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RESUMO

Propolis € uma substancia resinosa elaborada por abelhas da espécie Apis
mellifera e usada como revestimento da colméia. Para a producdo da propolis as
abelhas usam a matéria prima coletada de diversas partes da planta como broto,
botdes florais, exsudatos resinosos e outras partes do tecido vegetal. A prépolis é
utilizada na medicina popular ha 300 anos antes de Cristo principalmente por
apresentar propriedades antimicrobiana, antiinflamatéria e cicatrizante. Nos
ultimos anos foi demonstrado que alguns tipos de propolis apresentam atividade
antioxidante, hipotensiva, anestésica, anticancer, anti-HIV e anticariogénica.

A composicdo quimica da prépolis esta intimamente relacionada com sua
origem botanica, sendo que em média, 60% da propolis é formada por resinas e
balsamos, 30-40% de ceras, 5-10% de dleos essenciais e 5% de graos de polen.

As propolis brasileiras séo classificadas em 13 grupos conforme sua
composicao fisico-quimica, que é diretamente relacionada com a planta utilizada
pelas abelhas para coleta das resinas e exsudatos. Nesse trabalho foi escolhido
as proépolis dos grupos 12 e 13, por serem as mais comercializadas no Brasil, além
de possuirem alta atividade bioldgica.

As propolis dos grupos 12 e 13 possuem coloragdes diferenciadas, que
variam de esverdeada a avermelhada, respectivamente. Prépolis do grupo 12 é
provinda de folhas jovens de Baccharis dracunculifolia e a prépolis do grupo 13 de
exsudatos do caule de Dalbergia ecastophyllum. O resultado dessa tese mostra
que apesar das diferencas das propolis dos grupos 12 e 13, ambas possuem

similaridade quanto a suas atividades bioldgicas. A variagdo de compostos



fendlicos totais e atividades biolégicas das propolis sdo devido a fonte botanica

utilizada pelas abelhas e a concentragao e diluente utilizado para a extragao.
Nesse trabalho foram avaliadas as quantidades de compostos fendlicos e

flavondides nas prépolis do grupo 12 e grupo 13 e suas atividades biolégicas em

extratos obtidos usando diferentes solventes e diferentes concentracoes.

xi



ABSTRACT

Propolis is a resinous substance produced by the honeybee Apis mellifera.
It is used by the bees to seal of holes and to protect the beehive. To produce
propolis the honeybee uses resins of leaf buds and buds, resinous exudates and
other parts of plant tissues. Propolis is used as a folk medicine since 300 BC.
Numerous biological properties have been found including anti-microbial, anti-
inflammatory and cicatrizant. Recently, studies revealed that propolis also has
antioxidant, hipotensive, anaestetic, anti-cancer, anti-HIV and anti-cariogenic
activities.

The chemical composition of propolis depends on its botanical origin. In
average it contains 60% resins and balms, 30-40% wax, 5-10% essential oils and
5% pollen.

The Brazilian propolis is classified into 13 distinct groups according to their
chemical composition, which is directly related to the plants used to collect resins
and exudates. In this study, propolis of group 12 and 13 were chosen, as they are
the most commercialized in Brazil and show high biological activity.

Propolis of group 12 and 13 show different colors, that vary from greenish to
reddish, respectively. Propolis of group 12 is made of resins found on leaf buds of
Baccharis dracunculifolia. Propolis of group 13 is made of exudates of Dalbergia
ecastophyllum. The results of this thesis demonstrate that despite the differences
between propolis of group 12 and 13, they both show similar biological activities.
The variation of phenolic compounds and of the biological activities depends on the
botanical origin visited by the honeybee, the concentration and kind of solvent used

for the extraction process.

xil



In this work phenolic compounds and flavonoids of propolis group 12 and 13
were quantitatively studied and the biological activities of different extracts, using

different solvents and concentrations, evaluated.
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1 Introducao

Ha uma longa historia do uso da propolis, que comegou ha 300 anos antes
de Cristo, onde a propolis era utilizada pelos egipcios para mumificacdo dos

”

farads, porém recebeu dos gregos o nome propolis, que significa “pro” “a favor” e

“polis” “cidade”, pelo fato de que os gregos a utilizavam para cicatrizagao de
feridas (Ayala et al., 1985; Bankova et al., 1983; Dobrowolski et al., 1991; Esser,
1986; Ghisalberti, 1979; Hausen et al., 1987).

Na atualidade a propolis € usada como remédio caseiro e de uso estético,
principalmente depois de constatado que a prépolis possui varias atividades
biolégicas como acado antiséptica, antimicotica, bacteriostatica, antiinflamatoria,
antioxidante, sendo utilizada nos tratamentos de queimaduras, dermatites, ulceras,
psoriase, herpes e pruridos porque promove a regeneragao de tecidos. A propolis
e também utilizada contra reumatismo, gengivites, estomatites, apresentando agao
anestésica cinco vezes mais eficaz que a cocaina. Recentemente a proépolis
passou a ser utilizada como um constituinte de alimentos saudaveis e como
alimento funcional (Ayala et al., 1985; Bankova et al., 1983; Burdock, 1998;
Dobrowolski et al., 1991; Esser, 1986; Ghisalberti, 1979; Hausen et al., 1987).

Prépolis é elaborada por abelhas meliferas (Apis mellifera) a partir de varios
tipos de botdes florais, folhas novas e exsudatos de varias plantas. Esta resina é
mastigada e durante a mastigacdo é adicionado enzimas salivares e cera. A

propolis resultante € usada como um cimento na reparacdo de rachaduras na

colméia e pode servir como protegao contra insetos intrusos ou pequenos animais



que conseguiram entrar, foram picados, morreram e podem comecar a se
decompor (Ghisalberti, 1979).

A composic¢ao quimica da propolis € complexa e pode conter mais de 300
componentes diferentes em sua estrutura, estando diretamente relacionada com a
fonte botanica utilizada pelas abelhas para coleta de resinas, exsudatos e outros
materiais. De modo geral a propolis contém 50-60% de resinas e balsamos, 30-
40% de ceras, 5-10% de Odleos essenciais, 5% de grdos de podlen, além de
microelementos como aluminio, calcio, estroncio, ferro, cobre, manganés e
pequenas quantidades de vitaminas B4, By, Bs, C e E (Ghisalberti, 1979).

As propolis brasileiras sédo classificadas em 13 grupos conforme sua
composicao fisico-quimica, que é diretamente relacionada com a planta utilizada
pelas abelhas (Daugsch et al., 2006).

Na Europa a prépolis é considerada como um produto medicinal e em
outros paises como Japdo ou Estados Unidos, € considerada como aditivo
alimentar de baixa restricao (Bankova et al., 2000; Burdock, 1998; Greenaway et

al., 1991; Marcucci, 1995).



2 Objetivos

Este trabalho teve o objetivo avaliar a quantidade de compostos fendlicos e
flavondides presentes na propolis dos grupos 12 e 13, e testar suas atividades
bioldgicas, tal como atividade antimicrobiana através de analises microbiologicas
por antibiograma e MIC (concentragdo minima de inibicdo) da propolis contra
Staphylococcus aureus, atividade anti-radical e atividade antioxidante.

Nesse trabalho foram testadas extracbes de propolis com diferentes
solventes, como metanol, etanol, acetato de etila, hexano, cloroférmio e acetona,
com o intuito de selecionar os solventes com maior potencial de extracdo de
compostos fendlicos.

Foi estudada a concentragdo de etanol adequada para maior extrcao de
compostos com atividades bioldgicas de propolis dos grupos 12 e 13, com a

finalidade de obtengao de extratos alcodlicos de propolis para comercializagéo.



3 Revisao Bibliografica

3.1 Composi¢ao quimica

A composi¢ao quimica da propolis depende fortemente da estacdo do ano
(Sforcin et al., 2001) e de sua origem botanica (Bankova et al., 2000). Prépolis
vindo de zona temperada € geralmente composto com 50-60% de resinas e
balsamos, 30-40% de cera, 5-10% de esséncia e 6leos aromaticos, 5% de pdlen,
e 5% de outras substancias, como acidos alifaticos, ésteres, acidos aromaticos,
acidos graxos, carboidratos, aldeidos, amino acidos, cetonas, chalconas,
diidrochalconas, terpendides, vitaminas (B1, B2, B6, C e E ) e minerais (aluminio,
antimdnio, calcio, césio, cobre, ferro, litio, manganés, mercurio, niquel, prata,
vanadio e zinco) (Almeida e Menezes, 2002; Ghisalberti, 1979).

Ha um tipo de propolis que é coletada por abelhas indigenas sem ferrao
(Meliponinae) na América do Sul, que contém material resinoso de plantas
misturado com cera de abelhas e terra, que é denominado de “geoprépolis”
(Bankova et al., 1998).

Prépolis da regido tropical contém flavondides, di e triterpenos, lignina e
outras substancias fendlicas, acido prenil-p-cumarico, acetofenonas, acgucares,
agucares-alcoois, ceras, vitaminas e minerais. Também sao encontrados varios
compostos volateis como monoterpenos e sesquiterpenos (Bankova et al., 1994).

Os flavonodides agliconas contido nas prépolis do Brasil variam conforme a
regido (Park et al., 1997) e a composi¢gao quimica em geral depende da espécie
de abelhas (Koo e Park, 1997). A composi¢do quimica da propolis da mesma

regido, mas coletada de trés diferentes espécies de abelhas meliferas foi
4



comparada e diferengas significativas na composi¢cdo quimica foram encontradas

(Silici e Kutluca, 2005).

3.2 Origem botanica

Ha diferengas significativas na composi¢cdo da propolis dependendo da
época do ano, condi¢des geograficas e principalmente da origem botéanica (Sforcin
et al., 2001). Propolis de zonas temperadas séo feitas de exsudatos de botdes
florais principalmente de alamo e betula. Alamo é a principal origem botanica das
prépolis da América do Norte (Garcia-Vigueira et al., 1993), Europa (Greenaway et
al., 1987) e as partes ndo tropicais da Asia (Chi et al., 1996). Na regido nordeste
da Russia, botdes de betula (Betula verrucosa) foram identificadas como a
principal origem botanica das prépolis (Popravko e Sokolov, 1980).

Em relagédo a propolis da regido tropical, existe maior variagdo. Através de
observacdes no comportamento de abelhas meliferas e analises fitoquimicas foi
demonstrado que a prépolis da Venezuela contém os mesmos poliprenil
benzofenonas como os encontrados nas resinas de Clusia major e Clusia minor
(Guttiferea) (Tomas-Barberan et al., 1993). A planta usada para a coleta de
exsudatos ou resinas para a apreparacao da propolis no deserto de Sonora
(Ameérica do Norte) € a Ambrosia deltdidea (Wollenweber et al., 1997), na Australia
€ a Xanthorrhoea sp. (Ghisalberti et al., 1978) e no Brasil a Araucaria ssp

(Bankova et al., 1996) e Baccharis dracunculifolia (Park et al., 2004).



3.3 Efeitos regenerativos em tecidos biolégicos e cura de feridas

(Ozturk et al., 1999), demonstrou que a acetilcolina (Ach) e a propolis
facilitam a cura de ferida da cérnea em ratos comparados como grupo controle,
que recebeu administracdo de solugdo salina. De acordo com (Peruchi et al.,
2000) o processo de reparo por incisdo cutanea comegou com a liberacédo de
sangue e formacdo de coagulo sanguineo. A prépolis pode atuar positivamente
nas feridas favorecendo a cura devido ao efeito antisséptico, com propriedades
curadoras e analgésicas. (Bretz et al., 1998), usou hidréxido de calcio e prépolis
na avaliagdo potencial de cura da propolis expondo pulpas dentais de ratos.
Ambas substancias testadas tiveram efeito em manter os agentes inflamatérios e
células mibrobianas em baixas concentracdes. Os efeitos do enxague bucal
contendo propolis no reparo tecidual depois do procedimento cirurgico dental
(sulcoplastia) em humanos foi testado (Magro-Filho e Carvalho, 1994). (Magro-
Filho e Carvalho, 1994) observou que o uso de prépolis acelera a formacéo de
tecido conectivo em situagdes pos-operatorias.

(Stojko et al., 1978) constatou o aumento da regeneragdo de tecido 0sseo

em ratos que receberam a administragao de propolis.

3.4 Atividade antiinflamatoria

A inflamacao é ativada pela liberagdo de mediadores quimicos iniciado
pelo tecido injuriado e células migratérias (Rankin et al., 1996; Serhan e Chiang,
2004). Entre a identificacdo dos mediadores do processo inflamatério, estao:

aminas vasoativas (histaminas e serotoninas), eicosandides (metabdlitos do acido
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araquidénico, prostaglandinas e leucotrienos), fatores de agregacao de plaquetas
(PAF), citocinas (interleucina e TNF), quininas (bradiquinina), radicais livres de
oxigénio, entre outros (Czermak et al., 1998; Ohishi, 2000). Essas substancias sao
produzidas por células inflamatdrias que incluem os leucécitos polimorfonucleares
(neutrdfilos, eosinodfilos, basofilos), células endoteliais, mastdcitos, macrofagos,
mondcitos e linfocitos (Fiala et al., 2002). A propolis e seus subprodutos que tém
propriedades antiinflamatérias sdo descritas em diferentes modelos de inflamacao,
incluindo o formaldeido induzindo artrites, edema de pata induzido por
prostaglandina PGE2, carragenina ou radiagédo (Dobrowolski et al., 1991; El-
Ghazaly e Khayyal, 1995; Park e Kahng, 1999; Park e Woo, 1996), como também
inflamacado aguda induzida por zinomazan (lvanovska et al., 1995). Em varios
desses estudos foram observados que propolis apresenta efeito similar a drogas
antiinflamatdrias usadas como controles positivos em experimentos. Foi descrito
na literatura que durante a fase aguda da inflamagao, o principal fenbmeno de
ativacdo do processo é a produgado local de prostaglandinas (especialmente
PGE2) e leucotrienos derivados do acido araquiddnico. Esses prostandides séo
relativamente instaveis e notoriamente ndo seletivos na interagcdo com varios
subtipos de receptores prostandides como demonstrado em amostras preparadas
de tecidos isolados (Coleman et al., 1994; Hata e Breyer, 2004).

