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Resumo

PETER, Cristina Mendes. Atividade antimicrobiana de extratos hidroalcodlicos
de propolis marrom, verde e de abelhas jatai (Tetragonisca angustula) frente a
micro-organismos infecciosos de interesse em Medicina Veterinaria e Humana.
2015. 75 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Programa de Pds-Graduagéo em
Veterinaria,Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2015.

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana (antibacteriana,
antifingica e antiviral), toxicidade celular e composicdo quimica de extratos
hidroalcoolicos da prépolis marrom (PM), verde (PV) e de abelhas nativas jatai (PJ).
A atividade antibacteriana da proépolis foi analisada pelo método de Microdiluicdo
frente a Staphylococcus aureus, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis,
Streptococcus agalactiae e Escherichia coli. Para a atividade antifingica, foi utilizada
metodologia semelhante, frente a Candida lipolytica, Candida parapsilosis,
Sporothrix schenckii e Sporothrix brasiliensis. A atividade antiviral foi avaliada
através de dois métodos distintos de tratamento das células com os extratos: antes e
depois da inoculacéo viral, frente ao Herpes Virus Bovino (BoHV-1) e ao Virus da
Diarreia Viral Bovina (BVDV) e quantificado pelo teste de MTT (3-(4,5 dimetiltiazol-
2yl)- 2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo) e a atividade virucida, avaliada através de
diferentes diluicbes dos virus, temperaturas e tempos de incubacdes e analisadas
por observacao microscépica e quantificadas através da Dose Infectante (D.l.) 50%.
A toxicidade foi avaliada através de diferentes concentracdes e a viabilidade celular
quantificada por MTT. A composi¢cdo quimica das propolis foi determinada por
Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia (CLAE). Os resultados da atividade
antibacteriana demonstraram que PM obteve valores menores de Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM), quando testados
frente a S. aureus (6,7 mg/mL; 13,4 mg/mL, respectivamente), e E. coli (29,4 mg/mL,;
54,3 mg/mL) quando comparados ao PV e PJ. Contudo frente Streptococcus sp., 0S
menores valores de CIM e CBM encontrados foram da PV (p<0,01). Na atividade
antifngica as PM, PV e PJ apresentaram eficacia a Candida sp. eSporotrix sp. A PJ
apresentou menor toxicidade, em sequéncia PV e PM. Na atividade antiviral, os
extratos foram mais eficazes quando acrescentados no pré-tratamento e a PM e PV
foram mais eficazes ao BoHV-1, enquanto a PJ ao BVDV. Na virucida, a PvVa 37°C
obteve valores diferentes e menores (log = 2,67) em relagcdo a PM (log = 3,5) e PJ
(log = 3,76). No entanto, para BVDV a PJ apresentou os melhores resultados para
ambas temperaturas. Os resultados demonstram o potencial da propolis como
antimicrobiano no tratamento de doencas em Medicina Veterinaria e Humana.

Palavras-chave: prépolis; atividade antibacteriana; atividade antifingica; atividade
antiviral; atividade virucida



Abstract

PETER, Cristina Mendes. Antimicrobial activity of hydroalcoholic extracts of
propolis brown, green and jatai bees (Tetragonisca angustula) against
infectious microorganisms of interest in Veterinary Medicine and Human. 2015.
75 f. Dissertation (Master degree in Sciences) - Programa de Pos-Graduacao em
Veterinaria,Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2015.

The objective of this study was to evaluate the antimicrobial activity (antibacterial,
antifungal and antiviral), cell toxicity and chemical composition of hydroalcoholic
extracts of brown propolis (PM), green (PV) and native bees jatai (PJ). The
antibacterial activity of propolis was analyzed by microdilution method against the
Staphylococcus aureus, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis,
Streptococcus agalactiae and Escherichia coli. For the antifungal activity, similar
methodology was used, compared to Candida lipolytica, Candida parapsilosis,
Sporothrix schenckii and Sporothrix brasiliensis. The antiviral activity was measured
using two different methods of treatment of the cells with the extracts: before and
after the viral inoculation against Bovine Herpes virus (bovine herpesvirus type 1)
and Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) and quantitated by assaying MTT (3- (4,5
dimethylthiazol-2yl) - 2,5-diphenyl-2H-tetrazolato bromine) and virucidal activity,
measured using different dilutions of virus, temperatures and incubation times and
analyzed by microscopic observation and quantified by the infective dose (ID) 50%.
Toxicity was evaluated using different concentrations and cell viability measured by
MTT. In the chemical composition of propolis was determined by High Performance
Liguid Chromatography (HPLC) methods. The results demonstrated that the
antibacterial activity had lower values PM Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) when tested against S. aureus (6.7
mg/mL; 13.4 mg/mL, respectively) and E. coli (29.4 mg/mL, 54.3 mg/mL) compared
to the PV and PJ. However front Streptococcus sp., the lowest values of MIC and
MBC were found of PV (p <0.01). In the antifungal activity PM, PV and PJ showed
efficacy to Candida sp. and Sporotrix spp. The PJ showed lower toxicity in PV and
PM sequence. In the antiviral activity, the extracts were more effective when added in
the pre treatment and the PM and PV were more effective in BoHV-1, while the PJ to
BVDV. In virucidal, PV obtained at 37°C and under different values (log = 2.67)
compared to PM (log = 3.5) and PJ (log = 3.76). However, for BVDV PJ showed the
best results for both temperatures. Results show the potential of propolis as an
antimicrobial in the treatment of diseases in Veterinary Medicine and Human.

