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RESUMO

A busca por produtos naturais que apresentem efeito anti-inflamatorio e baixa
toxicidade é estimulada por varias organiza¢cdes mundiais e pode ser uma alternativa
para o tratamento de doencas inflamatorias. No Brasil, a politica nacional de préticas
integrativas e complementares fomenta o estudo e utilizacdo de produtos como a
propolis vermelha. Este estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade do extrato
etandlico da propolis vermelha (EEPV) em modelos animais e celulares, bem como
o efeito terapéutico em pacientes portadores de dores articulares decorrentes de
osteoartrose (OA). A amostra de propolis foi coletada na cidade de Japaratinga,
Alagoas, Brasil, sendo utilizado um extrato na concentracdo de 75 mg/mL para o
ensaio clinico. Analise quimica foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada ao espectrometro de massas. A determinacdo da citotoxicidade
foi realizada utilizando macréfagos da linhagem J774.Al tratados com EEPV nas
concentracdes entre 0,1 e 100 mg/mL. Os ensaios para determinacao da toxicidade
com Drosophila melanogaster foram realizados apés 1 e 7 dias de tratamento, e
sobre o tempo de vida desses animais. Ja o estudo com pacientes estudo clinico
randomizado, duplo-cego, controlado por placebo, de fase 2 e 3, foi realizado
durante 4 semanas, para validar a eficacia do EEPV na reducéo de dores articulares
decorrente de osteoartrite e analisar a seguranca do uso através das analises de
marcadores de toxicidade hepatica (AST e ALT) e renal (Ureia e Creatinina). A
amostra da pesquisa foi composta de 83 individuos randomizados em 4 grupos,
sendo os grupos 1 e 2 formados por individuos sem diagnostico de osteoartrose que
receberam EEPV (n=12) ou placebo (n=13), respectivamente. Os outros 58
participantes possuiam diagnostico de osteoartrose e foram divididos em dois
grupos sendo 30 individuos no grupo 3 e 28 no grupo 4 sendo que ao grupo 1 foi
ofertado o EEPV e ao grupo 2 foi ofertada a solucdo placebo. Um total de 17
participantes dos grupos 3 (n=10) e 4 (n=7) tiveram amostra de sangue coletada
para analise dos marcadores de toxicidade hepatica e renal, apés 12h de jejum A
avaliacdo clinica e funcional avaliou a intensidade da dor pela escala visual
numeérica da dor, amplitude de movimento, goniometria, forca muscular, com o teste
de forca muscular manual e avaliacdo do nivel de comprometimento funcional,
utilizando o questionario funcional de Lequesne. A analise quimica da prépolis
vermelha evidenciou 60 compostos, dentre elas, algumas inéditas nas amostras de
prépolis de Alagoas ja estudas. Apenas as concentracdes de 50 pg /mL e 100 ug
/mL foram consideradas citotdéxicas. Nao evidenciamos toxicidade aguda e crbnica
em Drosophila melanogaster apesar do discreto aumento da taxa de mortalidade
apos exposicao ao EEPV a 20%. A analise da toxicidade hepatica e renal evidenciou
gue em individuos com ou sem OA, houve pequena variacdo nos neveis séricos das
enzimas hepaticas, mantendo-se dentro dos valores de referéncia e sem diferenga
estatisticamente significante. O mesmo comportamento foi evidenciagdo nos
marcadores de toxicidade renal. Nossos dados ndo mostram melhora da forca
muscular, apés 28 dias de utilizac&do da prépolis, porém com melhora significativa da
amplitude de movimento da articulacdo do joelho. Ao final do acompanhamento o
grupo EEPV apresentou reducéo significativa da dor (p<0,0001), havendo diferenca
significativa na intensidade da dor entre os dois grupos (p<0,0005), bem como
melhora significativa no questionario funcional de Lequesne com diminuicdo de 14
pontos para 9,5 pontos no questionario do grupo em uso de EEPV. Por fim, ndo
foram relatados efeitos secundarios ou adversos. Concluimos que existe uma



possivel origem botanica complementar na prépolis utilizada, com baixa toxicidade in
vitro e in vivo. Sendo possivel perceber a eficacia terapéutica na melhora da dor,
amplitude de movimento e funcionalidade de individuos portadores e OA de Joelho.

Palavras-chave: Propolis. Drosophila melanogaster. Testes de toxicidade.

Osteoartrose. Inflamagéo.



ABSTRACT

The search for natural products that have an anti-inflammatory effect and low toxicity
is stimulated by several organizations worldwide and may be an alternative for the
treatment of inflammatory diseases. In Brazil, the national policy of integrative and
complementary practices encourages the study and use of products such as red
propolis. This study aimed to evaluate the toxicity of the ethanol extract of red
propolis (EEPV) in animal and cellular models, as well as the therapeutic effect in
patients with joint pain due to osteoarthritis (OA). The propolis sample was collected
in the city of Japaratinga, Alagoas, Brazil, using an extract at a concentration of 75
mg / mL for the clinical trial. Chemical analysis was performed by high performance
liquid chromatography coupled to the mass spectrometer. The determination of
cytotoxicity was performed using macrophages of the J774.Al strain treated with
EEPV in concentrations between 0.1 and 100 mg / mL. The tests to determine
toxicity with Drosophila melanogaster were performed after 1 and 7 days of
treatment, and on the life span of these animals. The study with patients, a
randomized, double-blind, placebo-controlled clinical study, phase 2 and 3, was
carried out for 4 weeks, to validate the effectiveness of EEPV in reducing joint pain
due to osteoarthritis and to analyze the safety of use through analysis of hepatic
(AST and ALT) and renal (Urea and Creatinine) toxicity markers. The research
sample consisted of 83 individuals randomized into 4 groups, with groups 1 and 2
consisting of individuals without a diagnosis of osteoarthritis who received EEPV (n =
12) or placebo (n = 13), respectively. The other 58 participants had a diagnosis of
osteoarthritis and were divided into two groups, 30 individuals in group 3 and 28 in
group 4, while group 1 was offered EEPV and group 2 was offered a placebo
solution. A total of 17 participants from groups 3 (n = 10) and 4 (n = 7) had a blood
sample collected for analysis of liver and renal toxicity markers, after 12 hours of
fasting. The clinical and functional evaluation evaluated the pain intensity by visual
numerical scale of pain, range of motion, goniometry, muscle strength, with the
manual muscle strength test and assessment of the level of functional impairment,
using the Lequesne functional questionnaire. The chemical analysis of red propolis
showed 60 compounds, among them, some new in the propolis samples of Alagoas
already studied. Only concentrations of 50 pug / mL and 100 pg / mL were considered
cytotoxic. We did not evidence acute or chronic toxicity in Drosophila melanogaster
despite the slight increase in the mortality rate after exposure to 20% EEPV. The
analysis of hepatic and renal toxicity showed that in individuals with or without OA,
there was little variation in the serum levels of liver enzymes, remaining within the
reference values and with no statistically significant difference. The same behavior
was shown in the markers of renal toxicity. Our data show no improvement in muscle
strength after 28 days of using propolis, but with a significant improvement in the
range of motion of the knee joint. At the end of the follow-up, the EEPV group
showed a significant reduction in pain (p <0.0001), with a significant difference in
pain intensity between the two groups (p <0.0005), as well as a significant
improvement in the Lequesne functional questionnaire with decrease from 14 points
to 9.5 points in the questionnaire of the group using EEPV. Finally, no side or
adverse effects were reported. We conclude that there is a possible complementary
botanical origin in the propolis used, with low toxicity in vitro and in vivo. It is possible
to perceive the therapeutic efficacy in improving pain, range of motion and
functionality of individuals with knee OA.



Keywords: Propolis. Osteoarthritis. Inflammation. Toxicity tests.
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1. REVISAO DE LITERATURA
1.1 - Préticas complementares

A utilizacdo da natureza para fins terapéuticos € tdo antiga quanto a
civiizacdo humana e, por muito tempo, produtos derivados de plantas e animais
foram fundamentais para a area da saude. Historicamente, as plantas medicinais
sao importantes como fitoterapicos e na descoberta de novos farmacos, estando no
reino vegetal a maior contribuicdo para descoberta de farmacos. Recentemente, o
uso das terapias complementares e alternativas vem ganhando espaco no mundo.
Este termo envolve métodos e técnicas que fogem da medicina convencional e seu
pensamento biomédico e hospitalocéntrico (BODEKER; KRONENBERG, 2002).

Este campo envolve a utilizacdo de recursos que estimulem promocao da
saude, prevencao e recuperacao de agravos por meio de processos dinamicos que
vao desde o uso de tecnologias leves, como a escuta qualificada e acolhedora e
desenvolvimento de vinculo terapéutico, até o uso de produtos naturais, num
processo que a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define como medicina
complementar e alternativa-MCA (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA (ANVISA), 2007)

Quase 50% da populacdo de paises desenvolvidos usa alguma forma de
MCA (BODEKER; KRONENBERG, 2002), chegando a 70% - 90% da populacdo em
paises em desenvolvimento (ROBINSON; ZHANG, 2011). Estes altos indices de
uso, vem sendo acompanhados por um aumento das pesquisas e criagdo de
politicas publicas que estimulam o uso baseado em evidéncias cientificas acerca
dessas praticas (BODEKER; KRONENBERG, 2002).

Os principais fatores, citados na literatura, envolvidos na decisdo dos
individuos em usar praticas complementares envolvem a percepcao de que estas
praticas ndo apresentam riscos, o0 desejo em tentar todas as alternativas
terapéuticas, a percepcao do individuo acerca do autocuidado, a pressao das midias
e redes sociais, a expectativa de recuperacdo completa apdés uso continuado, a
crenca na diminuicdo da dor aguda, a falta de resolutividade de tratamentos
convencionais e o menor custo dessas praticas (YANG; SIBBRITT; ADAMS, 2017).

No Brasil, em 2003, iniciou-se um processo para a construgdo da Politica

Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no Sistema Unico de Saude
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(SUS) com intencao de atender as diretrizes das Conferéncias Nacionais de Saude
e as recomendacfes da OMS (BRASIL, 2015).

Através dessa politica, a utilizacado de produtos de origem natural é fomentada
no Sistema Unico de Saude, visando a ampliagdo do acesso, fortalecimento da
cultura popular e diminuicdo dos gastos com tratamentos farmacoldgicos crénicos e
de alto custo (BRASIL, 2015). A ultima atualizac&o desta politica, realizada em 2018,
incluiu 10 novas praticas, dentre as quais a chamada apiterapia (BRASIL, 2018).

De acordo com a portaria n°® 702 de 21 de margo de 2018, apiterapia consiste
na utilizacdo de produtos produzidos pelas abelhas, visando o auxilio no tratamento
de condicbes de salde, mas também visando a promocdo da saude e a prevencao
de agravos (BRASIL., 2018)

A inclusdo da apiterapia tem respaldo em varios estudos que apontam que
varios produtos produzidos pelas abelhas sdo usados desde a antiguidade
(CORNARA et al., 2017; KOCOT et al., 2018) até os dias atuais devido as suas
propriedades nutricionais e farmacéuticas (CORNARA et al., 2017).

As abelhas sao importantes para a manutencédo da vida, cerca de 80% das
polinizacbes ocorrem gracas a estes insetos sociais. A atuacdo do homem contudo,
vem alterando o mutualismo planta-polinizador através da reducédo do habitat e uso
indiscriminado de agrotoxicos. Organizadas numa sociedade de castas, existem 3
tipos de membros no enxame, a abelha rainha, que coordena os demais membros
através de seus feromonios e alimenta-se exclusivamente de geleia real, os zangdes
gue possuem a unica funcdo de fecundar a rainha e as abelhas operarias que
realizam todas as tarefas de manutencdo da colmeia, incluindo a defesa e o
forrageamento, responsavel por obter resinas e pélen para producdo dos diferentes
produtos derivados das abelhas (CUNNINGHAM-MINNICK; PETERS; CRIST, 2020;
WINSTON, 2003).

Além da importancia ambiental, as abelhas apresentam importancia social,
nutricional e econdémica devido a ampla utilizacdo popular de seus produtos, sendo
0s mais conhecidos e estudados: cera, veneno, geleia real, mel, pdlen e propolis,
onde os trés primeiros séo sintetizados pelas abelhas e os outros 3 sdo derivados de
plantas e modificados pelas abelhas (BANKOVA; POPOVA; TRUSHEVA, 2018).

A cera € um produto bastante usado na industria alimenticia e na fabricagcido

de velas e cosmeéticos (CORNARA et al.,, 2017), enquanto o veneno, também
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conhecido como apitoxina, tem relatos na literatura de atividade anticancer, no alivio
da dor e tratamento de parkinson (CORNARA et al., 2017).

Um produto bastante conhecido € a geleia real, um produto da secrecao
glandular das abelhas operéarias que € usada para alimentar a abelha rainha durante
toda a vida, bem como as larvas jovens durante sua maturacdo. Na literatura
encontram-se descricdes de suas propriedades neuroprotetora (MORITA et al.,
2012) antibacteriana, antialérgica, anti-inflamatéria, imunomoduladora
(PASUPULETI et al., 2017), e seu uso para diminuicdo dos sintomas da tenséo pré
menstrual (TPM) (TAAVONI et al., 2014). Outro produto, usado na medicina
complementar, € o pélen, com relatos na literatura de uso no tratamento de Ulceras
estomacais e doencas infecciosas. Uma revisdo apontou iniUmeras propriedades
dentre as quais antidiabética e anti-aterosclerética (CORNARA et al., 2017).

Dentre os produtos produzidos pela abelha, o mel € o mais conhecido, por
suas propriedades nutricionais. Seu uso € reportado por antigos romanos, gregos e
egipcios pelas suas propriedades nutricionais e bioldégicas (PASUPULETI et al.,
2017). O mel também é um remédio caseiro, usado na medicina popular, que foi
introduzido na prética clinica e farmacéutica (MOLAN, 1999). Atualmente uma série
de propriedades séo citadas na literatura que vao desde atividade antibacteriana
(BRUDZYNSKI; SJAARDA, 2015) a antidiabética (EREJUWA; SULAIMAN; AB
WAHAB, 2012). Uma recente revisdo apontou o uso de mel no tratamento de
feridas, tratamento de ulcera do pé diabético, desordens gastricas, propriedades
antibacterianas e contra enteropatégenos (ADEBOLU, 2005), faringite e tosse,
sendo esse um dos usos mais conhecidos do mel, chegando a ter efeito superior a
farmacos tradicionais no tratamento de tosse induzida por infeccBes respiratérias
superiores (SHADKAM; MOZAFFARI-KHOSRAVI; MOZAYAN, 2010), e como
agente antioxidante e anti-inflamatério (PASUPULETI et al., 2017).

Na medicina complementar o pdlen é usado para tratar Ulceras estomacais e
doencas infecciosas. Uma revisdo apontou inUmeras propriedades dentre as quais
antidiabética e anti-aterosclerotica (CORNARA et al., 2017).

1.2 - Propolis
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De todos os produtos derivados da abelha, a propolis tem sido o mais
estudado e apreciado na medicina, e foi objeto de estudo deste trabalho e cabera
uma secao a parte.

O uso da propolis é descrito desde os tempos mais remotos. Ha relatos de
que 300 anos a.C. ja se usava esse produto como composto na medicina popular
(GHISALBERTI, 1979). O primeiro relato cientifico sobre a propolis e suas atividades
foi publicado em 1908 (ANJUM et al., 2019). Pesquisadores afirmam que as
propriedades medicinais da propolis foram identificadas por médicos gregos e
romanos e por cientistas como Galeno e Aristoteles (CASTALDO; CAPASSO, 2002).
Os antigos egipcios usavam a propolis para embalsamar seus mortos e para cuidar
de feridas (CASTALDO; CAPASSO, 2002), mais recentemente a prépolis foi usada
durante guerras para curar feridas e regeneracao tecidual. Durante a segunda
Guerra Mundial ha relatos de uso como anti-inflamatorio (GHISALBERTI, 1979).

A propolis tem sido utilizada mundialmente na medicina popular e,
atualmente, € comercializada como produto farmacéutico (RUFATTO et al., 2018).
Seu uso foi descrito para diversas finalidades (PASUPULETI et al., 2017). Na
literatura € possivel encontrar referéncia de seu uso para desordens
gastrointestinais, por ser eficaz contra Giardia lamblia e Helicobacter pilori, para
cuidados ginecoldgicos, saude oral, na reducédo de periodontite e gengivite, além de
tratamento oncolégico e em cuidados dermatolégicos (PASUPULETI et al., 2017).

Prépolis é um produto de caracteristicas resinosas e composi¢do variavel,
coletado a partir de varias espécies vegetais e que sofre adicdo de secrecdo das
abelhas, sendo classificado como opoterapico (ANVISA, 2010). Ao contrario do que
ocorre com o mel e a geleia real, as abelhas ndo utilizam a prépolis como alimento,
e sim como item de protecao estrutural, vedando orificios e rachaduras da colmeia,
funcionando como termorregulador, mantendo a temperatura interna da colmeia em
cerca de 35°C, para evitar intempéries e prote¢cdo contra invasores, sendo também
utilizada para mumificar invasores grandes que ndo podem ser retirados da colmeia
e evitando a contaminacdo (SIMONE-FINSTROM; SPIVAK, 2010).

