelhas

adicionam secre¢des préprias como cera e saliva.

O interesse pelo consumo da prdpolis aumentou no Brasil e no mundo. Estudos relatam
seu potencial terapéutico com diferentes propriedades bioldgicas, como acdes antioxidante,
antimicrobiana, anti-inflamatdria, cicatrizante, anticarcinogénica e antiviral. Diversas
substancias foram identificadas em diferentes amostras de préopolis, dentre elas destacam-se 0s

polifendis; além de outras substancias como aminoacidos, proteinas, terpenos e cumarinas.

Estudos indicam que a classe mais importante de substancias encontradas na propolis
sdo os polifenais; incluindo flavonoides, &cidos fenolicos e seus ésteres, aos quais sao atribuidas
grande parte de suas atividades biologicas e correspondem a aproximadamente 50% de seus
constituintes, sendo capazes de sequestrar os radicais livres e reduzir elementos como o ferro

em ensaios in vitro.

Para a verificacdo das atividades bioldgicas das substancias presentes na propolis séo
feitos ensaios in vivo. Um dos modelos muito utilizado no estudo biolégico é a levedura
Saccharomyces cerevisiae, por ser organismo eucarioto e por possuir propriedades adequadas
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aos estudos biolodgicos, inclusive relacionadas a respiragéo celular, visto que é um organismo

aerodbico facultativo.

As cadeias transportadoras de elétrons ficam localizadas na membrana interna da
mitocdndria e sdo compostas por enzimas redox que transferem seus elétrons até o oxigénio
molecular, onde o bombeamento de prétons gera uma diferenca de potencial que seré utilizada
pela enzima ATP sintase para sintetizar o ATP. A cadeia respiratoria classica de fungos possui
0s 4 complexos proteicos (Figura 2); contudo, S. cerevisiae ndo possui o complexo I,
substituindo-o por 3 isoformas da enzima, NADH desidrogenase na membrana interna: duas
voltadas para o espago intermembranar e uma voltada para a matriz mitocondrial. Entretanto,
esta levedura possui os complexos I, 111 e IV e ndo possui uma oxidase alternativa que outros
fungos possuem. Desta forma, se houver alguma inibicdo nos complexos Il e IV a cadeia
transportadora de elétrons desta levedura é bloqueada, interferindo drasticamente na sintese de
ATP mitocondrial e no consumo de oxigénio pela mitocéndria; assim como ocorre em

mamiferos superiores.
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Figura 2: Esquema da cadeia respiratéria de Saccharomyces cerevisiae (GOMES, 2012).

Devido a semelhanga com organelas e sistemas de defesa antioxidantes de células de
mamiferos superiores, estes microrganismos sdo ferramentas Uteis na avaliacdo do potencial
antioxidante de substancias que possam interferir na homeostase redox intracelular das

leveduras.



Com isso, neste trabalho serdo investigadas as propriedades antioxidante de dois
extratos (etandlico e hexanico) de propolis verde e de dois de seus isolados puros (&cido
rosmarinico e artepelin C) sobre estruturas celulares da levedura Saccharomyces cerevisiae,
como as membranas celulares e mitocondrias, em células sob estresse oxidativo pelo agente

oxidante peroxido de hidrogénio.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo € caracterizado como um desequilibrio entre a producéo de espécies
reativas e a capacidade da célula de se defender contra elas, podendo ser resultado de um
aumento excessivo na producdo das EROs, uma diminuicdo da capacidade de defesa celular
antioxidante, ou por ambos; favorecendo a oxidacdo de biomoléculas e a consequente perda de
suas funcdes biolégicas (GEMELLI et al., 2013).

O estresse oxidativo contribui para o envelhecimento celular por meio de diversos e
complexos mecanismos celulares e moleculares. A obesidade, a hiperlipidemia e a
hiperglicemia, por exemplo, estéo relacionadas com a diminuigdo da capacidade antioxidante.
A restricdo caldrica junto com uma dieta rica em antioxidantes pode contribuir com o aumento
da expressdo antioxidante e reduzir o estresse. Silva e Ferrari (2011) citam um exemplo de
guando ratos alimentados com dietas menos caldricas exibem maiores quantidades de vitamina

E e coenzima Q o que podera reduzir os danos oxidativos em proteinas, lipidios e DNA.

2.1.1. Espécies Reativas de Oxigénio

O oxigenio molecular (O2) é basicamente um biradical, pois apresenta dois eletrons
desemparelhados nos orbitais p antiligantes e ambos com mesmo giro, sendo assim uma
molécula pouco reativa, impedida pela restricdo de spin de reagir com a maioria das moléculas
por ndo possuirem configuracdo eletronica semelhante. Entretanto, a absorcao de energia e/ou
processo de transferéncia de elétrons pode acarretar na formacdo de EROs (SALVADOR e
HENRIQUES 2004).



A geracdo de EROs pode desencadear eventos patologicos como problemas
cardiovasculares, carcinogénese e danos neurodegenerativos, 0s quais estdo sendo associados
as doencas cronicas ndo transmissiveis (PRUDENCIO, 2016; BARBOSA et al., 2010; SA et
al., 2013). As espécies reativas podem alterar estruturas celulares, como membranas, acidos
nucleicos e peptideos (ALMEIDA G. , 2014; BARBOSA et al., 2010). Alguns compostos
gerados durante a respiracdo celular, como perdxido de hidrogénio, sdo mais estaveis do que 0s
radicais livres, mas também podem reagir com moléculas proximas. Como o H20, tem a
capacidade de atravessar camadas lipidicas, podem ocorrer reacdes de oxidacdo numa grande
variedade de tecidos. Sua toxicidade é muito mais elevada na presenca de alguns metais, como
o ferro, devido & ocorréncia das reaces de Fenton e de Haber-Weiss (PRUDENCIO, 2016;
ALMEIDA M. B., 2014; MARTINS N. , 2007); tornando-o muito mais perigoso devido a

possibilidade de formacao do radical hidroxila (Figura 3).

1) 0+ de + AH —» 2H.O + energia
2)0,+e —»0;

3) 20,7+ 2H = H,0.

4) Fe™rcu’ + H.O—®» OH + OH + Fe"/Cu™
S)H,O, + O, = OH + OH + 0,

6) 0,” + NO'—» ONOO

Figura 3: Reacdes de formagéo de EROs (BARBOSA et al., 2010).

Tanto o perdxido de hidrogénio como o radical hidroxila podem ser gerados atraves do
ion radical superoxido (Oz’), sendo este o radical mais comum e abundante nas células. Estas
espécies também sdo formadas durante a respiragdo celular em todas as células ou na defesa
bactericida pela acéo das células fagocitarias do organismo humano. Curiosamente, o radical
superdxido atua na maioria das vezes como agente redutor (SALVADOR e HENRIQUES,
2004).

2.1.2. Respiracao Celular e Fatores Exdgenos

Responsaveis pela respiracdo celular e manutencdo da vida dos seres aerobicos, as
mitocondrias também sdo as principais geradoras de radicais livres, onde cerca de 90% do

oxigénio é metabolizado para ser convertido em &gua; podendo ocorrer reducdo incompleta do
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oxigénio por transferéncia de elétrons de maneira nao eficiente (Figura 4) (SILVA, 2011,
ALMEIDA, 2014).
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Figura 4: Etapas da reducéo incompleta do O, molecular (ALMEIDA, 2014).

Organismos aerobicos precisam lidar constantemente com os efeitos toxicos das
espécies reativas de oxigénio, que sdo formadas naturalmente pelo metabolismo (Figura 5).
Essas espécies reativas sdo produzidas por processos continuos e fisioldgicos, cumprindo
funcBes bioldgicas relevantes como sinalizacao de processos inflamatdrios e sinalizagéo celular
(BARBOSA et al., 2010). A etapa de sinalizacéo se inicia atraves de sistemas redox, podendo
ter seu inicio ativado por estimulos extracelulares ou pelo aumento da producéo destas espécies
reativas na mitocondria. Uma vez no citosol ou na mitocdndria, estas espécies oxidam proteinas
chaves, desencadeando uma sinalizacdo para que o processo de transcricdo necessario ocorra.
Este processo envolve varias moléculas de sinalizacdo, como por exemplo fatores de
transcricdo, que sdo enviadas para o nucleo, DNA nuclear (NnDNA), e/ou para DNA
mitocondrial (mtDNA) e, dependendo da diferenciagdo celular, cada 6rgdo ou tecido tera uma
resposta diferente (VISSERS et al., 2018).
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Figura 5: Representacao esquemaética da cadeia respiratoria de S. cerevisiae. Em vermelho estdo assinalados locais
de formagdo de EROs e em azul, intera¢cdes metabdlicas com proteinas antioxidativas; Cit C, CTT 1, GDP, GPX,

Q, SOD (PIRES, 2017).

Também ocorre a formacdo das espécies reativas em situacdes como a exposicdo a
radiacdo UV, tabagismo, poluentes, drogas, dietas excessivamente caloricas, excesso de

exercicios fisicos, pesticidas e solventes industriais.

A radiacdo UV, por exemplo, gera fotoprodutos na molécula de DNA, podendo formar
dimeros que ao se encontrarem distorcem a dupla hélice impedindo o pareamento correto e/ou
a replicacdo do préprio DNA (SILVA, 2009). O cigarro e solventes organicos atuam de forma
diferente da radiacdo UV. Na fumaga do cigarro foram detectadas diversas espécies radicalares,
entre elas o radical hidroxila e o anion radical superdxido, além de estarem presentes também
substancias organicas como quinonas, podendo formar radical semiquinona e assim reagir com
outras moléculas e formar perdxido de hidrogénio. J& os solventes organicos sdo danosos devido
a geracdo de radicais livres durante a conversdo desses compostos organicos pelo citocromo P-
450, podendo sofrer oxidacdo e gerar semiquinonas. Os solventes podem também ocasionar

lesbes em células hepaticas através da peroxidacdo lipidica induzida por seus radicais

(SALVADOR e HENRIQUES, 2004).



2.1.3. Danos Oxidativos Celulares

A baixa estabilidade das EROs garante as mesmas uma elevada reatividade e seu poder
deletério, aumentando a probabilidade de ocorrerem reacdes com diversas biomoléculas, como
lipidios, proteinas e DNA; com a consequente perda de suas fungdes bioldgicas. Estes danos
prejudicam o funcionamento de tecidos e 6rgédos, podendo originar ou acelerar o quadro
bioquimico relacionado as diversas patologias (DALVI, 2014; PRUDENCIO, 2016). Todos
estes processos estdo diretamente relacionados ao elevado nimero de radicais livres gerados
durante o estresse oxidativo, gerando um desequilibrio na homeostase celular com baixa
eficiéncia das defesas antioxidantes enddgenas em reverter este processo. Tal desequilibrio
afeta o correto funcionamento das células, além de poder causar mutacdes genéticas (LI et al.,
2014).

Quando &cidos graxos poliinsaturados presentes nas membranas celulares sdo atacados
pelas espécies reativas, ha formacéo de radicais livres iniciando uma série de reacGes em cadeia
(Figura 6); visto que este radical pode atacar outras cadeias adjacentes dando inicio a
peroxidacao lipidica. O término ocorre quando os radicais produzidos nas etapas anteriores
reagem entre si, desfazendo as espécies radicalares. Na lipoperoxidacdo a membrana tem suas
propriedades fisico-quimicas alteradas, levando a perda de seletividade nas trocas idnicas e
permitindo a troca de substancias entre o citosol e 0 meio extracelular, como o contedo das

organelas, onde a soma desses fatores pode levar a morte celular (ENGERS et al., 2011).

R NG = N ..\‘R- LH
Iniciacdo
-H*
1
RN N e
Propagacdo R "\_; N —— /f\ - A~ . ’/\R
0 L OOH  LooH
A I — A A A
RET— / R > —">—"R
00" Loo*
Terminaglo L*+L* = LL
LOO® = LOO" > L-OH + L=0

LOO " +L" - LOOL

Figura 6: Etapas da peroxidacdo lipidica (AKAMINE, 2011).



A oxidacdo de proteinas pode ocorrer pela formacao de um radical em algum ponto da
estrutura proteica, onde este evento pode ser iniciado por um ataque de algum radical livre ao
carbono da ligacao peptidica ou pela reacdo com metais de transicao ligados a proteina, com o
H>0- gerando o radical hidroxila nestes locais. Seja como for o processo de formacéo do radical
no sitio da proteina, a carbonilacdo é similar a peroxidacdo lipidica dando inicio a uma cascata
de reacdes, onde quaisquer aminoacidos podem ser oxidados, principalmente os aromaticos.
Além das reagBes que ocorrem na estrutura da proteina carbonilando cadeias laterais de
aminoacidos, as proteinas podem oxidar outras proteinas e iniciar uma sequéncia de sinais
levando a degradacéo de tais proteinas (BUSSO, 2010; VASCONCELOQOS et al., 2007).

A molécula de DNA pode ser danificada tanto nas bases purinicas e pirimidinicas,
quanto nos aglcares ou na ligacdo fosfodiéster; principalmente pelo radical hidroxila. Este
radical reage com a fita de DNA podendo se adicionar a ela ou retirar atomos de hidrogénio
ocorrendo assim uma oxidacdo enddgena. Como possui uma alta reatividade, reage com
componentes celulares rapidamente como na peroxidacdo lipidica e seus intermediarios podem
reagir com o0 DNA, acredita-se também que seja formado proximo a molécula de DNA através
da reacdo entre o peroxido de hidrogénio e um ion metélico (Figura 3). A modificacdo
permanente do material genético e o seu ndo reparo por sistemas especificos representa o
primeiro passo envolvido em mutagénese, carcinogénese e envelhecimento (MARNETT, 2000;
VARELA-LOPEZ et al., 2015).

2.1.4. Defesas Celulares

As células respondem ao estresse de diferentes formas, seja atraves de sinalizagao redox
de algumas proteinas, onde aminoacidos especificos sdo oxidados, seja pela regulacdo da
atividade de enzimas do metabolismo antioxidativo, ou pelo nivel transcricional capaz de
disparar cascatas de protecdo celular. O sistema defensivo enzimatico (Figura 7) envolve, por
exemplo, as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPX). A SOD age catalisando a reacdo na qual o radical superoxido é consumido e ha a
producdo de peroxido de hidrogénio, enquanto que as duas uUltimas enzimas citadas agem
impedindo o acumulo de H.02 (ALMEIDA M. B., 2014; BARBOSA et al., 2010; DALVI
2014).



. REACAO DE FENTON
0, ——p H,0, -
REACAO DE HABER-WEISS

H.O, + H,0O,
H,0; 2G5H NAPDF
@
O 2HO 2H,0 G55G l\"‘NﬂDPH

v

DAMNOS
OXIDANTES

Figura 7: Integracdo de alguns sistemas de defesa enzimaticos (BARBOSA et al., 2010).

Enzimas e moléculas antioxidantes estdo presentes simultaneamente no interior das
células e suas concentracGes indicam o estado redox intracelular. Um exemplo é a presenca da
glutationa redutase e da glutationa e da tiorredoxina redutase e da tioredoxina; auxiliando na
manutencio da estabilidade dos complexos Nrf2/Keapl e NF-kB/IkB (SEFORA-SOUSA &
DE ANGELIS-PEREIRA, 2013). A figura 8 demonstra como funciona os fatores de transcri¢do
sensiveis as variacdes do ambiente redox intracelular, como Nrf2 e NF-kB. O primeiro induz a
sinalizacdo de um conjunto de enzimas antioxidantes e de desintoxicacdo, ja o segundo esta
envolvido em respostas inflamatérias e imunoldgicas. As ativacdes funcionam de forma
semelhante, onde em condi¢des de estresse, IkB e/ou Keapl possuem suas cadeias laterais
oxidadas pela presenca de H>O2, o que leva a dissociagdo dos fatores NF-kB e Nrf2,
respectivamente. Os fatores entdo chegam a periferia nuclear, e ao entrar no nucleo ligam-se
em locais especificos na fita de DNA e ativam as expressdes dos genes envolvidos em suas
respectivas funcdes (SIES et al., 2017; SEFORA-SOUSA & DE ANGELIS-PEREIRA, 2013).
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Figura 8: Ativacéo dos fatores de transcricdo NF-kB e Nrf2 (SIES et al., 2017).