Inflamacdo no organismo é responsavel por danos no tecido. E uma forma
de nos proteger contra injuria e infecgao (Gallin, 1989). Depois da danificagao do
tecido ocorrido pelo agente de injuria, parte do tecido danificado deve ser
removido, assim o corpo pode comegar o processo de cura. Se o agente de injuria

nao pode ser eliminado completamente a inflamagdo aguda pode progredir para
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um estagio crénico com dor, rubor e inchago (Vane e Botting, 1996). Varios
estudos tém demonstrado que a propolis € um agente antiinflamatério potente nas
inflamacdes, aguda e crbnica (Ledon et al.,, 1997; Uzel et al., 2005). O acido
araquidénico € um precursor de prostaglandina. Esse acido graxo € armazenado
como um fosfoglicerideo na membrana celular e é convertido para prostaglandinas
por ciclooxigenases depois de ter ocorrido danos no tecido. A prostaglandina
entdo é responsavel por iniciar a inflamagéo. Algumas substancias da prépolis sdo
capazes em inibir a enzima ciclooxigenase e assim a inflamagao (Sigal e Ron,
1994). Ha diferentes mecanismos para agentes antiinflamatoérios. Os esterdides
inibem a liberacdo de acido araquiddnico para os fosfolipideos da membrana
celular e assim bloqueiam a produgao de eicosandides (Mirzoeva e Calder, 1996).
Drogas antiinflamatérias nédo esterbéides (NSAIDs) bloqueiam a enzima
ciclooxigenase, assim o 4&cido araquidénico ndo pode ser transformado em
prostaglandina. Crisina, uma substancia isolada da prépolis suprime a expressao
da ciclooxigenase-2 por inibicdo de um fator nuclear para produgao de IL-6(NF-
IL6) DNA-ligado ativo (Woo et al., 2005). Ha varias vias alternativas que também
devem ser bloqueadas para inibicdo efetiva dos responsaveis pela inflamacgao.
Flavonodides e uma relagdo de compostos isolados da prépolis foram também
mostrados como inibidores da enzima por peroxidacdo de acido araquiddnico
(Baumann et al., 1980). A cortisona do horménio esteréide também possui
atividade antiinflamatdria bloqueando essas enzimas (Goodwin, 1994). Na prépolis
do alamo europeu flavononas, flavonas, acidos fendlicos e seus ésteres foram
identificados como principais compostos com atividade antiinflamatoéria (Bankova,

2005).



Asma é uma desordem crénica dos pulmdes. Uma inflamacgao crénica das
vias aéreas que causa dificuldade de respiracao, respiragao ofegante e tosse. A
inflamacdo das vias aéreas, as tornam as pessoas hipersensiveis, assim
estimulos como po6, polen, fumaga de cigarro, exercicios ou estresse, podem
causar inchaco das vias aéreas e causar sintomas tipicos da asma (Barnes,
1996). Sabe-se que na propolis ha um potente produto antiinflamatério natural
com enzimas inibidoras, que sao efetivas para aplicacbes em pacientes com asma
em comparagao com glicocorticoides, que tem uma atividade antiinflamatéria geral
(Barnes, 1995). A prépolis vermelha de Cuba, na concentragdo de 50 mg/Kg
mostrou efeito antiinflamatério em teste de granuloma com pedacgos de algodao e
em teste de Oleo-indugcédo de edema com doses de 2,5 pyL (25%), utilizando-se
ratos. A permeabilidade nos capilares peritoniais foi testado com uma dose de
10 mg/kg (Ledodn et al., 1997). Foi demonstrado que o isoflavondide acido
fenilcafeico éster (CAPE) reduz as injurias da inflamacgéao do tecido pulmonar de
ratos (Koksel et al., 2005; Koksel et al., 2006).

Estudos executados com preparagao de tecido de pulmbes de porcos
utilizando-se albumina de ovo mostraram que prépolis apresentou efeito inibitério
nas prostaglandinas, leucotrienos e histaminas liberadas, ajudando a melhorar os
efeitos antiinflamatérios em experimento in vitro (Khayyal et al., 1993).
Similarmente, (Mirzoeva e Calder, 1996) demonstraram que propolis e muitos dos
seus subprodutos induzem a supressao da produgao de prostaglandinas, incluindo
os leucotrienos, sendo CAPE o composto bioativo mais forte para esse efeito.

Foi também demonstrado que a propolis promoveu a inibicdo da enzima

hialuronidase, contribuindo para os efeitos antiinflamatérios e regenerativos no
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processo de cura (lkegaki et al., 1999). Quatorze extratos de propolis comerciais
brasileiros de varias areas do pais foram analisados de acordo com o modelo de
edema na orelha induzido por acido araquidénico em ratos. Uma vez testados,
quatro amostras apresentaram efeitos antiinflamatorios similares aos produzidos
pela indometacina (Menezes et al., 1999) variando significativamente dependendo

da procedéncia da amostra de proépolis.

3.5 Efeitos analgésicos

Analgésicos séo drogas aliviadoras da dor que nao alteram as fungdes dos
aparatos sensoriais ou bloqueio da condug¢do do impulso nervoso (insensibilidade
de dor sem perder a consciéncia). Eles sao classificados em dois grupos de
acordo com seus mecanismos de alivio de dor: os opibdides, atuam como
receptores na inibicdo de dor no cérebro, e os ndo opidides, inibem a sintese de
prostaglandinas (de Campos et al., 1998). O efeito antiinflamatério e analgésico da
prépolis parece estar relacionado principalmente com o mecanismo de sintese de
prostaglandinas (de Campos et al., 1998). Os efeitos analgésicos da prépolis da
Bulgaria, cuja fonte botanica é o alamo, foram testados em ratos e in vitro usando
musculos lisos das vias aéreas ou musculatura lisa da traquéia. O IDs) foram 7,4
mg/kg de inducéo de acido acético para contorgdes abdominais. Com uma dose
de 100 mg/kg de propolis houve redugao significativa da sensibilidade de dor dos
ratos em testes com formol. Doses de 40 mg/kg foram efetivas em testes com
prato quente em ratos (Ledon et al., 1997). Extratos alcodlicos e aquosos de
propolis da Coréia mostraram um forte efeito analgésico, que foi comparado com o
acido acetilsalicilico (Han et al., 2002; Park e Kahng, 1999).
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3.6 Inibicao enzimatica

Inibicdo enzimatica normalmente ocorre quando um composto inibidor
interage com uma enzima, e resulta em menor formagéo de produto. Usualmente
o composto inibidor apresenta estrutura similar ao do substrato. Sdo distinguidas
duas formas de inibicdo: inibicdo competitiva e inibicdo ndo competitiva. Inibicao
competitiva ocorre quando o composto inibidor combina com a enzima no mesmo
lugar de ligagédo do substrato. Inibicdo ndo competitiva ocorre quando o composto
inibidor combina com a enzima em lugares diferentes e mudam a estrutura da
enzima assim essa nao pode sofrer a reacado usual. O controle alostérico é usado
pelas células para regular uma via metabdlica importante. Essas moléculas
pequenas reguladoras interagem com o sitio alostérico afetando a conformagéo do
sitio ativo e a enzima pode ser inibida ou ativada.

Prépolis mostrou inibir a divisdo celular e a sintese de algumas proteinas. A
inibicdo da expresséo da telomerase pode conduzir a um longo periodo de vida. O
encurtamento do nivel critico do teldbmero resulta em uma senescéncia de células
normais e apoptose. Encurtamento de telébmero e a agédo de radicais livres s&o
conhecidos como responsaveis pela acao de senescéncia celular. Propolis pode
ter dois caminhos possiveis para prolongar o tempo de vida: Primeiro pela inibicao
da expressao das telomerases e segundo por eliminar radicais livres (Gunduz et
al., 2005).

Ciclosporina A (CsA) é um imunossupressor que € usado depois de
transplantes cirurgicos. Infelizmente, estresse oxidativo leva a cardiotoxicidade de

CsA. O éster do acido fenil cafeico (CAPE), composto que foi encontrado em
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propolis, foi testado com sucesso na redugao do estresse oxidativo reduzindo a

nao desejada cardiotoxicidade de CsA (Rezzani et al., 2005).

3.7 Atividades hepatoprotetoras

Danos hepaticos podem ser causados por compostos como
acetoaminofenol, devido a geracéo de radicais livres celulares, que interagem com
componentes da membrana plasmatica (Banskota et al, 2001). Apoptose
hepatocitica e transmigragdo neutrofilica podem ser em parte responsaveis pela
inflamacéo e também liderar a necrose do hepatdcito (Banskota et al., 2001). A
inoculagdo de paracetamol danificou o figado de ratos examinados. Propolis
vermelha cubana reduz os danos hepaticos significativamente. Danos no figado é
normalmente acompanhado por uma elevacédo do nivel de aminotransferases no
soro. A atividade da alanina aminotransferase (ALT) no soro e a concentragao
reduzida de glutationa (GSH), foram ambas reduzidas quando a propolis foi
aplicada (Gonzalez et al., 1994). O efeito hepatoprotetor da propolis cubana contra
tetracloreto de carbono (CCL4) que pode induzir danos hepaticos, também foi
demonstrado em ratos (Gonzales et al., 1995; Merino et al., 1996).

CAPE, isolado de prépolis de alamo, mostrou protecéo renal e hepatica em
ratos contra tetracloreto de carbono (Ogeturk et al., 2005; Shukla et al., 2004).

(Kolankaya et al., 2002) demonstraram as propriedades hepatoprotetoras
de extrato etandlico de prépolis contra indugdo de danos hepaticos por alcool em
ratos e inducdo de danos hepaticos por tetracloreto de carbono. O extrato de
propolis aquoso mostrou efeito profilatico contra hepatotoxidade aguda in vivo (El-
Khatib et al., 2002). Quatro derivados do acido dicafeoiquinico com atividade
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hepatoprotetora significativa foi isolada da prépolis verde brasileira e depois
testada in vitro, a indugao de injuria em cultura de células hepaticas de ratos com
CCly; (Basnet et al., 1996). Propolis vermelha cubana mostrou atividade
hepatoprotetora significativa contra a inducdo de hepatite D-GA1TN em ratos (o
aumento de ambas atividades de aspartato transaminase e alanina transaminase
foram inibidas em uma maneira dose dependente) (Rodriguez et al., 1997).
Indugao de injuria hepatica por alcool em ratos foi significativamente reduzida por
extratos etandlicos de propolis (inibicdo da elevagédo de transaminase glutamica,
transaminase piruvica, triglicerideos e triacilglicerideo hepatico no soro) (Lin et al.,
1997). Extrato etandlico de prépolis mostrou atividade hepatoprotetora na injuria
hepatica de ratos induzida por alcool (Ramirez et al., 1997). Foi mostrado um
efeito hepatoprotetor de extrato etandlico de prépolis contra indugdo de injuria
hepatica por alcool. De acordo com o autor, o efeito hepatoprotetor de extrato
etanodlico de propolis pode ser, pelo menos parcialmente, devido a inibicdo da
peroxidagao da membrana lipidica e formacgao de radicais livres (Liu et al., 2004;
Seo et al., 2003). Na Europa, que possui propolis de dlamo, os compostos acido
cafeico, acido ferulico, CAPE e seus derivados foram identificados como principais
componentes com atividade hepatoprotetora. Na prépolis brasileira de Baccharis
dracunculifolia, os compostos acido prenil p-cumarico, flavondides, lignanas e
acido cafeoilquinico foram descritos como responsaveis pelas propriedades
hepatoprotetoras (Bankova, 2005). Além das propriedades hepatoprotetoras,
CAPE é também eficaz contra danos renais tubulares induzidos por litio e estresse

oxidativo (Oktem et al., 2005).
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3.8 Acg¢ao hormonal

Hormonios sédo usados no tratamento de cancer prostatico e mamario, pois
esses tecidos requererem hormdénios para crescimento e desenvolvimento. O
crescimento de tecidos como o cancer pode ser inibido, se substancias
antagonizantes a esses horménios (andrégenos, progesteronas e estrégenos)
forem administradas. Propolis pode atuar como um fitormdénio antagonista com os
efeitos estrogénicos (Song et al., 2002). O extrato de alcool ou de éter de propolis
mostraram um efeito estrogénico significativo (Song et al., 2002). Propolis pode
ser interessante para mulheres que entraram na menopausa pois apresenta
quantidade alta de isoflavonas, que atuam como substituto terapico hormonal
(Song et al., 2002) com beneficios para a densidade tecidual éssea, etc (Stojko et
al., 1978). Conhecendo os efeitos estrogénicos do extrato da propolis € necessario
estudar se a prépolis pode interferir no controle da fertilidade, controle de

nascimento ou os efeitos da prépolis em gravidas ou mulheres que amamentam.