Keywords: propolis; antibacterial activity; antifungal activity; antiviral activity;
virucidal
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1 Introducéo

A propolis € um material resinoso, produzido pelas abelhas a partir do
exsudato de diversas partes das plantas e de varias fontes vegetais (BANKOVA et
al., 2000). Esses constituintes sao biotransformados pela adicdo de cera e pela agao
sobretudo da enzima 13-glicosidase, produzida nas glandulas salivares das abelhas,
e utilizam a prépolis como um selador, conferindo protecdo a colmeia (BANKOVA et
al., 2014).

Seu perfil quimico qualitativo e quantitativo € variavel dependendo da origem
geografica, como as plantas fornecedoras de resina e a espécie de abelha coletora
(BASTOS et al., 2011). A fonte vegetal é o principal determinante da composicao
quimica da propolis, e como consequéncia, das propriedades bioldgicas a partir de
uma determinada regido. Bankova et al. (2014) descrevem que o controle da origem
geografica da propolis é fundamental para assegurar uma composicdo constante e
alcancar uma melhor padronizacdo possivel.

Bastos et al. (2011), descrevem que amostras de prépolis brasileiras possuem
propriedades biolégicas e composi¢do quimica distintas para o produto coletado em
diferentes regides. Pereira et al. (2002), descrevem que essa variacdo € facilmente
explicada pela vasta biodiversidade brasileira, bem como, até certo ponto, a
capacidade bioquimica das abelhas em modificar a composi¢cao nativa ou adicionar
seus componentes préprios a propolis.

A composi¢do quimica da prépolis é derivada de uma série de substancias
bioativas: ceras, resinas, balsamos, 6leos essenciais e pdlen e outros compostos
como acido cinamico, compostos fenodlicos e flavondides, terpenos, acidos
aromaticos derivados do &cido cafeico, acidos graxos e aminoacidos. Destacam-se
os flavondides e acidos fendlicos, os quais conferem efeitos terapéuticos a préopolis
(UZEL et al., 2005).

Bankova et al., (1999) descreveram que as espécies de Baccharis e Araucaria
sao importantes fontes de propolis no estado de Sao Paulo. Além disso, Midorikawa
et al. (2001), referiram que a Baccharis dracunculifolia € uma fonte importante néo

apenas nas amostras de Sao Paulo, mas também em outras de
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outros estados do Brasil, sendo esta popularmente conhecida como “alecrim do
campo”.

Park et al. (2000) classificaram a propolis brasileira em 12 tipos distintos,
atraveés do perfil quimico obtido pelas técnicas de espectrofotometria de absorcéo na
regido UV-visivel, Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CCDAE)
e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), atividade antimicrobiana e
antioxidante. Posteriormente, Trusheva et al. (2004), identificaram um novo tipo de
prépolis no estado de Alagoas, na qual dois isoflavonéides foram identificados
(pterocarpano medicarpena e isoflavana isosativana). Essa amostra de propolis
demonstrou-se ser distinta das 12 anteriormente tipificadas por Park et al. (2000),
sendo assim denominada de prépolis e sua origem botanica predominante Dalbergia
ecastophylum (ALENCAR et al., 2005).

A prépolis tem uma vasta gama de atividades bioldgicas (BANSKOTA et al,
2001), e por esta razéo, tem sido usado como um remédio natural desde os tempos
antigos.Os mecanismos pelos quais a prépolis atua em nivel celular ainda ndo sdo
totalmente elucidados. Drago et al. (2007) citam como mecanismos na acao
antibacteriana, a inibicdo da divisdo celular, a ruptura da membrana e da parede
celular e a inibicdo de sintese proteica, e sugerem ainda que essa atividade pode
estar relacionada a acédo sinérgica de seus componentes.

