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PROPOLIS: EFEITO NA FRAGILIDADE OSMOTICA DA
MEMBRANA ERITROCITARIA
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Resumo: Prépolis € uma substancia resinosa colhida dasaglapelas abelhas. A composigéo
do propolis depende da vegetacdo envolvente, dedestio ano, e da area da qual provém. Este
produto da colmeia contém normalmente, uma graadedade de compostos quimicos, tais
como polifenadis (flavondides, &cidos fendlicos &k, esterdides e aminoacidos.

A esferocitose hereditaria (EH) € um tipo de anemeidransmissédo hereditaria que resulta da
presenca de eritrécitos microciticos e hipercromicasféricos e sem palidez central.
Clinicamente, os individuos apresentam normalmefgsde condigBes assintomaticas até
anemias hemoliticas graves.

Os objectivos deste estudo foram avaliar o efeitaddis extractos de prépolis, oriundos de
diferentes regifes (Bornes — Tras-os-Montes; FurdBeira Interior), na fragilidade osmética
da membrana eritrocitaria em pacientes com EstesgHereditaria.

Para avaliar o efeito do prépolis este foi extraiclam DMSO (Dimetilsulfoxido), e
posteriormente testado no sangue de dois individuascom esferocitose hereditaria e outro
sem esta patologia. O sangue utilizado foi obtiolopguncdo venosa com EDTA sadico.

No individuo portador da doenca procedeu-se adestede fragilidade osmotica, tendo-se
verificado que ambos os prépolis demonstraramee$eib a membrana do eritrécito, no entanto
o efeito do prépolis oriundo de Bornes - Tras-osaMs foi mais acentuado comparativamente
com o do Fundéo — Beira Interior.

Estes resultados abrem portas a investigac6esasutap sentido de elucidar os mecanismos
pelos quais o propolis altera a fragilidade da nremép eritrocitaria.

1. INTRODUCAO

Propolis € uma substancia resinosa colhida dastaglarpelas abelhas. A sua
composicdo depende da vegetacdo envolvente, dedestitb ano, e da area de
proveniéncia [1]. Este produto da colmeia contémm@admente, uma grande variedade
de compostos quimicos, tais como polifendis (flahdes, acidos fendlicos e ésteres),
esteroides e aminoacidos [2].

A esferocitose hereditaria € uma anemia hemoltticeyénita, com origem na alteracédo
das proteinas de membrana dos eritrocitos, quedawaa maior susceptibilidade ha
hemdlise e diminuem a sobre-vida da célula.

A EH é originada por um defeito na membrana eiliffo@, resultando numa
instabilidade do citoesqueleto celular. O erit@gierde superficie, tornando-se esférico
e de menor tamanho. Consequentemente, estas cgolaapidamente sequestradas da
circulacédo pelo bago.

Existem quatro tipos de anormalidades na protemandmbrana do eritrocito que
podem causar a EH: deficiéncia de espectrina, idrfim de espectrina associada a
anquirina, deficiéncia da banda 3 ou defeitos natepma 4.2. A deficiéncia de
espectrina € a causa mais comum.



O estudo realizado é do tipo experimental, e teweccobjectivos: avaliagdo do efeito
do extracto de propolis na fragilidade osmaticarsenbrana eritrocitaria; avaliagcdo do
efeito em pacientes com Esferocitose Hereditarid);(Eomparacdo do efeito de dois
propolis provenientes de diferentes regides (Born&sas-os-Montes; Fundao — Beira
Interior).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras

Foi testada a fragilidade osmotica dos eritrocdesdois individuos, um com EH, e
outro sem este sindrome. Os individuos colaboram@omtariamente neste trabalho e
consentiram a publicagdo dos resultados. Toda®msas de sigilo profissional e de
ética foram cumpridas ao longo deste trabalho @xjeeital.