O sistema de defesa ndo-enzimético é constituido de quaisquer substancias que
desempenham papel antioxidante, podendo ser complementares as enzimas (como o tripeptideo
glutationa utilizado como poder redutor de enzimas) ou possuindo estruturas quimicas que
favorecam a prote¢do contra as EROs interagindo diretamente com essas espécies reativas
minimizando seus efeitos. Os alimentos de origem vegetal e seus derivados saudaveis incluem
grande numero de substancias possuindo atividade biol6gica como funcdo antioxidante, em
particular os compostos fenolicos (BAYLIAK et al., 2016; GOTTLIEB et al., 2011).

2.1.5. Patologias Relacionadas ao Estresse Oxidativo

Gottlieb e colaboradores (2011) citam alguns exemplos de como o estresse oxidativo
estd associado com a causa de doencas cronicas: individuos com cancer apresentam, de uma
maneira geral, aumento do nivel de estresse e baixa atividade de enzimas antioxidantes; aqueles
que apresentam doencas cardiovasculares tanto o estresse oxidativo como a atividade
enzimatica estavam com niveis aumentados; a sindrome metabolica esta associada ao estresse
e a niveis mais baixos de moléculas antioxidantes, como vitamina C; em pacientes com doengas
neurodegenerativas hd um aumento de marcadores de estresse oxidativo como o produto da

peroxidacdo lipidica, menor capacidade antioxidante e altos niveis de SOD.
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Produtos do DNA oxidado s&o mutagénicos e induzem mutagOes observadas em
humanos, em oncogenes mutados e genes supressores de tumores, contribuindo no
desenvolvimento do cancer (MARNETT, 2000). As células possuem um sistema de reparo,
mas se a célula apresentar o mecanismo de reparo defeituoso pelo dano oxidativo causado pelas
EROs pode ndo conseguir remover as bases mutadas aumentando as chances do DNA oxidado

ou mutado se replicar.

Em seu estudo, Serra et al (2001) coletaram amostras de sangue de pacientes com
Parkinson, Alzheimer e doenca vascular, além de um grupo controle com pessoas saudaveis.
Foram feitos cinco experimentos, determinando as atividades das enzimas SOD e CAT, sistema
glutationa, peroxidacao lipidica e a capacidade antioxidante total através de TRAP (capacidade
antioxidante), verificando a capacidade de reacdo com moléculas radicalares. Nos 3 grupos
houve uma elevada atividade da enzima SOD, onde os autores discutiram que em baixas
concentragfes esta enzima possui um carater protetor antioxidante, mas em elevados niveis
perde este carater protetor e aumenta os danos de peroxidacdo lipidica. Outro resultado em
comum entre os individuos com as trés doencas € a baixa capacidade antioxidante quando

comparados com o grupo saudavel (SERRA et al., 2001).

Sindrome metabdlica (SM) esta relacionada com o excesso de peso, hipoglicemia,
elevada pressdo arterial, entre outras anormalidades fisiologicas ou antropométricas. Essas
pessoas apresentam alto risco de desenvolver diabetes e doengas cardiovasculares, e seu
desenvolvimento pode estar ligado ao estresse oxidativo. Ford et al (2003) coletaram amostras
de sangue de dois grupos, com e sem sindrome metabolica a fim de verificar se ha diferencas
nos niveis de vitaminas e outros componentes com caracteristica antioxidante. O grupo com a

SM apresentou niveis mais baixos de vitamina C (40%) e carotenoides (27%).

No estudo de Yen et al (2013) verificou-se que o0s niveis de coenzima Q, vitamina E e
de enzimas antioxidantes. Os resultados revelaram que os individuos com SM apresentaram
niveis mais elevados de CoQ e vitamina E enquanto as atividades das enzimas SOD, CAT e
GPx nos individuos com sindrome metabdlica sdo mais baixas do que nos individuos saudaveis.
De acordo com os autores, aqueles que apresentaram atividades enzimaticas mais altas
possuiam menor risco de desenvolver a SM; entretanto, obesos e individuos com a sindrome
estdo sob elevado estresse oxidativo, e como as enzimas sdo a primeira linha de defesa contra

as EROs elas podem diminuir sua eficacia com o tempo e o continuo estresse.
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Maharjan et al (2008) em seu estudo verificou os niveis de estresse em individuos com
doenca isquémica do coragdo (DIC) através da peroxidacdo lipidica, onde os mesmos foram
significativamente maiores no grupo com a doenca. Surpreendentemente, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos com relacéo aos valores de atividade antioxidante, mas no grupo
dos individuos com DIC o resultado tendeu a uma diminuicdo. O perigo de possuir defesas
antioxidantes enzimaticas insuficientes e/ou ndo ter alimentacdo saudavel com nutrientes
antioxidantes € que com o aumento de espécies reativas circulando no organismo ha uma maior
chance de moléculas de colesterol serem oxidadas e, uma vez oxidado o colesterol acumula-se
em macrdfagos formando parte das placas ateromatosas contribuindo para os casos de infarto

do miocardio.

2.2, Saccharomyces cerevisiae

A levedura Saccharomyces cerevisiae é utilizada em experimentos como modelo
bioldgico por possuir organizagéo celular semelhante as demais células eucaridticas; sendo o
primeiro destes a ter seu genoma totalmente sequenciado, com a possibilidade do uso de
técnicas para a manipulacdo genética. Estes microrganismos sdo facilmente cultivados e
possuem tempo de geracdo curto, permitindo alta disponibilidade de individuos para a
realizacdo de experimentos, além de um baixo custo para seu cultivo (PAULELA, 2017;
GOMES, 2012).

A S. cerevisiae pertence ao grupo das leveduras anaerdbias facultativas, ou seja, obtém
energia por meio de fermentacdo de hexoses ou por meio de respiracao celular, sendo expostas
continuamente pelas EROs oriundas do metabolismo aerébico. Como possuem ortologia com
0s sistemas antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos de mamiferos superiores, elas tornam-
se um modelo para a avaliagdo da atividade biologica relacionada a extratos e moléculas

naturais que sejam expostas a este tipo celular (PRUDENCIO, 2016).

A preponderancia do metabolismo utilizado pela levedura é dependente da concentracao
de acucares no meio extracelular. Na presenca de concentracfes superiores a 0,2% de acucares
fermentaveis ocorre o metabolismo anaerobico (Figura 9 - fases A e B, metabolismo
fermentativo); enquanto que abaixo deste valor ocorre ativa¢do das enzimas que participam da
biossintese de moléculas responsaveis pelo funcionamento da mitocondria e ativacdo de genes

(Figura 9 - fase C, troca diauxica) necessarios ao metabolismo aerobico (Figura 9 - fase D,
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metabolismo respiratério). O crescimento celular, portanto, é influenciado pelo ambiente em
que a levedura se encontra, existindo fases que descrevem cada etapa de seu crescimento
(Figura 9) (SILVA, 2009; OSORIO, 2018).

" /

<

NuUmero de células

4
v

Tempo (h)

Figura 9: Gréfico representando as fases do crescimento celular da levedura S. cerevisiae (modificado de
SILVA, 2009).

Por ser um organismo aerobico facultativo, esta levedura € um modelo amplamente
utilizado em estudos sobre biogénese mitocondrial, permitindo nosso melhor entendimento
sobre diversas funcGes de uma célula eucaridtica. S. cerevisiae tornou-se excelente organismo
modelo para a compreensdo dos mecanismos moleculares que conduzem as doencas
mitocondriais. O entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na manutencéo e
transmissdo do mtDNA na levedura podera auxiliar no entendimento em eucariotos superiores,
ja que a maioria dos genes que codificam proteinas mitocondriais sdo altamente conservados
entre os eucariotos (PAULELA, 2017; GOMES, 2012).

2.3. Mitocdndria

A mitocondria € a organela responsavel pelo metabolismo oxidativo em eucariotos,
possuindo quatro compartimentos: membrana externa, membrana interna, espago
intermembranar e matriz mitocondrial (SOUZA C. F., 2005; VOET e VOET, 2013). Esta
organela estd presente no citoplasma de todas as células eucarioticas dos animais, plantas

superiores e alguns microrganismos e algas. A mitocondria humana é geralmente elipsoide, seu
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comprimento e didmetro variam entre 0,5 e 1,0 um e seu numero dentro das células pode variar
de acordo com a demanda do substrato e a utilizacdo do oxigénio por uma determinada célula

ou tecido.

A mitocondria exerce algumas funcbes fundamentais no nosso organismo: respiracéo
celular, através da cadeia transportadora de elétrons; a sintese de adenosina trifosfato (ATP); a
mediacdo da morte celular programada (apoptose); e a producéo de calor; além de possuir seu
préprio DNA (mtDNA). Para essa organela funcionar é necessaria uma perfeita coordenacéo
entre 0s genomas mitocondrial e nuclear, uma vez que a sintese das proteinas utilizadas na
organela ocorre parte pelo DNA nuclear (nDNA) e parte pelo mtDNA (GUEDES, 2006; VOET
e VOET, 2013).

O DNA mitocondrial apresenta uma certa vulnerabilidade devido a sua proximidade
com a cadeia respiratdria e com a continua geracao das espécies reativas. Muta¢Ges ocorridas
no genoma mitocondrial alteram seu metabolismo reduzindo a producdo de ATP e predispondo
a célula ao envelhecimento e as doencas associadas, além de aumentar a producao de radicais

livres favorecendo a ocorréncia de apoptose.

O cérebro consome cerca de 20% do total de oxigénio consumido por um adulto. As
mitocondrias sdo encontradas em corpos celulares neuronais, dendritos, axénios e botbes
sindpticos. As doencas degenerativas podem ter atividade dos radicais livres como mediadores,
ndo se sabe ao certo se a producdo elevada das espécies reativas sao a causa ou a consequéncia
dessas doencas (PORTO, 2001; SILVA e FERRARI, 2011; GEMELLI et al., 2013).

O alto grau de similaridade entre mitocondrias de levedura e mamiferos promoveu o uso
de S. cerevisiae como modelo funcional, permitindo a identificacdo de genes nucleares
envolvidos em doencas neurodegenerativas; como por exemplo, pacientes portadores de
doengas como Parkinson e Alzheimer que apresentam baixas concentragdes de Coenzima Q

(GOMES, 2012), molécula necessaria na cadeia transportadora de elétrons.

2.3.1. Cadeia Respiratoria em S. cerevisiae

A cadeia transportadora de elétrons (CTE) € composta por 4 complexos proteicos, que
entre outras funcdes possui a capacidade de transferéncia de elétrons ao aceptor final na cadeia,

o0 oxigénio molecular (O2), que é obtido através da respiracdo. O bombeamento de prétons (H*)
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através dos complexos I, Il e IV cria uma diferenga de potencial entre a matriz e 0 espaco
intermembranar, sendo utilizada para a sintese de ATP.

O complexo I em S. cerevisiae é substituido por trés isoformas da NADH desidrogenase
localizadas na membrana mitocondrial interna, sendo duas voltadas para o espago
intermembranar, responsaveis pela oxidagcdo do NADH gerado no citosol, e uma voltada para
a matriz mitocondrial, que oxida o NADH da matriz (Figura 10). Nessas enzimas ocorre a
oxidacdo do NADH a NAD" e a reducédo da coenzima Q (ubiquinona) (MONTEIRO, 2017,
PRADO, 2016). O complexo Il (succinato: ubiquinona redutase) desempenha papel no ciclo do
acido citrico, promovendo a oxidacdo do succinato a fumarato, com os elétrons sendo
transferidos a ubiquinona. Esta transfere os elétrons para o complexo Il (ubiquinol-citocromo
c redutase), que os transfere para a proteina citocromo c, acoplado ao bombeamento de prétons
para o espaco intermembranar. A partir do citocromo c os elétrons fluem para o complexo IV
(citocromo c oxidase), e finalmente para o oxigénio, a etapa final da cadeia de transporte de
elétrons (VOET e VOET, 2013; MONTEIRO, 2017).

NA . Citosol
NADH—>NAD"  \inn S NAD®

Espaco
intermembranas

Ndel { Nde2
=] == I " Membrana
| Interna
Ndil
VR Matriz

NADH —> NAD"
succinato » fumarato

Figura 10: Cadeia transportadora de elétrons da levedura S. cerevisiae, onde Q representa a coenzima Q na
sua forma oxidada; e CitC representa o citocromo ¢ (MONTEIRO, 2017).

A formacdo de espécies reativas de oxigénio pode acontecer no complexo IV se a
transferéncia de elétrons para o oxigénio néo for feita de forma correta e controlada, ou quando

a Coenzima Q transfere parcialmente seus elétrons para o O, (Figura 11).
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Figura 11: Formagdo de EROs e mecanismos de defesa antioxidante celular (NELSON E COX, 2014).

O complexo | em S. cerevisiae € substituido por trés enzimas desidrogenases.

2.3.2. Fosforilacdo Oxidativa

A mitoc6ndria é a responsavel pela sintese de aproximadamente 95% do ATP necessario
para a manutencdo de funcBes e estruturas celulares através da fosforilacdo oxidativa
(MARTINS N., 2007; MARTINS V. d., 2007).

O bombeamento de protons, associado a transferéncia de elétrons pela cadeia
transportadora de elétrons, gera um gradiente eletroquimico através da membrana mitocondrial
interna. A energia potencial armazenada no gradiente de prétons é posteriormente utilizada para
promover a sintese de ATP através do complexo da ATP sintase, também chamada de complexo
V, 0 qual é constituido de dois dominios funcionais, Fo e F1 (Figura 12). Esse complexo
enzimatico presente na membrana interna da mitocéndria catalisa a formacdo de ATP a partir
de ADP e Pi, impulsionada pelo fluxo de prétons do lado positivo (externo) para o lado negativo
(interno) da membrana (VOET e VOET, 2013; NELSON e COX, 2014).
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Figura 12: ATPase acoplada a cadeia transportadora de elétrons.

O complexo | em S. cerevisiae € substituido por trés enzimas desidrogenases.

Desde a sua descoberta, em 1959, as pesquisas sobre doencas mitocondriais vém se
tornando fruto de interesse assim como a prdpria mitocondria. A fosforilacdo oxidativa é
necessaria para producdo de ATP, ja que é o estagio final de diversas vias de degradacdo. A
disfuncdo de algum complexo da cadeia respiratoria pode ser a causa de doencas que afetem
tecidos que requerem grande quantidade de ATP como o cérebro, musculos esqueléticos e
cardiacos (BARCELOS e HASS, 2018; NASSEH et al., 2001).

2.4. Propolis

A palavra propolis € derivada do grego pro-, em defesa, e polis-, cidade ou comunidade,
isto é, em defesa da comunidade (LUSTOSA et al., 2008). A propolis na colmeia atende
basicamente a duas func¢des: mecanica (por evitar perda de calor por conveccao) e quimica (ao
garantir a assepsia, principalmente na regido das crias). A propolis também protege a colénia
de doencas, devido a sua eficécia antisseptica e propriedades antimicrobianas (SALGUEIRO,
2016).

A propolis é uma mistura complexa de substancias resinosas, gomosas e balsamicas
coletadas pelas abelhas meliferas (a mais conhecida € a abelha Apis mellifera Lineau) de
quaisquer partes do tecido vegetal, aos quais as abelhas acrescentam secrec¢des salivares, cera e
polen para o produto final. De modo geral a sua composi¢édo é constituida de resinas e balsamos
(50-60%), ceras (30-40%), 6leos essenciais (5-10%), graos de polen (5%), outras substancias
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organicas (5%), microelementos (aluminio, célcio, estréncio, ferro, cobre, manganés) e
vitaminas (B1, B2, B6, C e E) (CEDIKOVA et al., 2014; SALGUEIRO, 2016).