A prépolis €, de forma genérica, conhecida como ‘cola da abelha’ devido ao
seu uso interno na colmeia. O termo advém do grego ‘pro’, que significa defesa e
‘polis’ que pode ser atribuido a comunidade (BANKOVA; POPOVA; TRUSHEVA,
2018; KOCOT et al.,, 2018; PASUPULETI et al., 2017; SFORCIN, 2016). Nas
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colmeias esta resina também protege larvas e estoque de mel contra infeccbes
microbianas (RUFATTO et al., 2018; SFORCIN, 2016).

Para producéo da propolis, as abelhas (Apis mellifera L.) coletam a resina das
rachaduras na casca de arvores e brotos de folhas, podendo também coletar resina
secretada naturalmente pelas plantas (BANKOVA; POPOVA; TRUSHEVA, 2018).
ApoOs a extracdo, as abelhas envolvem a resina nas patas traseiras e € entdo levada
para a colmeia (DAUGSCH et al., 2008). Esta resina é mastigada, adicionadas
enzimas salivares, como a beta-glicosidade (DE GROOT, 2013) e o material
parcialmente digerido € misturado com cera de abelha (—MARCUCCI; DE
CAMARGO; LOPES, 1996; GHISALBERTI, 1979).

Assim, é aceito que a propolis é composta em 50% por resinas e balsamos
vegetais; 30% de ceras e acidos graxos, 10% de 6leos essenciais e polen e cerca de
5% de outras substancias como aminoacidos e vitaminas (Figura 1) (BANKOVA;
POPOVA; TRUSHEVA, 2018; KOCOT et al., 2018; PRZYBYLEK; KARPINSKI,
2019).

Figura 1. Composicao da propolis

m Resina vegetal

m Cera e acidos graxos

m Oleos essenciais e pdlen

Outras substancias
(aminoacidos e vitaminas)

Fonte: Autores, 2020

De forma geral, a propolis apresenta variacao da cor de acordo com a origem
botanica (ANJUM et al., 2019). Em baixas temperaturas, a préopolis bruta apresenta
consisténcia endurecida, se tornando maleavel em temperatura ambiente e tendo
seu ponto de derretimento entre 60-70°C (ANJUM et al., 2019).
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Atualmente séo descritos 13 tipos de propolis, que variam de acordo com a
sua coloracao, origem geografica e fonte botanica. A prépolis mais recentemente
descrita foi a propolis Vermelha (Figura 2), o 13° tipo, que € encontrada no litoral
nordestino, especialmente nos estados de Alagoas e Pernambuco (DAUGSCH et al.,
2008).

Figura 2: Abelhas usam a propolis vermelha para fechar aberturas nas caixas
apicolas.

Fonte: Autores, 2020

A propolis vermelha tem sido alvo de varios estudos desde a sua descrigéo,
com presenca de isoflavonoides, descritos como marcadores quimicos deste tipo de
propolis. Estudos apontam diferentes tipos de propolis vermelha (LOPEZ et al.,
2014), mas com caracteristicas similares entre elas, tendo grande destaque para a
propolis vermelha de Alagoas, que, em 2012, obteve o selo de indicacdo geogréfica
(Figura 3) pelo Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI) e é a Unica

propolis vermelha com selo de denominagéo de origem no Brasil (INPI, 2000).
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Figura 3: Selo Denominacgéo de Origem — Manguezais de Alagoas

Fonte: INPI, 2000
Comercialmente € possivel encontrar diversos produtos a base de propolis,

como pastilhas, enxaguante bucal, cremes, gel, xarope para tosse, comprimido,
capsula, lo¢des, sprays, extratos e misturas antissépticas (ANJUM et al., 2019;
FREIRES; DE ALENCAR; ROSALEN, 2016; SANTOS et al., 2019).

E possivel afirmar que o etanol é o melhor solvente comercial, pois o extrato
etandlico apresenta maior quantidade de flavonoides quando comparado ao extrato
aquoso (PARK; IKEGAKI, 1998) e maior rendimento de diversos compostos
fendlicos (CUNHA et al.,, 2004), que sao associados ao potencial biolégico da
prépolis (DEVEQUI-NUNES et al., 2018). O extrato etandlico também foi mais eficaz
na diminuicdo de espécies reativas de oxigénio intracelular e intramitocondrial em
comparagcdo com extrato aquoso e com extrato aquoso de polietilenoglicol
(KUBILIENE et al., 2018).

O uso da propolis em geral na saude humana jA € amplamente descrito.
Dentre as propriedades citadas mais comumente na literatura, destacam-se a
atividade antibacteriana, antitumoral, cicatrizante, antioxidante, imunomoduladora e
anti-inflamatéria (CORNARA et al.,, 2017; FREIRES; DE ALENCAR; ROSALEN,
2016; PASUPULETI et al., 2017; SANTOS et al., 2019).

Todas essas propriedades advém dos mais de 300 compostos que ja foram
identificados nos 13 tipos de propolis descritos (ANJUM et al., 2019). Aceita-se que
em geral, os diferentes tipos de propolis sdo ricos em flavonoides e cetonas. Tem

sido aceito na literatura que em vez de um componente individual, parece haver uma
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acdo combinada dos diferentes complexos constituintes da propolis nas suas
diversas atividades biologicas (ANJUM et al., 2019).

Os produtos naturais, geralmente sdo formados por varios compostos que
acabam interferindo e alterando sua farmacocinética, de acordo com sua
composicdo. A propolis, embora possua dezenas de compostos quimicos, possui
flavonoides como seus principais compostos. E geralmente aceito que 0s
flavonoides da prépolis tém absorgdo intestinal (MARCUCCI et al.,, 2001) e s&o
transportados para o figado por ligacdo a albumina. Autores apontam que proépolis é
eliminada pelos rins (NIJVELDT et al., 2001; SUN et al., 2000).

Apesar da grande variedade de constituintes quimicos, ndo parece haver
alteracbes farmacocinéticas quando a propolis é utilizada junto com alimentos
(BURDOCK, 1998), essa hipétese é reforcada pela presenca de flavonoides em
varios componentes da dieta humana normal (NIJVELDT et al., 2001). Estudos
também apontam que a propolis ndo altera clinicamente o efeito de varios
medicamentos (CUSINATO et al., 2019).

Entre os desafios para a utilizacdo e regulamentacdo da prépolis e outros
produtos naturais, a literatura cita a dificuldade de padronizacdo destes produtos, a
alocacdo inadequada de recursos para o desenvolvimento e capacitacdo em MCA e
falta de uma metodologia padronizada para avaliacdo de seguranca de uso, como
testes de toxicidade. Outro ponto é a falta de evidéncias cientificas de qualidade
sobre o uso de algumas MCA em humanos. Para isso o desenvolvimento de
pesquisas clinicas € essencial e justifica-se pelo uso histérico de alguns produtos.
Alguns autores consideram que avancar de pesquisas em animais, direto para
ensaios clinicos de avaliagdo de efeito € ético e necessario para o urgente
embasamento do uso popular destes produtos (BODEKER; KRONENBERG, 2002).

1.3 Pesquisa clinica e D. melanogaster como modelo alternativo ao uso de

animais mamiferos

As pesquisas realizadas com humanos, possuem, de forma geral, quatro
fases de desenvolvimento, respeitando preceitos éticos e metodoldgicos. Os ensaios
ditos de fase 1 possuem um pequeno numero de participantes saudaveis e objetiva
avaliar a seguranca de um produto nesta populagdo, podendo ter uma ou mais

doses sendo testadas simultaneamente. Os estudos clinicos de fase 2, usualmente
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apresentam uma curta duracdo e visam avaliar a eficacia e os efeitos adversos em
individuos portadores de uma patologia ou condicdo de saude especifica. Ensaios
de fase 3 devem ser randomizados e duplo cegos, sendo geralmente multicéntricos.
Nesta fase o objetivo é analisar a eficacia e seguranca do produto em relacdo a um
placebo ou farmaco padréo ja comercializado. A Ultima fase, fase 4, consiste em
ensaios em longo prazo, que vao avaliar os riscos e benéficos apés o licenciamento
do produto testado (SEDGWICK, 2014).

Apesar de bem descritas, essas fases podem estar sobrepostas na maioria
dos estudos. Frequentemente 0s ensaios ndo se encaixam em apenas uma das
fases, sendo aceito que os estudos sejam descritos em mais de uma fase
(SEDGWICK, 2014)

No Brasil, para registro dos produtos opoterapicos, deve-se apresentar
relatorio técnico com informacdes sobre as caracteristicas fisico-quimicas, teste de
pureza, propriedades organolépticas, analise de marcadores e contaminantes,
informacdes de seguranca e eficacia, comprovadas por dados pré-clinicos e clinicos.
Assim, apesar de propolis apresentar baixa toxicidade relatada, com dose de
auséncia de efeitos colaterais de 1,47 mg/kg/dia por 60 dias em ratos e
camundongos (BURDOCK, 1998), sendo, em humanos, a dose téxica acima de
15g/dia (CASTALDO; CAPASSO, 2002), esses dados referem-se a prépolis em
geral, ndo havendo dados disponiveis sobre toxicidade da prépolis vermelha de
Alagoas in vivo. Autores sugerem que os futuros estudos devem se concentrar na
toxicidade aguda e cronica da propolis e seus compostos (FRANCHIN et al., 2018).

Outra exigéncia no que diz respeito ao estudo de novos farmacos e
medicamentos é o estudo de sua toxicidade em humanos. Uma forma de avaliar ou
inferir alguma toxicidade € por meio de analises de marcadores sanguineos. A
quantificacdo das concentracbes séricas de enzimas, glicerideos, compostos
nitrogenados e demais componentes encontrados no plasma sanguineo, com base
em valores de referéncia pré-estabelecidos, possibilitam a avaliacdo e identificacao
de lesdes, desordens e patologias em curso, tanto em um sistema especifico quanto
no organismo como um todo, também permitindo avaliar como 0 organismo se
comporta frente a ingestdo de uma substancia exdgena, bem como sua capacidade
potencial de modular os diferentes parametros fisiolégicos do organismo (OGA, S.;
CAMARGO, M. M. A.; BATISTUZZO, 2014)
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O figado € um oOrgdo que tem papel essencial para o organismo, sendo
responsavel pela sintese, metabolismo e excrecdo de inuUmeras substancias e
proteinas. As patogéneses de doencas hepaticas sdo notavelmente complexas,
envolvendo formas agudas e cronicas de hepatite, cirrose, obstru¢cao do ducto biliar,
colestase e necrose das células hepaticas, entre outros distirbios (CORRIGAN, M.;
HIRSCHFIELD, 2015; RODWELL, V. W.; BENDER, D. A.; BOTHAM, K. M,
KENELLY, P. J.; WEIL, 2017).

Para o diagnostico de alteracdes hepdéticas, além de outras avaliagbes
clinicas, sdo comumente observadas as alteracfes nos niveis séricos de parametros
bioquimicos soroldgicos. Os niveis séricos das enzimas Aspartato Aminotransferase
(AST) e Alanina Aminotransferase (ALT), quando elevados acima dos limites de
referéncia sdo indicativos de lesdo nos hepatdcitos, células do sistema hepético,
entretanto, ALT por ser uma enzima presente em maior quantidade nos hepatocitos
do que em outros tecidos tem maior relevancia clinica quando detectadas alteracdes
em seus valores, mesmo em relagdo aos niveis de séricos AST (COMPRI-NARDY,
M.; STELLA, M. B.; OLIVEIRA, 2015; LIMA, A. O.; SOARES, J. B.; GRECO, J. B,
GALIZZI, J.; CANCADO, 2010).

Os rins tém muitas funcBes importantes tais como filtracdo e reabsorcéao,
manutencdo da homeostase e outras funcdes metabdlicas, atuando de forma a
evitar desequilibrios fisiolégicos, e consequentemente desencadear graves
patologias. Avaliar a filtracdo renal dos compostos nitrogenados apresenta grande
relevancia clinica. Lesdes na estrutura do tecido renal, sejam de carater glomerular,
tubular ou intersticial, causam elevacdes dos teores de ureia plasmatica, condicéo
denominada por hiperuremia, a hipouremia por sua vez, é caracterizada por baixos
niveis de ureia no sangue (BERG, J. M.; TYMOCZKO, J. L.; STRYER, 2014,
MOTTA, 2009).

Outro parametro bioquimico relevante para avaliacdo da funcdo renal trata-se
da Creatinina sérica (CR). Consistindo essencialmente num produto metabdlico da
creatina muscular, pela sua especificidade e sensibilidade, € um importante
parametro usado na pratica clinica para avaliagdo da taxa de filtracdo glomerular e
reducBes em sua velocidade, que sdo associadas a aumentos nos niveis séricos de
creatinina e indicativos do grau de deterioracdo renal quando na presenca de
patologias nesse sistema (KOEPPEN, B. M.; STANTON, 2013; RODWELL, V. W,;
BENDER, D. A.; BOTHAM, K. M.; KENELLY, P. J.; WEIL, 2017).
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A existéncia de diferentes modelos animais, permite uma ampla gama de
testes e avaliacOes para diferentes situacdes experimentais, considerando que cada
modelo possui uma especificidade e um protocolo de utilizacdo (PANCHAL; TIWARI,
2017). Os principais modelos citados em diversos artigos nas ciéncias da saude sdo
0os modelos roedores, como ratos e camundongos, importantes para o conhecimento
de mecanismos de acdo e comportamento, frente a diversos farmacos. Porém esses
modelos n&o possibilitam investigagbes mais detalhadas sobre o efeito de
determinadas substéncias em todas as etapas do seu desenvolvimento, por exemplo
(KAUN; DEVINENI; HEBERLEIN, 2012). Esta dificuldade é facilmente entendida
pela demanda de tempo e de custos para a manutencédo, reproducdo e cuidados
com esses animais (KAUN; DEVINENI; HEBERLEIN, 2012).

Assim, outros modelos animais, mais acessiveis técnica e economicamente,
tem seu uso popularizado ao longo dos anos, a exemplo da Drosophila
melanogaster. Essa espécie permite investigar a resposta aguda a farmacos e
compreender os mecanismos envolvidos. Ademais € possivel avaliar todo o seu
ciclo de vida e a influéncia de substdncias em suas diferentes fases de
desenvolvimento (KAUN; DEVINENI; HEBERLEIN, 2012).

Autores também apontam a Drosophila melanogaster como uma boa espécie
animal para ensaio de diferentes extratos dos diversos tipos de prépolis ja descritas,
com diversos objetivos. Um estudo utilizou o farmaco donepezil associado a
diferentes concentracdes do extrato etandlico de prépolis com intuito de avaliar o
comportamento de memodria desta espécie, observando que a associacdo pode
promover uma melhor resposta na memaria de curto e de longo prazo (AYIKOBUA
et al., 2018). Outro grupo encontrou uma diminuicdo da mutacdo somatica e da
recombinac&o induzida pela doxorrubicina (VALADARES; GRAF; SPANO , 2008).

A Drosophila melanogaster possui inUmeras vantagens quando comparamos
com outras espécies animais. Existem relatos do uso de D. melanogaster como
animal experimental, desde o inicio do século XX, sendo este um dos modelos mais
popularmente usados na ciéncia moderna. As diversas vantagens da mosca da

fruta, nome popular da D. melanogaster, sdo apresentadas na tabela 1.

Tabela 1 — Vantagens do uso da D. melanogaster como modelo experimental

Caracteristica Descricdo Comentario Referéncia




Tamanho 3 Permite armazenamento e (MARKOW; O’'GRADY,
milimetros ~ manuseio em espacos pequenos  2006; PANCHAL;
(adulto) TIWARI, 2017)
Custo de Baixo Permite a manutencdo de (KAUN; DEVINENI;
manutencgao milhares de exemplares e HEBERLEIN, 2012;
diferentes genotipos PANCHAL,; TIWARI,
2017, PARVATHI,
AMRITHA; PAUL, 2009)
Manuseio Facil Ensaios basicos podem ser (PANCHAL; TIWARI,
realizados mesmo com curto 2017, PARVATHI;
periodo de treinamento AMRITHA; PAUL, 2009)
Ciclodevida 10 a 12 Permite rapida manutencdo e (LINFORD etal., 2013)
dias a 25°C recuperacgdo do biotério
Tempo de 90 a 120 Permite o acompanhamento de (PANCHAL; TIWARI,
vida atil dias todas as etapas do 2017)
desenvolvimento
Fecundidade Cerca de Fecundidade alta, permitindo (MARKOW, 2015;
40 ovos por manutencdo do estoque e PANCHAL; TIWARI,
dia realizagdo de avaliagbes de 2017)
estagio embrionario e larval com
grandes amostras
Similaridade  75% de Torna este modelo uma excelente (KAUN; DEVINENI;
Genética similaridad  alternativa para ensaios in vivo, HEBERLEIN, 2012;
e, com com foco principal na reducdo de PANCHAL; TIWARI,
humanos, danos aos demais modelos 2017)
em relacdo animais.
aos genes
relacionado
s a
doencas
Ensaios com Diversos Existem inumeros estudos que (DANILOV et al., 2015;
Drosophila ensaios avaliam o potencial de produtos JOVANOVIC et al.,
citados na naturais em modelos de 2018; MCCLURE;
literatura Drosophila melanogaster, FRENCH; HEBERLEIN,
tornando este  um modelo 2011; PANCHAL;
confiavel para a realizacdo de TIWARI, 2017;
diversos ensaios; STRECKER et al., 1995;
WU et al., 2017)
Bando de FlyBase Existéncia de um banco de dados (ALLOCCA,; ZOLA,
Dados on-line, permite a consulta a uma BELLOSTA, 2018;
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série de informacdes DAHMANN, 2016)

relacionadas a Drosophila

O ciclo de vida desta espécie sofre variacbes de acordo com a temperatura e
a disponibilidade de nutrientes. Em temperatura de 25°C o tempo de
desenvolvimento embrido-adulto € de cerca de 10 dias, sendo maior em
temperaturas mais baixas, e em menor tempo quando em temperaturas maiores
(LINFORD et al., 2013). Uma fémea fértil € capaz de depositar dezenas de ovos € 0
periodo de embriogénese dura 24h, resultando em uma larva de primeiro instar
(ASHBURNER, 2005).