3.9 Atividades antioxidantes e anti-radicais livres

Propolis contém substédncias de alta atividade antioxidante como
flavondides e outros compostos fendlicos (Burda e Oleszek, 2001). Processos
oxidativos produzem radicais livres que causam muitos problemas para saude
humana como cancer, doengas degenerativas do coragdo e sao relatadas como
causadoras de envelhecimento (Scheller et al., 1994), diabetes (Fuliang et al.,
2005; Okutan et al., 2005), cataratas, rugas, fragilidade 6ssea, falha nos rins

(Ogeturk et al., 2005), endurecimento das artérias e imunodeficiéncia (Dormandy,
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1989). Radicais livres provocam danos celulares devido a formacao de ligacdes
cruzadas no DNA e nas proteinas essenciais. Quando uma fita de DNA é
danificada €& necessario reparo nessa fita, porém o reparo pode nao ocorrer
corretamente (Delmaestro, 1980). Evitar radicais livres em primeiro momento seria
a melhor alternativa, mas a fonte de radicas livres pode ser muito grande: como
raios solares, radiagcao, pesticidas em fontes da dieta como café, alcool, batatas
fritas, churrasco, etc. Para evitar o estresse fisioldgico, a segunda melhor coisa a
fazer, € assegurar que o organismo seja bem suprido com antioxidantes.
Antioxidantes previnem os danos causados por radicais livres(Freeman e Crapa,
1982). Acido ascérbico (vitamina C), tocoferol (vitamina E) e B-caroteno (vitamina
A) sao antioxidantes muito importantes (Bisby, 1990). A primeira linha de defesa a
nivel molecular de radicais oxigenados no corpo humano consiste de trés enzimas
protetoras: superoxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase.
Propolis e compostos fendlicos incluindo os flavondides sdo conhecidos pela
capacidade de eliminar radicais livres e pelas propriedades antioxidantes (Choi et
al., 2006). Artepillin C, o principal componente na propolis verde de Baccharis
dracunculifolia, tem uma habilidade muito grande de eliminar radicais livres
(Paredes-Guzman et al., 2003; Shimizu et al., 2004).

A acao antioxidante do extrato etandlico de propolis contra radicais
oxigenados foi demonstrado em experimentos com ratos machos e fémeas, em
que se observou aumento do tempo de vida dos animais (Pascual et al., 1994;
Scheller et al., 1994). Benzil cafetato, acido fenil cafeico éster (CAPE) e galangina
desempenham um importante papel na atividade antioxidante da prépolis (Russo

et al., 2002). CAPE e seus analogos sdo também potentes inibidores de 6xido
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nitrico (Nagoaka et al., 2003) e reduz a peroxidagcdo em coragcao de ratos
diabéticos (Okutan et al., 2005). Acido 3,4-diidroxi-5-prenilcinamico foi isolado em
prépolis brasileira e demonstrou ser um potente antioxidante (Hayashi et al.,
1999). Amida do acido cafeico amida e ésteres analogos apresentaram
capacidade de eliminar radicais livres e a estrutura foi relacionada com sua
atividade (Son e Lewis, 2002). Propol € outro potente composto eliminador de
radicais isolado da propolis brasileira (Basnet et al., 1997). Kaempferol e fenil
cafetato isolados de propolis apresentaram alta atividade antioxidante (Kumazawa
et al., 2004). Propolis protege os tecidos contra reagbes oxigenantes ocasionado
por compostos oxidativos. Isso foi mostrado em ratos, onde danos hepaticos e
renais puderam ser prevenidos por CAPE (Oktem et al., 2005). CAPE previniu
contra danos renais durante um longo prazo de exposigao dos ratos a frequéncia
de 900 MHz de telefones celulares (Ozguner et al., 2005) e mostrou efeitos

cardioprotetores em ratos (Huang et al., 2005).

3.10 Potencial de detoxificacao

Flavonoides, o principal componente da propolis, pode ter estrutura
complexa com ions metalicos e exercer um importante papel no processo de
detoxificagdo de metais pesados (Havsteen, 2002). Neurotoxicidade é uma
mudanca adversa na fungdo do sistema nervoso central e periférico. Pode ser
causado pela exposicdo do organismo a agentes quimicos neurotoxicos como
dioxina, formaldeido, PCB, pesticidas, solventes organicos, metais pesados,
metais organicos, etc. Os sintomas incluem problemas de memdria, vertigem,

mudanca de personalidade, perturbacdes para dormir, perda de motivagao,

16



extrema fadiga, fadiga crénica, dor de cabecga, zunido, disturbios visuais,
dificuldades respiratorias, dores toraxicas, irregularidades no coragdo e muitas
outras desordens neuroldgicas e psiquiatricas. Além disso 6rgaos como figado,
cérebro, rins, podem ser afetados (Singer, 2002).

A CAPE bloqueia a inducao neurotdxica de 6-hidroxidopamina (Montpied et
al., 2003) e protege contra injurias neonatais de isquemia hipoxica no cértex,
hipocampo e talamo cerebral (Wei et al., 2004). Muitas pessoas sofrem
intoxicagdes, mas muito poucos procuram um meédico com experiéncia em
neurotoxicologia, assim esses sintomas sao diagnosticados como relacionado ao
estresse, psicossomatico ou depressao.

A supressao da dioxina (hormdnio ambiental) mediante a transformagao do
receptor de aril hidrocarbono por extrato etandlico de prépolis foi demonstrado
(Park et al., 2004). Um novo teste baseado em southwestern ELISA foi testado
para deteccao de transformacido de receptores aril hidrocarbono utilizando-se
extrato de propolis. Isso permite uma rapida visualizagdo dos receptores agonistas
e antagonista (Fukuda et al., 2004).

Estresse oxidativo e degeneracdo neural foram significativamente
atenuados usando-se propolis em testes com ratos. A neurotoxicidade foi induzida
por injecdo de acido cainico. Os autores sugeriram que os efeitos de
neuroprotecao poderia ser através da via de modulagao de receptores de adenose
A1 no hipocampo (Kwon et al., 2004). A propriedade neuroprotetora da prépolis
verde brasileira foi examinada in vitro e in vivo em ratos. Propolis inibiu o estresse

oxidativo e protegeu culturas de células PC12 in vitro e protegeu rato in vivo de
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isquemia cerebral com concentragcoes de 30 até 100 mg/kg (Shimazawa et al.,

2005).

3.11 Atividade inseticida

Um inseticida é um pesticida usado para prevenir a multiplicacdo de
insetos. Eles sdo amplamente usados na agricultura para aumentar a
produtividade. Extrato de prépolis foi usado como inseticida em Tenebrio molitor L.
(Coledptera: Tenebrionidae) (Garedew et al., 2002). O extrato de propolis mostrou
atividade bioldgica contra as larvas da maioria das espécies de traga (Lepitoptera:

Pyralidae) (Johnson et al., 1994).

3.12 Atividade anti-parasitaria

Protozoa ou protozoarios, sdo organismos unicelulares, eucariéticos que
tém tipica estrutura interna, movem-se rapidamente com seus flagelos, embora
muitos protozoas fitoflagelados sdo produtores de fotossintese como algas, que
sao classificadas como plantas. Protozoarios sao classificados no sub reino do
reino Protista, que também incluem as algas. Na América Central e Sul os
protozoarios flagelados Trypanosoma cruzi sédo causadores de tripanossomia
americana ou doenga de Chagas. E transmitido pelas fezes de insetos infectados,
que através da picada abre um ponto de infeccdo e permite a passagem dos
tripomastigotas metaciclicos pela pele, que é uma barreira de protegdo mecanica.
O tempo de incubacdo € em média de uma semana. Depois desse tempo os
pacientes sofrem febre, edema e ampliacdo dos nddulos linfaticos. Pode causar a

morte se o parasita se desenvolve dentro do musculo do coragao causando muitas
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inflamacdes. Durante as primeiras semanas da doenca o tratamento apropriado é
com Nifurtimox™ ou Benznidazole™. Depois deste tempo, a doenca pode entrar
no estagio crénico onde o tratamento € avaliado como n&o mais efetivo (Webster,
1990). Avaliagdo sanguinea € necessaria para evitar infeccdo por transfuséo de
sangue. Diferentes formulacbes de extrato de propolis foram testados em ratos
infectados com Trypanosoma cruzi e os efeitos ndo foram significativos na cinética
parasitémica, ratos sobreviveram com os parasitas e alguns morreram (de Castro
e Higashi, 1995). A atividade anti-protozoaria de extratos etandlicos da prépolis foi
estudado posteriormente e os resultados foram confirmados (Starzyk et al., 1997)
indicando que a propolis brasileira e bulgara contendo flavondides ndo mostraram

atividade contra o Trypanosoma cruzi (Prytzyk et al., 2003; Saloméao et al., 2004).

3.13 Atividade anti-bacteriana

Prépolis, sendo um antibiético natural, ganhou bastante atengdo com a
atual volta da tendéncia ao uso de produtos naturais e devido ao crescimento do
numero de pacientes imunodeprimidos (AIDS) (Salomao et al., 2004). A atividade
antimicrobiana dos extratos de prépolis depende do solvente utilizado para
prepara-la. Normalmente, os extratos etandlicos de propolis sdo usados, mas a
fracdo aquosa também tem uma alta atividade antimicrobiana (Tosi et al., 1996).
Extratos aquosos da prépolis turca mostraram atividade anti-bacteriana contra
infeccdo tuberculdsica em porcos guinea (Yildirim et al., 2004). Extratos aquosos
de prépolis brasileira mostraram um efeito antibidtico contra 5 patdégenos de
plantas: Agrobacterium tumefaciens, Clavibacter michiganensis e Xanthomonas
axonopodis, onde foi inibido o crescimento de 10% em solugdo de propolis
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brasileira in vitro. Erwinia chrysanthemi foi em parte inibida, embora Pseudomonas
syringae nao tenha sido inibida (Bianchini e Bedendo, 1998). A composigao
quimica e os efeitos antimicrobianos das propolis dependem do tempo e do ano.
Os efeitos sazonais da propolis brasileira na atividade anti-bacteriana foram
demonstradas por Sforcin et al.,, (2000). A atividade anti-bacteriana do extrato
etandlico de propolis depende também da espécie de abelhas meliferas. Prépolis
coletada por trés diferentes espécies de abelhas meliferas da mesma regiao foram
comparadas e diferenciadas quanto a atividade anti-bacteriana (Silici e Kutluca,
2005). Os flavonodides pinocembrina, pinostrobina, galangina e pinobanksina sao
conhecidos por ter uma alta atividade anti-bacteriana (Dastidar et al., 2004).
Também os acidos prenil p-cumarico, ferulico, cafeico e acido diterpénico e
ligninas furofurano isolados da proépolis brasileira foram estudadas por terem uma
boa atividade anti-bacteriana (Castaldo e Capasso, 2002). Trés novas flavanonas
derivadas: 7-prenilpinocembrina, totarol e 7-prenilstrobopinina, isoladas de
amostras de propolis grega, mostraram alta atividade anti-bacteriana (Melliou e
Chinou, 2004). Na propolis derivada de Baccharis dracunculifolia brasileira, acido
prenil p-cumarico, labdanos e diterpenos foram identificados como compostos
responsaveis pela atividade anti-bacteriana. Considerando que a atividade anti-
bacteriana do alamo europeu é devido a flavonols, flavonas, acido fendlico e seus
ésteres, na propolis vermelha cubana foi encontrado prenil benzofenonas, que tem
maior atividade anti-bacteriana (Bankova, 2005).

Propolis e seus constituintes sdo ativos contra varias bactérias Gram-
positivas como Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Enterococcus

sp., Bacillus subtilis, Micobacterium tuberculosis, etc (Bosio et al., 2000; Karimova
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e Rodionova, 1963; Koo et al., 2000; Krol et al., 1993; Lu et al., 2005; Marcucci,
1995; Oksuz et al.,, 2005; Orkin, 1971; Pepeljnjak et al., 1985; Pepeljnjak e
Kosalec, 2004; Rojas et al., 1993; Sawaya et al., 2004; Scheller et al., 1999; Uzel
et al., 2005; Yildirim et al., 2004).

A propolis e seus constituintes sao ativos também contra bactérias Gram-
negativas como Escherichia coli, Klebsiella sp., Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella tiphimurium, Helicobacter pylori, Porphyromonas gingivalis, etc
(Bankova, 2005; Banskota et al., 2001; Grange e Davey, 1990; Nostro et al., 2005;
Orsi et al., 2005; Pepeljnjak e Kosalec, 2004; Santos et al., 2002; Uradzinski et al.,
2002; Uzel et al., 2005).

Foram testadas os efeitos de compostos da préopolis, como flavondides e
acidos fendlicos, em bactérias, fungos e virus. Ha indicagbes que o solvente
empregado para a extragdo da prépolis pode influenciar na intensidade dessa
atividade antimicrobiana. De fato, solugdo de glicerina, por exemplo, apresentou
fraca inibicdo de bactérias Gram-positivas, enquanto solucdes de etanol e
propilenoglicol mostraram efetividade contra fungos (Castaldo e Capasso, 2002).
Estudos com atividades antibiéticas e anti-fugicas foram testados usando solug¢des
ou suspensdes aquosas dos materiais a seguir: graos de prépolis contendo 300
mg de propolis por grama, chamado pelos autores de PG; barras de prépolis de
cor vermelha com 350 mg de propolis por barra, com média de peso de 1,2 g,
chamado pelos autores de PR e barra amarela contendo 350 mg de graos de
polen, com peso médio de 1,2g, chamado PY. Penicilina, estreptomicina,
tetraciclina, griseofulvina, metronidazol, fenilbutazona, flurbiprofeno e

hidrocortizona acetato foram usados como controle por comparagao. A avaliacao
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da atividade das substancias testadas foi realizada nas condigbes in vitro. Os
microrganismos empregados foram cinco Gram-positivos (Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus viridans, Diplococcus pneumoniae e
Corynebacterium diphthriae) e cinco Gram-negativas (Escherichia coli, Salmonella
typhi, Salmonella paratyphi e Shigella flexneri).