As amostras de prépolis tiveram origem em dua$esgile Portugal: Tras-os-Montes e
Beira Interior (Figura 1).
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Figura 1. Localizacio da
origem das amostras:
Bornes (azul) ¢ Fundao
{vermelho)

2.2.Fragilidade osmatica

Para a realizacdo deste ensaio utilizou-se sangll@d@ por puncdo venosa
heparinizado, de um individuo com esferocitose ditnga e outro sem este sindrome,
para controlo. O ensaio foi realizado de imedid® forma a ndo ultrapassar as duas
horas maximas recomendadas, quando a amostram@rare temperatura ambiente.

O teste da fragilidade osmotica mede a resist@&usaeritrocitos a hemalise por stress
osmatico. O teste consiste na exposicdo de etivdai solucdes salinas hipotonicas de
concentracdo decrescente. A quantificacdo do gmuhemolise foi realizada a
temperatura ambiente (15°C a 20°C), por colorime#i percentagem de hemodlise
representou-se através de um grafico que relaciancancentracdo da solucdo salina
com o grau de hemolise. Este normalmente tem aafsigmoidal.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com este estudo pretendeu-se avaliar a possitglidaditilizar o propolis como agente
farmacoldgico, que actue ao nivel da membraneoeitiéiria. Para o efeito, tal como

como referido na seccao material e métodos, faillneto sangue a dois individuos, um

saudavel e outro com a sindrome. Na figura 2 apt@s® a observagdo microscopica
da morfologia eritrocitaria dos dois individuosnde A o individuo com a sindrome e

B o individuo saudavel utilizado como controlo.
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Figura 2. Imagens microscopicas dos

eritrocitos do paciente {A) e do controlo (B),
auma ampliagdo de 1000x.

Com a realizacdo deste estudo, obtivemos os rdesltgue constam na figura 2 e 3.
Assim, pela observagdo microscépica confirmou-se @undividuo com esferocitose
hereditaria apresenta esferdcitos (eritrocitos ppreeram a sua elasticidade e por isso
adquirem a forma esférica) caracteristicos destdr@ne (Figura 2. A). Quanto ao
individuo controlo, este apresentou uma morfolagjiérocitaria dentro dos padrbes
normais, ou seja, eritrocitos com forma de discémtavo (Figura 2. B).

O tratamentoin vitro das células eritrocitarias com prépolis alterodragilidade
osmotica. Como podemos verificar na figura 3 (A,eBC), o propolis diminui a
fragilidade das células, sendo o de Bornes (C)s miiéaz comparativamente com o do

Figura 3. Tubos do teste de fragilidade osmotica: A-
Controlo; B-Com propolis do Funddo; C-Com propolis de
Bornes

Fundéo (B).

Com os resultados obtidos no teste da fragilidatedtica contrairam-se os graficos da
figura 4 e 5. Da andlise dos resultados verifioeupse o propolis afectou a membrana
eritrocitaria, quer do individuo controlo, queriddividuo com EH.

No individuo com EH, a hemdlise sem propolis iniege para a concentracdo de 5,5
g/L de NaCl, enquanto, na presenca de préopoliddd,0 g/L e 4,0 g/L, para o prépolis
do Fundao e de Bornes respectivamente.
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Figura 4. Grifico comparativo das percentagens Figura 5. Grifico comparativo das percentagens
de hemolise obtidas no individuo controlo, com e de hemdlise obtidas no individuo com EH, com e
sem a exposicdo ao propolis sem a exposi¢io ao propolis

Pensa-se que 0s compostos responsaveis por esidaaet sejam os fendlicos, nao
havendo no entanto estudos conclusivos.

Dada a importancia destes resultados, e uma veaziqda ndo existem terapias eficazes
para esta doenca, a nossa equipa de trabalho irdskrdos posteriores proceder a
identificacdo dos compostos envolvidos nesta aletde, bem como a identificagdo dos
alvos moleculares na membrana eritrocitaria.
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