Devido a grande diversidade de espécies vegetais brasileiras visitadas pelas abelhas,
tem-se uma elevada variagdo das substancias constituintes da prdpolis, consequentemente dos
seus principios ativos e sua coloragdo. Ha um aumento nas pesquisas envolvendo as
propriedades e a sua composicao quimica, ja que por depender da vegetacao, suas propriedades
antioxidantes podem variar de acordo com a localizagdo, a vegetacdo, o clima, época da
colheita, e até mesmo de uma colmeia para outra. Mais de 300 substancias foram identificadas
em diferentes amostras de propolis, sendo destacadas as substancias fendlicas, tais como 0s
acidos fendlicos e os flavonoides, que sdo em grande parte responsaveis pelas atividades
bioldgicas descritas para a propolis (SILVA et al., 2018; PEREIRA et al., 2002).

As substancias fendlicas correspondem a aproximadamente 50% dos constituintes da
prépolis, mas pode ocorrer uma variacao deste percentual de acordo com a regido de coleta do
produto. A propolis oriunda de zonas temperadas (Europa e China) possui maior teor de
flavonoides do que a propolis de zonas tropicais (Brasil), que possuem maiores quantidades de
substancias fendlicas, como os fenilpropanoides prenilados e derivados do acido cinamico
(SALGUEIRO, 2016; PEREIRA et al., 2002).

Os flavonoides e é&cidos fendlicos sdo substancias provenientes do metabolismo
secundario de plantas. Os acidos fendlicos sdo uma classe de substancias que se caracterizam
pela presenca de um anel aromatico, um grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos
hidroxila e/ou metoxila na molécula. J& os flavonoides sdo caracterizados por um esqueleto de
15 4tomos de carbono arranjado em trés aneis (C6-C3-C6) (SOARES, 2002; OLIVEIRA et al.,
2006). A Figura 13 mostra as estruturas basicas de acidos fenolicos e flavonoides.

A R 0
PO Rt
Ry \\l/

Ry

Figura 13: Estruturas basicas de acidos fenolicos (A — derivados de acido cinamico e B - derivados de

acido benzoico) e de flavonoides (C).
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A capacidade antioxidante das substancias fendlicas esta relacionada a fatores
estruturais como 0 nimero e a posicao das hidroxilas ligadas no anel aromatico. O efeito de
ressonancia do anel aromatico facilita a retirada do atomo de hidrogénio do grupamento
hidroxila, tornando-se radicais relativamente estaveis formando um radical fenoxil, que nao
deve iniciar novas reag0es radicalares (Figura 14). Um segundo substituinte, grupo doador de
elétrons como outra hidroxila ou um grupo metoxila, aumenta a eficiéncia antioxidante,
diminuindo a forca da ligacdo com o hidrogénio acido da molécula; além de aumentar a
estabilidade do radical formado (CARRAO, 2015, OLIVEIRA et al., 2006, SOARES, 2002,
NEVES, 2015, PIRES, 2019; ANGELO e JORGE, DEGASPARI; GREGORIS;
STEVANATO, 2010).

Derivados do acido cindmico apresentam capacidade antioxidante superior aos
derivados correspondentes do acido benzoico devido a dupla ligagdo presente neste primeiro,
ajudando a estabilizar o radical, formando ressonancia pelo deslocamento do elétron
desemparelhado. Da mesma forma, a acdo antioxidante dos flavonoides também depende dos

substituintes dos anéis presentes em sua estrutura.

OH ) o) 0 0
(] [ ]
ROO" + B > - -— + RO0O-H
OH OH OH OH OH
Figura 14: Estruturas de ressonéncia de estabilizacdo de radical por doacdo de um atomo de hidrogénio
de grupo hidroxila (PIRES, 2019).

Outro mecanismo que contribui para a atuacdo antioxidante de substancias fenolicas é
a possibilidade de atuar como quelante de metais ferro e cobre, que séo catalisadores das reagoes
de formacéo de radicais livres, reacdes de Fenton e Waber-Heiss. A figura 15 apresenta os

possiveis locais de quelagdo dos ions metalicos na estrutura de um composto fenolico.
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Figura 15: Representacdo dos locais de ligacdo dos flavonoides aos metais de transi¢do (NEVES, 2015)

2.4.1. Prépolis Verde

A existéncia de uma rica flora no Brasil oferece as abelhas um elevado nimero de
plantas resiniferas de onde sdo coletadas as substancias para a producédo da prépolis. A principal
fonte vegetal para a producdo da propolis da regido Sudeste do Brasil € a resina coletada de
botdes e folhas jovens de Baccharis dracunculifolia L., conhecida popularmente como alecrim-
do-campo (Figura 16). Esta planta cresce naturalmente nas regides Sul e Sudeste do Brasil,
Uruguai, Paraguai, Argentina e Bolivia. Esta espécie pode estar presente em diversos tipos de
vegetacBes, e é devido a ela que a propolis verde apresenta tal coloracio (GUIMARAES et al.,
2012; LEMOS et al., 2007).

Figura 16: Abelha na planta alecrim-do-campo (FLORIOS, 2017).

Esta planta nativa do Brasil fornece altos niveis de diferentes substancias fendlicas,
como artepelin C, que é considerado um marcador quimico para este tipo de propolis. Esta
molécula é muito utilizada em pesquisas por apresentar propriedades farmacol6gicas efetivas

no tratamento do céncer. A prdpolis verde possui alto valor terapéutico, como também um
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elevado valor comercial em relacdo a prépolis marrom no mercado nacional e internacional
(SILVA et al., 2018). Seu valor por quilograma no mercado asiatico, Estados Unidos e Europa
é em média R$250,00, e a producéo de propolis verde (no Brasil) é de mais de 100 toneladas
ao ano (Valverde, 2020).

2.4.2. Propriedades Biologicas da Propolis Verde

O interesse no estudo da propolis verde, seus fitoquimicos e as propriedades biologicas
associadas aos seus extratos brutos, fracbes e constituintes tém sido exploradas por
pesquisadores de varias areas. Os estudos iniciais de suas propriedades datam de mais de 50
anos, contudo diferentes abordagens sobre as atividades bioldgicas deste tipo de propolis ainda
carecem de pesquisas pormenorizadas. As propriedades bioldgicas da prépolis brasileira tém
sido amplamente investigadas nos ultimos anos, atraindo principalmente o interesse de

produtores e consumidores do produto natural em todo o mundo.

Mais recentemente, estudo utilizando a propolis verde em células de neuroblastoma
humano demonstrou reduzir a concentracdo de espécies reativas e 0 estresse oxidativo,
aumentando a expressdao dos fatores criticos de eficiéncia da sinapse nos neurdnios, fator
neurotréfico (KOCOT et al., 2018). Além disso, também evidenciou-se em outro estudo com
este mesmo tipo celular a diminuicdo das espécies reativas de oxigénio provenientes de danos

mitocondriais e de danos ao DNA destas células (N1 et al., 2017).

Também foi verificado em outros trabalhos que a propolis verde afeta o estresse
oxidativo em pacientes com Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), agindo na consequéncia e ndo na
causa da doenga j& que a propolis verde ndo exerce impacto significativo no metabolismo da
glicose. Individuos com DM2 sofrem com o aumento da producéo de EROs e danos oxidativos,
indicando que as fungdes antioxidantes naturais estdo prejudicadas. Foi observado neste
trabalho, que apds a ingestdo da propolis verde percebeu-se eficacia em marcadores
antioxidantes como carbonilas reduzidas e a quantidade da enzima LDH, significativamente
menor (ZHAO et al., 2016). Esta enzima lactato desidrogenase é encontrada em quase todos 0s
tecidos, sua deteccao alta no sangue € indicio de algum dano celular.

Com relacdo a atividade antioxidante foi demonstrado que o extrato hidroalcoolico de
prépolis verde promoveu um aumento dos niveis de RNA mensageiros associados a resposta

contra o estresse oxidativo e a resposta anti-inflamatoria (ZACCARIA et al., 2017). Ja a
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atividade antibacteriana foi verificada sobre as bactérias Staphylococcus aureus (gram-positiva)

e Escherichia coli (gram-negativa) utilizando extrato de propolis obtido por extracéo etanolica

e por fluido supercritico (MACHADO et al., 2016). A Tabela 1 apresenta algumas das

propriedades bioldgicas atribuidas a prépolis verde.

Tabela 1- Propriedades bioldgicas avaliadas na prépolis verde (PIRES, 2019).

Propriedade Biologica

Referéncias

Antimicrobiana
Anti-inflamatoria
Anticancer
Antiparasitaria
Imunomoduladora
Antiviral
Laxante
Adjuvante em vacinas
Antifungica

Anti-hipertensiva

Antioxidante

Aguiar et al., 2014; Cardoso et al., 2016;
Szliszka et al., 2013; Machado et al., 2014;
Szliszka et al., 2011; Chan et al., 2012;
Salomao et al., 2011,

Cheung et al., 2011; Figueiredo et al., 2014;
Urushisaki et al., 2011;

Kakino et al., 2012;

Fischer et al., 2010;

Dota et al., 2011; Ngatu et al., 2011;
Maruyama et al., 2009;

Simoes-Ambrosio et al., 2010; Mello et al., 2012;

Salgueiro e Castro, 2016;

H&a estudos que mostram a relacdo diretamente proporcional entre o potencial

antioxidante e a presenca das substancias fendlicas, como o flavonoide canferide, e os acidos

3,5-diprenil-4-hidroxicindmico (artepelin C), rosmarinico e p-cumarico, em alimentos de
origem vegetal e presentes na propolis (Figura 17) (OLIVEIRA et al., 2006; ARRUDA, 2019;
SALGUEIRO, 2016; SOARES, 2002; SOUZA M. L., 2017; SILVA S. M., 2018).
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Figura 17: Estrutura quimica das substancias majoritariamente encontradas na propolis verde.

2.4.3 Artepelin C

O artepelin C (Figura 18), o acido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico, pode ser encontrado
em diversos tipos de propolis, como a propolis produzida pelas abelhas Frieseomelitta varia
(Lep.) (CAMPOS et al., 2011), abelha sem ferrdo, possuindo coloragdo mais amarelada; e Apis
mellifera (BASTOS et al., 2011), conhecida como abelha africanizada, com ferrdo, possuindo
coloracdo mais esverdeada. A variedade de espécies vegetais também caracteriza a
porcentagem desse constituinte na propolis, contudo a Baccharis dracunculifolia (DC.)
(alecrim-do-campo) (Figura 19) é a principal fonte boténica da propolis verde (TEIXEIRA et
al., 2005).

OH

HO

Figura 18: Estrutura quimica do artepelin C.

24



)

Alecrim do Campo - Baccharis dracunculifolia

Figura 19: Foto ilustrativa do alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia DC.).

Existem inumeras propriedades bioldgicas relacionadas ao artepelin C. Essa substancia
é caracterizada como um dos principais componentes da prdpolis verde, muitas vezes associa-
se as propriedades bioldgicas desse composto as propriedades bioldgicas apresentadas pela
prépolis verde. Entre essas propriedades atribuidas ao artepelin C destaca-se a atividade
antitumoral, seja de forma preventiva ou pela inducdo indireta de apoptose em células
cancerigenas (SILVA et al., 2018); além disso, pode bloquear a via de sinalizacdo disparada
pela proteina quinase A (PKAL), que é uma enzima associada ao desenvolvimento de tumores
neurofibromatosos, impedindo seu crescimento e proliferagdo (ARRUDA et al., 2019).
Também j& foram caracterizadas atividades antimicrobiana e anti-inflamatéria, aumentando a
guantidade de citocinas anti-inflamatorias na corrente sanguinea (MACHADO et al., 2012). Na
protecdo antioxidante verificou-se que este composto pode reagir diretamente com as EROs, ou

inibir a peroxidacéo lipidica (UTO et al., 2006).

Tem sido descrito também, que o artepelin C apresenta atividade antiparasitaria contra
Leishmania reduzindo significativamente sua viabilidade celular (ARRUDA et al., 2019); visto
que ndo ha vacina ou medicamento totalmente eficaz ou especifico contra este organismo, este
estudo com artepelin C e outros compostos fendlicos sdo de crucial importancia para combater
esta doenca infecciosa. E o caso do acido rosmarinico, outro importante constituinte da propolis
verde que pode promover a deformacdo da membrana celular deste parasita diminuindo seu
tempo de vida (FALCAO et al., 2013).
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2.4.4 Acido Rosmarinico

O é&cido rosmarinico (Figura 20) é um éster dos acidos cafeico e do 3,4-diidroxifenil-
latico, e possui este nome pois foi isolado pela primeira vez das folhas da espécie vegetal
Rosmarinus officinalis L; entretanto esta presente em diversas plantas, sendo abundante em
espécies vegetais da familia Lamiaceae, como Mentha spicata e Melissa officinalis L (Figura
21). A presenca do &cido rosmarinico da as diversas plantas atividades farmacologicas e
bioldgicas, como, por exemplo, a capacidade antioxidante relacionada com sua acao
neuroprotetora (SOODI, 2017; OLIVEIRA, 2010).

Soodi e colaboradores (2017) utilizaram em seu estudo células granulares cerebelares
de camundongo e induziram toxidez por adi¢ao de peptideos -amiloide, indutor da doenca de
Alzheimer, e posteriormente tratadas com extrato de M. officinalis. O tratamento foi capaz de
reverter a toxidez e aumentou a viabilidade celular, mostrando protecéo aos neurénios, além de
acao antioxidante diminuindo a peroxidacéo lipidica e a quantidade de EROs intracelular. O
extrato também foi capaz de reduzir o nimero de células apoptoticas e diminuir a atividade da

caspase-3.

0 COH

Figura 20: Estrutura quimica do &cido rosmarinico.

Figura 21: Foto ilustrativa do alecrim-da-horta (Rosmarinus officinalis L.).
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H& estudos que citam outras propriedades bioldgicas do acido rosmarinico, tais como
atividades anti-inflamatdria (XU et al., 2020), anticancer (SILVA et al., 2018), bactericida
(MACHADO et al., 2016), antiviral e antialérgica (SWISLOCKA, 2019). Waer et al (2020)
mostraram que o acido rosmarinico pode ajudar a inibir a proliferacdo e o crescimento de
células cancerigenas, enquanto para células saudaveis houve baixissima toxicidade, revelando
que esta substancia € promissora em pesquisas voltadas para a¢do antitumoral, uma vez que 0
tratamento com acido rosmarinico foi capaz de induzir o aumento de enzimas antioxidantes.
Células cancerigenas apresentam altas quantidade de EROs como H202 e Oz, € apds a
incubacdo o &cido rosmarinico foi observada uma diminuicdo da quantidade de perdxido

produzida, além de diminuir o oxido nitrico, outra espécie reativa.
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3. OBJETIVO

Avaliar o potencial antioxidante de extratos de propolis verde e de dois de seus

constituintes sobre a atividade mitocondrial em células de Saccharomyces cerevisiae.

3.1 Obijetivos Especificos

- Determinar concentracdes ndo citotdxicas dos extratos etandlico e hexanico de
prépolis verde e de dois de seus constituintes (artepelin C e acido rosmarinico) em

modelo bioldgico eucarioto;

- Quantificar o potencial redox dos extratos de prépolis verde, do artepelin C e do

acido rosmarinico em células de Saccharomyces cerevisiae;

- Verificar alteragdes na funcdo mitocondrial causadas pelos extratos de propolis
verde, do artepelin C e do &cido rosmarinico em um modelo bioldgico eucarioto sob

estresse oxidativo;

- Verificar uma possivel correlacdo entre o potencial antioxidante dos extratos de
prépolis verde, do artepelin C e do acido rosmarinico com a atividade mitocondrial

das células de S. cerevisiae.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Meios de Cultura

Para este estudo foram utilizados diferentes meios de cultivo:

- YPD liquido, composto de 1% de extrato de levedura (Difco, EUA), 2% de peptona
(Difco, EUA) e 2% de glicose (Vetec, Brasil);

- YPD solido, composicdo idéntica ao YPD liquido com adicdo de 2% de agar (Difco,

EUA) para solidificar o meio;

- YPGly liquido, composto de 1% de extrato de levedura (Difco, EUA), 2% de peptona
(Difco, EUA) e 4% de glicerol (Vetec, Brasil);

- YPGIy solido, composicdo idéntica ao YPGIly liquido com adicdo de 2% de agar
(Difco, EUA) para solidificar o meio.