Os principais compostos com acdo antimicrobiana encontrados na proépolis
sao pinocembrina, pinostropina, isalpinina, pinobanksina, quercetina, naringenina,
galangina e crisina. Os valores MIC usados no método de macro diluigdo foram 2
pMg/mL para Streptococcus sobrinus e Enterococcus faecalis, 4 ug/mL para
Micrococcus luteus, Candida albicans e C. krusei, 8 ug/mL para Streptococcus
mutans, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Enterobacter
aerogenes, 16 ug/mL para Escherichia coli e C. tropicalis e 32 ug/mL para
Salmonella typhimurium e Pseudomonas aeruginosa (Uzel et al., 2005). A
utilizagao da prépolis no tratamento de vaginites cronicas foi eficiente (Imhof et al.,

2005).

3.13.1 Atividade contra ulcera péptica

Ulcera péptica sdo lesdes na membrana mucosa do estdmago ou duodeno.
Fatores externos como infecgbes, estresse, uma dieta rica ou a longo prazo de
drogas antiinflamatérias nédo esterdides (NSAIDs) pode reduzir a resisténcia da
superficie da mucosa contra os acidos do suco gastrico (principalmente acido
cloridrico e enzimas digestivas) e inicia uma desintegracdo gradual da superficie
do tecido epitelial com queimacédo e dor (Mendoza et al., 1991). Uma infecgao do
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trato gastrointestinal superior com bactéria Helicobacter pylori pode causar ulceras
duodenais e gastricas. O tratamento dessas Ulceras pépticas concentram-se na
erradicagcao dessas bactérias e reducado da producédo do suco gastrico (Nostro et
al., 2005).

A efetividade da propolis na ulcera estomacal foi mostrado in vivo em ratos
(Aripov et al., 1968). Para erradicagdo do H. pylori, prépolis foi testada com
sucesso entre muitas outras substancias anti-bacterianas (Gorbatenko, 1971).
Luteolina, apigenina e acacetina apresentaram efeitos benéficos no tratamento de
ulcera gastrica (Ciaceri e Attaguile, 1972). Extrato etandlico de prépolis brasileira
mostrou atividade anti-H. pylori devido a seus compostos fendlicos. Acido p-
cumarico, acido 3-prenil-4diidroxicinamoiloxicinamico e Artepillin C foram
identificados como os compostos ativos (Banskota et al., 2001; Hashimoto et al.,

1998).

3.13.2 Atividade contra carie dental

Placas dentarias sdo associadas com a patogenicidade de varias doencgas
orais que afetam a superficie dental (caries dentais) e tecido macio (gengivites e
doenca periodental); patologias orais estdo entre as mais prevalecentes e caras
doencas que afetam a sociedade industrializada (Bowen, 2002).

Conceitualmente, placa dentaria € um biofilme; o biofiime é composto de
diversos microrganismos embebidos em uma matriz e é firmemente aderido a
superficie do dente (Bowen, 2002). Apesar da complexa comunidade microbiana,
somente especificas espécies estado envolvidas diretamente com a patogenicidade
de doencas orais.
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Caries dentais resultam de uma interacdo de espécies de bactérias com
constituintes da dieta em uma superficie dental suscetivel. Streptococcus mutans
€ geralmente considerado o principal microrganismo causador da carie, embora
microrganismos adicionais possam estar envolvidos. Sacarose € considerada
como o agucar causador da carie (Bowen, 2002). Essa patogenia oral em biofilme
dental produz acido muito rapidamente na presenga de acgucares da dieta, tal
como a sacarose. Uma persisténcia dos valores de pH baixo dentro do biofilme
resulta na dissolucdo do esmalte da superficie dentaria. Além disso, os
Streptococcus cariogénicos sao tolerantes a acidos, sobrevivem e metabolizam
nesse ambiente altamente acido. Streptococcus mutans sao também responsaveis
pela sintese de matriz de polissacarideos, que € critico para a estrutura e
viruléncia do biofilme dental. Os polissacarideos, principalmente glucanas séao
sintetizados por meio de enzimas extracelulares glicosiltransferases (GTFs)
usando sacarose da dieta como substrato. As GTFs liberadas pelo Streptococcus
mutans também s&o absorvidas na superficie dentaria; uma grande proporgao de
glucanas formadas in situ séo retidas na superficie formando locais para fixagao
de bactérias orais (Bowen, 2002).

A propolis brasileira tem mostrado atividade antibacteriana contra muitos
microrganismos orais, e exibido potente inibicdo da sintese de glucanas. Por
exemplo, extratos etandlicos de propolis brasileira do grupo 12 inibiu in vitro o
crescimento de estreptococos cariogénicos, tal como S. sobrinus, e também
bactérias anaerdbicas Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia (Koo et
al., 2000; Park et al., 1998). O extrato etandlico de propolis de grupo 12 também

mostrou efeitos antibacterianos contra Candida albicans, que é responsavel por
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uma infecgdo fungica comum (candidiase oral) que afeta o tecido mole dos
usuarios de dentaduras (Koo et al., 2002). Além disso, o extrato etandlico de
propolis € notavelmente efetivo na inibicdo da sintese de glucanas; foi mostrado
mais de 80% de inibicdo da sintese de glucanas com concentragao tédo baixa
quanto 100 ug extrato etandlico de propolis/mL (Koo et al., 2000). Porém, foi
observado que a atividade bioldgica da propolis brasileira contra bactérias orais
mostrou alta variabilidade dependendo da origem geografica e a diversidade da
planta local. Entre as 13 prépolis classificadas por Park et al. (2006), somente a
prépolis do grupo 3 (do sul do Brasil, origem botéanica Populus sp.), 6 (do nordeste
do Brasil, origem botanica Hyptis divaricata), e 12 (do sudeste do Brasil, origem
botdnica Baccharis dracunculifolia) exibiram atividade significativa contra
Streptococcus mutans e também inibicdo da glicosiltransferase. Porém, como
descrito anteriormente Streptococcus mutans (biofilme) em superficie dental
mostrou-se mais resistente a agentes antimicrobianos do que as células em
suspensao. Assim, 0s exames antimicrobianos classicos (e.g. determinagao
MIC/MBC, método agar difusdo) ndo sdo os métodos de escolha para
determinagcdo dos agentes efetivos contra o crescimento de Streptococcus
mutans, embora eles sejam ainda usados para determinar a atividade potencial
anti-bacteriana. Outro aspecto relevante da patofisiologia de Streptococcus
mutans esta relacionado com a habilidade de tolerar acido. Um dos mecanismos
que Streptococcus mutans desenvolveram para diminuirr a influéncia hostil da
acidificacdo foi aumentar a atividade da protontranslocase F-ATPase (H*-ATPase)
responsavel pelo abaixamento do pH (Belli e Marquis, 1991). Essa enzima

associada & membrana bombeia protons (H*) para fora da célula, mantém o pH
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intracelular mais alcalino que o ambiente extracelular. Entdo, uma das estratégias
para atenuar a viruléncia de bactérias cariogénicas é afetar a atividade da F-
ATPase. Prépolis tem um efeito inibitério no crescimento de Streptococcus mutans
e na atividade da glicosiltransferase (Koo et al., 2002). Apigenina e tt-farnesol tem
sido identificadas como compostos ativos na atividade em glicosiltransferases e
viabilidade dos biofilmes (Koo et al., 2002). Amostras de prépolis do Brasil
apresentaram atividade contra glicosiltransferases e inibigdo do crescimento e
aderéncia de Streptococcus mutans (Duarte et al., 2003). Foi confirmado mais
tarde que apigenina e tt-farnesol inibiram a formagdo de biofimes de
Streptococcus mutans e a produgao de polissacarideos (Koo et al., 2003), in vitro

e in vivo (Hayacibara et al., 2005).

3.13.3 Atividade anti-fungica

A atividade anti-fungica da propolis em diferentes espécies de Candida foi
demonstrada por Ota et al., 2001 e Uzel et al., 2005, e os efeitos da época do ano
na atividade das propolis brasileira em Candida albicans e Candida tropicalis
foram descritos por Sforcin et al., 2001. Diferentes métodos in vitro sdo usados
para analise de extratos de prépolis contra espécies de Candida (Sawaya et al.,
2002). A atividade anti-fungica de extratos de propolis foram testadas in vitro
usando-se Cryptococcus neoformans e Candida albicans (Chee, 2002). Propolis
do Brasil e da Bulgaria foram testadas contra Paracoccidiodes brasiliensis (Murad
et al., 2002). Sacuranetina isolada de Poecilanthe parviflora, uma leguminosa
comum no Brasil, e também constituinte da prépolis brasileira mostrou alta
atividade anti-fungica (Assuncéo et al., 1968). Foi testado o efeito da prépolis em
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leveduras (Cizmarik e Trupl, 1975) e pinocembrina que é constituinte da propolis
foi identificada como um potente anti-fungico (Metzner et al., 1979). Aspergillus
sulphurous teve o crescimento inibido pelo extrato de propolis. Foi também
mostrado que a biossintese de ocratoxina A foi inibida (Pepeljnjak et al., 1982).
Pinocembrina é conhecida por ter alta atividade anti-fungica. Outros
compostos ativos sao ésteres de acido cumarico e acido cafeico (Dobrowolski et
al., 1991). A alta variabilidade de atividade anti-fungica da propolis depende da
diferente origem geografica (Kujumgiev et al., 1999). Candida albicans, C.
glabrata, Trichosporon sp., € Rhodotorula sp. foram suscetiveis com baixas
concentracdes de solucio de propolis. Prépolis coletada por Apis mellifera tiveram
maior atividade anti-fungica que prépolis coletada na mesma regido por Apis

mellifera carnica e Apis mellifera anatolica (Silici et al., 2005).

3.14 Atividade anti-viral

Um virus é um agente infeccioso muito pequeno que precisa de célula viva
para se multiplicar. Essa célula pode ser animal, vegetal ou bacteriana.
Flavonoides encontrados abundantemente na prépolis sdo conhecidos pela sua
efetividade contra infectividade e replicacdo viral (Debiaggi et al., 1990). A
atividade anti-viral in vitro de propolis foi demonstrada (Amoros et al., 1992) e a
relacdo da atividade anti-viral da propolis e sua origem geografica foram
examinadas (Kujumgiev et al., 1999). Um grande numero de virus DNA e RNA
causam tumores em animais. Em humanos os principais virus causadores
tumorais sdo na maioria virus de DNA, como o Papiloma virus humano (HPV) que
causa cancer genital em homens e mulheres, virus Epstein-Barr (EBV) que
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pertence ao grupo das herpes virus, causam linfoma infantil e cancer de nariz e
garganta, virus da Hepatite B e virus da hepatite C que causam cancer hepatico.
O unico conhecido virus de RNA que causa cancer em humanos € o virus
leucémicos de células T humana (HTLV-1). Adequadamente, a atividade anti-viral
de propolis € muito importante na prevengao de cancer e muitas prevengdes ou

tratamentos de outras doencgas virais foram relatados.

3.14.1 Atividade anti-adenovirus

Os adenovirus pertencem a familia dos Adenoviridae. Ha aproximadamente
45 tipos que causam dor de garganta e febre em humanos, hepatite em cachorros
e muitas outras doengas em outras espécies. O adenovirus tipo 5E1A mediante
transformacao e expressao de transformacio fenotipica foi suprimido de forma
eficaz pelo éster do acido fenil cafeico (CAPE) (Su et al., 1991). O efeito supressor
do crescimento e téxico do CAPE foi testado em 5 tipos de adenovirus
transformado em células embrionarias de rato. A toxicidade seletiva do CAPE para
transformacdo oncogénica de fibroblastos embrionarios de ratos foi também

examinado (Su et al., 1994; Su et al., 1995).

3.14.2 Atividade anti-HIV

Virus da imunodeficiéncia humana (HIV) causam a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Este destréi o sistema imune humano,
dificultando a defesa do paciente contra outras infeccbes e cancer. Nao ha cura
até agora embora muitos avangos no tratamento estejam ocorrendo. HIV é
transportado pelo sangue ou seus produtos, sémen e outras secregdes genitais ou
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leite materno. Ha muitas infecgdes sistémicas em pacientes com debilidade ou
imunossupressao com HIV/AIDS. Derivados do acido mordnico e meliferone
(triterpendide) isolados da propolis brasileira mostrou atividade promissora anti-
HIV (lto et al., 2001). O mecanismo putativo de acdo de agentes anti-HIV de
plantas foi descrito (Cos et al., 2004). Expressao viral pode ser suprimida por
prépolis até um maximo de 98% in vitro. O mecanismo parece ser a inibicao de
entrada viral. Os efeitos anti-virais da propolis podem ser, assim como pelo
Zidovudine™, por inibicdo da transcriptase reversa. Ndo ha noticias do efeito da

inibicao das proteases do Indinavir™ (Gekker et al., 2005).