Diversas revisbes (PANCHAL; TIWARI, 2017) apontam os fatores que
indicam a D. melanogaster como um positivo modelo experimental, com destaque
para o curto ciclo de vida e tempo de vida util, sendo possivel avaliar todo o
desenvolvimento desta espécie, pouco espaco necessario para manter uma grande
quantidade de moscas em laboratoério, alta taxa de fecundidade, sequenciamento
completo do seu genoma, apresentar 75% de similaridade, com humanos, em
relacdo aos genes relacionados a doencas e a possibilidade de utilizacdo de
individuos geneticamente modificados (KAUN; DEVINENI; HEBERLEIN, 2012;
PANCHAL; TIWARI, 2017).

Diversos ensaios, com diferentes finalidades, podem ser realizados utilizando
a D. melanogaster como modelo animal, dentre os mais citados tem-se 0s ensaios
de avaliagcédo das diferentes etapas de desenvolvimento, avaliagdo do tempo de vida
atil, ensaios de comportamento e toxicidade (PANCHAL; TIWARI, 2017).

Os ensaios de sobrevivéncia sdo muito citados em diferentes artigos,
podendo haver exposicdo de embrides (MCCLURE; FRENCH; HEBERLEIN, 2011),
larvas (MCCLURE; FRENCH; HEBERLEIN, 2011), pupas (VAN DER LINDE et al.,
2014) e adultos (SUH et al., 2017). Cada um desses ensaios possui objetivos e
protocolos especificos que devem ser considerados de acordo com as necessidades
de avaliacdo. Uma revisdo aponta que a extensdo na sobrevivéncia das moscas
sugere um efeito positivo da substancia testada, neste aspecto (PANCHAL; TIWARI,
2017).

Apesar dos resultados positivos e da ampla utilizacdo da prépolis vermelha de
Alagoas, nao foram encontrados estudos para avaliar a toxicidade deste extrato em

D. melanogaster.
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1.4 - Osteoartrose

A Osteoartrose (OA) é uma patologia progressiva caracterizada pela
degeneragédo da cartilagem e alteragdo nos demais tecidos articulares, incluindo
remodelamento do osso subcondral, surgimento de ostedfitos, frouxidao ligamentar,
fraqueza muscular, inflamacio e fibrose da capsula articular (BRUYERE et al.,
2019; DULAY; COOPER; DENNISON, 2015). Essas alteracdes levam a uma série
de manifestagdes clinicas cujas mais importantes sdo dor articular, edema local e
rigidez articular com consequente limitacdo de movimento (CLEVELAND et al.,
2019; DULAY; COOPER; DENNISON, 2015).

Dentre as patologias articulares, a OA €& a mais bem descrita na literatura
(CLEVELAND et al., 2019), com relatos desde o século XVII, onde o termo gota era
atribuido a todas as condic@es articulares (VAN DEN BOSCH, 2019). Desde entéo,
varios relatos foram publicados e as doencas articulares passaram por mudancas
nas suas nomenclaturas e classificacdes, sendo categorizadas e melhor descritas
(DEQUEKER; LUYTEN, 2008). Assim, apenas em meados de 1850, o termo OA foi
empregado com apresentacdo anatdbmica, patolégica e aspectos que a
diferenciavam da artrite reumatoide, como até entdo era classificada (VAN DEN
BOSCH, 2019). Apesar da relativa recente descricdo e caracterizacdo enquanto
patologia, a OA ndo é uma doenca nova, havendo descricdo de alteracdes
compativeis com a doenca em esqueletos humanos pré-histéricos (DEQUEKER,;
LUYTEN, 2008; WALLACE et al., 2017).

A OA é a forma mais comum de artrite, associada com morbidade,
mortalidade, incapacidade fisica e maiores custos com saude. O acometimento da
articulacéo do joelho pela OA frequentemente ocasiona quadro de dor e inabilidade
fisica com consequente reducdo da qualidade de vida (LANE; SHIDARA; WISE,
2017).

Dados epidemiolégicos sobre OA relacionados ao Brasil ou América do Sul
sdo escassos (CROSS et al., 2014). Uma revisdo dos artigos publicados nos ultimos
5 anos, ndo encontrou artigos com informac¢des sobre a populagédo sul-americana
(HUNTER; BIERMA-ZEINSTRA, 2019), porém estima-se que nos paises em
desenvolvimento das Américas, a prevaléncia de OA em homens é de mais de 20%,
enquanto para mulheres essa taxa sobe para mais de 30% (WOOLF; PFLEGER,
2003).
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A prevaléncia global de OA de joelho é de aproximadamente 3,8%, com pico
de prevaléncia aos 50 anos (CROSS et al., 2014). De acordo com a Global Burden
of Diseases, cerca de 263 milhdes de pessoas sdo portadores de osteoartrose de
joelho no mundo, com mais de 12 milhdes de novos casos diagnosticados em 2017
(VOS et al., 2017), ocupando o 11° lugar no ranking de incapacidade global (CROSS
et al., 2014).

Em um estudo com mais de 2 mil cadaveres cujo objetivo foi analisar a
prevaléncia de OA ao longo de diferentes épocas, desde a pré-historia, passando
pela era industrial até o que os autores chamam de era pés industrial, foi observado
maior prevaléncia de OA na era po6s industrial quando comparado aos outros dois
periodos. Estes autores afirmam que até metade do século XX, a prevaléncia de OA
de joelho aproximadamente dobrou (WALLACE et al., 2017), sendo hoje
referenciada com a responsavel por 85% das OA do mundo (HUNTER; BIERMA-
ZEINSTRA, 2019).

Ja4 existem evidéncias cientificas para relacionar algumas atividades
ocupacionais com o aumentado risco de desenvolvimento de OA. Foi encontrado
qgue cerca de 5% das artroses de joelho sdo decorrentes de sobrecarga ocupacional,
e aparentemente essa relacdo é verdadeira para homens e ndo para mulheres
(DULAY; COOPER; DENNISON, 2015).

Ha ainda, uma série de estudos que indicam que individuos que submeteram
seus joelhos a agachamentos e cargas significativas e recorrentes tem mais
probabilidade de desenvolver OA (COOPER et al., 1994), bem como a ocorréncia de
lesbes meniscais e ligamentares sao fortemente associadas as risco alto de
desenvolver artrose de joelho (COSTA-PAZ et al., 2019; MADALENO et al., 2018).

Outra correlacéo significativa j& demonstrada foi entre OA e mortalidade por
doencga cardiovascular. Uma pesquisa com acompanhamento de 24 anos, avaliou o
impacto da dor decorrente de OA de joelho na mortalidade. Este estudo incluiu mais
de 4 mil individuos acima de 45 anos e encontrou que em individuos com OA a
porcentagem de obesos e diabéticos aumenta com o tempo e que 37,2% das mortes
ocorreram por doenga cardiovascular (CLEVELAND et al., 2019). Esses achados
corroboram dados de outros autores que sugerem que essa ocorréncia pode estar
relacionada a limitacdo de movimento decorrente do processo de desgaste articular
(TURKIEWICZ; KIADALIRI; ENGLUND, 2019).
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Apesar de ser uma patologia bastante estudada, a fisiopatologia da OA ainda
apresenta questbes sem investigacdo e que precisam ser mais amplamente
explicadas. O que se aceita atualmente e vem sendo apresentado em grandes
revisbes sobre o tema € que o processo inflamatério € marcante e esta presente
como figura central na patogénese da doenca (VAN DEN BOSCH, 2019). De forma
oposta ao que ocorre na artrite reumatoide (AR), onde existe uma inflamacao
sinovial grave, com marcadores sistémicos bem descritos, na OA o que se tem é
uma inflamacé&o crbnica e de baixo grau, com a resposta do sistema imune inato
fortemente associada ao processo inflamatoério crénico (VAN DEN BOSCH, 2(.9).

Ainda nédo esta totalmente esclarecido se esse processo inflamatério existe
como causa ou consequéncia do dano articular e da degradacdo da matriz
cartilaginosa. A teoria mais aceita e melhor explicada é a de que a inflamacé&o ocorre
em resposta a fragmentos de cartilagem liberados apds trauma de maior ou menor
porte na articulacdo (Figura 4) (HOMANDBERG; HUI, 1996; VAN DEN BOSCH,
2019). Essa ideia explica a associacdo positiva, jA descrita, entre sobrecarga de
trabalho e lesbes ligamentares e uma maior ocorréncia de OA de joelho (COSTA-
PAZ et al., 2019; MADALENO et al., 2018).

Os fragmentos de matriz extra celular (MEC), como hialuronato de baixo peso
molecular, fibronectina e tenascina, sdo reconhecidos como padrdes moleculares
associados ao dano (DAMPs) que se ligam a receptores de reconhecimento padrao
(PRRs) em células da imunidade inata presentes na articulacdo. Esses receptores,
guando ativados, estimulam a producdo de citocinas pro-inflamatérias como as
interleucinas IL1, IL6, IL8 e fator de necrose tumoral (TNF) alfa, o que resulta em
aumento da producdo de enzimas que degradam a MEC, como as
metaloproteinases (MMPs) e adrecanades (ADAMT) que estdo envolvidas no dano a
cartilagem articular, caracteristico da OA (BARRETO et al., 2015; HWANG et al.,
2015). A presenca de cristais de acido Urico na articulacdo de individuos com OA ja
foi demonstrada. Acredita-se que esses cristais podem, via ativacdo de

inflamossomas, favorecer a liberacdo de IL 1 beta e IL 18 (DENOBLE et al., 2011).
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Figura 4: O processo inflamatério intra-articular na fisiopatologia da Osteoartrose




35

Fonte: VAN DEN BOSCH, 2019. A teoria mais aceita é relacionada com a existéncia de fragmentos
de matriz oriundos de traumas articulares de maior ou menor intensidade. Esses fragmentos (1)
aumentam a inflamacédo sinovial através da estimulacdo de macréfagos residentes na capsula
sinovial. Estas células sinoviais ativadas passam a produzir mediadores pré-inflamatérios (2). Ha
ainda o reconhecimento destes fragmentos como padrfes associados ao néo, estimulando a
formacdo de outras substancias pré inflamatérias e ativando enzimas metabdlicas (3). Essas
substancias, a exemplo do acido Urico, iniciam um feedback positivo em relacdo a producdo de
citocinas e quimiocinas e enzimas de degradacdo de matriz (4). Este processo inflamatério estimula a
neovascularizacao e o influxo de células inflamatorias que também comecam a produzir quimiocinas,
citocinas e enzimas catabdlicas (5). Além disso, a senescéncia celular estd associada a um aumento
na liberacdo de fatores, como muitas citocinas e enzimas catabdlicas, denominadas fendtipo
secretério associado a senescéncia (SASP), que estimula ainda mais o estado inflamatério da
articulacéo (6 e 7).

Uma outra via inflamatéria ocorre através da expressdo, estimuladas por
citocinas — principalmente IL1beta e TNF alfa, de beta defensina nos condrécitos,
que além de aumentar MMPs, também atua diminuindo a producé@o de inibidores
teciduais de MMP, gerando um desequilibrio (VAROGA et al.,, 2005). Outro
mecanismo de ativacdo da cascata inflamatéria é o processo de senescéncia
celular. De acordo com a literatura, com o envelhecimento, as células liberam
mediadores pro-inflamatorios e catabdlicos (Figura 4).(VAN DEN BOSCH, 2019).

Todos esses processos levam ao estresse celular com consequente liberacao
de adenosina trifosfato (ATP). Estudos indicam que o ATP estimula a morte de
condrécitos e a calcificacdo da cartilagem, tornando-a mais sujeita a rupturas
superficiais e profundas gerando os danos articulares tipicos da OA (RYAN et al.,
1992). Em resposta a esses danos, os condrdcitos, numa tentativa de reparagéo
tecidual, aumentam a atividade de sintese e reparo e acabam por favorecer a
producdo de MMP e outros mediadores proé-inflamatérios, resultantes do
metabolismo, o que desregula a fungéo celular, aumentando a resposta inflamatoria
e proliferativa, com formagcdo de novos vasos nas estruturas peri articulares e
hipertrofia dos tecidos (VAN DEN BOSCH, 2019).

O osso subcondral também é afetado por esses processos, com desequilibrio
entre a sintese e a degradacdo 6ssea e culminando em remodelamento 6sseo e
formacdo de ostedfitos, que também sofrem influéncia de sobrecargas mecanicas
(figura 5) (HSIA et al., 2019; HUNTER; BIERMA-ZEINSTRA, 2019).

O aumento de estresse oxidativo celular no processo fisiopatoldgico da OA é
bem documentado. Estudos referem que a enzima superéxido dismutase (SOD) esta

diminuida no inicio da patologia e com a progressao da destruicdo da MEC. Sabe-se
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gue com a diminuicdo desta enzima espécies reativas de oxigénio deixam de ser
convertidas, o que leva a aumento do estresse oxidativo com consequente aumento
do dano (AIGNER et al.,, 2006; REGAN et al., 2005). Esse conjunto de fatores
inflamatoérios e oxidativos favorecem a progressdo da OA, sendo necessarias as
pesquisas que busquem novas terapias que sejam capazes de romper com o ciclo

de inflamacéo e dano caracteristico deste acometimento articular.

Figura 5: Anatomia articular normal (A) e patologica (B)
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Fonte: HUNTER; BIERMA-ZEINSTRA, 2019. A cronicidade do processo inflamatério leva a alteracdes
e remodelamento de estruturas intra-articulares. As cartilagens intra-articulares tornam-se mais
enrijecidas e susceptiveis a fissuras e erosfes, diminuindo seu papel de absor¢cdo de impactos.
Ocorre ainda uma permanente ativacao dos macrofagos residentes e fibrose da capsula articular. O

0sso0 subcondral é também afetado com processo de esclerose e formacéo de ostedfitos.
1.4.1 - Terapias atuais para Osteoartrose

Dada a complexidade fisiopatoldgica e a grande limitacdo fisica decorrente a
OA, as principais associa¢cfes de estudo da OA langcam periodicamente diretrizes
para o tratamento desta alteragcdo. Segundo as atuais diretrizes e revisdes de

literatura publicadas recentemente em revistas de alto impacto, o tratamento nao
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farmacoldgico, com educacdo em saude, reducdo de peso e realizacdo de
exercicios orientados, deve ser a primeira linha de tratamento, associada as terapias
farmacoldgicas, quando necessério (CROSS et al., 2014; HUNTER; BIERMA-
ZEINSTRA, 2019).

Uma revisdo que incluiu ensaios clinicos randomizados, controlados por
placebo, com mais de 3500 participantes no total, investigou os beneficios e
maleficios do paracetamol em relacdo ao placebo para osteoartrose de quadril e
joelho, concluindo que o paracetamol fornece apenas melhorias minimas na dor e na
funcdo de pessoas com osteoartrose de joelho e quadril, sem diferenca dose-
resposta (LEOPOLDINO et al.,, 2019). Esses dados foram reforcados por outros
estudos que apontaram que o paracetamol foi fracamente recomendado para uso
regular por apresentar varios efeitos colateral relatados com o uso a longo prazo
(BRUYERE et al., 2019; MAJEED et al., 2018).

O uso de medicamentos sintomaticos de acéo lenta para OA (SYSADOA),
tiveram uso analisado de forma positiva pelas associacbes de estudos em
reumatologia. Porém foram elencadas diversas dificuldades que vao desde a
aquisicdo desses produtos, até as reais evidencias de uso. Exemplos destes
farmacos sdo a glucosamina e condroitina (BRUYERE et al., 2019).

Glucosamina e condroitina sdo compostos naturais do corpo, que S&80 0S
principais substratos da biossintese de proteoglicanos, componentes essenciais da
manutengao da cartilagem articular. Algumas revisées sobre o uso da condroitina e
glucosamina estédo disponiveis, com conclusdo de que a glucosamina é superior ao
placebo em relacdo a dor e funcdo, porém o mesmo néo pode ser concluido em
relacdo condroitina pela baixa qualidade dos ensaios (MANTOVANI; MACCARYI,
VOLPI, 2016; REGINSTER et al., 2012; ZHU et al., 2018).

Em contraponto, um importante ensaio clinico com mais de 500 participantes,
nao observou reducgdo significativa da dor na associacdao de condroitina e
glucosamina, quando comparado ao placebo. (FRANSEN et al., 2015). Esses dados
corroboram uma revisdo que recomendou 0 uso da condroitina, desde que usada
em substituicdo a glucosamina, pois o uso dos dois farmacos associados ndo possui
nivel de evidéncia suficiente para sua recomendacio (BRUYERE et al., 2019).