Os erlenmeyers contendo os meios liquidos foram preparados obedecendo a razdo de
5/1 de volume do frasco/meio de cultura no frasco. Os meios foram esterilizados em autoclave
a120 °C e 1 atm por 15 minutos. Os meios solidos eram vertidos em placas de Petri estéreis no
ambiente de fluxo laminar (Cabine horizontal com filtro ULPA, Marca Esco®).

4.2 Microrganismo e Condicao de Cultivo

Utilizou-se a cepa BY4741 de S. cerevisiae com seu genoma integro; adquirida da
companhia Euroscarf (http://www.euroscarf.de/), em Frankfurt, na Alemanha; e armazenada
em meio solido YPD 2% a 4 °C.

4.2.1 Repique

Os repiques foram preparados através da transferéncia de algcada de cultura estoque de
S. cerevisiae para um tubo vial contendo YPD 2% sélido inclinado. Este tubo foi incubado a 30
°C por 24 horas em estufa incubadora refrigerada (BOD, Marca SOLAB®) para ter sempre
células filhas viaveis e metabolicamente ativas, evitando leveduras que se encontram no

processo de envelhecimento.
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4.2.2 In6culo

Para o preparo do ino6culo, uma algada com células do repique fresco foi transferida para
erlenmeyer contendo 100 mL de meio YPD liquido. O indculo foi incubado a 28 °C por 22
horas sob agitacdo de 160 rpm em incubadora tipo shaker (Incubadora orbital refrigerada,
Marca NOVATECNICA®). Apds o crescimento das células, a concentragdo das mesmas foi
determinada através da medida da absorvancia em espectrofotometro (UV/Vis, Marca
Biospectro®) a 570 nm de uma suspenséo celular convertida em massa de célula (mg de peso

seco de célula/mL de meio de cultura).

A fim de se trabalhar com as células na fase diduxica ou na segunda fase de crescimento
exponencial, para que as células ja tenham o0s genes mitocondriais expressos, ou Sseja,
metabolismo respiratorio ativado; os indculos eram retirados para as subsequentes analises
quando a densidade dptica do meio de cultivo correspondia a concentragdes entre 2,0 e 2,5

mg.mL™2.

4.3 Fator de Conversdo de Absorvancia para Concentracao

Preparou-se o in6culo com concentracdo desconhecida através da inoculacdo de algada
de repique fresco em 100 mL de meio YPD liquido estéril. Apds 24 h de incubacéo sob agitacédo
a 160 rpm em shaker a 28 °C, uma aliquota de 10 mL foi retirada e transferida para tubo tipo
falcon previamente pesado e reservou-se. Efetuaram-se diluigdes 1:10, 1:25, 1:50, 1:100, 1:200
e 1:250 do indculo crescido. A absorvancia foi lida em espectrofotdmetro a 570 nm.

A aliquota de 10 mL reservada foi centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado duas vezes com agua destilada estéril. Por
fim, o sobrenadante foi descartado e o tubo de ensaio foi colocado em estufa a 60 °C por 72 h.
Atraveés da massa de células contida nos 10 mL de meio foi calculada a concentracéo do in6culo
inicial; e, com as absorvancias das dilui¢des, foi estabelecido uma curva padrdo e o fator de

conversdo de absorvancia em concentragdo (mg.mL™).

4.4 Amostras Avaliadas

As amostras analisadas neste trabalho compreenderam dois diferentes extratos de
prépolis verde (hexano e etanol), além de duas substancias encontradas na prépolis verde
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(artepelin C e &cido rosmarinico), que foram selecionadas dentre uma série de compostos
fendlicos e flavonoides identificados. Os extratos de propolis e as amostras puras foram cedidas
pela professora Rosane Nora Castro do Laboratorio de Quimica Medicinal e Laboratorio de
Quimica do Mel da UFRRJ.

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados extrato etandlico de prépolis
verde (EEP) e extrato hexanico de propolis verde (EHP). Os extratos foram todos preparados
em extrator Soxhlet, partindo-se de 3,0 g da amostra de propolis verde bem triturada
compactadas em cartucho de celulose. As amostras foram extraidas separadamente por 6 h com
150 mL de etanol P.A. (96%) e 150 mL de n-hexano (P.A.) (PIRES, 2019). Apds o tempo de
extracao, os solventes foram removidos com auxilio de evaporador rotativo e 0s extratos brutos
secos foram solubilizado em etanol P.A. (95%), obtendo solu¢bes na concentracdo de 10

mg.mL™,

As substancias presentes na propolis que foram escolhidas para desenvolver este
trabalho foram o &cido rosmarinico (produto comercial, 98% pureza) e o artepelin C (isolado
da propolis com 98% de pureza; PIRES, 2019). Estas substancias foram preparadas nas
concentracdes de 2,5 pg.mL ™ e 1,9 ug.mL?, respectivamente; em uma mistura de etanol e dgua
destilada na proporcao 1:1. O artepelin C foi isolado do extrato hexanico da propolis verde com
98% de pureza (PIRES, 2019) e o &cido rosmarinico utilizado nos experimentos foi adquirido

comercialmente da Sigma-Aldrich, com 98% de pureza.

A concentracdo de etanol que comeca a ser toxica para as leveduras é de 5%
(SCHIAVONE et al., 2016; STANLEY et al., 2010); e a concentracdo atingida nas culturas

celulares durante os ensaios foi de no maximo 2%.

4.5 Tratamento Inicial

4.5.1 Extratos de Propolis

Um volume da suspensao celular contendo 20 mg de células foi transferido para
erlenmeyers de 50 mL e os extratos etanolico de prépolis (EEP) e o extrato hexanico de prépolis
(EHP) foram adicionados nas concentra¢des de 25 pg.mL™, 50 ug.mL?, 100 pg.mL? e 200
ug.mLt. O volume da cultura celular nestes erlenmeyers sempre foi de aproximadamente 10,0
mL. A fim de comparacéo foi adicionado 0 mesmo volume de células em um erlenmeyer para

ser o controle negativo e um outro erlenmeyer com 2,0 mM de per6xido de hidrogénio (H202)
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para ser o controle positivo para estresse. Todos foram mantidos no shaker por 1 hora a 28
°C/160 rpm, como ilustrado na Figura 22.

amm  N3o estressada

—  4mm H20, (2mM) 1h

AR EEP (25ug.mL"!) 1h

o EEP (50pg.mL-') 1h
e o . . EEP(100pg.mL!') 1h

" REPIQUE g 28°C, ~24h ~\28°C,160rpm, ~22h -

s EEP (200ug.mL-!) 1h

4 EHP (25pg.mL') 1h

EHP (50ug.mL-!) 1h

amm  EHP (100pg.mL-!) 1h

w EHP (200pug.mL"") 1h

Figura 22: Metodologia do tratamento inicial.

4.5.2 Substancias puras da Prépolis Verde

Um volume da suspensdo celular contendo 20 mg de células foi colocado em
erlenmeyers de 50 mL e adicionadas o acido rosmarinico (AR) e artepelin C (AC),
separadamente, nas concentragdes de 2,5 pg.mL? e 1,9 ng.mL?, respectivamente. Como para
0s extratos, o volume da cultura celular neste erlenmeyers sempre foi de aproximadamente 10,0
mL, e novamente para fins de comparacao dos resultados, foi adicionado o mesmo volume da
suspensdo celular em um erlenmeyer para ser o controle negativo e um outro erlenmeyer
contendo 2,0 mM de perdxido de hidrogénio (H20>) para ser o controle positivo para estresse.

Todos foram mantidos no shaker por 1 hora a 28 °C/160 rpm.
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4.6 Toxidez e Vitalidade Celular dos Extratos de Propolis

Neste ensaio foi utilizada uma solucdo da substancia resazurina (azul), que quando
reduzida produz o composto resorufina (rosa) (Figura 23), que apresenta fluorescéncia em um
determinado comprimento de onda. A medicdo da fluorescéncia foi feita em leitor de
microplacas de 96 pocos CHAMELEON V (Hidex Oy®), e sua quantificacdo foi realizada
através da incidéncia de luz de excitacdo nas amostras em cada poco da placa, e a luz de emisséo
é coletada pelo detector através do conjunto de filtro e lente escolhidos, utilizando-se os
comprimentos de onda de 534 nm (excitacdo) e 590 nm (emissdo). A fosforescéncia da placa
deve ser levada em consideracdo ao utilizar filtros para fluorescéncia, pois os filtros utilizados
pelo equipamento apresentam sensibilidade ao vermelho e algumas microplacas brancas
emitem alta fosforescéncia nessa regido, portanto foi utilizada placa de cor preta para ndo

interferir na anéalise.

e
| Resazurin
N
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Cellular metabolic activity

/@ | m
HO e o
Resorufin

Figura 23: Reducéo da resazurina em resorufina.

Ap0ls o tratamento inicial, 0 volume da suspenséo celular de cada erlenmeyer foi
recolhido e centrifugado em tubos tipo falcon estéreis a 5000 rpm por 5 minutos. A suspenséo
celular foi lavada duas vezes com agua destilada estéril. As células foram ressuspensas em 4,0
mL de tampdo fosfato de sédio (0,1 M, pH 7,0) com 1% de glicose, obtendo concentragéo final
de 5,0 mg.mL™? de suspensdo celular. Uma aliquota dessa suspensdo celular (1,0 mL) foi
transferida para um microtubo de 1,5 mL estéril, junto com 200 puL de uma solu¢do de
resazurina (0,01% em agua destilada esteril). Essa mistura foi incubada no shaker por 1 hora
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(Figura 24). Apos esse tempo de incubagdo os microtubos foram centrifugados a 5000 rpm por
5 minutos ¢ 100 puL do sobrenadante foram transferidos para uma placa de 96 pogos prépria

para a quantificacdo da fluorescéncia.

— normal B FLUORESCENTE

,E> 5mg/mLde células | Metabolismo ' NS
@ +200uL resazurina | celular enfraquecido
20mg de células 20mg de células

20 mL 4mL

lento

Figura 24: Metodologia da toxidez e vitalidade celular.

4.7 Peroxidacdo Lipidica

Ap0s o tratamento inicial com os extratos de propolis (neste experimento, o erlenmeyer
utilizado foi o de 125 mL), um volume de suspensao celular correspondente a 50 mg de células
foi recolhido e centrifugado em tubos tipo falcon estéreis a 5000 rpm por 5 minutos. A
suspensdo celular foi lavada duas vezes com agua destilada gelada estéril. As células foram
ressuspensas em 50 mL de tampéo fosfato de sédio (0,05 M, pH 6,0) e foram transferidas para
os erlenmeyers de 125 mL anteriores, sempre em ambiente estéril. O perdxido de hidrogénio
foi adicionado na concentracdo de 2,0 mM e a incubacdo ocorreu por 1 h sob agitacdo a 28
°C/160 rpm. Os tubos falcon contendo as células centrifugadas ndo estressadas e estressadas

foram mantidos no gelo até o ensaio propriamente dito.

Apds o estresse repetiu-se o processo de lavagem das células que estavam incubadas
com perdxido de hidrogénio, sendo, em seguida, ressuspensas em 500 uL. de TCA 10% (acido
tricloroacético) e transferidas para tubo de ensaio de parede grossa. Adicionou-se a esse tubo
1,5 g de pérolas de vidro (40 um) e as células foram lisadas sob agitacdo vigorosa com 6 ciclos
de 20 segundos no vortex (agitador de tubos, Marca Gehaka®) e 20 segundos no gelo. O extrato
foi recolhido em microtubos e as pérolas de vidro lavadas adicionando-se 500 pL de TCA 10%
(Vetec), com o sobrenadante recolhido nos mesmos microtubos. Apds a lise celular, os extratos

celulares passaram por uma centrifugacéo a 4000 rpm, o sobrenadante foi coletado e utilizado
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para as analises de peroxidagdo lipidica através do método TBARS (substancias reativas ao
acido tiobarbiturico).

O ensaio foi realizado com a mistura reacional contendo 150 pL de extrato celular, 150
uL de H20, 100 uL de EDTA 0,1 M (Vetec) e 600 uL de acido tiobarbiturico (Merck) 1% em
NaOH 0,05 M. Também foi preparado um branco reacional contendo 300 uL de H>O sem o
extrato celular. A mistura reacional foi incubada a 100 °C por 15 minutos. Os tubos foram
resfriados e a absorvancia foi medida espectrofotometricamente a 532 nm. A dosagem foi feita
em duplicata e os resultados expressos em picomols de malonaldialdeido (MDA — produto da
peroxidagdo lipidica) por miligrama de células (pmols MDA/mg cel) (STEELS;
LEARMONTH; WATSON, 1994). O produto final gerado é o resultado da reacdo do &cido

tiobarbitarico com o malonaldialdeido (MDA) produzido durante a peroxidacao dos lipidios de

SYN\ OH HO /NYSH
N N
N S CH—CH=CH”
OH OH

Figura 25: Produto formado a partir da reacdo do acido 2-tiobarbittrico e 0 malonaldialdeido.

membrana (Figura 25).

Um segundo experimento de peroxidacéo lipidica foi realizado modificando-se alguns
parametros, como 0 aumento na concentracdo de H2O> utilizado-se 20 MM no ensaio com as
substancias isoladas, além de so utilizar as concentracdes intermediarias dos extratos etandlico

e hexanico, 50 e 100 pg.mL™.

4.8 Sobrevivéncia por Viabilidade Celular

Ap0s o tratamento inicial com os extratos de propolis ou com as substancias isoladas,
uma aliquota das células tratadas e dos controles sem estresse e sob estresse foram retiradas
para a determinacdo da densidade Optica das suspensoes celulares, e um volume correspondente
a 40 pg das células tratadas com os extratos e os controles foi diluido em microtubos, contendo
1,0 mL de agua destilada estéril; e, subsequentemente, uma aliquota de 0,1 mL foi espalhada
por alca de Drigalski sob os meios solidos YPD 2% e YPGIly 4%. As placas foram incubadas a

30 °C por 48 h e 96 h, respectivamente, para posterior visualizagcdo do crescimento celular. A
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viabilidade celular foi determinada comparando-se o nimero de coldnias das células tratadas

com as substancias com os controles (negativo e positivo).

4.9 Atividade Antioxidante por Disfuncdo Mitocondrial

Ap0s o tratamento inicial com os extratos de propolis ou com as substancias isoladas,
as celulas foram estressadas com 2,0 mM de H2O> por 1 hora e posteriormente retirou-se
aliquotas dos ensaios para a determinacdo da densidade Optica das suspensdes celulares e um
volume correspondente a 40 pg de células foi diluido em microtubos, contendo 1,0 mL de agua
destilada esteéril; e, subsequentemente, uma aliquota de 0,1 mL foi espalhada por al¢ca de
Drigalski sob os meios sélidos YPD 2% e YPGIy 4%. As placas foram incubadas a 30 °C por
48 h e 96 h, respectivamente, para posterior visualizacdo do crescimento celular. E novamente,
a viabilidade celular foi determinada pela contagem das coldnias e comparando-se com 0s

controles (negativo e positivo).

4.10 Consumo de Oxigénio

Na realizacdo dessa andlise, as células tratadas com os extratos de prépolis ou com as
substancias isoladas e posteriormente estressadas juntamente com os controles foram
transferidas para tubos tipo falcon e lavadas com agua destilada estéril. As células foram
ressuspensas em 2,0 mL de tampéo fosfato de sédio (0,05 M, pH 6,0) e uma aliquota de 150 uL

dessa suspensdo celular foi utilizada na camara do oxigrafo.