3.14.3 Atividade anti-herpes

O virus da herpes simples (HSV) é um virus de DNA do grupo herpes
viridae (incluindo o virus Epstein-Barr, o citomegalovirus e o virus varicela-zoster).
Ha dois sorotipos: HSV-1 e HSV-2. Ambos causam lesdes ulcerativas e doenca
sistémica. A maioria dos humanos carregam estes virus sem nenhum sintoma.
Somente entre 10-20% dos sintomas individuais ocorrem por emogdes ou doenga.
Isso pode levar a morte em pessoas aidéticas. Propolis tem mostrado atividade
anti-viral contra HSV-1 em cultura de células (Amoros et al., 1992) e 3-metil 2-
butenil cafeato foi identificado como responsavel pela atividade anti-HSV (Amoros
et al., 1994). Acido morénico tem mostrado atividade anti-herpes simples in vitro e
in vivo (Kurokawa et al., 1999). A atividade anti-herpes genital foi
comparativamente testado com prépolis, Acyclovir™ e placebo e suas efetividades

foram confirmadas (Vynograd et al., 2000).
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3.14.4 Atividade anti-influenza

Influenza é uma infecgao viral aguda do trato respiratério superior ou inferior
por ortomixovirus. Sintomas comuns sao febre, frio, sensacado de fraqueza, dores
musculares, de cabeca e abddmen. Proépolis tem inibido a atividade do virus
influenza (Schevchenko et al, 1972). Acido cindmico éster é responsavel

seguramente pelo efeito contra o virus influenza (Serkedjieva et al., 1992).

3.14.5 Atividade anti-hepatite

Hepatite significa “inflamacgao do figado”. Ha 6 tipos conhecidos de virus da
hepatite que danificam os hepatdcitos: Hepatite A € uma doenca hepatica causada
pelo virus da hepatite A (HAV). E transmitido por via “fecal-oral”. Condigdes
sanitarias precarias ou contato sexual com um parceiro que tem hepatite A séo
conhecidos como os caminhos para a infeccdo. Hepatite B € uma doenca séria
que é causada pelo virus da hepatite B (HBV), que ataca o figado e causa
infecgdo vitalicia, cirrose, cancer hepatico e morte. Hepatite C € uma doenca
causada pelo virus da hepatite C (HCV). E encontrado no sangue de pessoas
infectadas e pode ser transmitida pelo sangue ou seus produtos. Hepatite D € uma
doenga causada pelo virus da hepatite D (HDV). E um virus defeituoso que é
encontrado no sangue e precisa do HBV para existir. Hepatite E é uma doenga
causada pelo virus da hepatite E (HEV) e é transmitido similarmente ao HAV.
GBV-C e HGV sdo relacionados ao HCV. Eles sdo considerados isolados

diferentes do mesmo virus, que € geralmente conhecido como HGV. Prépolis tem
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propriedades hepatoprotetoras, € evita o aumento da concentragao de alanina
amino transferase e malondialdeido no soro e restabelece as alteragoes
histopatolégicas do figado. Juntos com a atividade antioxidante ha um potencial
benéfico para pacientes que sofrem de hepatite, embora se necessite de maior

numero de pesquisas e estudos clinicos.

3.15 Antibidtico natural na alimentagdo de animais

Antibidticos sdo usados nos gados criando uma redugdo do risco de
epidemia. Conforme as regulamentag¢des do comércio e com o objetivo de evitar o
desenvolvimento da resisténcia contra os antibiéticos usados, prépolis foi testada
para controle de infeccdes na produgao de carne e peixe. Os resultados ndo foram
satisfatorios (Anderson et al., 1970; Berngard, 1976).

Extratos etandlicos de prépolis seca foram testados quanto ao controle de
Salmonella em ragdes avicolas, porém o efeito positivo foi devido a presenca de
grande quantidade de alcool e ndo devido a propolis usada (Mazzuco et al., 1996).

A preservacao de produtos da carne por propolis natural foi mostrada e os
efeitos de extrato etandlico de propolis na mudanga de proteina documentado

(Han e Park, 1995).

3.16 Atividade anti-tumoral

Neoplasia é conhecida como o novo crescimento de células tumorais e
usualmente, meios anormais de proliferacdo. Se as células proliferativas nao séao
capazes de fagocitar as células teciduais, resultara em inicio do tumor que é

considerado maligno. Essas aberragdes celulares sdo comumente consequéncia
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de mutacbes genéticas devido a exposicao a fatores de risco ou secregoes
anormais de horménios ou enzimas. O termo cancer usualmente implica
malignidade (Thomas, 1986). Todo tipo de cancer tem potencial invasor de
metastase, mas cada tipo especifico tem caracteristica clinica e bioldgica
individual que devem ser estudados para um diagndstico apropriado, tratamento e
cura (DeVita et al., 1997). Existem quatro caminhos para o tratamento do cancer:
cirurgia, quimioterapia, radioterapia e terapia bioldgica (National Cancer Institute,
2004).

A citotoxidade da propolis foi comprovada tanto em animais quanto estudos
in vitro. Foi observado que a atividade anti-tumoral da propolis de Baccharis
dracunculifolia esta intimamente relacionado com a substancia Artepillin C, e a
atividade citotdéxica que resultaram em apoptose de células cancerosas por
fragmentacao de DNA (Kimoto et al., 1998). Outras hipéteses do mecanismo anti-
tumoral da propolis sugerem que essa atividade podem ser associadas com a
ativacao na producao de linfécitos e a subsequente estimulagdo do sistema imune
associado com a inibicao da peroxidacgao lipidica (Kimoto et al., 2001).

Artepillin C, principal composto encontrado na propolis brasileira do grupo
12 ou propolis verde, mostrou apoptose e supressdo do crescimento tumoral.
Artepillin C isolada da propolis verde brasileira (origem botanica: Baccharis
dracunculifolia) e seus compostos revelaram in vitro citotoxidade contra células
tumorais. Depois de aplicagdes de injegdes intra-tumorais de 500 mg de Artepillin
C trés vezes por semana, foram observadas apoptose histoldgica, e combinagao

da supressao de necrose e mitose. Além da inibicdo do crescimento tumoral, foi
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observado uma elevacao nas células de rato T CD4/CD8 e no numero total de
células de defesa (Kimoto et al., 1998).

A apoptose de células leucémicas humanas induzidas com Artepillin C foi
confirmada (Kimoto et al., 2001). Artepillin C , pode também ser disponivel como
Artepillin C sintetizado (Uto et al., 2002), mostrando propriedades protetoras na
carcinogénese pulmonar (Kimoto et al., 2001) e preferencialmente citotoxidade de
células tumorais (Kimoto et al., 2001).

O CAPE, acido fenil cafeico éster, isolado de propolis do alamo, tem
mostrado um efeito inibitério em leucemia celular humana HL-60 por inducdo de
apoptose (Chen et al., 2001) e preferencialmente na citotoxidade de células
tumorais (Orsolic et al., 2005). CAPE e muitos analogos mostraram um efeito
inibidor em células leucémicas humanas HL-60 por indugao de apoptose (Orsolic
et al.,, 2005). CAPE e muitos andlogos da propolis de alamo holandés
demonstraram responsabilidade pela atividade anti-proliferativa em linhagens
celulares cancerigenas (Banskota et al., 2002). Acido cafeoilquinico da prépolis
brasileira, esta envolvida na introdugdo de granuldcitos diferenciados de células
HL-60 (Mishima et al., 2005; Mishima et al., 2005). Os efeitos do CAPE na
peroxidacgao lipidica e niveis de éxido nitrico em plasma de ratos depois de injuria
térmica foi examinada (Hosnuter et al., 2004). Um novo método HPLC-MS foi
desenvolvido para determinagcdo de CAPE em plasma e urina de rato (Celli et al.,
2004). CAPE mostrou nefrotoxicidade em ratos (Ozen et al., 2004). CAPE tem
propriedades quimopreventivos e um efeito inibitério no crescimento de células
gliomaticas C6 in vitro e in vivo (Kuo et al., 2005). Na propolis do alamo europeu, o

CAPE foi identificado como composto responsavel por atividade anti-tumoral. Foi
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mostrado que CAPE, acido cafeico e a solugao de prépolis em agua, reduziriam o
crescimento e potencial metastasico de carcinoma mamario transplantavel em
ratos (Orsolic et al., 2005).

Aproximadamente 20 substancias similares ao ester de acido caféico
(CAPE) foram testadas por Nagaoka et al., 2002, em células cancerosas de rato
(carcinoma 26-L5; melanoma B16-BL6; carcinoma pulmonar Lewis LLC) e
humanos (fibrosarcoma HT-1080; adenocarcinoma pulmonar A549;
adenocarcinoma cervical HeLA) usando 5-fluorouracil (ECsp: 0,02 e 0,03 uM).
Nagaoka et al., 2003 verificou que nado houve formagao de supressao tumoral em
ratos com administracdo de CAPE antes da inoculacdo. Nos ratos tratados com
CAPE depois da inoculagdo, uma diminuigdo na formagéao do tumor pulmonar foi
demonstrado por redugao de 50% do peso e do numero de nédulos. Deste modo,
o efeito anti-metastasico da CAPE deve ser devido a citotoxidade, inibicado da
atividade das células tumorais, ou bloqueio do processo invasivo, passo inicial
para metastase. No mesmo estudo, usando cisplatina (CDDP), uma droga que
expressa efeito anti-metastasico, os autores observaram redugao significativa do
peso corporal, considerado como um efeito toxico. Em contraste, CAPE teve um
pequeno impacto no peso corporal, sugerindo-se que a supressdo da metastase
nao teve efeito toxico significativo (Nagaoka et al., 2002).

Fitzpatrick et al., 2001, avaliou a apoptose induzida pelo éster do acido fenil
cafeico (CAPE) em macréfagos de rato (NR 8383) e células humanas epiteliais
(SW 620). As suspensdes celulares 100.000/mL e 150.000/mL respectivamente
foram expostas a CAPE (3-30 pyg/mL e veiculo (0,2% DMSO) por 24 horas. A

fragmentacao de DNA foi medida por meio de “Detector de morte celular ELISA
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mais” que revelou um maior efeito indutor de apoptose em macrofagos (Fitzpatrick
et al., 2001).

A atividade anti-proliferativa de prépolis do alamo chinés foi testada usando
células tumorais e dois novos flavondides: 2-metil butiroil pinobanksina e 6-cinamil
crisina foram descritos por Usia et al., (2002), que demonstraram efetividade.

Na proépolis de Baccharis dracunculifolia os compostos identificados como
acido prenil p-cumarico, clerodane, diterpenos e benzofuranos apresentaram
atividade anti-tumoral. Propolin C induziu apoptose por ativagao de caspases em
melanoma celular humano (Chen et al.,, 2004). Baccharin e Drupanin foram
isoladas de propolis brasileira e foi mostrado que esses compostos sdo potentes

supressores de componentes tumorais (Mishima et al., 2005).

3.17 Protegcao do DNA

Fitzpatrick et al., 2001, avaliou a apoptose induzida pelo CAPE em
macrofagos de rato (NR 8383) e células humanas epiteliais (SW 620). Através de
fragmentacdo de DNA foi medida por meio do teste “ Detector de morte celular
ELISA mais” que ocorre maior efeito indutor de apoptose em macréfagos quando
submetidos a acdo do CAPE (Fitzpatrick et al., 2001). Outros investigadores
mostraram que CAPE é capaz de induzir a apoptose preferivelmente, dependendo
do tipo de célula usada com esse composto — efeito seletivo de apoptose, sem

nenhum efeito em células normais (Chen et al., 2003).
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3.18 Sinergismo da prépolis com quimioterapia

Os efeitos biolégicos também atuam em sinergismo com a quimioterapia
convencional, com drogas como 5-fluorouracil (Suzuki et al., 2002). Antioxidantes
tem a capacidade de aumentar os efeitos das atividades de drogas anti-
cancerigenas. Esse € um fato relevante porque reduz os efeitos ndo desejados
causados pelos medicamentos, através da diminuicdo da dose administrada sem
nenhum detrimento dos efeitos terapéuticos (Santos e Cruz, 2001). Suzuki et al.,
2002, administrou oralmente, solugdo aquosa de préopolis (CWSP) junto a injegao
subcuténea de 5-fluorouracil (5-FU) ou mitomicina C em células de carcinoma ICR
inoculadas subcutaneamente em ratos, com a meta de examinar os efeitos da
CWSP na progressao tumoral, a efetividade da quimioterapia, e hematopoese na
circulacdo sanguinea. Essa associagado terapéutica com propolis e agentes
quimioterapicos aumentou a regressdo tumoral em ratos em fase avangada,
comparado com a quimioterapia isolada, ilustrando os efeitos auxiliares de CWSP
oral na regressdao tumoral quando combinado com agentes quimioterapicos
convencionais. Além disso, a combinagdo terapica melhorou a indugdo da
citopenia pela 5-FU, resultando em recuperagdo na contagem de células brancas
e vermelhas do sangue. Nenhum efeito significativo foi observado em contagem
de plaquetas com as dosagens isoladas de CWSP ou com controle com agua,
nem a reducdo do crescimento com administracdo oral de extratos aquosos
isolados da prépolis. Um provavel mecanismo de agcdo da CWSP deve ser o
aumento da bioavaliabilidade da 5-FU, em outras palavras, CWSP deve atuar
mantendo altos os niveis de 5-FU na corrente sanguinea (Suzuki et al., 2002).
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De acordo com Santos e Cruz, 2001, quando associados a agentes
quimioterapicos, os antioxidantes minimizam a toxicidade causada pelas drogas
quando interagindo com radicais livres (Santos e Cruz, 2001).