Dessa forma, as diretrizes ainda ndo sdo consensuais em relacdo a
recomendacdo de glucosamina e condroitina, devido a heterogeneidade de

resultados e a existéncia de viés de publicagdo (MAJEED et al., 2018; ZHU et al.,
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2018). Assim a busca por terapias que diminuam sinais clinicos em curto prazo
continua sendo essencial dado o alto grau de incapacidade (VOS et al., 2017) e
diminuicdo de qualidade de vida desses individuos (VITALONI et al., 2019).

Anti-inflamatorios sdo usualmente utilizados por portadores de OA. Estudos
apontam que os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINE) sdo seguros apenas para
uso intermitente, devido aos seus efeitos colaterais e considerando o perfil de risco
do paciente (BRUYERE et al., 2019; MAJEED et al., 2018). O uso de AINE tdpico
associado a SYSADOA é fortemente recomendado (BRUYERE et al., 2019). Um dos
farmacos mais wusados, devido ao seu baixo risco de efeitos adversos
gastrointestinais € o celecoxib, porém este farmaco, por atuar inibindo seletivamente
a enzima cicloxigenases tipo 2 (COX 2), apresenta-se com alto risco para ocorréncia
de eventos cardiovasculares. Seu uso foi considerado seguro, podendo ser usado
em idosos, que comumente tem maior comprometimento gastrointestinal, e
individuos sem histérico de doenca cardiovascular existente (KRASSELT,;
BAERWALD, 2019).

Ha ainda um grande uso de opioides por esses individuos. Um grupo analisou
a dispensacdo de opioides para individuos com osteoartrose, e encontraram que
pessoas com OA receberam cerca de duas vezes mais dispensacao de opioides do
gue pessoas sem OA e 11% do total da dispensacao de opioides foi para pessoas
com OA, sendo a maioria para OA de joelho. Assim concluem que pessoas com OA
tem um nivel alarmante do uso de opioide, 0 que € controverso em relacdo as
diretrizes atuais de tratamento, devido ao risco de dependéncia e efeitos colaterais
(THORLUND et al., 2019). Os autores ainda afirmam que 25% do pacientes com OA
receberam opioide em um periodo de 12 meses e isso € mais que o dobro da taxa
da populacdo sem OA (THORLUND et al., 2019). Assim, os autores relatam que o
uso de opioides deve ser realizado apenas quando extremamente necessario, em
pequenas doses e por um curto periodo (MAJEED et al., 2018).

Terapias intra-articulares (IA) foram fracamente recomendadas, seja para
utilizacdo de &cido hialurdnico, ou para corticosteroides (BRUYERE et al., 2019;
MAJEED et al.,, 2018). Um estudo (HENRIKSEN et al.,, 2015) ndo encontrou
diminuicdo da dor apdés 14 semanas de utilizacdo de corticosteroide, quando
comparado ao grupo que recebeu placebo (MAJEED et al., 2018). De acordo com
pesquisadores o acido hialurénico ndo pareceu ser eficaz quando comparado a

injecdo de salina (VAN DER WEEGEN et al., 2015). Uma revisdo concluiu que o
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acido hialurénico que tem seu uso pouco aceito (MAJEED et al., 2018). Ha indicios
de que a injecdo intra-articular de acido hialurénico seja menos eficaz na dor e
funcionalidade do que o uso IA de inibidores de TNF alfa (OHTORI et al., 2015).

Outras terapias vém sendo fortemente utilizadas. Um exemplo é o tapentadol,
um farmaco analgésico de acdo central que atua como agonista de receptor opioide
e como inibidor de recaptacédo de norepinefrina. Existem diversos dados clinicos que
apoiam o uso do farmaco em condi¢des cirdrgicas e nao cirurgicas, e atribuem a ndo
incorporagao do tapentadol nas atuais diretrizes de tratamento da OA, devido a sua
introducd@o no arsenal farmacologico da OA, comparado com outras terapias. Porém
afirma-se que os estudos sdo favoraveis ao uso e foram realizados por grandes
centros de pesquisa, 0 que confere seguranca e confiabilidade aos dados
disponiveis (RINONAPOLI; COACCIOLI; PANELLA, 2019).

Terapias biologicas também sédo apontadas como promissoras na terapia de
OA, porém os estudos ainda sao iniciais, sendo necessario o avanc¢o das pesquisas
para que seja feita uma andlise mais coerente inclusive da seguranca de uso. Um
estudo com 32 participantes, utilizou injecao intra-articular de células derivadas da
medula Ossea dos préprios individuos para tratamento de OA. Os autores
observaram melhora no primeiro més apds aplicacdo acompanhada de diminuicéao
dos escores de avaliacdo ao longo dos 12 meses de acompanhamento. Também foi
observado diminuicdo da sinovite, porém sem alteracdo no escore de avaliagdo do
dano de cartilagem. Os autores relatam a ndo observacdo de efeitos adversos,
porém apontam limitacdes no estudo, como auséncia de grupo controle (GONCARS
et al., 2019).

Existem apontamentos sobre a eficacia de farmacos inibidores de fator de
crescimento na reducdo das dores, quando comparados a AINES convencionais,
porém com incidéncia de 3,5% de eventos articulares considerados sérios, como
osteonecrose e rapida progressao de OA (RPOA) ap6s uso de anti-NGF
(SCHNITZER et al.,, 2015). Uma revisdao de 2016 afirma que ndo ha associagao
entre osteonecrose e anti-NGF, mas existe forte associacdo entre essa terapia e
RPOA (LANE; SHIDARA; WISE, 2017).

Terapias regenerativas usando fatores de crescimento vem sendo citadas na
literatura (HUANG et al., 2019; MIYAGI et al., 2017; YU; HUNTER, 2016). Um ensaio
clinico com a sprifermina avaliou, por ressonancia magnética quantitativa, se haveria

mudanca na espessura da cartilagem articular apés 6 e 12 meses de uso, 0s autores
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apontam que observou-se diminuicdo da perda da espessura e volume articular
total, de forma dose-dependente (LOHMANDER et al., 2014).

A injecdo IA de plasma rico em plaguetas vem ganhando espago nas
pesquisas, porém apesar de algumas revisbes apontarem melhora na dor (GOBBI,
LAD; KARNATZIKOS, 2015; LAUDY et al., 2015), estudos maiores e com menos
vieses sdo fortemente recomendados (LANE; SHIDARA; WISE, 2017). Novas
terapias como plasma rico em plaguetas e anticorpos monoclonais precisam de
maiores evidéncias para recomendacao de seu uso (MAJEED et al., 2018).

A utilizacdo de injecdo de condrécitos expressando Fator de transformacéo do
crescimento (TGF) beta 1, foi avaliada por 24 semanas e observou melhora na dor,
em relagdo ao placebo, porém sem melhora funcional. Também houve relato de
reacdo anafilatica pés-administracdo. Os autores concluem que mais estudos séo
necessarios (LEE et al., 2015).

As enzimas antioxidantes tém papel fundamental no processo fisiopatolégico
da OA. Um estudo buscou uma substancia que regule positivamente a SOD 3 e
avaliou se a SOD3 pode estimular a MEC em condi¢g6es patologicas. Foram
encontrados dados positivos em relacdo a protecdo de condrdcitos e a regulacéo
positiva de SOD. O estudo foi realizado com culturas de células e modelos roedores,
sendo necessarios mais pesquisas para esclarecer aspectos importantes (SHI et al.,
2019).

Terapias alternativas, incluindo o uso de produtos naturais também vem
sendo estudados como terapia para OA. Shep e colaboradores (2019) compararam
o efeito da curcuma com o diclofenaco e encontrou que ela foi mais segura e com
efeitos semelhantes ao diclofenaco. O estudo utilizou 129 participantes avaliados a
cada 2 semanas, por 4 semanas e procedeu a avalicdo da dor e capacidade
funcional. Apesar dos resultados positivos 0 estudo ndo contou com grupo controle
(SHEP et al., 2019).

Existem artigos que apontam como essas terapias podem ser utilizadas no
tratamento a OA. Existem estudos que descrevem as evidéncias de uso de algumas
praticas complementares, a exemplo da acupuntura e Tai-Chi para individuos com
OA (WANG, 2013). Em uma revisdo, sao apontados os usos de Medicina
Complementar e Alternativa (MCA) para OA em diferentes paises, sumarizando as
evidéncias de tratamento e seguranca de uso(KHAN et al., 2016). Essas revisoes

nao abordaram o uso da propolis ou derivados de abelhas, tendo estes sido
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analisados por um grupo da Colémbia. Sdo citadas diversas propriedades e
possiveis mecanismos de acdo da geleia real, mel, polen e propolis no tratamento
da OA (JAGUA-GUALDRON; PENA-LATORRE; FERNADEZ-BERNAL, 2020). Para
a propolis, os autores citam estudos que apontam as atividades anti-inflamatorias e
antioxidantes como principais explicacdes para o uso da propolis como uma terapia
alternativa para individuos portadores de OA. A prépolis tem capacidade de diminuir
a ativacado de macréfagos e bloquear a atividade de NF-kB, diminuindo o processo
inflamatorio, além de atuar reduzindo as reacdes de oxidacao articular, o que pode
facilitar o processo de regeneracdo da cartilagem (JAGUA-GUALDRON; PENA-
LATORRE; FERNADEZ-BERNAL, 2020).

Esses dados sao relevantes e por si, justificam o estudo e busca por produtos
provenientes de abelha com poucos efeitos colaterais que atuem na reducgéo da dor
e na melhora funcional de individuos com OA de joelho. Estudos anteriores
realizados pelo grupo de pesquisa (Moura-Sales, 2016), indicaram melhora do
quadro de dor e restricdo de movimento em individuos com tendinite e bursite de
ombro tratados com EEPV. Este estudo também avaliou um pequeno numero de
individuos com osteoartrose, observando também melhora do quadro de dor e

limitacdo de movimento.
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2. OBJETIVOS
2.1 - Objetivo geral
=>» Avaliar a toxicidade e o efeito terapéutico do extrato etandlico da propolis
vermelha de Alagoas em individuos com osteoartrose de joelho.
2.2 - Objetivos especificos
=>» Realizar analise fitoquimica da propolis vermelha de Alagoas;
=>» Mensurar toxicidade da prépolis vermelha em macroéfagos;
= Analisar a ocorréncia de toxicidade aguda e cronica em modelo animal
exposto ao extrato etanodlico da prépolis vermelha;
= Mensurar o tempo de vida util da D. melanogaster exposta a diferentes
concentracdes do extrato etandlico de prépolis vermelha;
= Medir a amplitude de movimento articular de individuos portadores de
osteoartrose em uso do EEPV;
=>» Verificar a forca muscular de membros inferiores de individuos portadores de
osteoartrose em uso do EEPV;
=>» Analisar a intensidade da dor de individuos portadores de osteoartrose em
uso do EEPV;
= Determinar o comprometimento funcional de individuos portadores de
osteoartrose em uso do EEPV;
=>» Analisar a funcdo hepética e renal por dosagem de marcadores sanguineos

em individuos normais em uso de EEPV.
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3. METODOLOGIA
3.1 - Obtencéo do EEPV

A amostra de propolis, produzida pela abelha europeia Apis mellifera
Linnaeus, 1758, Hymenoptera, Apidae, foi coletado em janeiro de 2018, em um
apiario na cidade de Japaratinga, Alagoas, Brasil (9 ° 07'.30 ", 35 ° 16'.58"). O
extrato de propolis natural foi produzido de maneira artesanal, exatamente como
feito pelos apicultores locais. A técnica consiste em colocar 300g de proépolis bruta
em processador, tritura-lo e colocar em um frasco com 1L de alcool de cereais (com
95% de concentracao alcodlica) por 15 dias, abrigado da luz. Em seguida, filtrou-se
utilizando papel de filtro.

O produto resultante deste processo foi concentrado em um rotaevaporador
digital IKA RV 10 com acoplamento a uma bomba de vacuo (VALUE®). O
procedimento foi realizado no Laboratério de Quimica Medicinal do Instituto de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), nas seguintes
condi¢cBes operacionais: 80 rpm; pressdo de 600 mmHg e banho-maria (IKA HB 10)
a temperatura de 45 °C, de maneira que se atingiu o peso seco de 75 mg/mL do
extrato sendo esta a concentracdo usada para o ensaio clinico.

Para os ensaios com D. melanogaster, foi definido que 75 mg/mL
corresponde a fracdo total (100%) do extrato, assim foram utilizados 5%, 10%, 15%
e 20% desta fracao nos diferentes ensaios realizados.

Para os ensaios in vitro, foi obtido o extrato seco e diluido em DMSO para se
obter as concentragdes de 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50; 100 mg/mL.

3.2 - Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A cromatografia liqguida acoplada ao detector de espectrometria de massa
utilizando o modo orbitrap (LC-ESI-Orbitrap-FTMS) foi utilizada para identificar
compostos de propolis vermelha. O EEPV foi diluido para uma concentracdo de 1
mg/mL e injetado 10 pL no LC-ESI-Orbitrap-FTMS. As condigbes da Thermo
Scientific LC-ESI-Orbitrap-FTMS foram usadas de acordo com as condigbes
descritas anteriormente por De Mendonga et al. (2015) durante as mesmas
execucdes analiticas das amostras de propolis vermelha do municipio de Marechal
Deodoro-Alagoas (DE MENDONCA et al.,, 2015). Os dados de LC-ESI-Orbitrap-
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FTMS foram analisados usando o software MZmine. Os ions apresentavam
intensidades superiores a 5x10° de abundancia e no intervalo de 2,5 a 50,0 minutos
foram extraidos, deisotopos, normalizados, filtrados, alinhados, submetidos a
formula de predicdo para obter a formula molecular. Cada pico foi identificado
pesquisando suas massas no dicionario de produtos naturais (versdao 2013) e nas

bibliotecas on-line da biblioteca interna, chemspider e pubchem.
3.3 - Manutencao de macréfagos:

Macrofagos da linhagem J774.A1 foram mantidos em garrafas de cultura
contendo 10 mL de meio RPMI (Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de SFB
(Cultilab) e 2 mM de L-glutamina (Sigma-Aldrich), aminoacidos nao essenciais
(Sigma-Aldrich) e piruvato (Sigma-Aldrich). No momento do uso, as células foram
contadas, ajustadas em meio RPMI suplementado e semeadas em placas de 96

POCOS .
3.4 - Determinacéo da citotoxicidade para a célula hospedeira:

O estudo de citotoxicidade de macrofagos frente aos derivados foi realizado
utilizando o método de reducdo de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio) (HUSSAIN; NOURI; OLIVER, 1993; MOSMANN, 1983). Neste
ensaio, macrofagos da linhagem J774.A1 foram plaqueados em placas de 96 pocos
por 1 hora em (10%/poco) e expostos a diferentes concentracdes de EEPV (0,1; 0,5;
1; 5; 10; 50 e 100 uM) por um periodo de 24 horas em estufa a 37°C com atmosfera
umida contendo 5% de CO2. Os pogos controles continham células cultivadas
somente com meio de cultura ou células cultivadas na presenca do veiculo de
diluicdo do EEPV (DMSO 0,1%). Ap6s o periodo de incubacédo, o sobrenadante foi
descartado e em seguida adicionado 100 uL da solugao de MTT (0,5 mg/mL). As
placas foram novamente incubadas por um periodo de 1 hora em estufa a 37°C e a
5% de COz2, logo apos foi retirado o sobrenadante e adicionado em cada pogo 100uL
de DMSO para solubilizar o formazan produzido nas células viaveis. A leitura da
concentracdo de formazan foi realizada utilizando a leitora de microplacas
(Molecular Devices Ink) com comprimento de onda de 550 nm. As células tratadas
nas diferentes concentracbes do EEPV foram comparadas aos padrbes de morte

celular, DMSO e meio.
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3.5 - D. melanogaster
Para os ensaios foram utilizados individuos adultos machos e fémeas de D.

melanogaster (Disptera, Drosophilidae) da linhagem Canton Special (CS), mantidas
em cultura no Laboratorio de Biologia do Desenvolvimento de Drosophila, no
Instituto de Ciéncias Bioldgicas e Saude (ICBS) da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL). As D. melanogaster foram mantidas em tubos com meio de cultura padréo a

temperatura controlada de 25°C.

3.6 - Padronizag&do do meio experimental

3.6.1 - Adicao de agar

Para a manutencédo do estoque foi utilizado meio padrdo constituido de uma
mistura de farinha de milho, levedo de cerveja, dextrose, sacarose, agar, agua,
nipagim 10% e &cido propidnico. A montagem do meio experimental foi realizada
adicionando ao meio padrdo 0,5 gramas de agar diluidos em 70 mL de &agua
destilada e isto foi usado para diluir 250 mL de meio padréo, sem nenhuma diluicdo
prévia. Todos os experimentos foram realizados com 3 mL de meio experimental por
tubo, formado por 2,4 mL de meio padrao diluido, sendo o volume restante formado
por agua destilada, substancia a ser testada ou ambos, para ajuste de volume final.