O consumo de oxigénio foi medido em um oxigrafo utilizando um eletrodo do tipo Clark
(Oxytherm, Hansatech Instrument®) inserido em uma camara com capacidade de 2,0 mL com
um agitador magnético incluso. Depois de calibrar o eletrodo a 28 °C entre 0 e 100% de
saturacdo com o oxigénio atmosférico, foi transferido para a camara 1830 uLL do mesmo tampéo
fosfato em que as células foram ressuspensas em 20 uL de solucédo de glicose (9,0 mM). Com
a adicdo das células na camara, a respiracdo basal foi registrada representando o consumo de

oxigénio das células de levedura.

Com o interesse em avaliar a capacidade méaxima da cadeia transportadora de elétrons e
a diferenga entre 0o consumo de oxigénio na respiracdo basal e o consumo maximo foi

adicionado 20 pL do cianeto de carbonila 4-(trifluorometoxi)fenil-hidrazona (FCCP) (10 uM
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em etanol), chegando a uma concentragdo de 0,01 uM do ion6foro. A concentracdo utilizada
foi determinada apds uma titulagdo com FCCP, chegando a uma resposta méxima apos
adicionar diferentes concentracfes do mesmo. FCCP é uma molécula capaz de transportar os
prétons do espaco intermembranar a matriz mitocondrial desacoplando o consumo de oxigénio
da sintese de ATP.

4.11Toxidez e Vitalidade Celular com as Substancias Puras da Propolis

Em um dos pocos da placa de 96 pocos foi adicionado 200 pL contendo meio de cultura
YPD 2% e solugBes do acido rosmarinico e de artepelin C numa concentracgéo de 160 pg.mL™.
Foram transferidos 100 pL dessa mistura para o poco seguinte ja contendo 100 uL de meio
YPD 2%, para que a concentracdo fosse a metade do poco anterior; e assim foi feito em todos

0s pogos das linhas A a H.

Ao longo dos 8 pocos de cada coluna (1 a 3 e 6 a 8) as concentracdes de exposicdo foram
de 160 pg.mL™t a 1,25 pg.mL™L. Preparado o experimento, a placa de 96 pogos ficava em
ambiente estéril incubada por 1 hora e posteriormente foi adicionada a solucdo de resazurina
(coloracdo azul) a fim de caracterizar a faixa de concentracdo que apresentasse toxicidade as
células. Ap6s 1 hora foi possivel visualizar qualitativamente os resultados obtidos.

4.12 Analise Estatistica

Os resultados sdo apresentados como uma média e desvio padrdo de trés experimentos
independentes, no minimo. O teste de analise de variancia ANOVA foi aplicado seguido de
teste postumo de Tuckey para comparacdo das diversas médias. A diferenga foi considerada
estatisticamente significativa quando p < 0,05. A representacdo com letras diferentes mostra

resultados estatisticamente distintos em todos os graficos apresentados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Salgueiro (2016) isolou e quantificou acidos e flavonoides presentes em 12 amostras de
propolis verde brasileira, além de fazer extratos com diferentes solventes, determinar os teores
de fenois e flavonoides totais, e determinar a capacidade antioxidante, através dos ensaios in

vitro.

Segue a tabela 2 com os resultados obtidos no trabalho de Salgueiro (2016) para 0s

extratos etandlico de propolis.

Tabela 2 — Teores de fenois totais (TP), flavonoides totais (TF) e da capacidade

antioxidante dos extratos etandlicos (EEP) apresentados em suas médias e desvios padréo.

Capacidade Antioxidante

Amostras TP ?* TF"® FRAP © ABTS ¢ DPPH-CE;; ¢
EEP1 8.74+0.01 7.31+0.01 260.79+£0.03  98.65+0.09 42,58+ 0.02
EEP2 7.90+£0.02 5214+£0,01  487.74+£0.02  99.03£0.06 36,84+ 0.09
EEP3 1.37+0.,01 0.63+£001  482,18+0.02 84.86+0.01 52,76+ 0,04
EEP4 1443+0,01 971+001 38496+0.03 157.62+0.01 3561+0,12
EEPS 11.88+0.,07 8.73+0,06 395,79+0.03 128.89=+0.04 30.65+0,02
EEP6 7.15+0.01 5.59+£0.01 289.41+£0.01 116.64+0.09 51.27+0.04
EEP7 6.86 £ 0,02 496+0,02 341.63+0.01 123.73+£0.15 56,71+£0,02
EEPS8 10.57+0,03 456+0,02 381.35+0.01 136.36+0.05 50,33+0,05
EEPY9 9.16+0,02 1.45+£0,02 291.91+0.01 149.95+0.02 35.79+£0.05
EEP10 8.46+0.01 2.28+£0.01 283.29+£0.02 110.14+0.02 31.95+£0.01
EEP11 9.89 +£0.02 3.40+£0.01 332.74+£0.01 11243+£0.02 39.75+0.06
EEP12 1047002 5874+002 608.85+0.03 142.68+0.04 3298+0,05

FRAP - Redugiio do ion férrico; ABTS - Captura do radical-cation (ABTS™); DPPH — Sequestro do
radical livre 2.2-difenil-1-picril hidrazil; a- mg Eag 100mg™ de extrato; b — mg Eqe 100mg™ de extrato:
c- mmol Fe(II) 100mg? de extrato: d- mmol Trolox 100mg! de extrato: e- ng mL': média +desvio
padrio. n=3

Concluiu-se que os extratos etandlico de propolis 4 e 12 (EEP4 e EEP12) foram os que
de forma geral apresentaram melhores resultados quanto a capacidade antioxidante nos trés
métodos testados in vitro. EEP4 apresenta os maiores valores de fendis e flavonoides totais.
Nesse trabalho, analisando os extratos de propolis em diferentes solventes, Salgueiro (2016)
conseguiu relacionar os teores de substancias fendlicas e a capacidade antioxidante com altas

concentragdes de artepelin C, &cido rosmarinico, canferide e acido p-cumarico.

Sendo assim, a fim de avaliar a atividade antioxidante utilizando modelo biolégico

eucarioto, decidiu-se no presente trabalho utilizar o extrato etandlico EEP4, assim como o
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extrato hexanico da mesma propolis a fim investigar se ha diferencas devido ao carater mais
apolar das substancias presentes. Além disso também avaliou-se o potencial antioxidante do
biomarcador da propolis verde, artepelin C, e do acido rosmarinico, que foi pela primeira vez
encontrado numa propolis verde produzida no Rio de Janeiro (SALGUEIRO e CASTRO,
2016). Os experimentos foram realizados in vivo utilizando como modelo bioldgico a levedura

S. cerevisiae.

5.1 Toxidez e Vitalidade Celular

A vitalidade celular é definida como a capacidade metabdlica de uma célula, onde os
efeitos toxicos de fatores quimicos ou fisicos podem ndo levar diretamente a morte celular, mas
podem causar uma série de alteracGes intracelulares e metabdlicas que resultardo na
incapacidade de uma célula de se dividir. Em condicGes de estresse oxidativo intracelular
haverd uma menor quantidade de enzimas disponiveis e ativas para produzir moléculas
redutoras, e a quantidade destas pode néo ser o suficiente para reagir com a resazurina e alterar
sua coloracdo de azul para rosa (resorufina). Esta substancia permite distinguir entre células

metabolicamente ativas, enfraquecidas ou sem atividade metabolica.

A producédo de moléculas redutoras esté diretamente relacionada com vias metabolicas
(fermentacdo e respiracdo, por exemplo); assim, quanto mais metabolicamente ativa a célula
estiver, maior serd a producdo de moléculas redutoras. A resazurina atua como um aceptor de
elétrons, reagindo com as moléculas redutoras e gerando a resorufina, composto de coloragéo
rosa perceptivel a olho nu que tem a capacidade de emitir fluorescéncia; portanto, quanto mais
ativa esta célula estiver, mais rosa e mais fluorescente estara a suspensdo celular (MORAES,
2017, TECZA e MIREK, 2014).

Avaliou-se a toxidez dos extratos etandlico e hexanico em diferentes concentragdes pelo
método da resazurina, analisando conseguinte a perda de vitalidade celular das leveduras
quando expostas aos extratos. Depois de determinada a fase de crescimento e a concentragdo
do indculo a serem utilizadas neste experimento, foram selecionadas diferentes concentragdes
dos extratos de propolis (25, 50, 100 e 200 pg.mL™?) baseadas em trabalhos anteriores
(SALGUEIRO, 2016, SA et al., 2013).

Durante os ensaios também foram realizados dois experimentos controle juntamente

com quatro concentracdes diferentes dos dois extratos de propolis verde, o controle (controle
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negativo - CN) e as células estressadas com perdxido de hidrogénio (controle positivo - CP). O
controle representa apenas células em meio de cultura, onde estas células ndo foram expostas a
nenhuma substancia que possa estressa-las ou influenciar significativamente no seu
metabolismo. Este controle representou 100% de vitalidade (Figura 26). As células estressadas
foram expostas a 2,0 mM de H20», substancia extremamente toxica para as células nessa
concentragdo. Por ser uma espécie reativa de oxigénio altamente oxidante, esta substancia pode

afetar o metabolismo celular oxidando biomoléculas presentes nas células.

Ap0s a incubacdo das células de levedura com as substancias de interesse por 1 hora
ocorreram duas lavagens com agua destilada estéril. E interessante ressaltar que a lavagem retira
os compostos fendlicos do meio sobrenadante, bem como o peroxido de hidrogénio; permitindo
assim avaliar apenas a acao das substancias que provavelmente foram absorvidas pela levedura.
O resultado obtido neste experimento pdde ser analisado de forma qualitativa (Figura 26a) e

quantitativa (Figura 26b).
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Figura 26: Vitalidade das células de levedura expostas a diferentes concentragdes dos extratos etandlico
(EEP) e hexanico (EHP) por 1 hora. a) Resultado da coloracéo obtida no experimento. b) Gréaficos obtidos pelos
valores, em porcentagem, das leituras de fluorescéncia.
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Na figura 26a observa-se que o0 extrato hexanico da prépolis (EHP) apresenta leve
toxidez na concentragdo de 200 pg.mL™?, caracteristica de uma coloragdo roxa indicando uma
quantidade menor de resorufina formada, consequentemente revelando que o metabolismo
destas células esta enfraquecido. Ja com o extrato etanolico da prépolis (EEP) nenhuma

concentragdo utilizada mostrou ser tdxica, sendo qualitativamente iguais ao controle (CN).

De acordo com um estudo anterior, o extrato etanolico da propolis brasileira originaria
do municipio de Guarapari-ES também ndo mostrou-se toxica para as células de S. cerevisiae
nas concentraces avaliadas (25 - 100 pg.mL™) (SA et al., 2013), obtendo-se uma tolerancia de
100% assim como foi observado neste trabalho. Corroborando os resultados obtidos com o
extrato etandélico da prépolis verde, o trabalho de Silva et al. (2018), que utilizou concentracdes
de 137,5 a 550 pg.mL? em células somaticas de Drosophila melanogaster, também nio

apresentou toxidez mostrando similaridade entre os resultados.

As células estressadas com H»O» apresentaram coloragdo azul, indicando que o

metabolismo das células estava lento, ndo sendo possivel visualizar a alteracédo de cor.

Nos resultados obtidos de forma quantitativa (Figura 26b) todos os tratamentos com o
extrato etanodlico e as trés primeiras concentracGes do extrato hexanico apresentaram valores
préximos a 100%, sendo estatisticamente iguais entre si; enquanto as células estressadas e o
extrato hexanico de maior concentragédo (EHP200) mostraram 87,60% + 3,4 e 96,06% + 1,8,
respectivamente (p < 0,05). Os resultados quantitativos revelam coeréncia com a analise
qualitativa, visto que EHP200 mostrou-se com coloracdo arroxeada, o que revela certa toxidez
se comparado com o controle, mas com menor toxicidade que o controle positivo (azul). No
gréafico da figura 26b é apresentado o mesmao perfil, onde ocorre uma diminuicgdo da vitalidade
referente a EHP200 em comparagcdo com controle, bem como uma menor toxidez quando

comparada com as células estressadas, além de serem estatisticamente diferentes entre si.

A anélise estatistica dos dados confirma que os valores de fluorescéncia obtidos das
diferentes concentracdes do extrato etanolico e as trés primeiras concentracdes do extrato
hexanico sdo estatisticamente iguais ao controle negativo e diferentes das células estressadas (p
< 0,05). O valor do extrato hex&nico de maior concentracdo € estatisticamente diferente do
controle negativo e das células estressadas (p < 0,05). Estes resultados indicam também que o
H>0> na concentracdo utilizada realmente é toxico para as leveduras a ponto de ndo apresentar
suficiente producdo de moléculas redutoras como NADH, por exemplo, presentes em

guantidade suficiente para reagir com resazurina e produzir resorufina em quantidade similar
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as células controle. Ao tratar com perdxido de hidrogénio induzimos as células ao estresse
oxidativo ocasionando a diminuicdo da atividade das enzimas relacionadas as vias metabolicas,

ou seja, menos moléculas redutoras sdo produzidas (MORAES, 2017).

No trabalho de Moraes (2017), o autor verificou a viabilidade e a vitalidade celular de
uma cepa da levedura Saccharomyces pastorianus pela técnica de coloragdo por azul de
metileno, onde as células coradas sdo consideradas nédo-viaveis e as células ndo-coradas,
viaveis, e pelo método da resazurina, respectivamente. Os resultados apresentaram na
viabilidade celular uma sobrevivéncia de 60,5% e na vitalidade, uma coloragdo roxa,
demonstrando que a vitalidade celular pode ser analisada através da reducdo da resazurina,;
sendo entdo considerados ndo toxicos apenas aquelas suspensdes celulares que possuirem
coloracdo rosa fluorescente referente a resorufina. Entretanto, um outro ensaio seria importante
para demonstrar, comparando-se a toxidez com o peroxido de hidrogénio, se os extratos

utilizados ndo apresentam toxidez.

5.2 Atividade Antioxidante pelo Método TBARS

O malonaldialdeido (MDA) é um biomarcador importante na deteccdo do estresse
oxidativo utilizado em diversos trabalhos (M. B. ALMEIDA 2014; MENDONCA et al., 2014).
O MDA é um dos produtos finais da peroxidacdo lipidica, ocasionada por uma cascata de
reacGes nas membranas celulares impulsionadas pela acdo das espécies radicalares presentes no
citoplasma, inclusive oriundas do metabolismo celular. Essas reagdes podem causar danos
estruturais nas células, alterando a permeabilidade na membrana e o fluxo de substancias intra
e extracelulares (FRANCA et al., 2013).

Novamente foram realizados ensaios com controle negativo e controle de células
estressadas, alem de quatro concentracbes dos extratos etandlico e hexanico. As células
estressadas foram expostas a 2,0 mM de H203, que foi confirmado pelo ensaio de vitalidade
celular ser toxico para as células nessa concentracdo. Apos o tratamento da suspenséo celular
com as substancias de interesse por 1 hora, as células foram estressadas com perdxido de
hidrogénio na mesma concentracdo utilizada no controle de células estressadas (2,0 mM de
H20,) e incubadas em tamp&o fosfato de sodio por mais 1 hora. E interessante ressaltar que
apos cada incubacdo as células foram lavadas para retirar os compostos fendlicos do meio
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sobrenadante, assim como o peroxido de hidrogénio, permitindo assim avaliar apenas a a¢do

das substéncias que provavelmente foram absorvidas pelas células.

Os resultados da peroxidacdo lipidica permitem a analise da situacéo redox intracelular,
avaliando se os diferentes tratamentos possuem atividade antioxidante, impedindo e/ou
reduzindo os danos causados nas membranas celulares. Quanto menor for a concentracéo de
malonaldialdeido nas células, maior sera o poder antioxidante dos tratamentos nas amostras
analisadas. De acordo com o esperado (Figura 27), o controle (62,25 + 26,62 pmols de
MDA/mg células) e as células estressadas (179,0 £ 30,35 pmols de MDA/mg células)
apresentaram valores distintos estatisticamente, visto que no altimo as células ficam em contato

direto com o agente oxidante.
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Figura 27: Peroxidagdo lipidica nas células de levedura expostas a diferentes concentragdes dos extratos
com posterior estresse. EEP - extrato etanélico de propolis; EHP - extrato hexanico de prépolis; controle —
controle negativo; H>O, (2,0 mM) — controle positivo para estresse.