Outros estudos recentes sugerem que suplementacdo nutricional com
antioxidantes podem influenciar a resposta quimioterapica positivamente na
reducdo dos efeitos causados pela quimioterapia. Também foi avaliado a eficacia
anti-metastasica de compostos da prépolis soluveis em agua sozinha ou em
combinagcdo com quimioterapicos e ou radioterapicos podendo aumentar o
potencial anti-metastasico por agentes quimioterapicos (Orsolic e Basic, 2005).
Isso também sugere beneficios em potencial clinico na tentativa de usar prépolis
soluvel em agua combinado com quimioterapicos no sentido de maximizar suas
atividades anti-tumorais e minimizar os efeitos pds quimioterapicos ou
radioterapicos, como também diminuir as células sanguineas. Em adigéo
(Padmavathi et al., 2005), estudou os efeitos terapéuticos do paclitaxel e propolis
(extrato etandlico) em peroxidagao lipidica e sistema antioxidante usando 7,12
dimetil benzo antraceno, (DMBA) como um indutor de cancer de mama em ratos
fémeas. Foi observado que administracdo de paclitaxel e prépolis suprimiram
efetivamente o cancer de mama, diminuindo a peroxidacéo lipidica e aumentando
as atividades antioxidantes enzimatica ou ndo enzimatica (superéxido desmutase
e vitamina C por exemplo) quando comparados com terapias isoladas de
paclitaxel ou propolis. A combinacédo de paclitaxel e prépolis ofereceram maxima

protecao contra DMBA indutor de carcinogénese mamaria.
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3.19 Atividade imuno-moduladora

Terapia biolégica é uma modalidade de terapia atua em conjunto com o
sistema imune. Modificagbes das respostas bioldgicas sdo usados pelos proprios
organismos para combater por exemplo o céancer, ajudando a enfrentar os
processos da doenga. As drogas quando usadas também podem causar
diferenciagdo no padrdo das células tumorais, facilitando o controle do tumor
(Rosenthal, 2000). Essa modalidade terapéutica podem ajudar a combater o
cancer ou controlar os efeitos colaterais provocados por outras opcgdes de
tratamento como a quimioterapia (National Cancer Institute, 2004). Terapia
biolégica e quimioterapia s&o modalidades de tratamentos que agem por
diferentes caminhos. Enquanto o primeiro ajuda o sistema imune a combater o
cancer, o ultimo ataca diretamente as células tumorais (National Cancer Institute,
2004).

Propolis aumenta a resisténcia natural do corpo contra infeccbes por
estimulacédo do sistema imune. A atividade celular e humoral durante toxicidade
tetdnica na vacinacdo com e sem propolis foi examinada. Foi mostrado que
propolis estimula o sistema imune do corpo, o indice imunolégico foi maior quando
propolis foi administrada (Budarkova, 1976). O crescimento e potencial de
metastase do carcinoma mamario transplantavel em ratos foi significativamente
reduzido por compostos polifendlicos na fracdo de propolis. Os autores relataram
a atividade anti-tumoral principalmente como propriedade imunomoduladora dos
compostos, sua citotoxidade de células tumorais, e sua habilidade em induzir a
apoptose e ou necrose (Orsolic et al., 2005). (Takagi et al., 2005) demonstraram
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mudancas nos efeitos da irradiacdo e ativagao imune depois de administracdo de
prépolis.

A contribuicdo da propolis como suplemento coadjuvante nutricional no
tratamento do cancer é realmente justificado devido a caracteristicas funcionais
provindas de muitos e intensos estudos cientificos e clinicos realizados. Dentre as
varias atividades biolégicas da propolis pode-se citar a atuagédo sinérgica com
outros medicamentos quimioterapicos convencionais devido a atividade anti-
tumoral, protecdo do DNA, eliminador de radicais livres e imunoestimulador
(Banskota et al., 2001; Suzuki et al., 2002).

Sempre que o organismo esta exposto a um agente patoldgico, ele torna-se
vulneravel e qualquer estimulo adicional no sistema imune torna-se muito
importante. Isso pode ser feito pela dieta, por exemplo, com ingestdo de grande
quantidade de produtos ricos em vitaminas como suplemento alimentar. Propolis é
fortemente utilizado nao so6 pela acao terapéutica, mas também como prevencéo,
uma vez que possui atividade imuno moduladora.

Ansorge et al., (2003), estudaram os efeitos do CAPE e dos flavondides
hesperedina e quercetina de diferentes extratos de prépolis em diversas fungdes
das células imunes humanas, como: sintese de DNA, produgao de citocinas (IL-1,
IL-12, IL-2, IL-4, IL-10 e TGF-B1) e linfécitos T. Os resultados sugeriram que
substancias sao capazes de aumentar a capacidade produtora de fator de
crescimento transformante 1 (TGF-B1) em células T humanas. TGF-B1 causa a
inibicdo do crescimento celular, diferenciacdo nos varios tipos celulares, sendo
essa uma resposta imuno reguladora e um mediador inflamatério. Os resultados

demonstraram que a prépolis apresenta um efeito modulador direto nas atividades
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funcionais basicas das células imunoldgicas provavelmente através da via imuno
moduladora de células T. Isso é conhecido como um intermediario metabdlico de
oxigénio que sao relatados em atividades macrofagicas bactericidas. Orsi et al.,
(2000) realizou um estudo para avaliar a ativagdo macrofagica depois da
exposicao a propolis. Uma solugao 10% hidroalcodlica de propolis foi administrada
em ratos; o grupo controle recebeu solugéo fisiolégica (NaCl 0,9%). Para avaliar
ativagdo macrofagica, foi determinada a concentragdo de metabdlicos oxigenados
intermediarios: peroxido de hidrogénio (H2,02) e mondxido de nitrogénio (NO). Os
ratos foram sacrificados 24 horas depois do tratamento com prépolis para a
avaliagcao das células in vitro. Foi observado que a prépolis (5, 10 e 20 pg/mL)
induziu o aumento da produgédo de H,O,. Nesse estudo, a prépolis ndo induziu
alteragdes significativas na produgcdgo de NO, com discreta inibicdo da
concentragao de 50 e 100 ug/mL. A conclusao desse estudo indica que a propolis
tem um importante papel na acdo do sistema imunolégico, especialmente por
resposta imune nao especifica responsavel por ativagdo macrofagica (Orsi et al.,
2000). Os resultados encontrados nesses estudos estdo de acordo com os
descritos por Than et al., (2003), que testou a inibicdo da producdo de NO,
induzida por extratos aquosos e alcodlicos da propolis verde brasileira em culturas
macrofagicas J774.1 de ratos. As culturas continham lipopolissacarideos (LPS, 10
pg/mL), um dos ativadores da produgao de NO. A producgéo de NO foi medida pelo
acumulo de nitrito na cultura pelo reagente Griess (Than et al., 2003). Ambos,
extrato aquoso e alcodlico mostraram ser potentes inibidores dependendo da dose
de NO, de acordo com (Matsushige et al., 1996), que usaram experimentos com

extrato aquoso de propolis in vitro para testar a efetividade na sintese de NO..
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3.20 Potencial alergénico da propolis

Alergia ou hipersensibilidade significam resposta imune inadequada em um
individuo por uma substancia inofensiva. A propolis tem um potencial alergénico
dependendo de sua origem boténica e composi¢ao quimica. As reag¢des alérgicas
causadas pela préopolis baseada no alamo foram examinada extensivamente e
acido 1,1-dimetil cafeico éster, acido fenil-3,4-diidroxicinamico e acido
benzilsalicilico foram identificados como agentes causadores de alergias nesse
tipo de propolis (Schuhmann e Grunow, 1991).

Prépolis contém muitas substancias com potencial alérgico. A dermatite de
contato devido a atividade ocupacional foi descrita pela primeira vez em
apicultores que diariamente entravam em contato com a propolis (Garrido
Fernandez et al., 2004; Gulbahar et al., 2005). Mais tarde, muitos estudos sobre
cosmeéticos que causam dermatite de contato foram publicados (Acciai et al., 1990;
Arvouet-Grand et al., 1993). Recentemente foram publicados os resultados de
“‘patch test” estudados em diferentes centros médicos sobre cosméticos que
causam alergia. Os resultados do teste de 1995-1997 e 2000-2002 foram
comparados e foi observado aumento na frequéncia do “patch test” para prépolis
do Peru. A sensibilidade contra prépolis aumentou de 0,5% para 1,4% (P<0.001) e
balsamo do Peru aumentou de 4,0% para 6,2% (P<0.001) (Hasan et al., 2005).
Seiscentos e cinco pacientes foram submetidos a um teste com 10% de solugao
de propolis baseada no alamo e vinte e cinco pacientes (4,2%) tiveram resultado
positivo de alergia a propolis (Machackova, 1988). Dezenove substancias

existentes na propolis de exsudatos de folhas de brotamento de alamo foram
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testadas quanto a seu potencial alérgico. Quatro cafetatos e benzil isoferrulatos
foram demonstrados como sendo fortes, sete moderados e treze somente
sensibilizadores. Os compostos 3-metil-2-butenil cafetato, fenil cafetato e benzil
isoferrulato foram identificados como principais sensibilizadores (Hausen et al.,
1992). O potencial alergénico de extrato de propolis vermelha de Cuba foi
estudado e os animais testados nao apresentaram irritacdo dermatoldgica no teste
de toxicidade dérmico e ocular, porém o teste de alergia de contato mostrou
resposta moderada (presencga de eritema, porém nido apresentaram edemas ou
outras reagdes alérgicas). Em humanos as reacgbes alérgicas causadas pela
prépolis de Cuba foram muito baixas (Ledon et al., 2002).

Farnesol € um composto quimico presente na propolis de alamo, que
possui potencial alergénico e entao, foi decidido pela Unido Européia que produtos
contendo farnesol devem ser etiquetados de acordo (Schnuch et al., 2004).
Prépolis causam alergias em 5% da populagdo através de dermatites de contato
(Gulbahar et al., 2005). Muitos apicultores apresentam dermatite de contato com a
propolis, além disso, musicos podem também apresentar o0 mesmo problema
devido a presencga de propolis no verniz dos instrumentos musicais (Lombardi et

al., 2003).
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4 Material e métodos

4.1 Coleta das amostras de prépolis

Amostras de propolis do grupo 12 foram coletadas de colméias dos estados
de Minas Gerais e Sdo Paulo, e as amostras de prépolis do grupo 13 foram
coletadas de colméias dos estados de Alagoas, Pernambuco, Paraiba e Bahia. As
amostras de prépolis foram coletadas por raspagem das partes internas das
caixas (melgueiras e ninhos) de abelhas Apis mellifera africanizada. As propolis
foram coletadas usando o CPI (coletor de propolis inteligente) que difere dos
demais coletores porque possui aberturas laterais na caixa, possibilitando maior
facilidade para coleta da propolis, e colocadas nos lados da melgueira para
facilitar a colheita da prépolis. Cada amostra foi coletada de uma colméia.

Depois da colheita o material foi armazenado no congelador

(-18°C) até o momento das analises.

4.2 Extracao dos compostos quimicos da propolis utilizando
reagentes diferentes

As amostras de propolis bruta, separadas por respectiva colméia, foram
trituradas em almofariz com pistilo. 2 gramas de prépolis triturada foram pesados
em balanca semi-analitica e transferidos para 6 tubos de vidro Pyrex com tampa
de rosca. Nos tubos numerados de 1 a 6 foram adicionados respectivamente
aliquotas de 25 mL de metanol, etanol, acetato de etila, hexano, cloroférmio e
acetona. As amostras foram mantidas a 70° C por 30 minutos, sob agitagao

constante. Apds a incubagao, as amostras foram centrifugadas a 8800 x g por 10
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minutos a 5°C, em centrifuga Beckman Modelo J2-21. Os sobrenadantes foram

transferidos para tubos de vidro com tampa de rosca e armazenados a 2°C.

4.3 Extracdao dos compostos fendlicos de prépolis com agua
destilada e diferentes concentragées de etanol

Amostras de 2 g de propolis em pd dos grupos 12 e 13 foram transferidos
para tubos de ensaio com tampa de rosca contendo 10 mL de agua destilada (0%
de etanol) e de concentragdes crescentes de etanol (10% a 100% de etanol
96°GL). Os tubos de ensaio foram incubados a 70°C durante 30 minutos. As
amostras foram centrifugadas como descrito anteriormente e os sobrenadantes
foram transferidos para tubos de ensaio com tampa de rosca e armazenados a
2°C para anadlise posterior das caracteristicas fisico-quimicas e atividade

antimicrobiana.

4.4 Espectrofotometria na regido ultravioleta-visivel

O espectro de maxima absorcao dos extratos etandlicos de propolis (EEP)
e plantas foi determinado como descrito por (Park e Ikegaki, 1998) na faixa de 200 a

600 nm utilizando-se um espectrofotdmetro Beckman Coulter modelo DU-640.

4.5 Cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia em fase
reversa (CCDAE-FR)

Os extratos etandlicos de propolis (EEP) foram analisados por
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia em fase reversa (CCDAE-FR)
de acordo com o método descrito por (Alencar, 2002). Aliquotas de 3 uL dos EEP

foram aplicadas em placas de 0,2 mm de espessura (10x10 cm) RP18F254S
44



(Merck Co.). Foi utilizada etanol/agua (55:45, v/v) como fase movel e tempo de
desenvolvimento da cromatografia de aproximadamente 1 hora e 40 minutos. As
placas foram expostas a luz ultravioleta no comprimento de onda de 254 e 366

nm, utilizando-se uma lampada UV Cole Parmer, modelo UVP-UVGL-58.