3.6.2 - Substancias utilizadas

Para todos os ensaios apresentados foram utilizadas as seguintes produtos
ou substancias e concentragdes: etanol (5%, 10%, 15% e 20%); Extrato etandlico de
prépolis vermelha (EEPV) nas concentracbes ja descritas; celecoxib (0,0038
mg/mL), além de um grupo controle ndo tratado, onde foram adicionados 0,6mL de
agua destilada. A definicdo da concentracédo de celecoxib se deu através de dados

disponiveis na literatura (WU et al., 2017).
3.7 — Toxicidade aguda e crdnica

Individuos adultos, machos e fémeas, de 3 a 5 dias de idade da espécie D.
melanogaster, nunca expostos a alimentos suplementados, foram transferidos apos
anestesia com gas carboénico (CO2) 24 h antes do inicio do experimento, para tubos
contendo 3 mL de meio experimental com as diferentes concentracdes de &lcool,

celecoxib e EEPV. Para analise comparativa foi utilizado um grupo controle, sem
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adicdo de qualquer substancia. Para cada concentracdo foram utilizados 100
individuos adultos, divididos em 4 repeticdes. O namero de mortes foi contado apos
24h (DAVID; BOCQUET, 1977) para avalicdo da toxicidade aguda e apoOs 7 dias
para avaliagéo da toxicidade cronica.

3.8 -Tempo de vida util

Para analisar o tempo de vida util de individuos adultos expostos as
substancias testadas, moscas adultas com 3 a 5 dias de vida, expostas apenas ao
meio padrdo, foram separadas ap0s anestesia por CO2 por, no maximo, 5 minutos,
e, apos 24h de recuperagdo, foram alocadas em 4 grupos: controle, etanol,
celecoxib e EEPV. Para cada grupo foram realizadas 4 repeticdes por concentragao,
totalizando 100 individuos por concentracdo. As moscas foram transferidas para

meios novos duas vezes por semana, o numero de mortes foi contado a cada troca.
3.9 - Ensaio clinico

A pesquisa clinica constituiu-se de um estudo de dois bracos (EEPV e
placebo), randomizado, duplo-cego, controlado por placebo, de fase 2 e 3, realizado
durante 4 semanas, para validar a eficacia do EEPV na reducéo de dores articulares
decorrente de osteoartrite. O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
da Universidade Federal de Alagoas (registro n° 2.059.400) e registro de pesquisa
clinica n°® RBR - 6ts54x. Os participantes foram informados dos objetivos e métodos
de pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) antes
do inicio do protocolo de pesquisa. Todos os procedimentos foram realizados de
acordo com as diretrizes e regulamentos existentes. Todos os participantes foram
instruidos a usar 1 mL do produto uma vez ao dia a noite antes de dormir para

atenuar possiveis interacdes alimentares.
3.9.1 - Randomizacgéo e cegamento

Os participantes foram aleatoriamente distribuidos (1:1) para receber prépolis
ou placebo usando um esquema de randomizacdo em bloco com um tamanho fixo
de quatro, gerados por um estatistico independente e colocados em um arquivo

protegido por senha, indisponivel para o pessoal do estudo responsavel pela triagem
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e recrutamento. O extrato utilizado no estudo e o placebo foram fornecidos em
frascos numerados sequencialmente. Todas as avaliagbes foram realizadas por

pesquisadores cegos para a alocacgéo do tratamento.
3.9.2 - Participantes e critérios de elegibilidade

Para este estudo foram incluidas pessoas, de ambos os sexos e qualquer
grupo étnico, com idade entre 40 e 65 anos que possuiam diagndéstico clinico de dor
articular decorrente de osteoartrose por médico e presenca de dor provocada pela
doenca citada durante a avaliacdo inicial. Também foram incluidos voluntarios que
nao apresentavam diagnostico clinico de OA, para andlise da seguranca de uso com
avaliacdo da influéncia da prépolis sobre os perfis bioquimicos hepaticos e renais.

Os critérios de exclusédo foram: pacientes gestantes, com histéria de alergia a
picadas de abelha e opoterapicos; historia de hemorragia gastrintestinal, perfuracéo
gastrica; doenca renal, doenca hepética; histéria atual de alcoolismo; uso de
anticoagulantes; implantes de proteses ou marcapasso; doengas crénicas graves
nao controladas (hipertensdo arterial, diabetes mellitus, cardiopatias e outras
doencas que, por sua natureza ou pelo tratamento proposto, possam interferir com a
avaliac@o proposta). Individuos que faziam uso de diversas terapias farmacoldgicas
foram avaliados por profissional farmacéutico capacitado a perceber possiveis
interacOes farmacoldgicas, decidindo pela insercdo ou exclusdo deste individuo na

atual pesquisa.
3.9.3 - Amostra

A amostra foi composta de 83 individuos randomizados em 4 grupos, sendo
os grupos 1 e 2 formados por individuos sem diagnostico de osteoartrose que
receberam EEPV (n=12) e placebo (n=13), respectivamente. Os outros 58
participantes possuiam diagnostico de OA e foram divididos em dois grupos sendo
30 individuos no grupo 3 e 28 no grupo 4 sendo que ao grupo 1 foi ofertada a
solucéo de propolis (EEPV) e ao grupo 2 foi ofertada a solucéo placebo. Um total de
17 participantes dos grupos 3 (n=10) e 4 (n=7) tiveram amostra de sangue coletada

para analise dos perfis hepaticos e renais.
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3.9.4 - Coletas de sangue

Como parte de um projeto de dissertacdo de mestrado do discente Fabio
Pacheco (orientando da Professora Doutora Magna S Alexandre-Moreira) do grupo
do Laboratério de Farmacologia e Imunidade, apresentamos a seguir, parte de um
estudo realizado na dissertacdo de mestrado do supra citado discente (dados em
fase final de execucdo). Estes dados complementam os estudos sobre a auséncia
de toxicidade do EEPV.

3.9.4.1 - Preparo dos pacientes

Todos os participantes que consentiram a coleta de sangue durante o
recrutamento foram orientados a permanecerem em jejum por 12h antes das coletas
de sangue, que ocorreram num intervalo de 3h e foram realizadas por pessoas
capacitadas. Todos os voluntarios foram acomodados em sala de coleta de sangue,
onde foram realizados o0s seguintes procedimentos pré coleta: acomodacao do
paciente, conferéncia da identificacdo do voluntario, questionamento sobre o
cumprimento do jejum, uso de medicacdes e preferencias sobre local de coleta
(bragos direito ou esquerdo), na sequéncia, a devida identificacdo dos tubos de
coleta com codigo de barras, a antissepsia no local da puncao, feita com alcool a
70% e utilizacdo do método de coleta a vacuo (FLEURY, 2016; MINISTERIO DA
SAUDE, 2001).

3.9.4.2 - Coleta pelo método a vacuo

Para a avaliacdo laboratorial dos parametros bioquimicos hepaticos e renais,
as amostras foram coletadas em tubos plasticos de 4 mL proprios para coleta a
vacuo, com gel separador e ativador de coagulo fabricados por BD Vacutainer®. O
procedimento de coleta nos pacientes foi realizado de acordo com o Ministério da
Saude (2001). Todos os tubos foram etiquetados com nome do voluntario, data e
hora da coleta e um codigo de barras, gerado para o rastreamento das amostras
durante o processamento.

Todas as amostras de sangue foram acondicionadas em caixa térmica de
PVC, com gelo reciclavel para refrigeragdo, a uma temperatura média entre 2 e 8 °C,

monitorada por termOémetro digital INCONTERM®, e foram imediatamente
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encaminhadas para serem analisadas no laboratério de analises clinicas do Hospital
Universitario Professor Alberto Antunes (HUPAA). Antes das analises, todos os
equipamentos foram testados e calibrados, quando necesséario. ApGs andlise, as
amostras foram acondicionadas em ultra freezer no Laboratério de Farmacologia e
Imunidade (LAFI) da UFAL.

3.9.4.3 - Anédlise de perfis bioquimicos

A analise do efeito EEPV sobre os parametros bioquimicos de funcéo
hepatica (AST e ALT) e renal (ureia e creatinina), foram determinados. Os dados
foram comparados entre as amostras coletadas antes da avalicdo (Av0), apds 14
dias de utilizacdo do produto (Avl), ap6s 28 dias de utilizacdo do produto (Av2) e
apos 30 dias da suspenséao do uso (Av3), em todos 0S grupos.

Para as analises dos marcadores bioquimicos soroldgicos, foi utilizado um
analisador bioguimico automatizado ARCHITECT c¢8000 System, produzido por
Abbott Laboratories. Os controles bioquimicos utilizados no analisador foram o
Lymphocheck Assayed Chemistry Control Nivel 1 e o Lymphocheck Assayed
Chemistry Control Nivel 2.

Na ocorréncia de alguma ndo conformidade no resultado dos controles, os
equipamentos eram calibrados e subsequentemente realizado novo processamento
dos controles, na presenca de normalidade dos resultados era dado inicio ao fluxo
de exames das amostras da pesquisa.

ApOs centrifugacgéo, realizada por cinco minutos a 3000 rpm, as amostras de
soro eram encaminhadas até o analisador que processava os tubos de coleta de
forma automatizada, de maneira que, uma vez inseridas no aparelho, as amostras
eram identificandas a partir de seu codigo de barras pelo leitor interno do
equipamento, dando inicio a quantificacdo dos analitos. Ao fim dos exames, era
emitido um laudo com os resultados para apreciacdo do operador. Foram avaliados
neste trabalho, os perfis bioquimicos das func¢des hepatica (AST e ALT) e renal (UR,
CR).

3.9.5 - Avaliacdo clinica e funcional

ApoOs assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), foi

realizada a avaliacdo inicial, composta de preenchimento de ficha com dados de
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identificacdo, avaliacao funcional composta por mensuracao da dor - pela escala de
avaliacdo numeérica (EAN) da dor -, medida da amplitude de movimento - utilizando a
técnica de goniometria, avaliacdo da forca muscular - pelo teste de forca muscular
manual, aplicacdo de questionario funcional de Lequesne.

Apoés a avaliacdo foi entregue um frasco ambar contendo a solugcéo e as
orientagcbes para consumo de uma dose de 75mg de prépolis por dia durante 4
semanas, além de uma ficha de preenchimento diario a respeito dos sinais e
sintomas e possivel identificacdo de reacbes adversas. Apds a primeira avaliacéo,
0os participantes foram acompanhados quinzenalmente, até o fim do uso do
opoterapico (4 semanas).

Todas as avalicoes foram precedidas da observagédo do frasco entregue na
avaliacao inicial, com objetivo de certificar que o sujeito da pesquisa fez uso correto
do produto e devolucdo da ficha de preenchimento diario. Os sujeitos foram
orientados ainda a ingerir 0 extrato a cada 24 horas durante a pesquisa, no periodo

noturno, antes de dormir.
3.9.5.1 - Medida de presenca e intensidade da dor

A intensidade da dor foi avaliada utilizando-se a escala visual numérica da dor
(EVN) (Figura 7). Essa escala consiste em uma linha horizontal, tendo numa
extremidade a inscricdo ‘sem dor’ e na outra a inscricao ‘dor maxima’. Foi solicitado
individuo quantificar a dor que sente informando um namero de 0 a 10, explicando
que zero corresponde a auséncia total de dor e o 10 corresponde a maior dor ja
sentida por ele (HAWKER et al., 2011). Estudos que analisaram as diversas formas
de avaliacdo da dor afirmam que a escala visual numérica da dor € altamente
confiavel e vélida, principalmente em populagdes com baixo nivel de instrucdo e em
pacientes com dores cronicas (BURCKHARDT; JONES, 2003; GARZEDIN et al.,
2008; HAWKER et al., 2011; HJERMSTAD et al., 2011).
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Figura 7 — Escala Numérica de Dor (A). Adaptacdes aceitas para pacientes com
menor escolaridade — Associacao entre as escalas analdgica de dor, visual numérica

de dor e escala de faces (B)

SemDor| 0| 1| 2|3 |4 |5|6([7 (8|9 ([10(0orMixima A

Fonte: Lima, 2016
3.9.5.2 - Amplitude de Movimento

A medida da amplitude de movimento foi realizada através de um goniémetro
universal (Figura 8) da marca CARCI, um aparelho semelhante a um transferidor
com dois prolongamentos, chamados de bragos, que giram sobre um eixo, de
simples utilizagdo e baixo custo (GAJDOSIK; BOHANNON, 1987).

Figura 8 — Goniébmetro Universal

Fonte: Autores (2020)
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A goniometria € o0 método mais utilizado na pratica clinica, assim como um
dos mais citados na literatura, com relatos de estudos que datam de 1914 (BATISTA
et al., 2006), este método se utiliza de um gonidmetro para medir, de forma objetiva,
a quantidade de movimento que determinada articulacdo é capaz de realizar
(GOGIA et al., 1987; GROHMANN, 1983).

Durante a nossa revisdo da literatura diversos artigos citaram que a
confiabilidade intra-avaliador € maior quando comparada a confiabilidade inter-
avaliador (BROSSEAU et al., 2001; ROTHSTEIN; MILLER; ROETTGER, 1983),
estes achados nos levaram a eleger um Unico avaliador para todo o processo deste
estudo. Para avaliacdo foram utilizados pontos anatdmicos como referéncia e a
medicacédo foi realizada com o participante em decubito lateral, anulando a acdo da
gravidade sobre a articulacdo, de forma ativa e sempre pela mesma avaliadora.

3.9.5.3 - Forga Muscular

A forca muscular foi mensurada pelo teste de forca muscular manual
(CUTHBERT; GOODHEART, 2007; FRESE; BROWN; NORTON, 1987), com o
participante colocado em posi¢cées com e sem influéncia da gravidade e com e sem
resisténcia. Esse teste consiste em pedir para o0 paciente realizar 0 movimento
solicitado de forma ativa, caso o paciente consiga realizar o arco de movimento
contra a resisténcia da gravidade € solicitado que ele realize novamente o
movimento, porém vencendo uma resisténcia manual distal a articulacdo, imposta
pelo avaliador. (HISLOP; MONTGOMERY, 2008). O teste foi realizado pela mesma
avaliadora em todas as avaliacdes e com comando claro e objetivo, seguindo um
protocolo Unico, conforme recomendado na literatura (CUTHBERT; GOODHEART,
2007).

O resultado deste teste foi graduado conforme a escala de Lovett,
apresentando 6 gradacdes de forca muscular, onde 0 é auséncia de contracao
muscular (plegia), 1 ocorre um esboc¢o de contracdo muscular porem incapaz de
mover ativamente a articulacdo (paresia), 2 ha contracdo muscular, porém a
musculatura ndo é forte o suficiente para promover movimento articular contra a
gravidade, se retirarmos a acéo da gravidade o paciente podera mover a articulagéo
sem grandes dificuldades (paresia), 3 ha contracdo muscular, com forca suficiente

para mover a articulacdo contra a acdo da forca gravitacional, porém néo é possivel
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vencer qualquer resisténcia aplicada, 4 a contracdo muscular € capaz de mover a
articulacéo contra uma resisténcia manual proximal e 5 a contracdo muscular possui
forca suficiente para mover a articulagdo em teste contra uma resisténcia manual
distal (O’'SULLIVAN; SCHIMITZ, 2010).

3.9.5.4 - Questionario Funcional

Diversos estudos recentes em osteoartrose utilizam, além das usuais
avaliacoes funcionais e escalas de intensidade da dor, questionarios funcionais para
avaliar, de forma ampliada e levando em consideracdo as diversas variaveis
envolvidas, as respostas as intervencdes propostas.

Para avaliagdo do nivel de comprometimento funcional, foi utilizado o
guestionario funcional de Lequesne, um indice composto de 11 questfes sobre dor,
desconforto e funcéo, sendo seis questbes sobre dor e desconforto (sendo uma
destas distintas para joelho e outra para quadril), uma sobre distancia a caminhar e
quatro distintas para quadril ou joelho sobre atividades da vida diaria. As pontuacfes
variam de 0 a 24, em faixas de classificacdo que vao desde a auséncia de
acometimento até o acometimento extremamente grave da funcdo. (MARX et al.,
2006).

3.10 - Anéalise estatistica

Os dados obtidos foram tabulados no programa Excel (pacote office 2010) e
analisados estatisticamente utilizando-se o software PRISM ver. 6, onde foram
realizados teste ANOVA com nivel de significancia de 5% na andlise de
citotoxicidade, parametros bioquimicos, toxicidade em D. melanogaster a e dados
clinicos , utilizando-se o poés teste de Tukey para dados normais e o0 pos teste de
Dunnett para dados ndo normais de acordo com o teste de normalidade Shapiro-
Wilk. Para o ensaio de Tempo de vida atil em D. melanogaster, foi utilizado o teste

log-rank.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Andlise quimica da propolis vermelha

Os dados de LC-ESI-Orbitrap-FTMS foram avaliados e comparados com 0s
resultados descritos anteriormente (ALMEIDA; ALBUQUERQUE, 2002; DE
MENDONCA et al., 2015) para préopolis vermelha de Alagoas-Brasil. Observa-se que
esse tipo de propolis vermelha da regido de Japaratinga-Alagoas, localizada a 160
km da regido de Marechal Deodoro-Alagoas, apresenta em sua COMpOSIGAO
compostos fendlicos de isoflavonoides, chalconas, pterocaparpanos, isoflavonas,
guttiferonas, terpenos na regido tempo de retencéo entre 2,9 e 18 minutos e que sao
semelhantes as amostras de propolis vermelha da regido de Marechal Deodoro, mas
outros compostos foram identificados no intervalo de tempo de retencdo de 21 a
30,6 minutos em maior intensidade em comparacdo com a propolis vermelha da
regido de Marechal Deodoro (Figura 9). Outros compostos foram identificados com
ions de 501,3 m / z (hemerosona e 6 epi-clausionona), 517,296 m / z (ocroparpinona
B, hipercalina B), 533,291 m / z (hiperibona H, ocrocarpinona A), 667,4 m / z (
Garciyunnanina B) (Tabela 2) e pode sugerir outros tipos de benzofenonas

poliisopreniladas ainda ndo demonstradas na prépolis vermelha de Alagoas.