Na peroxidagéo lipidica com o extrato etanolico, todos os tratamentos apresentaram
resultados estatisticamente iguais entre si (p < 0,05). Observa-se pelo grafico que EEP25 (154,0
+ 12,88 pmols de MDA/mg células), EEP100 (151,3 £ 20,65 pmols de MDA/mg células) e
EEP200 (158,2 + 37,55 pmols de MDA/mg células) apresentaram valores estatisticamente
iguais as células estressadas (179,0 + 30,35 pmols de MDA/mg células). E importante ressaltar
que todos os resultados sao diferentes do controle negativo, e que apenas o extrato etandlico na
concentragéo de 50 pg.mL? (112,3 + 21,54 pmols de MDA/mg células) apresentou protecéo
antioxidante contra o peréxido de hidrogénio. Nos resultados com o extrato hexanico percebe-

se que tanto EHP25 (115,9 + 20,32 pmols de MDA/mg células) quanto EHP50 (104,8 + 24,16
43



pmols de MDA/mg células) apresentaram acdo antioxidante, sendo EHP50 estatisticamente
igual ao controle negativo; ja EHP100 (162,3 £ 18,00 pmols de MDA/mg células) e EHP200
(141,4 £ 35,78 pmols de MDA/mg células) mostraram elevados niveis de danos nas membranas

semelhantes ao controle positivo.

Outro ponto a ser observado € que tanto com o extrato etandlico quanto com o extrato
hexanico o tratamento que apresenta melhor resultado foi com a concentragio de 50 pg.mL™,
sendo que o melhor resultado é com EHP50. E bastante conveniente ressaltar que apesar de
EEP50 ser um bom resultado visando o potencial antioxidante comparado as células
estressadas, uma analise estatistica aplicada entre todos os outros tratamentos com os extratos
etanolicos revelou resultados semelhantes entre si e as células estressadas para p < 0,05. Isso
levou-nos a conclusdo de que nestas concentracdes, caso houvesse protecdo antioxidante, esta
deveria ser muito pequena comparada aos niveis de estresse causados pelo perdxido de
hidrogénio; ou ainda que a prépria acdo oxidante causada pelos extratos poderia causar esse
efeito nos resultados apresentados. E 0 mesmo raciocinio pode ser pensado para os resultados
do extrato hexanico, visto que em maiores concentracdes a atividade antioxidante ndo foi

aumentada dose-dependente, e sim permaneceu ao nivel do controle positivo.

Portanto, como conclusdo destes resultados observou-se que 0s ensaios de
lipoperoxidacdo com os dois extratos nessas concentracdes utilizadas apresentaram atividade
antioxidante significativa somente em EHP25, EHP50 e EEP50, e entéo resolveu-se alterar a
concentragdo do agente oxidante (H20.) a fim de verificar se os tratamentos com 0s extratos
conseguiriam nas mesmas concentracdes proteger contra a acdo oxidativa sobre os lipideos

presentes nas membranas celulares.

Silva (2009) em seu trabalho utilizou H202 na concentragdo de 15,0 mM a fim de
verificar a sensibilidade da levedura e de suas cepas mutantes. Em outro trabalho utilizou-se
concentracdo de 10,0 mM de perdxido no experimento de oxidacao intracelular para verificar a
acao antioxidante dos extratos de prépolis também em células da levedura S. cerevisiae
(PEREIRA, 2013). Através do trabalho de Steels et al (1994) decidiu-se por alterar a
concentracdo de peroxido utilizada, de 2,0 mM para 20,0 mM; mantendo-se o0 tempo de
incubacdo e os outros parametros constantes. Considerando a pouca toxicidade dos extratos nas
concentracdes de 50 e 100 pg.mL™* (Figura 27) decidiu-se por realizar o novo ensaio de

lipoperoxidacdo nestas concentragdes.
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Figura 28: Peroxidacdo lipidica nas células de levedura expostas a diferentes concentragdes dos extratos

com posterior estresse com H>0, (20 mM).

Analisando os resultados dos tratamentos com as concentragdes intermediarias
observou-se que os dois extratos apresentaram agdo antioxidante (Figura 28). Os ensaios com
EEP50, EEP100 e EHP50 apresentaram alta atividade antioxidante com 83,13 + 14,11 pmols
de MDA/mg de células, 90,45 + 8,50 pmols de MDA/mg de células e 73,89 + 5,19 pmols de
MDA/mg de células, respectivamente; revertendo a oxidacdo lipidica ao mesmo nivel das
celulas sem estresse (85,20 + 11,72 pmols de MDA/mg de células); j& com EHP100 (120,1 +
15,54 pmols de MDA/mg de células) ndo houve qualquer diminuicdo estatisticamente
significativa, mantendo-se no mesmo nivel das células sob estresse (133,7 + 6,35 pmols de
MDA/mg de células).

Com isso, pode-se dizer que 0 extrato com caracteristicas mais polares devido ao tipo
de solvente utilizado (etanol) possui uma maior faixa de protecdo contra o estresse oxidativo
nas membranas celulares, e isto pode estar associado a uma acéo direta ou indireta sobre os
lipideos de membrana. O extrato com caracteristicas mais apolares, em contrapartida, pode
atuar mais diretamente nos lipideos presentes nas membranas e assim impedir as espécies
reativas de iniciarem ou propagarem danos nesta estrutura celular especifica. Algumas
substancias lipossolUveis possuem a caracteristica de penetrar nas membranas celulares e reagir
com os radicais formados (Figura 29) (BIANCHI e ANTUNES, 1999, KRINSKY, 1988).
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Figura 29: Reac0es envolvidas na inibicao da peroxidacéo lipidica, onde o-T ¢ a-tocoferol (vitamina E)
(KRINSKY, 1988).

Com a concentracdo do agente oxidante 10 vezes maior foi possivel verificar um
potencial antioxidante mais elevado dos extratos sobre as células de levedura, inclusive
igualando-se ao nivel do ensaio controle; sendo possivel também observar que o nivel de
peroxidacdo sobre as membranas gerado a partir do estresse com peroxido de hidrogénio na
concentracdo de 2,0 mM (179 + 30,35 pmols de MDA/mg de células ) (Figura 27) ou 20,0 mM
(133,7 £ 6,35 pmols de MDA/mg de células) (Figura 28) mantiveram-se elevados e
estatisticamente iguais entre si. Nesse caso, a agdo antioxidante dos extratos pode estar
relacionada a protecdo de outras biomoléculas que poderiam ser afetadas pelos subprodutos
formados como resultado dos danos nas membranas aliada a uma resposta antioxidante

enddgena maior.

Kocot et al (2018) fizeram um artigo de revisdao mostrando o potencial antioxidante de
diferentes propolis. Os resultados obtidos aqui estdo de acordo com outros estudos mostrados
pelos autores na literatura, uma vez que a prépolis diminui o estresse celular agindo também na
protecdo das membranas celulares. A reducdo dos valores de MDA ocorre independente das
caracteristicas dos diferentes tipos de propolis (verde, marrom, indiana, vermelha) e de todos

0s extratos, independente da polaridade do solvente.

Fonseca et al (2011) utilizaram extrato de propolis brasileira marrom e verde a fim de
prevenir danos oxidativos induzidos pela radiagdo UV em camundongos sem pele. Os extratos
apresentaram diferentes composicOes de substancias fenolicas, onde a propolis verde
apresentou maiores quantidades de polifendis enquanto a marrom apresentou de flavonoides.
De acordo com os autores entende-se que a atividade antioxidante esta relacionada com a
guantidade de polifendis como artepelin C e acido para-cumarico, ja que a verde apresentou

atividade antioxidante mais elevada.

No trabalho de S& et al (2013) percebe-se uma diminuicdo da peroxidagdo lipidica em
concentragfes menores da propolis verde (25 pg/mL) utilizando a mesma concentragdo de H20>

do primeiro ensaio (2,0 mM). Talvez o fato das células deste presente trabalho estarem na 22
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fase exponencial, ou seja, encontrarem-se na fase de respiracdo celular, as leveduras estejam
mais resistentes por possuirem mais defesas contra as EROs provenientes da respiracéo celular,
formadas naturalmente nas mitocéndrias. Isso porque na presenca de altas concentracOes de
glicose os genes envolvidos no metabolismo respiratdrio (cadeia transportadora de elétrons e
ciclo do &cido citrico) estdo sob repressdo metabdlica; assim como 0s genes que possuem 0s
elementos de resposta ao estresse e também aqueles envolvidos na utilizagdo de etanol e glicerol
como fonte de carbono (SILVA, 2009).

A sazonalidade é outro fator importante, pois pode influenciar na concentracdo de
substancias fendlicas encontradas na vegetacdo, uma vez que essas moléculas sdo
biossintetisadas pelo metabolismo secundéario das plantas. Mesmo que em outros estudos
utilizem também a propolis verde brasileira, ndo é possivel precisar que as concentracdes de

substancias sejam as mesmas e, consequentemente, a atividade antioxidante idéntica.

5.3 Avaliacdo da Atividade Antioxidante por Viabilidade Celular

Uma maneira de verificar o impacto destes extratos sobre a vida celular é analisar a
possibilidade da geracdo de células-filhas através da formacdo de coldnias. A fim de se avaliar
0 aumento no numero de células viaveis mediante acdo dos extratos sob células em estresse
oxidativo pelo agente oxidante peroxido de hidrogénio realizou-se o ensaio de viabilidade
celular. Além disso, com o objetivo de possuir um critério de comparacdo na analise da
determinacdo desta atividade antioxidante foram avaliados também neste ensaio 0s niveis
toxicos dos extratos revelados pelo nimero de colénias oriundas de células em contato somente
com EEP e EHP.

E importante ressaltar que neste ensaio as concentragdes utilizadas dos extratos foram
de 50 e 100 pug.mL%; ou seja, as mesmas que obtiveram resultados de protecdo antioxidante na
peroxidacdo lipidica. Contudo, a concentracdo de perdxido foi mantida inicialmente em 2,0
mM, avaliando-se 0 seu aumento ou mesmo o tempo de incubagao caso ndo houvesse resultados

promissores.

Na figura 30 encontram-se os resultados tanto da toxicidade (Figura 30A) quanto do
potencial antioxidante dos extratos (Figura 30B). Quanto & agdo tdxica dos extratos observa-se
que em todos os tratamentos os resultados demonstraram niveis similares as células sem
tratamento (170,10 + 13,48 UFC), com 149,4 + 8,56 UFC e 151,4 + 23,69 UFC para 50 e 100
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ug.mL* do extrato etandlico, respectivamente; e 145,0 + 20,52 UFC e 142,8 + 28,19 UFC para
50 e 100 pug.mL? do extrato hexanico, respectivamente. E extremamente claro o grau de
toxicidade do perdéxido de hidrogénio para a geracdo de células-filhas (8,43 + 17,94 UFC),
revelando que apesar das células ainda possuirem metabolismo ativo de acordo com o resultado
quantitativo de vitalidade celular (Figura 30B), a proliferacdo celular estd seriamente
comprometida com este nivel de estresse.
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Figura 30: Viabilidade celular das leveduras expostas na avaliacao da toxicidade dos extratos (A) e das suas
atividades antioxidantes (B).

Na andlise antioxidante (Figura 30B) verificou-se que trés dos quatro tratamentos
apresentaram protecdo antioxidante, com um aumento no numero de col6nias em pelo menos
doze vezes nos tratamentos com EEP50, EEP100 e EHP50, em comparagdo com as células sob
estresse (8,43 £ 17,94 UFC). Nesse caso, 0 melhor resultado foi com EHP50 (161,30 + 17,31
UFC), atingindo, 0 mesmo nivel do controle. Em seguida estdo EEP50 (134,30 + 20,53 UFC)
e EEP100 (107,00 £ 21,37 UFC). O unico tratamento a ndo conseguir aumentar a viabilidade
das células foi com EHP100 (16,00 + 27,90 UFC), sendo estatisticamente igual as células
estressadas (p < 0,05).

Estes resultados estdo coerentes com o ensaio de peroxidagdo lipidica, onde nos dois
casos 0 EHP100 foi o Unico tratamento a ndo diminuir o estresse celular, igualando-se aos
resultados das células estressadas; mostrando que mesmo que nesta concentracdo o extrato nao
seja toxico ndo ha acdo antioxidante. Além disso, EHP50 apresentou resultados melhores no

ensaio da viabilidade celular (Figura 30B) do que no ensaio dos niveis de lipoperoxidacao
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(Figura 28). Entretanto, € importante lembrar que além dos ensaios avaliarem parametros
celulares diferentes, a concentragdo de H20O: suficiente para a obtencdo de resultados na

peroxidacdo lipidica precisou ser aumentada em 10 vezes.

Um estudo com a prépolis portuguesa coletada em diferentes periodos e locais
possuindo um total de 6 amostras de propolis bruta avaliou a toxicidade por viabilidade celular
dos extratos etandlico e hexanico nas concentragdes de 200 e 500 pg.mL™* sobre células de S.
cerevisiae. O extrato de carater apolar ndo apresentou danos as leveduras, mas com o extrato
etandlico de algumas amostras foi possivel observar que a propolis apresentou ser toxica e letal;
resultados estes diferentes dos encontrados com a propolis verde brasileira utilizada neste
estudo (PEREIRA H. R., 2013). Em oposic¢do, nossos estudos com a concentracdo de 200
ng.mL* do extrato hexanico apresentaram toxicidade para as células, ao contrario do extrato
polar que n&o apresentou nenhuma queda significativa na viabilidade celular, sendo o resultado
igual as células controle. O autor utilizou as amostras de propolis que apresentaram certa
toxidez para dar continuidade ao seu trabalho, pois diferente do presente estudo, além de
verificar se a propolis possuia carater antioxidante, foi verificado se poderia possuir atividade
antimicrobiana. Ainda na concentragdo de 200 pg.mL™* foi verificado se essa amostra causaria
danos ao DNA, e ndo s6 apresentou danos, como foi similar as células estressadas com H20>
0,01 M (10 mM). Entretanto afim de avaliar a atividade antioxidante foram utilizados as
concentracdes entre 25 e 100 pg.mL* de extrato etanolico da propolis portuguesa e foi possivel

verificar agdo antioxidante em todas as concentragfes (PEREIRA H. R., 2013).

5.4 Protecdo Antioxidante sobre as Mitocondrias

O fato dos extratos apresentarem atividade antioxidante nos ensaios anteriores nao
traduz necessariamente uma protecdo sobre a funcionalidade das mitocdndrias; com isso,
avaliou-se a produgdo de células-filhas dependentes da acdo mitocondrial através do ensaio de
viabilidade celular. Neste experimento verifica-se a capacidade de crescimento e multiplicagéo
das células em um meio ndo-fermentativo, onde para que as células realizem obrigatoriamente
0 metabolismo respiratorio € necessario que o meio de cultura contenha baixa concentracdo de
glicose, ou apenas uma fonte de carbono ndo fermentavel, como o glicerol utilizado neste
experimento; pois, neste caso, a célula e forgcada a utilizar o metabolismo aerdbico para o seu

crescimento e desenvolvimento celular (ALMEIDA, 2014).
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O numero elevado de EROs pode levar a peroxidacdo lipidica das membranas presentes
nesta organela, oxidando lipideos e modificando a estrutura da membrana mitocondrial
diminuindo assim o seu potencial de membrana. Com isso, a organela passa a ndo mais
controlar as concentracdes de ions dentro e fora desta organela, como por exemplo a
homeostase do célcio intracelular relacionado a uma série de vias de sinalizagdo responsaveis,

inclusive, pela protecéo celular.

Os radicais livres também podem reagir com as biomoléculas presentes na mitocondria,
como proteinas presentes na CTE e o DNA mitocondrial, ocasionando mutagdes e consequentes
disturbios capazes de comprometer varias funcBes especificas nas células, podendo
comprometer tecidos e 6rgdos. Caso ocorram estes eventos o sistema de defesa precisa ser
eficiente e suficiente para ndo haver uma disfuncdo mitocondrial significativa, pois o mal
funcionamento desta organela pode levar a morte celular. O tratamento com antioxidantes pode

ndo so proteger a célula, como também a funcdo mitocondrial das células de S. cerevisiae.