4.6 Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa
(CLAE-FR)

As analises por CLAE-FR foram feitas de acordo com o método descrito por
Park et al., (2002). As amostras de 20 yL do EEP foram injetadas em uma coluna
YMC-Pack ODS-A (RP-18, 250 x 4,6 mm; tamanho de particula 5 ym) instalada
em um sistema de cromatografia liquida (Shimadzu Co.) composto por duas
bombas (LCD-10AD) degaseificado por hélio (DGU-2A) e forno de colunas (CTO-
10AS) com temperatura de 30°C. A fase movel utilizada foi agua/acido acético
(19:1 v/v) (solvente A) e metanol grau CLAE (solvente B). A vaz&o foi de 1,0 mL/
min. O gradiente aplicado foi 30% do solvente B até 40% em 15 minutos, 50% do
solvente B em 30 minutos, 60% do solvente B em 45 minutos, 75% do solvente B
em 65 minutos, 90% do solvente B em 95 minutos e 30% do solvente B em 105
minutos. O tempo de corrida total foi 120 minutos. As substancias foram
determinadas pela comparagdo com os espectros dos padrées na regiao
ultravioleta de 200 a 400 nm obtidos por meio do detector de arranjo de diodos

(SPD-M10A).
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4.7 Determinacao de flavonéides totais

A determinagao de flavondides (flavonas, isoflavonas e flavonols) dos
extratos de proépolis e plantas foi realizada pelo método colorimétrico do cloreto de
aluminio (Chang et al., 2002). Amostras de 0,5 mL do extrato etandlico de prépolis
(1:20, v/v) foram misturadas com 1,5 mL de etanol 96%, 0,1 mL de cloreto de
aluminio (10%), 0,1 mL de acetato de potassio 1 mol/L e 2,8 mL e aqua destilada.
No tubo branco foi adicionado etanol 96% no lugar do extrato etandlico de
préopolis. Depois de 30 minutos, a absorbancia das amostras foi medida em um
espectrofotdometro Beckman Coulter modelo DU 640 a 434 nm. A concentracao de
flavondides totais foi calculada como quercetina (12,5 a 200 pg/mL), diluidas em
metanol absoluto. O mecanismo da formagdo do complexo Flavondide-Al em
solucao de cloreto de aluminio foi descrito pelo (Markham, 1982). A quantidade de
flavonas, isoflavonas e flavonols pode ser determinada sem interferéncia de outras
substancias fendlicas, principalmente de acidos fendlicos, mesmo que eles
formem complexos com AICI; devido a absorbancia de luz desses compostos em

comprimento de onda muito inferior a 434 nm (Marcucci et al., 1998).

4.8 Determinagao de compostos fendlicos totais

A determinacdo de compostos fendlicos totais dos extratos de prépolis foi
feita de acordo com o método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau descrito por
(Woisky e Salatino, 1998), usando &acido galico como padrdo. A leitura no
espectrofotometro foi feita a 740 nm. Os extratos etandlicos de prépolis foram

diluidos 1:100 e uma aliquota de 0,5 mL foi transferida para um tubo com tampa

46



de rosca. Em seguida foi adicionado 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau diluido
em aqua destilada 1:10. Depois de 5 minutos de repouso foram adicionados 2 mL
de solugédo 4% de carbonato de sddio e os tubos foram deixados em repouso por
2 horas no escuro total. Uma amostra em branco foi preparado nas mesmas
condigcdes e os resultados dos compostos fendlicos totais foram expressos como

acido galico.

4.9 Determinagéao da atividade anti-radical (DPPH)

A medida da atividade sequestrante de radicais livres dos extratos de
préopolis foi determinada utilizando-se 1,1-difenil-2-picrilidrazil (DPPH), de acordo
com a metodologia descrita por (Chen et al., 2003; Yen e Wu, 1999). O DPPH é
um radical livre estavel que aceita um elétron ou um radical hidrogénio para tornar-
se uma molécula diamagnética e desta forma, ser reduzida na presenca de um
antioxidante. Para a avaliacdo da atividade sequestrante de radicais livres os
extratos etandlicos da propolis reagiram com o radical estavel de DPPH em uma
solugao de etanol P.A. Merck (96%). Na forma de radical, o DPPH possui uma
absorgao caracteristica a 517 nm, a qual desaparece apds a redugao pelo
hidrogénio retirado de um composto antioxidante. Foram adicionados 4 mL dos
extratos etandlicos de propolis na concentragdo 200 ug/ mL em tubos contendo 1
mL da solucéo do radical DPPH (0,5 mmol/L). A redug¢ao do radical de DPPH foi
medida através do monitoramento continuo do declinio da absorbancia a 517 nm,
ao abrigo da luz, até valores estaveis de absorg¢do. A atividade anti-radical foi
determinada em termos de porcentagem de inibicdo (Pl), a qual foi calculada

através da taxa de declinio da absorcdo da solucdo de DPPH com o extrato
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etandlico de propolis, com a absor¢do da solugcdo controle de acordo com a

formula:
PI (% iibicio) =| 2O =AW | o9
A(0)
Onde:

A(0) = Absorbancia da solugéao referéncia de DPPH-etanol (96%).
A(t) = Absorbancia da solugdo DPPH-Extrato etandlico de prépolis apos o

tempo t em minutos.

4.10 Determinagcdo da atividade antimicrobiana (Antibiograma)

A atividade antimicrobiana dos extratos de prépolis e de plantas foram
testadas usando Staphylococcus aureus ATCC 25923 de acordo com o método
descrito por Isla et al., (2005). A cultura de S. aureus foi inoculada em toda a
superficie da placa de agar nutriente com swabs estéreis. Em seguida discos de
papel impregnados com extratos de propolis, foram colocados na superficie do
meio de cultura e as placas foram encubadas por uma noite a 37°C. Para a
preparacao dos discos de papel, amostras de 10 pL de extratos de prépolis e
exsudatos de plantas foram aplicados em discos (5 x 1 mm) de papel Whatman n°
3, e em seguida os discos foram secos em estufa a vacuo a temperatura ambiente

durante uma noite e depois incubado a 60 ° C por 4 horas.
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4.11 Determinagao da concentragao inibitéria minima (MIC)

As determinagdes da concentragdo inibitéria minima das amostras de
extratos etandlicos de propolis foram realizadas de acordo com a Metodologia dos
Testes de Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos (M7-A6, Vol. 23, no. 2) da
CLSI (Clinical and Laboratorial Standards Institute) / ANVISA.

Foram utilizadas amostras de propolis dos grupos G12 e G13. Amostras de
1g de prépolis in natura (incluindo cera) foram dissolvidas em 12,5 mL de etanol
80%.

Foram utilizados os antibidticos: Avilamicina, Halquinol, Lincomicina,
Tilosina, Virginamicina, Tiamulina e Sulfato de Colistina na concentragdo de 1
mg/mL.

Foram utilizados as linhagens de microrganismos: Pseudomonas
aeruginosa  ATCC 13388, Staphylococcus  aureus  ATCC 6538,
Clostridium perfringens ATCC 1324, Salmonella thyphimurium ATCC 14028 e
Escherichia coli hemolitico isolado de suino.

Foram utilizados os meios de cultura: Caldo Mueller-Hintone e caldo
tioglicolato para a cultura de C. perfringens e caldo nutriente para ativacédo da E.
coli e S. thyphimurium.

O in6culo foi preparado a partir da suspensdo de células de crescimento
recente (24 h) em solugao salina, sendo a densidade ética ajustada até turbidez
correspondente a solucdo de Mc Farland 0,5 (625 nm, Abs entre 0,08 e 0,1). O

reagente revelador utilizado foi a solugado de cloreto de trifenil tetrazolium (CTT)
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0,5%. A determinagado da Concentragdo Minima Inibitéria (MIC) foi realizada pelo
meétodo da microdiluigao.

Em uma microplaca esterilizada de 96 pogos foram depositados 100 uL de
caldo Mueller-Hinton ou Caldo Tioglicolato, sendo a coluna 12 utilizada para os
controles do microrganismo e de esterilidade do meio de cultura. Na coluna 1 -
linha A foram acrescentados 50 puL da solugdo do material a ser testado, de
concentracao conhecida (uma substancia diferente para cada numero ou coluna),
sendo estes referentes ao controle de esterilidade das amostras. Em seguida,
100 uL dos mesmos materiais foram adicionados na linha B, o conteudo dos
orificios foram homogeneizados com o meio e transferidos para o orificio da linha
C, repetindo-se este procedimento até a linha H, de modo a obter uma
concentragédo decrescente do material. Os 100 uL finais foram desprezados. Em
seguida, 100 puL do in6culo do microrganismo, cuja turvacdo foi comparada a
escala de McFarland no 0,5 e diluidos para concentracao final de 104 células/mL
foram adicionados. As placas foram seladas com parafiim® e incubadas por 24 h a
36°C. Apos este periodo as placas foram avaliadas e a MIC definida como a
menor concentracdo do material capaz de impedir o crescimento da bactéria.

Controle referente a uma solucdo de etanol 80% foi também incluido no
ensaio, para verificar os efeitos do mesmo sobre o crescimento microbiano, uma
vez que tal solucédo foi utilizada para a solubilizagdo da propolis.

Ap06s o periodo de incubagédo, foram adicionados 50 ulL da solugéo de CTT
e as placas reincubadas por 3 h para realizar a leitura dos resultados. A MIC foi

definida como a menor concentragdo da amostra, capaz de impedir o
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aparecimento de coloracdo vermelha, conferida ao meio quando as células

apresentam atividade respiratoéria.
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5 Resultados e discussao

5.1 Extragcao de compostos fendlicos de prépolis utilizando
diferentes solventes

A extragcao de compostos fendlicos de propolis com diferentes solventes foi
testada como descrito no item 4.2.

As figuras 1 e 2 ilustram respectivamente os extratos de prépolis dos grupo
12 e 13 utilizando-se metanol, etanol, acetato de etila, hexano, cloroférmioe

acetona.

Figura 1 Extratos de propolis do grupo 12 com solventes diferentes.

A = Metanol, B = Etanol, C = Acetato de etila, D = Hexano, E = Cloroférmio,
F = Acetona.
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Figura 2 Extratos de propolis do grupo 13 com solventes diferentes.

A = Metanol, B = Etanol, C = Acetato de etila, D = Hexano, E = Cloroférmio,
F = Acetona.

5.2 Espectrofotometria na regidao ultravioleta-visivel de diferentes
extratos de propolis obtidos com diferentes solventes

As Figuras 3 (A-F) e 4 (A-F) ilustram os espectros de absorgdo UV-VIS
respectivamente dos extratos de propolis dos grupos 12 e 13 obtidos com
metanol, etanol, acetato de etila, hexano, cloroférmio e acetona. As amostras com
maior absorcdo de luz ultravioleta foram em ambas amostras de prépolis o

metanol, o acetato de etila, o cloroférmio e a acetona.
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Figura 3 Espectrofotometria UV-VIS de propolis do grupo 12 obtidos com
diferentes solventes.

A = Metanol, B = Etanol, C = Acetato de etila, D = Hexano, E = Cloroférmio,
F = Acetona.
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A = Metanol, B = Etanol, C = Acetato de etila, D = Hexano, E = Cloroférmio,

F = Acetona.
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5.3 Cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia em fase
reversa (CCDAE-FR) dos extratos de propolis obtidos com
diferentes solventes

As Figuras 5 e 6 ilustram respectivamente os perfis cromatograficos das
amostras de extratos de propolis dos grupos 12 e 13 obtidos com diferentes
solventes, em placas de camada delgada RP18F254S. Os extratos de propolis dos
grupos 12 e 13 obtidos com os solventes metanol, acetato de etila, cloroférmio e
acetona apresentaram na cromatografia em camada delgada compostos com
maior intensidade de absorcdo da luz UV do que os extratos obtidos com os

solventes etanol e hexano.

A B C D E F

Figura 5 Cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE-FR) dos
extratos de propolis do grupo 12 obtidas com diferentes solventes.

A = Metanol, B = Etanol, C = Acetato de etila, D = Hexano, E = Cloroférmio,
F = Acetona.
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Figura 6 Cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE-FR) dos
extratos de propolis do grupo 13 obtidas com diferentes solventes.

A = Metanol, B = Etanol, C = Acetato de etila, D = Hexano, E = Cloroférmio,
F = Acetona.

5.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa
(CLAE-FR) dos extratos de prépolis obtidos com diferentes
solventes

As Figuras 7 e 8 ilustram respectivamente os perfis cromatograficos dos
extratos de prépolis dos grupos 12 e 13 extraidos com metanol, etanol, acetato de
etila, hexano, cloroférmio e acetona, em placas de camada delgada. Foi verificado
que existe variacdo da quantidade de flavondides e outros compostos fendlicos
conforme o solvente utilizado.

Foi observado que para a propolis do grupo 12, a acetona mostrou-se ser o
melhor solvente (Figura 7-A), porque extraiu maior quantidade de flavonodides e

outros compostos fendlicos. O solvente hexano mostrou capacidade em extrair
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praticamente apenas o composto Artepillin C (Figura 7-D), que é um dos
compostos da propolis que apresenta atividade anti-tumoral.