Figura 9: Cromatograma da Prépolis Vermelha de Alagoas
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Tabela 2. Identificacdo e confirmacéo de alguns marcadores da propolis vermelha de
Alagoas usando LC-ESI-Orbitrap-FTMS

Pico RT (min.) [M—H]_(m/z) PM Formula Componente

1 2.95 179.0556 180.16 CoHsO4 Acido Cafeico

2 2.98 193.0502 194.18 C10H1004 acido Ferulico

3 3.00 178.0556 179.05 CoHsO4 Acido Umbelico

4 3.04 163.0243 164.16 CoHsOs3 acido p-coumarico

5 3.10 475.1232 476.43 C23H24011 7-O-beta-glucopiranosil-4'-hidroxi-5-
metoxi-isoflavona

6 4.50 461.1023 462.40 C22H22011 6-metoxiluteolina 7-ramndésido

7 7.05 269.0811 270.24 Ci15H100s Genisteina

8 7.35 285.0395 286.24 C15H100s Kampferol

9 8.04 289.0711 290.27 C15H1406 Catequina

10 8.28 287.0553 288.25 Ci15H1206 Dalbergioidina

11 8.83 289.0711 290.27 C15H1406 Epicatequina

12 9.70 253.0499 254.24 Ci5H1004 Liquiritigenina

13 9.72 255.0654 256.27 C15H1204 Daidzeina

14 10.5 283.0384 284.26 C16H1205 2’ -Hidroxiformononetina

15 11.3 301.0810 302.30 C17H1607 Quercetina

16- 11.9 271.0602 272.25 C15H1205 Narigenin / Pinobanksin

17

18 12.4 285.0758 286.24 C15H1006 Calicosina

19 12.8 521.1600 522.173 C32H2607 Retusapurpurina B

20 13.2 521.1600 522.173 C32H2607 Retusapurpurina A

21 13.4 255.0654 256.27 C15H1204 Isoliquiritigenina

22 13.7 317.067 318.28 C16H1407 6-Metil-dihidroquercetina

23 13.8 267.0655 268.28 C16H1204 Formononetina / Isoformononetina

24 14.2 269.0812 270.28 C16H1404 4,4'-di-hidroxi-2-metoxialconona

25 14.2 269.0812  270.32  CieH1404 (7S)-dalbergifenol

26 14.7 271.060 272.29 C16H1604 Vestitol

27 14.4 239.071 240.25 Ci5H1203 4,2’ Dihidroxiquicone

28 15.1 269.0813 270.28 C16H1404 Pinostrobina

29 15.1 269.0813 270.27 C16H1404 Medicarpina

30 155 253.087 254.28 C16H1403 6-Metoxiflavanona

31 155 287.056 288.25 C15H1206 6-Hidroxinaringenina

32 16.2 271.0607 272.29 Ci6H1604 2 ', 6'-di-hidroxi-4'-metoxi-di-
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33
34
35
36
37

38
39
40
41

42
43
44
45
46
47
48
47
48
49
50
51
52
53
54

55
56
57
58
59
60
61

16.2
16.4
16.7
16.9
17.0

17.9
18.2
18.2
211

211
21.8
23.6
24.1
24.2
25.0
25.2
255
26.4
26.6
30.6
31.7
31.8
31.9
34.1

34.5
35.4
36.7
36.7
36.7
40.7
43.9

283.0657
283.0603
253.0865
255.1019
539.1699

285.113
285.1131
285.1131
425.1603

533.290
517.296
533.2901
517.296
517.350
617.348
519.311
617.3480
501.3010
501.3000
667.400
601.353
601.353
601.353
347.223

509.274
585.358
669.435
669.435
669.435
569.363
401.306

284.26
284.26
254.25
256.27
540.56

286.32
286.32
286.32
426.71

534.700
518.684
534.69
518.684
518.72
618.80
520.70
618.82
602.70
602.70
668.90
602.80
602.80
602.80
348.52

510.59
586.80
670.91
670.91
670.91
570.80
402.610

Ci6H1205
C16H1205
Ci5H1004
Ci5H1204
C32H280s

C17H1804
C17H1804
C17H1804
CsoHs00

Cs3H4206
Ca3Ha20s
Cs3H4206
Ca3H4205
Cs1H5006
CssHs007
Ca3H4405
CssHs007
Ca3Ha204
Ca3Ha204
Ca3Hs606
C3sHs006
CssHs5006
CssHs5006
C22H3603

C27H3803
CssHs5005
Ca3Hs806
CasHsgOs
CasHsgOs
CasHs5004
C26H4203

hidrochalcona
Thevetiaflavona
Biochanina A
Crisina
Pinocembrina
3", 4'-di-O-benzil-7-O- (2-hidroxietil) -3-
O-metilquercetina
sativan
(3S) -7-O-metilvestitol
7,3'-Di-hidroxi-4'-metoxi-8-metilflavano
Cicloartenol / a-amina / f-amina
3,5,8,9-Tetra-hidroxi-6-metil-2,4,4-tris
(4-metil-3-penten-1-il) -1 (4H) -
anthracenona
Ocrocarpinona A
Hipercalina B
Hiperibone H
Ocrocarpinona B
11a-hidroxitermentato de metila
Gracinialiptona C
desconhecido
16-hidroxiguttiferona K
Nemorosona
6-Epi-clausionona
Garciyunnanin B
Guttiferona F
Xantocimol
Guttiferona E
Acido anacardico (4cido 6-
pentadecilsalilico)

Acido makassarico
6-Epi-Guttiferona J
Guttiferona C
Guttiferona D
Guttiferona B
13,14 Didehidroxiisogarcinol

1-Hidroxi-22-oxavitamina D3
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RT: Tempo de Reteng¢do (minutos), PM: Peso Molecular. As substancias em destaque ndo foram relataras

em outras propolis.

Mais de 60 compostos foram identificados na propolis vermelha utilizada,
sendo algumas substancias nunca descritas para a propolis de Alagoas. Sabe-se
que h& uma grande variedade quimica na composicao da propolis vermelha, o que
confere grandes perspectivas terapéuticas a este produto (Bueno-Silva, 2015).

De acordo com o HPLC realizado, a propolis utilizada neste estudo € a
prépolis vermelha, cujas principais substancias encontradas, foram os flavonoides
formononetina, liquiritigenina, vestitol e quercetina (Figura 9 e Tabela 2), todos ja
descritas como anti-inflamatérias agindo em diferentes momentos deste processo
(BUENO-SILVA et al, 2013, 2015, 2016, 2017; RUFATTO et al.,, 2018). Os
compostos encontrados confirmam a classificacdo desta como propolis vermelha
principalmente pela presenga de isoflavonoides, considerados marcadores quimicos
da propolis vermelha (SILVA et al., 2008).

Alguns compostos identificados na prépolis vermelha de Japaratinga nao
foram relatados em outras amostras de propolis vermelha de Alagoas, a exemplo da
nemerosona (Pico 48) , 6 epi-clausionona (Pico 49), ocroparpinona B (Pico 45),
hipercalina B (Pico 43), hiperibona H (Pico 44), Garciyunnanina B (Pico 50) e 13,14
Didehidroxiisogarcinol (Pico 60). Supomos assim, que a prépolis de Japaratinga
contem substancias que possam ser de outra fonte botanica do género Garcinia ou
de outro género da familia Clusiaceae. O levantamento botanico dessa regiao
revela uma alta diversidade de espécies na area proxima do apiario, situada na
borda de um fragmento da Mata Atlantica costeira, incluindo pelo menos duas
espécies de Clusiaceae (KACURIN, 2019). Os dados botanicos podem corroborar a
composicdo quimica desse subtipo de propolis vermelha rica em benzofenona,
poliisoprenilada, indicando que as abelhas Japaratinga também podem visitar
plantas de Clusiaceae além da espécie Dalbergia ecastophyllum.

4.2 - Citotoxicidade

A avaliacdo da toxicidade do EEPV de Alagoas em macréfagos J774A.1 na
presenca de 0.1 - 100 pg /mL de EEPV por 24 h foi medida pelo teste MTT (Figura
10). A EEPV nas concentracdes de 0,1 — 10 pg /mL ndo exerceu efeito citotoxico. As

concentracbes de 50 pg /mL e 100 pg /mL, foram consideradas citotoxicas, em
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relacdo ao controle, de forma estatisticamente significante (p<0,0001). Figura 10:
Efeito de EEPV na viabilidade de macrofagos J774A1. A citotoxicidade foi avaliada
pelo ensaio MTT apds 24 h de incubacéo de Células J774A.1 com 0,1 - 100 pg / mL
de EEPV.
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Um estudo avaliou o efeito da prépolis verde brasileira em macréfagos
J774.A1 e ndo encontrou citotoxicidade nas concentragbes até 50 pg /mL
(SZLISZKA et al., 2013). Bueno-Silva et al. (2015) avaliando a prépolis vermelha de
Alagoas, evidenciou toxicidade em macréfagos apenas nas concentracdes acima de
80 png/mL (BUENO-SILVA et al., 2015). Outro ensaio, também utilizando macréfagos
(BUFALO et al., 2013) apontou efeito toxico nas concentracbes de 25 pg/mL, 50
png/mL e 100 pg/mL, esses dados corroboram a nossa andlise de citotoxicidade.
Nossos dados corroboram o que € encontrado na literatura, indicando baixa

toxicidade da propolis em Macroéfagos.
4.3 - Toxicidade aguda e crénica em D. melanogaster

Os resultados indicam que apos 24 h e de exposicao oral, 0 numero de

mortes de machos e fémeas foi relativamente maior na concentracdo de 20% de
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EEPV quando comparado as demais concentracfes, sendo de 32% para fémeas e
43% para machos, porém sem significancia estatistica tanto em individuos adultos
machos, quanto em fémeas. Assim, de forma aguda, a exposicdo ao extrato

etandlico de propolis vermelha nado foi capaz de gerar toxicidade (Figura 11).

Figura 11: Avaliacdo da taxa de mortalidade aguda de individuos adultos machos (A)
e fémeas (B) de D. melanogaster.
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Nota: Para andlise estatistica foi realizado ANOVA (Tukey test). Nao houve diferenca

estatisticamente significante entre as concentragoes utilizadas.

Na analise da toxicidade crbnica, apos 7 dias de exposicdo oral, também néo
foi observada atividade toxica de EEPV em comparacdo ao controle positivo e

negativo, sendo a maior taxa de mortalidade apresentada no EEPV a 20% tanto
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para machos (40%), quanto para fémeas (28%), porém sem diferenca
estatisticamente significante em relacdo as demais concentracdes utilizadas (Figura
12).

Figura 12: Avaliacdo da taxa de mortalidade cronica de individuos adultos machos

(A) e fémeas (B) de D. melanogaster.
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Nota: Para andlise estatistica foi realizado ANOVA (Tukey test). Nao houve diferenca

estatisticamente significante entre as concentrac¢des utilizadas.

Existem poucos dados sobre a toxicidade da prépolis neste modelo
experimental, Um estudo que avaliou a toxicidade de extratos aquosos de diferentes

tipos de proépolis, indicam auséncia de efeitos toxicos desses extratos em D.
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melanogaster (CARDOSO et al., 2015; VALADARES; GRAF; SPANO, 2008;
VALADARES; SPANO; NEPOMUCENO, 2004). Nossos dados corroboram o que €é
apresentado na literatura, sendo a prépolis uma substancia pouco téxica apos

exposicao aguda via oral.
4.4 - Tempo de vida util de D. melanogaster ap0s exposi¢cédo oral de EEPV

Nossos dados indicam que a propolis ndo alterou o tempo de vida util de
individuos machos e fémeas de D. melanogaster. Para individuos machos, apenas
ocorreu diferenca estatisticamente significante na comparacdo entre o controle
celecoxib e concentragdo de 10% de EEPV, sendo essa nao diferente
estatisticamente do controle negativo (Figura 9). Para individuos fémeas, os
resultados apontam que o etanol a 5% pode ser considerado toxico quando
comparado ao controle, enquanto a concentracdo de 5% de EEPV nao alterou
significativamente o tempo de vida uti quando comparado ao controle e
apresentando maior tempo de vida atil que o alcool a 5%. Também foi possivel
observar que o alcool a 20% foi toxico quando comparado ao controle. Nao houve
diferenca estatisticamente significante em relacdo aos demais parametros (Figuras
13 e 14).

Ensaios de sobrevivéncia sdo bons indicadores de capacidade toxica de
substancias. Uma revisdo apontou que a extensdo na sobrevivéncia das moscas
sugere um efeito positivo da substancia testada, neste aspecto (PANCHAL; TIWARI,
2017). Nossos achados indicam que, estatisticamente, moscas expostas ao meio
controle ou a diferentes concentracdes de propolis vermelha nao apresentam
diferenca no seu tempo de vida util, indicando baixa toxicidade de uso do extrato. A
diferenca estatistica evidenciada entre celecoxib e 20% de EEPV pode ser explicada
pelo breve aumento do tempo de vida atil em decorréncia da exposicdo ao
celecoxib, ja relata na literatura (WU et al., 2017). Ensaios com diferentes AINES
também evidenciam que estes sdo capazes de prolongar levemente o tempo de vida
atil da D. melanogaster (DANILOV et al., 2015; HE et al., 2014).
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Figura 13: Avaliacdo do tempo de vida util de individuos machos de D. melanogaster expostos a diferentes concentracbes de

EEPV e etanol.
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Figura 14: Avaliacdo do tempo de vida util de individuos fémeas de D. melanogaster expostos a diferentes concentracées de EEPV

e Etanol.
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Estudos apontam que substancias reconhecidamente toéxicas como cadmio e
herbicidas, possuem efeito de reduzir o tempo de vida util (GALIN; AKHTYAMOVA,;
PASTUKHOVA, 2019; YANG et al., 2020), enquanto alguns produtos naturais,
também ricos em flavonoides foram capazes de aumentar ou nao alterar esse
parametro em D. melanogaster (CHEN et al., 2018; TANG et al., 2019)

4.5 - Pesquisa clinica

Foram incluidos 83 individuos, divididos em 4 grupos, sendo os grupos 1 e 2
compostos por individuos sem diagnéstico de osteoartrose que receberam EEPV
(n=12) e placebo (n=13), respectivamente, e os grupos 3 e 4 formado por individuos
com diagnédstico de osteoartrose, sendo o grupo 3 formado por individuos que
usaram o EEPV (n=30) e o grupo 4 por individuos que usaram o placebo (n=28).
Todos os participantes realizaram a primeira avaliacdo, porém 6 interromperam o
uso com suspensdo do TCLE. Destes, 3 eram do grupo que recebeu a solugéao
placebo, todas por uso irregular da solucdo e solicitarem a suspensdo do uso.
Enquanto no grupo que recebeu o EEPV, 3 participantes solicitaram suspenséo do
TCLE, devido a néo utilizacdo do produto da forma orientada (n=3) (Figura 6).

Nossos dados apontam auséncia de efeito hepatotdxico e nefrotdxico apds 28
dias de utilizacdo de 75mg/mL de EEPV em individuos com e sem osteoartrose.
Este estudo demonstrou ainda que a utilizacdo do EEPV, por 4 semanas, teve efeito
de alivio da dor, melhora da amplitude de movimento e da funcionalidade em
pacientes com OA do joelho em comparacdo com o grupo placebo. No geral, esses
efeitos positivos podem ser atribuidos ao baixo efeito téxico dos flavonoides e as
atividades anti-inflamatérias e antioxidantes da prépolis vermelha de Alagoas.

Poucos estudos clinicos sobre a propolis e doencas articulares estdo
disponiveis. Os dados que relacionam o potencial terapéutico deste produto em
doencas articulares advém de ensaios in vitro ou com diferentes modelos animais.

Os ensaios clinicos predominantes com o uso de prépolis sao relacionados a
odontologia, como o estudo que avaliou a eficacia da propolis na redugdo da
gengivite e observou que apos 28 dias os parametros analisados foram melhores no
grupo que usou a propolis, em comparacao com clorexidina e placebo. O grupo que
recebeu a prépolis também apresentou menos efeitos colaterais que os demais
grupos (ANAUATE-NETTO et al., 2014).



66

A ocorréncia de desisténcias ao longo de uma pesquisa clinica é comumente
relatada (MOCKS et al., 2002). Em ambos os grupos deste estudo houve pedidos de
suspencdo do TCLE, sendo o uso incorreto do produto a causa Unica de
descontinuidade do acompanhamento.

4.6 - Caracterizacao da amostra.

A maioria dos participantes foi composta por mulheres (n=48), sendo 23
(76,6%) do grupo que recebeu EEPV e 25 (89%) do grupo que recebeu placebo. A
média de idade do grupo EEPV foi de 56,2 anos (+7,3) e no grupo placebo de 56,8
(£6,5). Nos dois grupos a maior parte dos participantes era destro, porém o lado
mais acometido foi 0 esquerdo. A maior parte dos participantes desta pesquisa tinha
acesso a assisténcia a saude exclusivamente pelo SUS, e renda per capta menor
que R$1000/més (Tabela 3).