A avaliacdo da funcdo mitocondrial mostrou diferencas significativas entre os resultados
nas células estressadas (15,43 + 21,76 UFC) e em todos os outros tratamentos (Figura 31); onde
apenas com EHP100 (106,1 + 14,78 UFC) houve certa toxicidade; sugerindo que apesar deste
extrato na concentragdo de 100 pg.mL™ ndo apresentar toxicidade no meio YPD 2%; ou seja,
guando a célula possui como preferéncia o metabolismo fermentativo; nesta concentracdo a
funcionalidade das mitocondrias € afetada. Nos outros tratamentos os resultados com EEP50
(147,5 + 11,56 UFC), EEP100 (130,6 £+ 20,69 UFC) e EHP50 (128,0 £ 19,60 UFC) foram
estatisticamente semelhantes ao controle (145,5 + 13,82), com p < 0,05 segundo o teste
ANOVA seguido do pos-teste de Tukey.

50



YPGly TOXIDEZ

200
a a a a
150 T
b
%)
Q 1004 L
)
504
0- T T I
2 o ) © o
& al 8 &% L Q¥
v <

Figura 31: Toxicidade dos extratos etandlicos (EEP) e hexanicos (EHP) sobre a atividade mitocondrial.

Na analise antioxidante sobre a funcdo mitocondrial celular, através do ensaio de
viabilidade das células (Figura 32) apds a pré-incubacdo com os extratos e posterior estresse
com perdxido de hidrogénio (2,0 mM), encontrou-se que as amostras EEP50 (117,2 + 12,13
UFC), EEP100 (77,60 + 16,35 UFC) e EHP50 (87,33 £ 12,29 UFC) apresentaram a funcéo
mitocondrial mantida ap6s o estresse; mesmo que no controle sob estresse a funcédo
mitocondrial tenha apresentado valor muito baixo (15,43 £+ 21,76 UFC); enquanto que para
EHP100 (15,29 + 15,29 UFC), como ja esperado pela sua alta toxicidade (Figura 31), ndo

demonstrou qualquer prote¢do, sendo inclusive similar aos resultados das células estressadas.
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Figura 32: Analise antioxidante dos extratos etanodlicos (EEP) e hexéanicos (EHP) sobre a atividade

mitocondrial em células de S. cerevisiae sob estresse oxidativo.

Os tratamentos que apresentaram atividade antioxidante nos demais experimentos sao
0S mesmos a apresentar aqui uma melhora na funcionalidade mitocondrial, podendo atuar direta
ou indiretamente na protecdo as mitocondrias. Pereira (2013) e Castro et al (2011) em seus
trabalhos discutem a possibilidade da propolis ter como alvo essa organela, pois pode induzir a
apoptose celular liberando citocromo ¢ para o citosol e aumentar a producdo de EROs
mitocondriais. Castro demonstra isso em seu trabalho apresentando resultados em que as células

utilizando metabolismo fermentativo sdo menos afetadas que aquelas em fase estacionaria.

Em contrapartida, ha estudo que mostra que o extrato de Baccharis dracunculifolia,
planta majoritariamente utilizada na producgdo de propolis verde pelas abelhas, foi capaz de
proteger a mitocéndria. Guimaraes et al (2012) mostraram a atividade antioxidante do extrato
da planta, através de estudo in vitro com radicais DPPH e pela peroxidagdo lipidica nas
membranas das mitocondrias. Neste estudo tambeém verificaram que a eficacia contra a
oxidacdo dos lipidios e de proteinas com grupamentos tiois foi mais pronunciada do que a
eficacia contra a oxidacdo do GSH, o que levou a discussdo que as substancias presentes no
extrato possuem sua atividade através da eliminacdo dos radicais livres capazes de oxidar as

macromoléculas e ndo dos peroxidos formados (GUIMARAES et al., 2012).

Extratos de prépolis possuem substancias fenolicas que conseguem atravessar as

membranas celulares e com isso reagir com as EROs intracelulares (JARDINI, 2010). Além
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disso, como a mitocondria € um dos primeiros alvos a serem danificados quando as células sdo
expostas a substancias prejudiciais, esta organela pode aumentar a producdo de espécies
reativas, como o anion radical superoxido através da reducdo incompleta do oxigénio
molecular. Kubiliene et al (2018) decidiram avaliar se o extrato de prépolis era capaz de
diminuir o nimero de EROs intramitocondrial, e perceberam que algumas moléculas possuem
a capacidade de penetrar na organela pelas membranas mitocondriais, e reagem diretamente
com os radicais livres; enquanto outras estariam contribuindo para diminuir o possivel estresse
oxidativo funcionando como um desacoplador da fosforilagdo oxidativa, diminuindo o
consumo de oxigénio da célula e consequentemente diminuindo as espécies reativas formadas

pela mitocondria.

5.5 Analise da Influéncia dos Extratos Sobre o Consumo de Oxigénio

A fim de averiguar a influéncia destes extratos sobre uma das principais funcées desta
organela, avaliou-se o consumo de oxigénio mitocondrial nas células de Saccharomyces
cerevisiae intactas; com o proposito de analisar varia¢fes na respiracdo celular provocadas nas

células previamente tratadas com os extratos e sob estresse oxidativo.

Durante a sintese de ATP os protons bombeados pela CTE para 0 espaco
intermembranar voltam a matriz mitocondrial, e a utilizacdo do transporte de prétons pela
enzima ATP sintase é chamado de acoplamento quimiosmaético. Quando esses protons retornam
para a matriz através de outras moléculas/poros presentes na membrana interna é chamado de
vazamento de prétons, ou de desacoplamento entre a CTE e a sintese de ATP; diminuindo assim
a sintese de ATP mantendo o transporte de elétrons e a reducéo do oxigénio independentemente
deste fato. O desacoplamento causado por esse mecanismo estimula o consumo de oxigénio ao
maximo durante o funcionamento da cadeia transportadora de elétrons (PEREIRA DA SILVA,
A. P., 2008).

Ap0s o tratamento das suspensdes celulares com os extratos nas concentragdes de 50 e
100 pg.mLt e o posterior estresse causado pelo peroxido de hidrogénio na mesma concentragao
utilizada no controle positivo (2,0 mM) foi adicionada aproximadamente 2,62 mg de células na
camara do oxigrafo contendo tampao fosfato de s6dio. Assim que as células foram adicionadas
mensurou-se 0 consumo de oxigénio basal das células. Ao adicionar o ionéforo FCCP
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posteriormente, como um desacoplador, obtém-se 0 consumo maximo de oxigénio sem

aumentar a sintese de ATP.

A figura 33 mostra o consumo de O> pelas células de levedura. Ao colocar as células na
camara percebe-se um consumo acentuado de oxigénio, o que é de se esperar visto que as
leveduras adicionadas, que estdo em metabolismo respiratorio, consomem o oxigénio presente.
Depois que o consumo de O> é normalizado, verifica-se o intervalo de inclinagdo constante da
curva e utiliza-se esta inclinacéo para se calcular a concentracdo de oxigénio consumida pelas
celulas dentro da camara do oxigrafo. Da mesma forma é realizado depois de adicionar o
desacoplador FCCP, que ao fazer a analise percebeu-se uma maior inclinacdo da reta,

demonstrando maior consumo de Oo.
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Figura 33: Grafico de consumo de oxigénio em tempo real.

Percebe-se pela figura 33 que a fase de crescimento das células utilizadas nesses
experimentos esta de acordo com o esperado, ou seja, as células estdo na fase diauxica ou na
segunda fase de crescimento exponencial, visto que as mitocdndrias estdo ativas. 1sso porque a
expressdo dos genes relacionados a CTE é aumentada quando a disponibilidade de glicose
diminui mesmo que as células estejam em meio YPD, uma vez que o agucar disponivel é
consumido no metabolismo fermentativo. As células entdo adaptam-se para consumir o etanol
formado durante a fermentacdo (GUEDES, 2006).
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Figura 34: Consumo de oxigénio das leveduras na respiracdo basal (A) e com a adi¢do do desacoplador
(FCCP) (B).

Na figura 34A avaliou-se a consumo de oxigénio basal, funcdo mitocondrial relacionada
ao metabolismo celular respiratorio sem o efeito do desacoplamento. Os tratamentos com 0s
extratos hexanico EHP50 (4,08 + 0,3150 nmol de Oz2.min".mg™) e EHP100 (3,74 + 0,2267
nmol de Oz2.mint.mg?), bem como o etandlico EEP100 (4,29 + 0,4844 nmol de O2.mint.mg"
1, ndo foram capazes de diminuir os danos causados pelo estresse oxidativo nas mitocondrias,
apresentando valores estatisticamente iguais as células estressadas (3,86 + 0,6937 nmol de
O2.min"t.mg™). O Unico tratamento que conseguiu neutralizar os danos causados pelo H20; foi
EEP50 (6,38 + 0,5127 nmol de O2..min"t.mg™), sendo igual ao controle (6,82 + 0,4174 nmol de
O2.mint.mg™). Em um estudo utilizando extrato etanélico de uma prépolis tcheca também foi
verificada a capacidade de melhoria da eficiéncia da respiragio mitocondrial em
espermatozoides humanos, além de melhorar a atividade dos complexos Il e 1V da cadeia
respiratoria individualmente (CEDIKOVA et al., 2014).

Com a adicdo do desacoplador (Figura 34B) a cadeia respiratéria funciona na sua
capacidade maxima, consumindo mais oxigénio molecular para tentar sintetizar o ATP
necessario para a manutencdo da homeostase energética celular e manter o potencial
transmembrana. Os resultados demonstram que o tratamento com EEP50 (8,45 + 1,076 nmol
de O2.min"t.mg™) foi o Gnico a conseguir proteger os complexos presentes na CTE dos danos
causados pela adicdo de H>O2, mantendo os niveis de respiracdo celular a0 maximo e

apresentando o mesmo nivel de atividade das organelas presentes nas células controle (10,58 +
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1,040). Em contrapartida, os demais tratamentos, EEP100 (5,56 + 0,6178 nmol de O2.min"t.mg"
1, EHP50 (4,41 * 0,7867 nmol de Oz2.min"t.mg™) e EHP100 (4,78 + 1,452 nmol de Oz.min"
! mgt) continuam apresentando um perfil semelhante as células estressadas (4,88 + 1,937 nmol
de O..min"t.mg), mostrando que as substincias presentes nos extratos nestas concentragoes
ndo foram capazes de minimizar os danos a mitocéndria e consequentemente, a CTE pode estar
com um ou mais complexos danificados fazendo com que a célula ndo consiga utilizar a

organela para a respiracao.

Portanto, pode-se concluir que EEP50 apresenta atividade antioxidante, pois foi capaz
de diminuir os danos causados pelo H>O> na respiracdo basal e contribuiu para melhorar a
funcdo mitocondrial uma vez que durante a respiracdo maxima apresentou junto com as células
sem estresse as maiores médias de consumo de O:. Este resultado corrobora o que foi verificado
na analise da fungdo mitocondrial por viabilidade celular (Figura 31), assim como nos ensaios
antioxidantes de viabilidade celular (Figura 30B) e lipoperoxidagéo (Figuras 27 e 28). Existem
varias formas de combate aos danos intracelulares de biomoléculas e organelas, e de acordo
com estes resultados pode-se dizer que o EEP50 possui a capacidade de diminuir a peroxidacéo
lipidica e influenciar positivamente na respiracdo celular, combatendo os danos provocados

pelas espécies reativas de oxigénio geradas durante o estresse oxidativo causado pelo H20..

O extrato hexanico, nas concentracfes utilizadas neste experimento, ndo foi capaz de
aumentar a eficiéncia da respiragdo mitocondrial. Este resultado pode ser devido a diferenca de
polaridade dos extratos e com isso diferentes substancias estdo presentes nos extratos, fazendo
com gue o desempenho mitocondrial possa nao sofrer alteracdes devido a incubacdo com estes

extratos.

Substéncias fenolicas podem agir de forma indireta como antioxidantes diminuindo a
oxidacdo intracelular através do aumento dos niveis de proteinas endogenas antioxidantes, sem
penetrar nas membranas celulares. Entretanto, moléculas menos polares sdo capazes de entrar
nas celulas e/ou permanecer nas membranas celulares agindo diretamente com os radicais livres
e diminuindo a necessidade das defesas endogenas, por exemplo as enzimas antioxidantes.
Algumas substancias parecem ser capazes de interagir diretamente no complexo proteico
presente na membrana mitocondrial, que sintetiza ATP (ATP sintase) impedindo a formagao
de EROs pela cadeia transportadora de elétrons (CIGUT et al., 2011).

Alguns estudos mostram que polifendis como os &cidos fenélicos podem interagir melhor
com as membranas celulares e mitocondriais e assim possuir um melhor efeito antioxidante de
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protegdo da mitocdndria. Ha outros estudos que associam a atividade antioxidante dos extratos
da propolis verde com a presenca do artepelin C; e dos extratos de alecrim-da-horta
(Rosmarinus officinalis L.) com a presenca do acido rosmarinico.

5.6 Toxidez e Vitalidade Celular das Substancias Artepelin C e Acido Rosmarinico

Neste ensaio de toxidez e vitalidade celular variando-se a concentracdo destas
substancias em contato com as células dos extratos optou-se por avaliar apenas
qualitativamente, visto que anteriormente obteve-se uma relacdo direta entre as andlises

quantitativa e qualitativa utilizando-se os extratos (Figuras 26a e 26b).

Figura 35: Resultado qualitativo do ensaio de toxidez das substancias acido rosmarinico (colunas 1-3) e
artepelin C (colunas 6-8) isoladas da propolis verde. Linha D — células em meio de cultura; Linha F — meio de
cultura sem células.

A fim de determinar as concentracfes nao-citotdxicas a serem utilizadas nos ensaios
antioxidantes posteriores foi feito o teste de vitalidade celular, onde as substancias isoladas
foram colocadas diretamente junto as células ja presentes nos pogos. Depois de 1 hora foi
adicionada uma solucao da substancia resazurina revelando que nessa varredura apenas a maior
concentragéo de artepelin C disposta nos pogos H6, H7 e H8 (160 pg.mL1) mostrou ser toxica
as leveduras (Figura 35). Ou seja, para as duas substancias ndo houve toxidez entre as
concentracdes de 80 pg.mLe 1,25 pg.mL?; ficando evidente pelos resultados que a coloragéo
entre os tratamentos e o controle negativo (D10 a D12) foram similares, enquanto o controle

sem células mostrou nédo existir metabolismo nestes pogos (colunas F10 a F12).
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Com base neste experimento e em outros estudos que fizeram uso de substancias
fendlicas isoladas em analises de atividades bioldgicas, decidiu-se utilizar a concentracao de 10
ug.mL: tanto para o artepelin C (AC) quanto para o acido rosmarinico (AR) (CASTRO et al.,
2011; PRUDENCIO, 2016). Esta concentracio das substancias fendlicas corresponde a 33,29
MM para AC e 27,75 puM para AR.

5.7 Toxicidade por Viabilidade Celular de Artepelin C e Acido Rosmarinico

Os resultados revelaram que no experimento de viabilidade celular as substancias artepelin
C e é&cido rosmarinico ndo demostraram qualquer toxicidade (Figura 36), confirmando os
resultados qualitativos da vitalidade celular. Neste ensaio, AC (134,9 + 17,94 UFC) e AR (154,3
+ 24,16 UFC) possuem valores estatisticamente iguais ao controle (145,1 + 29,93 UFC) e
totalmente diferente das células estressadas (8,43 £ 17,94 UFC). Comparando-se com outros
estudos, verificou-se a citotoxicidade do &cido rosmarinico em linhagens de cancer de mama,
pulmio e ovario, onde foi utilizada uma concentracdo de 50 pug.mL™ e ndo foi observada
reducdo na viabilidade celular (SOUZA, 2017). No estudo de Szliszka et al (2012) o artepelin
C apresentou baixa citotoxicidade em células de cancer de prostata, nas concentracdes de 50 e
100 puM mas, ao ser administrado junto ao indutor de apoptose tumoral, aumentou a
porcentagem da apoptose celular, os autores mostram maior atividade da caspase indicando que
AC pode ser usado como agente imunoquimopreventivo de cancer de prostata.