Foi observado que para a propolis do grupo 13, o acetato de etila e o
cloroformio mostraram-se ser o melhor solvente (Figura 8-C e 8-E), porque
extrairam maior quantidade de flavonoides e outros compostos fendlicos.

O resultado apresentado foi similar aos resultados apresentados na

espectrofotometria UV-VIS e CCDAE-FR.
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Figura 7 Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa dos extratos de
prépolis do grupo 12 obtidos com diferentes solventes.

A = Metanol, B = Etanol, C = Acetato de etila, D = Hexano, E = Cloroférmio,

F = Acetona.
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Figura 8 CLAE-FR mostrando a diferenca na extragao de compostos fendlicos da
prépolis do grupo 13 através de diferentes diluentes.

A = Metanol, B = Etanol, C = Acetato de etila, D = Hexano, E = Cloroférmio,

F = Acetona.
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5.5 Determinagdo da atividade antimicrobiana dos extratos de
propolis obtidos com diferentes solventes

A Figura 9 ilustra a atividade antimicrobiana dos extratos de propolis dos
grupos 12 e 13 obtidos com os solventes metanol, etanol, acetato de etila, hexano,
cloroférmio e acetona, utilizando-se Staphylococcus aureus ATCC 25923 como
microrganismo sensivel.

Foi observado que os extratos de propolis do grupo 12 extraidos com
metanol, acetato de etila e acetona apresentaram maior atividade antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus ATCC 25923 do que os extratos obtidos com
etanol, hexano e cloroférmio.

Os extratos de propolis do grupo 13 extraidos com metanol, cloroférmio e
acetona apresentaram alta atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus
ATCC 25923, sendo que os extratos de propolis obtidos com etanol, acetato de
etila e hexano apresentou menor halo de inibicdo do crescimento de

microrganismo.
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Figura 9 Antibiograma de prépolis do grupo 12 (esquerda) e propolis do grupo 13
(direita) com S. aureus.

Co = controle, M = metanol, E = etanol, Ae = acetato de etila, H = hexano, Cl =
cloroférmio e Ac = acetona.

Os extratos de prépolis do grupo 13 obtidos com metanol, etanol, acetato
de etila, cloroformio e acetona apresentaram maior atividade contra
Staphylococcus aureus ATCC 25923 do que os extratos de préopolis do grupo 12
obtidos com os mesmos solventes. Os extratos de propolis dos grupos 12 e 13
obtidos com hexano apresentaram baixa atividade de inibicdo do crescimento de

Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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5.6 Extracao de compostos fendlicos de proépolis utilizando
etanol em diferentes concentragcées

As Figuras 10 e 11 ilustram respectivamente a coloracédo dos extratos de
propolis dos grupos 12 e 13 obtidos com agua (0% de etanol) e diferentes
concentragdes de etanol (10% a 100% de etanol 96°GL).

Foi observado que tanto a propolis do grupo 12 quanto a do grupo 13
apresentaram coloragao amarelada quando em concentragdes de 0 a 40%, porém
a prépolis do grupo 12 adquiriu cores mais esverdeadas e a propolis do grupo 13

adquiriu cores mais avermelhadas nas concentragdes de 50 a 100%.

s 10701 208 1 a1 5 0 e 70 | 0o oo

Figura 10 Coloragédo dos extratos etandlico da propolis do grupo 12 utilizando-se
diferentes concentracdes de etanol.
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Figura 11 Coloragédo dos extratos etandlico da propolis do grupo 13 utilizando-se
diferentes concentragbes de etanol.

5.7 Espectro de absorgao na regiao ultravioleta visivel dos

extratos de propolis dos grupos 12 e 13 obtidos com agua e
diferentes concentragcées de etanol

Na Figura 12 e 13 foram \verificados através de analises

espectrofotométricas por espectro de absor¢do UV-VIS, que as amostras de
extrato de propolis testadas apresentaram variagdes quanto a absor¢céo de luz
ultravioleta.

Verificou-se que tanto a prépolis do grupo 12 quanto a do grupo 13
apresentaram maior absorgao de luz ultravioleta quando em concentragdes de 50
a 100% de etanol. A propolis do grupo 12 apresentou maior efetividade em

concnetracbes entre 70 e 80% e a préopolis do grupo 13 apresentou maior

efetividade em concentragdes entre 50 e 70%.
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Figura 12 Espectro de absorgao na regido UV-VIS, do extrato aquoso (0% de
etanol) e extratos de prépolis do grupo 12 obtidos com diferentes concentragdes
de etanol (10 a 100%).
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Figura 13 Espectro de absor¢do na regiao UV-VIS, do extrato aquoso (0% de
etanol) e extratos de propolis do grupo 13 obtidos com diferentes concentragdes
de etanol (10 & 100%).
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5.8 Cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia em fase
reversa (CCDAE-FR) dos extratos aquosos e dos extratos de
propolis obtidos com diferentes concentragées de etanol

As Figuras 14 e 15 ilustram respectivamente o perfil de separagdo dos
compostos dos extratos aquosos (0% de etanol) e extratos de prépolis dos grupos
12 e 13, obtidos com diferentes concentra¢des de etanol (10% a 100% de etanol
96°GL), em placas de camada delgada RP18F,54S. Foi observado que as
amostras de propolis extraidas com etanol nas concentracdes de 40 a 100% de
etanol 96°GL apresentaram, nas placas de cromatografia, maior intensidade de

absorcao a luz UV indicando maior extragao de compostos fendlicos.

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
% etanol 96° GL

Figura 14 Cromatografia de camada delgada dos extratos etandlicos da propolis
do grupo 12 extraidos com agua (0% de etanol) e diferentes concentragdes de
etanol (0 a 100%) .
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Figura 15 Cromatografia de camada delgada dos extratos etandlicos da propolis
do grupo 13 extraidos com agua (0% de etanol) e diferentes concentragdes de
etanol (0 a 100%) .

5.9 Determinagéao de fendlicos totais das propolis do grupo 12 e
grupo 13

A Figura 16 ilustra o teor de compostos fendlicos totais de amostras de
propolis do grupo 12 e grupo 13, onde foi mostrado que ambas contém grande
quantidade de compostos fendlicos, porém a prépolis do grupo 13 (99,7 mg de
acido galico equivalente/g propolis) apresentou maior quantidade em relagéo a

propolis do grupo 12 (84,3 mg de acido galico equivalente/g propolis).
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Figura 16 Fendlicos totais em mg acido galico equivalente / g propolis das propolis
do grupo 12 e grupo 13.

5.10 Determinacéao de flavonoides totais das propolis do grupo 12
e grupo 13

A Figura 17 ilustra os teores de flavondides totais estimados por reacao
com AICl3;, usando padrao quercetina, das prépolis dos grupos 12 e grupo 13. As
amostras de propolis do grupo 12 (29 mg de quercetina equivalente/g propolis) e
grupo 13 (25 mg de quercetina equivalente/g prépolis) apresentaram quantidades

muito similares de flavondides.
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Figura 17 Flavonodides totais (AICI3) em mg quercetina equivalente / g das propolis
do grupo 12 e grupo 13.

5.11 Determinacéao da atividade anti-radical (DPPH) das prépolis
do grupo 12 e grupo 13

A Figura 18 e Tabela 1 ilustram a atividade anti-radical das amostras de
prépolis do grupo 12 e grupo 13.
Foi observado que a propolis do grupo 13 apresentou maior atividade anti-

radical (39%) que a propolis do grupo 12 (47%) depois de 2 h de incubagéo.
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Figura 18 Atividade anti-radical das propolis dos grupos 12 e grupo 13.

Tabela 1 Atividade anti-radical das prépolis dos grupos 12 e grupo 13.

Prépolis grupo 12 Prépolis grupo 13

Tempo (min)

Anti-radical % Anti-radical %

0 100 100

5 79 69
10 67 53
30 58 46
45 55 45
60 53 43
75 51 42
90 49 41
105 48 40
120 47 39

5.12 Determinag¢do da concentragao inibitoria minima (MIC) das
propolis dos grupos 12 e 13 para diferentes microrganismos

A Tabela 2 ilustra a concentragdo minima inibitéria (MIC) das prépolis dos
grupos 12 e 13 para diferentes microrganismos. Foi observado que a prépolis do
grupo 12 inibiu com maior intensidade os microrganismos Staphylococcus aureus

ATCC 25923 e Clostridium perfringens ATCC 13124, sendo obtido os valores de
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MIC de 15 pg/mL e 30 pg/mL de propolis respectivamentte. Entre os
microrganosmos testados as linhagens Streptococcus mutans ATCC 25175 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 foram menos inibidos pela propolis do
grupo 12 apresentando respectivamente MIC igual a 400 pug/mL e 300 ug/mL
respectivamente.

A propolis do grupo 13 inibiu com maior intensidade as linhagens
Clostridium perfringens ATCC 13124, Streptococcus mutans ATCC 25175 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 sendo obtido os valores de 7 pg/mL, 10
pMg/mL e 31 ug/mL respectivamente. A Escherichia coli hemolitica isolada de suino
foi a linhagem menos inibida pela propolis do grupo 13, sendo obtido MIC
1000pg/mL.

A Tabela 3 ilustra a inibicdo dos microrganismos Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Salmonella typhimurium e
Escherichia coli usando prépolis dos grupos 12 e 13 em comparagao com diversos

antibiéticos comerciais.
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Tabela 2 Concentragdo minima inibitéria (MIC) em pg/mL de prépolis do grupo 12
e grupo 13 contra varios microrganismos patogénicos .

Prépolis do Propolis do
Microrganismos grupo 12 grupo 13
MIC (pg/mL) MIC (pg/mL)
Streptococcus
mutans 400 10
ATCC 25175
Pseudomonas
aeruginosa 300 31
ATCC 15442
Staphylococcus
aureus 15 125
ATCC 25923
Clostridium
perfringens 30 7
ATCC 13124
Salmonella
typhimurium 250 200
ATCC 14028
Escherichia coli
ATCC 25922 125 1000

Tabela 3 Concentragcdo minima inibitéria (ug/mL) de prépolis dos grupos 12 e 13
em comparagdo com antibidticos comerciais para diferentes bactérias.

Propolis Propolis — . . _ . Sulfato de
. . Avilami- . Lincomi- N Virginami- . .
Microrganismo . Halquinol : Tilosina . Tiamulina
G12 G13 cina Cina Cina Colistina

P. aeruginosa
ATCC 15442 300 31 62 31 500 250 125 62 1
S, aureus 15 125 2 8 1 1 16 1 31
ATCC 25923
C. perfringens
ATCC 13124 30 7 4 16 1 16 31 31 31
S. typhimurium 55 200 125 2 400 500 400 100 2
ATCC 14028
E._col 125 1000 62 8 600 16 62 31 2
ATCC 25922

Obs: Nao houve inibigdo do crescimento bacteriano pela solugao de etanol 80%.
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Todas as amostras de propolis e antibidéticos analisados inibiram os
microrganismos na faixa de concentracdo estudada, sendo que a maior MIC
observada em propolis do grupo 12 foi para P. aeruginosa (300 ug/mL), e a menor
MIC com o mesmo material para S. aureus (15 pg/mL), a maior MIC observada em
prépolis do grupo 13 foi para E. coli isolada de suino (1000 ug/mL), e a menor
MIC com o mesmo material para C. perfringens (7 ug/mL).

As amostras de prépolis em baixas concentracdes foram capazes de inibir
as bactérias, principalmente o C. perfringens.

Em alguns casos, a propolis apresentou melhor inibicao do que alguns dos
antibidticos analisados, como pode ser observado para Lincomicina, Tilosina e
Virginamicina utilizando-se o microrganismo S. thyphimurium.

Dentre os antibidticos investigados, o sulfato de colistina foi o que
apresentou melhor atividade antimicrobiana, principalmente para P. aeruginosa, S.

typhimurium e E. coli.
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6 Conclusoes

Constatou-se que a prépolis do grupo 12 e 13 contém grande quantidade
de compostos fendlicos (84,3 mg de acido gallico equivalente/ g propolis e 99,7
mg de acido gallico equivalente/ g propolis respecivamente), entre eles os
flavondides (29 mg de quercetina equivalente/ g propolis e 25 mg de quercetina
equivalente/ g prépolis respectivamente), que possuem atividades antimicrobianas
e anti-radical.

Concluiu-se que apesar das propolis possuirem grande quantidade de
compostos fendlicos, a extragcdo depende intensamente do solvente utilizado.
Destacou-se na propolis do grupo 12 a acetona, que apresentou extracdo de
maior quantidade de compostos fendlicos em relagdo aos outros solventes
utilizados e o hexano que quando utilizado como solvente extraiu quase
exclusivamente artepillin C, que € um dos compostos da prépolis mais utilizados
como anti-tumoral. Na propolis do grupo 13 destacou-se o acetato de etila e o
cloroférmio, que extrairam maiores quantidades de compostos fendlicos.
Constatou-se que o solvente utilizado para a extragao da prépolis € determinante
para a quantidade de compostos fendlicos extraidos.

Mostrou-se que extragdes de propolis do grupo 12 e grupo 13 foram altas
em concentragdes etandlicas de 50 a 100%.

Concluiu-se que as prépolis do grupo 12 e grupo 13 possuem similaridade
na quantidade de flavondides, porém observou-se que a prépolis do grupo 13
possui maior quantidade de compostos fendlicos e atividade anti-radical. Verificou-
se que as prépolis dos grupos 12 e 13 tém atividade antimicrobiana diferente

porque inibem alguns microrganismos em diferente intensidade.
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