Tabela 3 — Caracterizacao da amostra de individuos com diagnostico de

osteoartrose que concluiram a pesquisa clinica

EEPV (n=30) Placebo (n=28)
Sexo (Feminino) 76,6% 89%
Idade 56,2 (7,3) 56,8 (6,5)
Destros 93,30% 89%
Lado
Acometido
D 46,60% 46,40%
E 53,30% 53,60%
Acesso ao sistema de saude 60% SUS 71,4% SUS
Renda 70% Renda per captade  75% com renda menos de
menos de 1000 reais 1000

Os estudos apontam que a maioria das pessoas acometidas por OA sao do
sexo feminino (HUNTER; BIERMA-ZEINSTRA, 2019), nosso estudo encontrou que,
82,76% (n=48) dos participantes eram mulheres com idade média de 56 anos.

Achados semelhantes foram encontrados em outros estudos clinicos
envolvendo pessoas com artrose (THORLUND et al., 2019), diferindo na questao da

idade, pois optamos por restringir a idade maxima de participacdo visando a
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seguranca dos participantes, visto que apesar de estudos mostrarem a auséncia de
interacao entre a propolis e varios farmacos (CUSINATO et al., 2019), a propolis tem
composicdo variavel (BURDOCK, 1998) e essa seguranca ndo esta estabelecida
para todos os componentes e farmacos disponiveis no mercado.

Estudos que analisaram as diversas formas de avaliacdo da dor afirmam que
a escala visual numérica da dor é altamente confidvel e valida, principalmente em
populacbes com baixo nivel de instrucdo e em pacientes com dores crbnicas
(BURCKHARDT; JONES, 2003; GARZEDIN et al., 2008; HAWKER et al., 2011,
HJERMSTAD et al., 2011). Downie e colaboradores (1978) afirmam ainda que os
erros de medicdo sdo menos comuns na Escada de Avaliacdo Numérica (EAN) e,
por isso, ela deve ser a escolhida, em termos de escalas unidimensionais de
avaliacao da dor (DOWNIE et al., 1978).

E possivel afirmar que a Escala Visual Analdgica (EVA) e a Escada de
Avaliacdo Numeérica (EAN) , séo correspondentes e de facil aplicacédo, sendo a EAN
de mais facil aplicagdo que a EVA, principalmente em individuos idosos e néo
alfabetizados (BURCKHARDT; JONES, 2003; HIERMSTAD et al., 2011). Estes
fatores fortalecem a escolha do nosso grupo em optar pela utilizacdo da Escala de

Avaliacdo Numérica da dor para avalicdo unidimensional deste parametro.
4.7 Toxicidade hepatica e renal

A analise das concentracbes de AST, ALT, ureia e creatinina em individuos
com e sem osteoartrose de joelho em uso de EEPV ou placebo por 28 dias, nos
permitiu avaliar se existem alteracbes significativas nestes paramentos podendo
indicar algum padréo de toxicidade ou protecdo da prépolis vermelha.

Em individuos ndo portadores de OA, o nivel sérico da enzima AST
apresentou discreta variagdes ao longo do uso do EEPV (21,88 U/L+5,59 na AvO,
19,84 U/L+3,47 na Avl e 22,34 U/L+4,85 na Av2) e do placebo (23,17 U/L+8,2 na
Av0, 19,91 U/L+6,25 na Avl e 20,13 U/L+3,60 na Av2), porém ainda dentro dos
valores de referéncia adotados (5 — 37 U/L) e sem diferenga estatisticamente
significantes entre as avaliacbes ou entre os grupos (Figura 15). A analise da
atividade destas enzimas apos 30 dias de suspensdo do uso do produto (Av3),
também ndo evidenciou diferenca estatisticamente significantes entre 0s grupos
(25,10 U/L%6,71 para EEPV e 22,22 U/L+4,38 para placebo), ou em comparacao
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com o periodo de uso (Figura 15). As dosagens séricas de ALT também nao
indicam variacao significativa de sua atividade em individuos sem OA que durante
ou apos o uso de EEPV (23,25 U/L%5,9 na AvO, 20,27 U/L+5,93 na Avl, 19,59
U/L+5,22 na Av2 e 21,98 U/L+4,82 na Av3) ou placebo (21,90 U/L£8,89 na AvO,
19,23 U/L+8,79 na Avl, 18,58 U/L+5,89 na Av2 e 19,22 U/L+4,79 na Av3),
mantendo-se dentro dos valores de referéncia adotados (14 — 63 U/L) (Figura 15).

Entre os individuos sem OA nado houve alteracdes dos de funcao renal apés
14 ou 28 dias de utilizagdo do EEPV ou do placebo, sendo observadas pequenas
variacbes nas médias das concentracfes de ureia (28,89 mg/dL+10,42 na AvO,
27,90 mg/dL+8,98 na Av1l, 31,88 mg/dL+7,48 na Av2 para o0 grupo que usou EEPV e
27,84 mg/dL+7,55 na AvO, 26,31 mg/dL+10,13 na Avl, 26,58 mg/dL+8,93 na Av2
para os individuos que usaram placebo) e creatinina (0,62 mg/dL+0,19 na Av0, 0,58
mg/dL+0,16 na Avl, 0,79 mg/dL+0,19 na Av2 para 0 grupo que usou EEPV e 0,68
mg/dL+0,16 na AvO, 0,72 mg/dL+0,16 na Avl, 0,78 mg/dL+0,15 na Av2 para 0s
individuos que usaram placebo), porém dentro dos valores de referéncia utilizados
(10 - 50 mg/dL para Ureia e 0,6 — 1,3 mg/dL para Creatinina). Os dados ainda
apontam que, ap0s 28 dias de suspensdo do uso, o0 comportamento das
concentracfes de ureia (32,58 mg/dL+5,30 e 27,97 mg/dL+6,55, para EEPV e
placebo respectivamente) e creatinina (0,79 mg/dL+0,13 e 0,74 mg/dL+0,17 para
EEPV e placebo respectivamente) apesar da discreta variacdo, se mantiveram
dentro dos valores de referéncia e nao diferenciaram estatisticamente dos valores de
concentracdo obtidos durante a intervencao (Figura 15).

A observacdo das concentracfes médias das transaminases hepaticas AST
ALT, em individuos portadores de OA, indica que neste conjunto de resultados nédo
houve alteracdes estatisticamente significantes nos niveis séricos destas ao longo
das avalicbes nem para os participantes que receberam EEPV (AST = 23,77
U/L+6,73 e ALT 25,88 U/L+8,10 na AvO, AST = 22,85 U/L+6,53 e ALT 21,27
U/L£7,84 na Avl, AST = 23,15 U/L+6,53 e ALT 21,60 U/L+6,16 na Av2 e AST =
21,47 U/L+7,02 e ALT 19,65 U/L+8,44 na Av3), nem para 0s que receberam o
placebo (AST = 24,73 U/L+7,17 e ALT 23,90 U/L+5,61 na Av0, AST = 24,4 U/L+7,22
e ALT 19,13 U/L+8,07 na Avl, AST = 23,24 U/L+3,80 e ALT 20,96 U/L+7,73 na
Av2 e AST = 23,49 U/L15,72 e ALT 19,99 U/L%6,65 na Av3), ndo tendo sido
observados resultados acima dos valores de referéncia para essas enzimas (Figura
16).
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Figura 15: Dosagens dos niveis séricos de AST, ALT, Ureia e Creatinina dos individuos sem diagndstico clinico de Osteoartrose
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Também nédo foram observadas indicacfes de toxicidade renal em individuos
portadores de OA, que fizeram uso de EEPV ou placebo (Figura 16). Nestes
individuos, os niveis de séricos de Ureia entre os que usaram EEPV variaram de
27,16 mg/dL+7,26 na AvO, 25,42 mg/dL £6,55 na Avl, 24,70 mg/dL 4,43 na Av2 e
25,65 mg/dL +7 na Av3, enquanto nos grupo que recebeu placebo, os valores
séricos encontrados foram de 30,37 mg/dL+5,32 na Av0, 25,94 mg/dL+5,66 na Avl,
27,78 mg/dL+ 5,85 na Av2 e 29 mg/dL+8,47 na Av3, permanecendo dentro dos
valores de referencia e sem diferenca significativa entre as avaliagbes ou entre 0s
grupos. Os niveis de creatinina também se apresentaram dentro dos valores de
referéncia para individuos que usaram EEPV (0,66 mg/dL+0,16 na AvO, 0,59
mg/dL+0,15 na Avl, 0,69 mg/dL+0,09 na Av2 e 0,71 mg/dL+0,11 na Av3) e placebo
(0,71 mg/dL%0,13 na AvO, 0,59 mg/dL+0,15 na Avl, 0,70 mg/dL+0,11 na Av2 e 0,69
mg/dL+0,14 na Av3).

Diante da auséncia de toxicidade hepatica e renal, visto através das
concentragbes séricas de AST (Figura 17), ALT (Figura 18), Ureia (Figura 19) e
Creatinina (Figura 20), apés uso de EEPV em individuos com e sem OA,
procedemos a analise desses quatro parametros em individuos com OA em
comparacao com individuos sem OA. Também ndo foram observadas alteracdes
significativas indicando ndo haver diferenca nos niveis séricos entre 0s grupos com
diferenca clinica, além do uso do EEPV por 28 dias ndo ter apresentado

comportamento téxico com os grupos com e sem OA individualmente.



Figura 16: Dosagens dos niveis séricos de AST, ALT, Ureia e Creatinina dos individuos com diagnadstico clinico de Osteoartrose
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Figura 17 — Comparacao entre os niveis séricos de AST nos individuos com e sem osteoartrose que utilizaram prépolis ou solucéo
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Figura 18 Comparacdo entre os niveis séricos de ALT nos individuos com e sem osteoartrose que utilizaram propolis ou solugéo
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Figura 19 Comparacao entre os niveis sericos de Ureia nos individuos com e sem osteoartrose que utilizaram propolis ou solucao
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Figura 20 Comparacao entre os niveis séricos de Creatinina nos individuos com e sem osteoartrose que utilizaram propolis ou
solucao placebo
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Assim, a ingestdo da propolis ndo foi capaz de interferir na atividade sérica
das enzimas de maneira que se pudesse associar sua ingestao a hepatotoxicidade,
dado a auséncia de elevacdes bruscas nos resultados de AST e ALT dos voluntarios
durante o uso da prépolis. Os resultados indicam que, apesar terem sido observadas
tendéncias sutis de diminui¢do dos niveis séricos das enzimas hepaticas juntamente
a ingestdo da prépolis vermelha, na dose administrada e pelo periodo de uso, nao
foi possivel associar a prépolis vermelha a atividades hepatoprotetoras, uma vez que
os dados néo indicaram diminui¢cdes acentuadas na atividade sérica das enzimas.

Porém, quanto a tendéncia a diminuicdo dos niveis séricos de AST e ALT, os
achados deste estudo corroboram o relato de Morsy et. al. (2016), que em um
modelo de estudo em animais, utilizando como cobaias ovelhas da raga Santa Inés,
sugestionou uma possivel acdo hepatoprotetora da prépolis vermelha em funcéo das
diminuicdes nas concentracdes séricas de transaminases relatadas em seu estudo
(MORSY et al., 2016). A nédo observacdo de diminui¢cdes bruscas nos niveis séricos
de transaminases nos voluntarios do presente trabalho ndo descarta a possivel acdo
hepatoprotetora da prépolis vermelha, uma vez que, com base nos critérios de
exclusdo estabelecidos e na auséncia de voluntarios com indicacdo de doencas
hepaticas, dado a prevaléncia de resultados de AST e ALT dentro dos valores de
referéncia, apenas individuos saudaveis quanto a esses perfis foram avaliados e por
um espago curto de tempo.

Contudo um trabalho desenvolvido por Vega et. al. (2014), analisou a acéo da
prépolis vermelha nessas condicbes experimentais, buscou identificar modificacdes
hepaticas e possiveis efeitos adversos em pacientes com esteatose hepatica néo
alcodlica, tratados diariamente ao logo de um ano com 12 mL de extrato
hidroalcoolico de propolis vermelha por via oral, utilizando uma amostra composta
por 40 individuos. Os autores relataram que houve diminui¢cdes consideraveis nos
valores médios de ALT, a cada trimestre nos pacientes tratados com a proépolis.
Essas reducdes consideradas significativas em relacdo ao grupo controle, resultados
semelhantes foram obtidos para as dosagens de AST .

Também é possivel observar que ndo houve alteragéo significativa nos niveis
de ureia e creatinina indicando auséncia de efeitos toxicos renais apoés utilizacdo de
EEPV por 28 dias em individuos com ou sem diagnostico de OA. Comumente UR e
CR sao utilizadas em conjunto na identificacdo de lesdo renal aguda. Ambas sao

importantes marcadores de funcdo renal, visto que a creatinina possui excregao
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renal exclusivamente seus niveis sanguineos conseguem refletir a taxa de filtracéo
glomerular e a ureia, apesar de também ser secretada pelo suor e intestino, é
majoritariamente de excrecédo renal (SRISAWAT; KELLUM, 2020).

4.8 - Forca muscular

Nossos dados ndo mostram melhora da forca muscular, apés 28 dias de
utilizacdo do EEPV (Figura 21). Nao héa indicios de melhora da forgca muscular apés
uso de EEPV. A forca muscular ocorre e se desenvolve a partir de uma combinacao
de fatores que incluem sincronizacdo da ativacdo das unidades motoras e
capacidade de recrutamento destas além da integridade neuromuscular
(SUCHOMEL et al., 2018).

Figura. 21 — Avaliacdo da forgca muscular pela escala de Lovett.
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Acredita-se que, apesar da melhora da intensidade da dor e da amplitude de
movimento, o0s participantes apresentavam um déficit neuromuscular importante
devido a uma possivel reducdo do uso funcional da articulacdo, no sentido de evitar
piora do quadro. Dados na literatura apontam que individuos portadores de OA,
tendem a apresentar quadro de aparente fraqueza muscular, podendo estar
acompanhada de alteracdo neuromuscular (BIGHAM et al., 2018). E possivel ainda
gue a metodologia utilizada néo tenha sido capaz de perceber mudancas ocorridas,

pela sua gradacéo.
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4.9 - Aumento da amplitude de movimento.

Apés 28 dias de acompanhamento, o grupo que utilizou o EEPV teve
aumento significativo da amplitude de movimento da articulagdo do joelho
(94,33°+20,29 na AvO, 102,66°+19,10 na Avl e 111,4°+15,24 na Av2* - *p<0,05)
(Figura 22). O aumento da amplitude de movimento representa uma maior
independéncia ao individuo que possui osteoartrose, pois quanto maior o arco de
movimento, maior a capacidade de realizar atividades funcionais (LATZ et al., 2019).
Acreditamos que a melhora da amplitude de movimento, seja consequéncia da
reducdo do processo inflamatério articular. O processo inflamatdrio gera sinais
clinicos bem estabelecidos, dentre os quais é possivel citar a redugdo na funcéo.
Assim, a presenca de inflamagdo articular, leva a restricio de movimento,

objetivamente avaliada neste estudo pela amplitude de movimento articular ativa.

Figura 22 - Amplitude de movimento. O grupo que utilizou o EEPV apresentou
aumento da amplitude de movimento (* p<0,05) medido pela técnica de goniometria.
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Nosso estudo ndo evidenciou melhora na forga muscular, mas a melhora da

ADM pode ser explicada pelo efeito restritivo do edema local caracteristico do
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processo inflamatorio, ou pela reducéo da dor e da presenca de dor ao movimento
no grupo que utilizou o EEPV. A presenca de dor, gera um caracteristico efeito de
protecdo articular, num ciclo que leva a reducdo da mobilidade. O efeito positivo
destes dois componentes da dor articular, parece ser uma explicagéo plausivel para

0 aumento da ADM.
4.10 - Dor

No momento inicial ndo havia diferenca estatistica significativa entre os
grupos. Apos 14 dias de acompanhamento os dois grupos apresentaram diminuicao
da intensidade da dor pela Escala de Avaliacdo Numérica da dor (Figura 23), porém
apenas no grupo que utilizou o EEPV (7,23£1,52 na AvO, 5,03+t1,9 na Avl e
3,43+2,33 na Av2) essa reducao foi significativa (p<0,005). No grupo que recebeu o
placebo, a intensidade da dor apresentou distrata variacdo (7,67+2,55 na AvO,
6,43+2,22 na Avl e 6,32+2,45 na Av2), sem diferenca significativa ao longo das
avaliacdes. Ao final do acompanhamento o grupo EEPV apresentou reducdo
significativa da dor (p<0,0001), havendo diferenca significativa na intensidade da dor

entre os dois grupos (p<0,0005).

Figura 23 - Intensidade da dor.
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**p<0,005. ***p<0,0001. *## p<0,0005. (ANOVA — Dunn’s test).
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O grupo que utilizou EEPV apresentou reducédo na intensidade da dor no dia
14 e no dia 28. Ao final do acompanhamento havia diferenca significativa entre os
indices dos grupos. No grupo submetido ao tratamento placebo, ndo houve reducéo
no numero de participantes que referiram sentir dor ao realizar o movimento de
agachamento entre as avaliacdes inicial e final (Figura 24). Enquanto no grupo que
recebeu EEPV, essa reducéo foi de 26,67% (n=5).

Figura 24 - Dor ao realizar o movimento de agachamento.
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Autores referem que a dor se apresenta como sintoma mais incapacitante na
OA (HUNTER; BIERMA-ZEINSTRA, 2019). Estes mesmos autores, em sua revisao,
apontam conclusdes sobre a presenca de dor estar diretamente relacionada com a
presenca de inflamacao articular, sendo a diminuicdo do processo inflamatorio fator
primordial para a reducdo dos escores de intensidade da dor (HUNTER; BIERMA-
ZEINSTRA, 2019).