YPD TOXIDEZ
200

T
a
1504
)
Q@ 1004
)
50
-
0- 1 1
<
S q/@‘\ v &
Q
® o

Figura 36: Viabilidade celular de S. cerevisiae apds tratamento com artepelin C (AC) e &cido rosmarinico

(AR), ambas as substincias na concentracdo de 10 pg.mL™2,
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5.8 Atividade Antioxidante por Viabilidade Celular das Substancias Artepelin C e

Acido Rosmarinico

Propolis de diversos paises como Brasil, Portugal e Poldnia possuem acao antioxidante e
acredita-se que esta propriedade seja devido a presenca de substancias fendlicas nos extratos
utilizados como tratamento. Diversos estudos mostram a relacdo positiva entre a concentragao
de substancias fenolicas e flavonoides presentes nos diferentes extratos e a atividade
antioxidante demostrada (SILVA 2017, KUREK-GORECKA, 2014; CAVALARO etal., 2019;
KOCOT et al., 2018; PEREIRA H. R., 2013).

Em outro estudo foi verificado a atividade antioxidante do extrato etandlico da propolis
eslovena e de seus principais constituintes, os acidos cafeico, p-cumarico e fertlico e o CAPE,
onde apenas o extrato foi capaz de apresentar atividade antioxidante. Visto isso, verificaram se
as substancias fendlicas conseguiriam entrar nas células da levedura S. cerevisiae. CAPE foi a
unica molécula que conseguiu, devido a sua polaridade, penetrar e permanecer na camada
lipidica. Os autores entdo separaram o extrato etandlico em duas fracdes, uma polar e uma outra
menos polar, e verificaram que 0s compostos presentes nesta fracdo foram capazes de entrar

nas células e diminuir a oxidacéo intracelular (CIGUT et al., 2011).

As substancias AC (145,7 + 15,29 UFC) e AR (149,6 + 29,02 UFC) foram capazes de
aumentar a sobrevivéncia celular quando comparadas as células estressadas (8,43 + 17,94
UFC), sendo semelhantes, inclusive, significativamente aos valores do controle negativo (170
+ 13,48 UFC) (Figura 37). Portanto, pode-se dizer que essas substancias que estdo presentes na
propolis verde nas quantidades de 0,348 + 0,073 mg.100 mg™ de extrato para o artepelin C e
1,352 + 0,001 mg.100mg™ de extrato para o acido rosmarinico (SALGUEIRO, 2016) podem
ter contribuido sinergicamente para a atividade antioxidante observada nos resultados obtidos

para os extratos (Figura 30B).
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Figura 37: Viabilidade celular da levedura ap6s a adi¢do do H.O- (2,0 mM) nas células pré-incubadas com
artepelin C (AC) e acido rosmarinico (AR).

GAO e colaboradores (2005) utilizaram em seus estudado pré-tratamento de 10 uM e
40 uM de acido rosmarinico e ambas as concentracdes foram capazes de reverter a apoptose
celular gerada pela adigdo de H.O> demostrando acdo antioxidante. O acido rosmarinico € um
éster de estrutura similar ao CAPE (éster fenetilico do acido cafeico), e este além de possuir
propriedade antioxidante é capaz de penetrar nas membranas celulares devido a sua polaridade
moderada. Da mesma forma o &cido prenilado, artepelin C, pode ser encontrado tanto no extrato

etanolico quanto no extrato hexanico indicando uma polaridade moderada.

5.9 Atividade Antioxidante por TBARS com as Substancias Puras

Os compostos fendlicos sdo acidos fracos que atuam como doadores de hidrogénio,
capazes de reagir com os radicais livres formados por cascatas de reagdes provocadas pela
peroxidacao lipidica e/ou inicializadas pelo radical hidroxila (¢«OH), que pode ser formado a
partir do H202 pela reacéo de tipo Fenton (Figuras 3 e 6) (GUIMARAES et al., 2012). Acidos
fenolicos como artepelin C e acido rosmarinico, produtos do metabolismo secundéario das
plantas, devido as suas estruturas quimicas sdo capazes de interagir e/ou penetrar nas
membranas celulares; ou seja, nas bicamadas lipidicas. Além de reagirem com as EROs ou

outros radicais formados, podem aumentar a fluidez da membrana se associados as camadas
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lipidicas impedindo a propagacéo da oxidacao das cadeias (FADEL et al., 2011; PAZIN et al.,
2019; UTO et al., 2006).

Analisando os resultados dos tratamentos (Figura 38) observa-se que ambos o0s
compostos apresentaram acgao antioxidante, atingindo os mesmos niveis de MDA que as células
sem estresse. As substancias AC (95,35 + 9,435 pmols de MDA/mg células) e AR (87,57 £
11,52 pmols de MDA/mg células) apresentaram valores estatisticamente iguais entre si e ao
controle (85,20 + 11,72 pmols de MDA/mg células), sendo diferentes das células apenas
estressadas (133,7 £ 6,352 pmols de MDA/mg células); corroborando os resultados de protecao

antioxidante observados no experimento de viabilidade celular (Figura 37).
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Figura 38: Peroxidagdo lipidica das células de levedura expostas a diferentes tratamentos com posterior
estresse. AC - artepelin C; AR - acido rosmarinico; controle - controle negativo; H20, (20 mM) - controle

positivo para estresse.

No estudo de Uto et al (2006) comparou-se o papel antioxidante do artepelin C com a
vitamina E, que é um antioxidante enddgeno e inibidor da peroxidacédo lipidica capaz de se
associar as membranas celulares. Os autores relatam que o AC, por possuir uma menor
hidrofobicidade que a Vit E, apresentou um poder 3 vezes maior de proteger as cadeias lipidicas
da oxidagdo. Este trabalho demonstrou ainda que a molécula é capaz de entrar na bicamada,
sugerindo que se estabilizem nas partes mais polares das membranas (PAZIN et al., 2019).
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Em outro estudo com o &cido rosmarinico também verificou-se que esta molécula foi
capaz de interagir com a bicamada lipidica, e nas concentragdes de 0,72 pug.mL™?, 2,7 ug.mL™
e 21,6 pg.mL "t inibir a peroxidac&o lipidica em pelo menos 50% em comparag¢io com um ensaio
controle. Para sua eficiéncia antioxidante os autores levantaram hipoteses onde a primeira seria
que esta substéncia reagiria com as EROs antes de atingirem as membranas; e a segunda seria
que esta substancia estaria associada as membranas celulares aumentado a protecéo das células
(FADEL et al., 2011). Ja em outro estudo realizou-se um tratamento com o AR usando 10
mg/kg corporal/dia durante 21 dias em ratos adultos saudaveis e diabéticos. Apos o experimento
foi avaliado se o tratamento foi eficiente através da analise de peroxidacéo lipidica e obtiveram
que o tratamento conseguiu prevenir o aumento de MDA sendo comparado ao grupo controle
(MUSHTAQ et al., 2014).

Em outro estudo também com o &cido rosmarinico, a adicdo de 200 mg/Kg em células
de figado e rim de ratos conseguiu diminuir a producdo de MDA, mas as concentracGes
inferiores (50 e 100 mg/Kg) neste trabalho ndo possuiram tal efeito. Na maior concentracéao
trabalhada AR aumentou a atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GSH Px); sugerindo que esta substancia pode ser capaz
de atuar também contra o envelhecimento (CHEN et al., 2014). Com os resultados obtidos sobre
0 potencial antioxidante destas substancias e os resultados disponiveis de outras pesquisas,
decidiu-se verificar uma possivel acdo desses acidos fenolicos durante a respiracao celular sobre

a funcionalidade da mitocondria.

5.10Avaliacao Antioxidante dos Isolados dos Extratos por Disfuncdo Mitocondrial

Neste experimento foi avaliado se as células tratadas com as substancias isoladas
tiveram seu consumo de oxigénio alterado, de forma a minimizar os efeitos antioxidantes e o

estresse oxidativo causado pelo peroxido de hidrogénio (2,0 mM).

A avaliacdo da fungdo mitocondrial (Figura 39) apenas com o tratamento das
substancias a fim de avaliar suas toxicidades no meio YPGly (glicerol) ndo revelou toxidez
sobre a atividade mitocondrial, onde AC (139,6 + 22,72 UFC) e AR (123,1 = 12,51 UFC)
mostraram diferengas significativas entre as células estressadas (15,43 + 21,76 UFC) e
similaridade em relacdo ao ensaio controle (145,5 £13,82 UFC), ou seja, as substancias ndo

afetam a funcionalidade mitocondrial em células que nédo estejam sob estresse.
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Figura 39: Disfungéo mitocondrial das células tratadas com as substancias artepelin C (AC) e &cido rosmarinico

(AR) e posteriormente estressadas com H0; (2,0 mM).

Apbs a adicdo do perdxido de hidrogénio pds-incubacdo as substancias isoladas tem-se
a situacéo de estresse oxidativo, onde AC + H20. (100,6 + 11,94 UFC) e AR + H20: (100,7
+12,15 UFC) foram estatisticamente diferentes tanto do controle (145,5 = 13,82 UFC) como
das células estressadas (15,43 + 21,76 UFC); revelando que essas substancias mostram carater
antioxidante como nos experimentos anteriores e contribuem para a melhora no funcionamento
da mitocondria, pois conseguem aumentar a sobrevivéncia celular em meio ndo fermentativo.
Assim, como os tratamentos com os extratos EEP50, EEP100 e EHP50, as substancias artepelin
C e acido rosmarinico apresentam protecdo antioxidante as células, que direta ou indiretamente

possuem uma melhoria na funcionalidade mitocondrial em células sob estresse oxidativo.

5.11Consumo de Oxigénio pelas Células sob Estresse na Presenca dos Isolados

Durante a respiracéo basal os tratamentos com as substancias artepelin C (5,27 + 1,335 nmol
de O2.mint.mg™?) e 4cido rosmarinico (4,71 + 0,9595 nmol de O2.mint.mg?) apresentaram
valores estatisticamente iguais as células sob estresse (3,86 * 0,6937 nmol de O,.mint.mg?),
porém o artepelin C também é estatisticamente igual ao controle negativo com p < 0,05 (6,82

+ 0,4174 nmol de O..mint.mg™); mostrando uma caracteristica antioxidante mesmo que
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pequena (Figura 40A). Com a adi¢do do desacoplador FCCP poderia ser observado um aumento
do consumo de oxigénio pela mitocondria, o que s6 ocorre no controle (10,58 £ 1,040 nmol de
02.min"t.mg™), mostrando que as substancias AC (4,42 + 1,143 nmol de O2.mint.mg?) e AR
(6,54 + 2,284 nmol de Oz2.min.mg™) nessa concentragio nio contribuem para uma melhoria
na fungdo mitocondrial relacionada ao consumo de oxigénio molecular, possuindo valores

estatisticos iguais as células estressadas (4,88 + 1,937 nmol de O,.mint.mg™?) (figura 40B).
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Figura 40: Consumo de oxigénio das leveduras na respiragdo basal (A) e respiragdo maxima na presenca de
FCCP (B).

E possivel perceber pelos resultados que as células de levedura estdo respirando, e ao
adicionar o desacoplador FCCP ha uma resposta consideravel apenas das células do controle
negativo, o que pode estar relacionado ao fato de que as demais células estdo com as
mitocondrias danificadas pelo estresse oxidativo e os acidos fendlicos utilizados ndo foram
capazes de melhorar a atividade mitocondrial. Diferente do que foi observado durante avaliagéo
da disfuncdo mitocondrial onde as substancias fendlicas foram capazes de, aparentemente,
proteger a mitocéndria das EROs mostrando que talvez o tratamento ajude a organela e a célula
de uma maneira geral reduzindo e/ou impedindo os danos gerados pela adi¢do do agente

oxidante.

Kubiliene et al (2018) revela em suas pesquisas que alguns acidos fendlicos e
flavonoides possuem a capacidade de interagir e se estabilizar na membrana das mitocondrias

e fazer o papel de um desacoplador, aumentando assim o consumo de Oz e diminuindo a
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formacdo de EROs mitocondriais. Isto ndo foi o observado nestes resultados, pois talvez a
concentracdo das substancias esteja baixa, ndo sendo suficiente para influenciar na fungéo
mitocondrial. Kubiliene e colaboradores verificaram efeito nas mitocondrias a partir de 32
ug.mL* de compostos fenolicos e no presente trabalho utilizou apenas 10 pg.mL™ de cada
acido fenolico, AC e AR. Mesmo n&o possuindo uma atividade mitocondrial elevada, AC foi a
substancia que possuiu melhores resultados entre as duas substancias avaliadas. O artepelin C,
assim como EEP50, apresentaram acdo antioxidante contribuindo com a diminuicdo dos danos
causados pelo estresse oxidativo, mas o AC ndo foi capaz de melhorar a funcionalidade

mitocondrial como o que foi demonstrado no mesmo ensaio com o extrato EEP50 (Figura 34).
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6. CONCLUSOES
O extrato etanolico de propolis verde ndo foi toxico em nenhuma das concentracfes
utilizadas, apresentando carater antioxidante no ensaio de sobrevivéncia celular, tanto em meio
fermentativo como em meio ndo fermentativo. Apenas no consumo de oxigénio, que avalia
diretamente a influéncia na mitocondria, o extrato etanélico de prépolis em 50 pg.mL™ (EEP50)

foi o Unico a contribuir positivamente para funcionamento mitocondrial.

O extrato hexanico de propolis demonstrou, logo no inicio dos experimentos, ser toxico
na concentragdo de 200 pug.mL™. Embora a concentragdo EHP100 ndo tenha sido tdxica para
as celulas, esta causou disfuncdo mitocondrial e ndo apresentou atividade antioxidante. Ja
EHP50 mostrou ser capaz de diminuir os danos causados pelo estresse oxidativo nas células,

mas nado diretamente na mitocondria.

As substancias puras avaliadas e que estdo presentes na propolis verde, artepelin C e
acido rosmarinico, também demonstraram possuir propriedades antioxidantes, sendo capazes
de diminuir os danos causados pelo perdxido na maioria dos diferentes ensaios, inclusive no
experimento de disfungdo mitocondrial. Porém, ao analisar a mitocndria especificamente, o
artepelin C apresentou pequena contribuicdo apenas na respiracdo basal. Mesmo que o
tratamento apresente atividade antioxidante e proteja as leveduras dos danos causados pelo
peroxido aumentando a viabilidade celular, tanto artepelin C quanto &cido rosmarinico ndo
foram capazes de interferir diretamente na funcdo respiratoria das células. Talvez a
concentracdo utilizada pode estar abaixo do necessario para que consiga fazer um maior efeito

na organela em questéo.

Das amostras avaliadas neste trabalho, o extrato etandlico de prépolis em 50 pg.mL™
(EEP50) foi aquele que apresentou o melhor carater antioxidante e o Unico a contribuir
positivamente na cadeia transportadora de elétrons, sendo claramente devido aos componentes
presentes nessa amostra. Certamente a acdo sinérgica das substancias fenolicas (acidos
fenolicos e flavonoides) e outros compostos presentes neste extrato e nestas concentragdes foi
benéfica para as células e provavelmente algumas substancias presentes no extrato etanélico
foram capazes de atuar direta ou indiretamente sobre a fungdo mitocondrial e proteger os
complexos presentes nas cadeias transportadoras de elétrons. Ja o extrato com caracteristicas
apolares na concentragdo de 50 pg.mL™* (EHP50) apresentou 6timos resultados diminuindo a

peroxidacao lipidica e aumentando a viabilidade celular em meio fermentativo, onde certamente
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as substancias presentes no extrato hexanico ndo promoveram o mesmo efeito do extrato

etandlico mais polar, contudo foi capaz de atuar na protecdo das membranas celulares.
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