O movimento de agachamento gera uma sobrecarga nos tecidos moles
articulares disparando estimulos nervosos que se apresentam como quadro de dor e
desconforto. Este movimento € uma atividade funcional frequentemente realizada

nas Atividades de Vida Diaria (AVD). O exercicio isolado de agachamento, uni ou bi
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podal, simula atividades como sentar e levantar, subir e descer escadas, além de
tarefas ocupacionais e esportivas (ZELLER et al., 2003). Dessa forma, a melhora da
dor durante a realizagcdo do agachamento nos individuos com osteoartrose em uso
do EEPV parece indicar uma melhora funcional, dirimindo os incomodos causados
pela realizacao de atividades cotidianas simples (WU et al., 2019).

A diminuicdo da dor apresentada neste estudo, é possivelmente explicada
pela agédo anti-inflamatdria da prépolis. A atividade anti-inflamatoria ocorre devido a
presenca de flavonoides que atuam restringindo a producdo de leucotrienos e
prostaglandinas (ANJUM et al., 2019). Estudos in vitro apontam o potencial anti-
inflamatorio da propolis, e jogam luz nos mecanismos envolvidos. Dados mostram
que a propolis induz uma menor producdo de mediadores pré-inflamatorios
(BUENO-SILVA et al., 2015), h& indicios de atividade inibitéria na migracdo de
neutroéfilos apds tratamento com propolis (BUENO-SILVA et al., 2013).

Um ensaio realizado com leucdcitos humanos, mostrou que a propolis foi
capaz de anular significativamente a producao de interferon gama (MOSSALAYI et
al., 2014), um potente ativador da resposta inflamatéria e da producdo de citocinas
pelos macrofagos (HU; CHAKRAVARTY; IVASHKIV, 2008).

Uma revisdo sintetiza o mecanismo anti-inflamatério da prépolis, afirmando
gue ja estd bem documentada sua atividade inibitoria no recrutamento de leucécitos,
agindo também na inibicdo de citocinas e migracao de neutréfilos (FRANCHIN et al.,
2018). Estdo disponiveis na literatura, estudos que indicam ainda que a prépolis
vermelha é capaz de ativar macrofagos, sugerindo seu uso como agente anti-
inflamatorio (BUENO-SILVA et al., 2015).

A pinocembrina, flavonoide presente na prépolis, inibe mecanismos pro-
inflamatorios em condrocitos humanos, com consequente supressdo da expressao
de algumas metaloproteinases (LI et al., 2017). A propolis também possui galangina,
flavonoide com potente atividade antioxidante relatada (ANJUM et al., 2019;
BUFALO et al., 2013). O mecanismo de acdo € devido aos compostos fendlicos que
atuam eliminando espécies reativas de oxigénio e sdo capazes de atuar de forma
complementar a outros compostos (CHANDNA et al., 2014).

Outros produtos naturais, com atividade anti-inflamatoria relatada também
apresentaram efeito de reducéo da dor, quando comparados a um anti-inflamatoério
nao esteroidal (SHEP et al., 2019).
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4.11 - Melhora da funcionalidade.

Apos 4 semanas de uso, houve melhora significativa no questionario funcional
de Lequesne (Figura 25), onde os individuos do grupo que recebeu o EEPV teve
reducdo dos indices que, na avaliacdo inicial, apresentavam caracteristicas de
comprometimento extremamente grave para comprometimento grave, com melhora
das queixas associadas principalmente ao desconforto noturno (14 pontos para 9,5
pontos) e no placebo o0s participantes continuaram na classificacdo de

comprometimento muito grave (12,5 pontos para 11,5 pontos).

Figura 25. Funcionalidade. Os dados apontam melhora na funcédo, evidenciada por

reducdo dos escores do questionério funcional de Lequesne
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Medidas objetivas como dor, forca e ADM tem menor resposta placebo e
devem ser amplamente utilizadas nas pesquisas com OA. As medidas funcionais
também apresentaram menor efeito de resposta placebo do que medidas subjetivas
(HUANG et al.,, 2019). De acordo com as recentes recomendacdes da sociedade

internacional de pesquisa em osteoartrose (OARSI), todos 0s ensaios clinicos com
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individuos que possuem OA, devem incluir medidas de funcéo fisica (SMITH et al.,
2019).

A OARSI defende que ensaios clinicos avaliem fungéo fisica como desfecho
de intervengdes, utilizando como parametros, mobilidade, atividades de vida diaria,
percepcdo de fraqueza, avaliacdo objetiva da forca muscular e amplitude de
movimento, entre outros (SMITH et al., 2019).

O indice Lequesne consegue contemplar alguns destes aspectos como a
capacidade de andar e algumas atividades diarias como subir e descer escadas,
sendo a reducdo do seu indice apoés utilizacdo do EEPV, um resultado importante
gue, quando somado a melhora da dor e da amplitude de movimento, indica a
eficacia da terapia com EEPV nessa condic¢éo clinica.

Mais estudos sdo necessarios para comparar o efeito do EEPV com outros
farmacos comerciais em populacdes maiores, avaliando também a presenca de

efeitos adversos e seguranca de uso.
4.12 - Efeitos adversos

Todos os participantes receberam na avalicdo inicial uma ficha para
preenchimento de qualquer efeito adverso relacionado ao uso da prépolis ou
placebo. Todas as avaliagdes foram precedidas de observacgéo desta ficha. Nenhum
participante realizou qualquer registro neste instrumento durante todo o
acompanhamento da pesquisa, nos dois grupos.

A auséncia de efeitos adversos relatados corrobora com outros estudos
realizados com a propolis, onde poucos ou nenhum efeito adverso é relatado, sendo
0 uso oral considerado seguro (BURDOCK, 1998; DE GROOT, 2013). Porém, na
literatura € possivel encontrar relatos de reacdes apds uso topico (DE GROOT,
2013).
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5. CONCLUSAO

A propolis vermelha utilizada neste estudo é proveniente no Municipio de
Japaratinga, Alagoas. A andlise quimica do produto indicou uma origem boténica
complementar, evidenciada pela existéncia de substancias ainda ndo descritas em
propolis vermelha de outras regibes do estado de Alagoas. Este achado é
especialmente importante pela presenca de fitoquimicos com atividade antitumoral e
antioxidante e que indicam provavel origem botanica complementar da propolis
vermelha de Japaratinga (Alagoas).

Apesar da existéncia de novas substancias na propolis utilizada, a
citotoxicidade em macréfagos foi baixa, como ja bem descrito para outras amostras.
Nossos resultados permitem concluir que a prépolis vermelha de Alagoas ndo possui
efeito toxico in vitro e in vivo, ndo alterando significativamente os parametros
avaliados, exceto nas doses mais altas utilizadas.

Apesar de nédo ter sido evidenciado efeito protetor nos marcadores de funcéo
hepatica e renal, a utilizac@o da prépolis vermelha via oral, em individuos com e sem
osteoartrose parece segura, mantendo as concentracdes séricas de AST, ALT, Ureia
e Creatinina dentro dos valores de normalidade.

Foi possivel perceber eficacia terapéutica na melhora da dor, amplitude de
movimento e funcionalidade de individuos portadores e OA de Joelho, sendo
necessarios estudos com grupos maiores e que avaliem diferentes concentragdes e
doses do extrato, além de estudos que comparem o efeito deste com farmacos

convencionalmente usados por individuos portadores de osteoartrose de Joelho.
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APENDICE B - FICHA DE AVALIACAO
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APENDICE C — FICHA DE ACOMPANHAMENTO DIARIO

Ficha de acompanhamento diario

Caro 5r. (a) , anote
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APENDICE E — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPAGAO EM ESTUDO
CLINICO

TITULO: ANALISE DO EFEITO TERAPEUTICO DA PROPOLIS EM PACIENTES COM DORES
ARTICULARES

INVESTIGADORES:

Prof. Dra. Magna Suzana Alexandre Moreira

Prof. Dra. Flavia de Barros Prado Moura

Fisioterapeuta Ms. Camila de Barros Prado Moura Sales
Farmacéutico Ms. Fabio Pacheco Pereira da Costa
Farmacéutico Ms. Max Denisson Mauricio Viana

Nutricionista Ms. Geovana Santos Neiva

Eu, , tendo sido
convidad(o,a) a participar como voluntari(o,a) do estudo eficacia terapéutica da préopolis no

tratamento de sinais e sintomas de reumatismo, recebi da Sra. Profa. Dra. Magna Suzana
Alexandre Moreira e da Ms. Camila de Barros Prado Moura Sales, do Doutorado em ciéncias da

saude da Universidade Federal de Alagoas, responsavel por sua execugdo, as seguintes
informagdes que me fizeram entender sem dificuldades e sem duvidas os seguintes aspectos:
1.

Que o estudo se destina a determinar a eficacia terapéutica da propolis no tratamento de
sinais e sintomas articulares, analisando também os aspectos epidemiolégicos e nufricionais
dos individuos participantes

Que a importancia deste estudo é a de ofertar maior conhecimento cientifico sobre os efeitos
do, ja amplamente utilizado, extrato de propolis.

Que para a realizacéo deste estudo os pesquisadores irdo fazer perguntas sobre alimentagéao,
condi¢cdes socioecondmicas e de salde, além de pesar, medir;

. Durante a pesquisa, serdo solicitadas as coletas de sangue venosos, para realizagdo de

exames de sangue completos, medigées dos niveis de lipideos e de aglicar no sangue,
medi¢cdes para avaliar as fungdes renais, hepaticas e cardicas, medigdes para detectar
possiveis estados anémicos ou outras doengas, através do hemograma e da analises
bioquimicas da coagulacdo e hemostasia sanguinea. Os exames laboratoriais sdo muito
importantes, por que séo sinais precoces de risco de doengas cronicas.

. Receberei durante as consultas todos os resultados dos exames laboratoriais feitos na

pesquisa, de forma totalmente gratuita, recebendo a oportunidade de conhecer a minha
situagdo em relagdo a saude geral e as necessidades de prevengao e/ou tratamento. Se
notado algum problema, irei ser encaminhado a um servico de salde pela prépria equipe da
pesquisa.

. O exame de sangue sera realizado por Laboratério do Hospital Universitario de Alagoas Prof.

Alberto Antunes HUPAA-UFAL. O exame sera realizado nos ambulatérios de fisioterapia
conveniados ao SUS. A pessoa que coletara o meu sangue trabalha no laboratério e é
habilitada a utilizar os procedimentos adequados para ndo haver riscos. Entretanto, foi
esclarecido que ha a possibilidade de ocorrer riscos e desconfortos relacionados a coleta
venosa, ainda que raros e passageiros, como dor localizada, hematoma, desmaio e infecgéo.
Para a realizagdo dos exames laboratoriais, também dou meu consentimento.

. Minha participagdo sera mantida em completo sigilo. Todas as informacdes obtidas através

dessa pesquisa serdo confidenciais e serdo usadas somente com fins estatisticos. Apenas a
coordenacdo da pesquisa tera acesso a essas informagdes. As informagfes vao ser
coletadas, diretamente, em pequenos computadores de mao pertencentes aos pesquisadores
principais.
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Seu nome, enderego e outras informagdes pessoais serdo transformados em um codigo de

10.

11.

12.

13.

14,

15.

16.

17.

identificagdo Gnico. As informacges coletadas na entrevista ou nas amostras de sangue serdo
identificadas apenas através do codigo, sem nenhuma identificagdo pessoal. Os meus dados
pessoais, como nome e enderego, serdo usados, apenas, para o agendamento e envio dos
resultados dos exames laboratoriais, se houver meu consentimento. Apenas a coordenagéo
da pesquisa tera acesso a essas informacgoes

. Autorizo ainda, para armazenar a minhas amostras de sangue para estudos posteriores do

Grupo de Pesquisa em Imunofarmacologia da Universidade Federal de Alagoas -UFAL. No
processo de armazenamento, os meus dados de identificagéo serdo eliminados e substituidos
por um cédigo, ou seja, a amostra de sangue sera armazenada de forma desvinculada dos
meus dados pessoais.

Que os resultados que se desejam alcancgar sdo os seguintes: Diminuicdo ou auséncia de
sinais e sintomas articulares.

Que o estudo sera feito da seguinte maneira: inicialmente sera realizada uma avaliacdo com
observacdo da intensidade da dor na articulagdo acometida, e da incapacidade funcional
associada a dor, apos essa avaliagdo e observacgao clinica, sera entregue a mim um frasco
contendo um xarope que devera ser tomado por via oral, uma vez por dia, na dose de 75mg
de propolis por dia, conforme orientagédo, durante um periodo de 30 dias. Apds este periodo
serei avaliado semanalmente por um periodo de 6 meses, em avaliagbes previamente
acordadas entre mim e os pesquisadores.

Que eu participarei das seguintes etapas: avaliagio inicial, utilizagdo do extrato, conforme
orientado, durante 30 dias, novas avaliagées que serdo marcadas com antecedéncia minima
de 48h e preenchimento das fichas e questionarios que forem entregues pelas pesquisadoras.
Que os incémodos que poderei sentir com a minha participagéo séo os seguintes: Gosto forte
do extrato em uso; constrangimento por estar sendo observado; uso de roupas justas para
que as medidas sejam avaliadas com precisdo e sem interferéncia externa; danos
relacionados a lembranca do processo de doenca ou o que a mesma tenha causado. Os
riscos decorrentes da minha participacao decorrem das contraindicagées ao uso do alcoal,
base da composigdo da solugéo oral, e alergia ao produto, para minimizar esses efeitos eu
serei avaliado amplamente e questionado sobre todos os critérios que possam acarretar risco,
tambeém serei submetido a varias analises laboratoriais afim de garantir a seguranga do uso.
Caso algum efeito seja observado devo procurar um servigo de emergéncia imediatamente e
entrar em contato com a pesquisadora principal, pelos telefones ofertados, para as devidas
providéncias assistenciais.

Que eu serei indenizado por qualquer dano que venha a sofre com a participagéo na pesquisa
podendo contar com a assisténcia dos hospitais vinculados a UFAL.

Que os beneficios que deverei esperar com a minha participagdo, mesmo que nao
diretamente sdo: possivel melhora dos sinais e sintomas causas pela dor articular de base,
menor risco de feitos colaterais decorrentes do uso da terapia, melhora na minha
funcionalidade e qualidade de vida.

Que este estudo contara com grupo placebo, ou seja, um dos grupos néo recebera o xarope
a base de propolis e sim uma solugao alcodlica com corante alimentar, porem tal fato nao
serd de meu conhecimento prévio para fins de garantir confiabilidade do resultado da
pesquisa.

Que a minha participagdo sera acompanhada do seguinte modo: no primeiro dia, sera
entregue o frasco do extrato e eu deverei trazé-lo a todas as avaliagbes necessarias e
marcadas

Que eu serei informado (a) sobre o resultado final desta pesquisa, e sempre que desejar
serdo fornecidos esclarecimentos sobre cada uma das etapas do estudo.

Caso o uso de propolis seja validado na pesquisa, gerando um medicamento, o acesso a este
sera garantido aos participantes apos a realizacdo da pesquisa por tempo indeterminado. O
acesso também sera garantido no intervalo entre o termino da participagéo individual e o final
do estudo.
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18. Que, a qualguer momento, eu poderei recusar a continuar participando do estudo e, também,
que eu poderei retirar este meu consentimento, sem que isso me traga qualquer penalidade
ou prejuizo.
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19. Que asinformagGes conseguidas através da minha participagdo ndo permitirdo a identificagao
da minha pessoa, exceto a equipe de pesquisa, e que a divulgacdo das mencionadas
informacdes sé sera feita entre os profissionais estudiosos do assunto.

20. Que o estudo ndo acarretara nenhuma despesa para o sujeito da pesquisa.

21. Que eu receberei uma via do Termo de Consentimento Livre & Esclarecido

Finalmente, tendo eu compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado sobre a minha

participagdo no mencionado estudo e estando consciente dos meus direitos, das minhas

responsabilidades, dos riscos e dos beneficios que a minha participacéo implicam, concordo em
dele participar e para isso eu DOU O MEU CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO EU

TENHA SIDO FORCADO QU OBRIGADO.

Contato de urgéncia: Sr(a).
Domicilio: (rua, praga, conjunto:
Bloco: /N® /Complemento:
Bairro: /CEP/Cidade: /Telefone:

Ponto de referéncia:

Endereco d(os,as) responsave(l,is) pela pesquisa (OBRIGATORIOY):
Instituicao: Universidade Federal de Alagoas

Enderego: Campus A. C. Simées.

Bloco: /N® /Complemento: Bloco do ICBS

Bairro: /CEP/Cidade: Cidade Universitaria/ Maceid — AL

Telefones p/contato: (82) 3214-1681

ATENGAO: Para informar ocorréncias irregulares ou danosas durante a sua participagio no estudo, dirija-se
ao:

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas:

Prédio da Reitoria, sala do C.0.C. , Campus A. C. Simées, Cidade Universitaria

Telefone: 3214-1041

Maceid, de de

(Assinatura ou impressao datiloscopica | Nome e Assinatura do(s) responsavel(eis) pelo estudo (Rubricar as demais
d(o,a) voluntari(o,a) ou responsavel paginas)

legal

- Rubricar as demais folhas)
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