A maior ou menor eficiéncia do extrato de propolis esta muito ligada ao
solvente utilizado e ao processo de extracdo. Os processos e solventes que extraem
maiores quantidades de substéncia fendlicas, onde se concentra a maior atividade
farmacoldgica, devem ser preferidos (MARCUCCI et al., 1990). O alcool hidratado
70% resulta na maior extracdo de compostos fendlicos e nesta concentracao se
obtém uma tintura livre de cera (WOISKI e SALATINO, 1998).

Na literatura ha descrito varias atividades terapéuticas da propolis, dentre
essas atividades a antibacteriana (ORTEGA et al.,, 2011; SANTANA et al., 2012),
antifingica (SALOMAO et al., 2008; BUFALO et al., 2009), antiparasitaria
(GRESSLER et al.,, 2012), antiinflamatéria (MARCUCCI et al.,, 2001), antiviral
(CUETO et al., 2011; BANKOVA et al., 2014), antitumoral (ARAUJO et al., 2010),
imunomoduladora (FISCHER et al., 2008; BATISTA et al., 2012), entre outras.
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Segundo Bankova et al. (2005) a prépolis brasileira deve suas acdes
antimicrobianas a presenca de acidos p-cuméricos, prenilados e diterpenos. Sua
composi¢do in natura apresenta cerca de 55% de resinas e balsamos, 30% deceras,
10% de oleos volateis, 5% de polen, além de impurezas (Woisky e Salatino, 1998).

Pinto et al., 2001 em seus estudos verificou a eficiéncia da propolis através de
teste de sensibilidade in vitro, testando o efeito de diferentes extratos de prépolis, na
concentracdo de 100 mg/mL, sobre bactérias patogénicas isoladas de leite de vacas
com mastite, enquanto que o extrato etandlico de prépolis inibiu o crescimento das
amostras de bactérias Gram-positivas, Staphylococcus aureus, Staphylococcus sp.
coagulase negativos e Streptococcus agalactiae.

Miorin et al. (2003) estudaram a composicdo quimica dos extratos etandélicos
de véarias amostras da abelha nativa sem ferrdo jatai (Tetragonisca angustula) e Apis
mellifera dos estados do Parana e Minais Gerais e obtiveram o perfil quimico das
amostras por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia).Onde identificaram
altas concentracdes de varios derivados do acido cinamico e acidos p-cumarico em
propolis da Apis mellifera, mas concentracdes baixas na propolis de T. angustulaa
partir das mesmas regides. As amostras de Apis mellifera e Tetragonisca angustula
apresentaram atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus. Os autores
concluiram que outros compostos que nao identificados pelo método analitico
utilizado, poderia ser responsavel pela atividade antibacteriana das amostras de
Tetragonisca angustula.

Saloméo et al. (2008) avaliando a composi¢ao de extratos etanodlicos a partir
de amostras de prépolis brasileiras determinaram sua composi¢do quimica por
CLAE e avaliaram a atividade antimicrobiana contra Trypanosoma cruzi,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Klebisiella pneumoniae,
Candida albicans, Sporothrix schenckii e Paracoccidioides brasiliensis. Com base na
origem botanica predominante na regido de coleta das amostras, os 10 extratos
foram separados em trés grupos: A (B. dracunculifolia e Araucéria spp.), B (B.
dracunculifolia) e C (Araucaria spp.). Através da analise de regressao multipla de
todos os extratos, estes demonstraram correlacdo positiva, concentracdes mais
elevadas que levam a um maior efeito biolégico. E a atividade antimicrobiana
demonstrou que todas as amostras de propolis apresentaram atividades similares

frente a fungos Candida albicans e Sporotrix schenckii. Ainda, os autores reforcaram
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a importancia do Acido p-cumarico e seus derivados, principalmente os prenilados, e
também o Acido cafeico, sobre a atividade biol6gica da propolis brasileira.

Cueto et al. (2011) avaliaram a atividade antiviral de dois extratos etanolicos
de propolis (EP1 e EP2), oriundos de um apiario de Santa Maria/RS e outro obtido
comercialmente de Minas Gerais, frente aos virus: Calicivirus felino (FCV),
Adenovirus canino tipo 2 (CAV-2) e virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV). A analise
de prépolis por CLAE identificou a presenca de flavondides como: rutina, quercetina
e acido galico. A atividade antiviral de ambos os extratos evidenciaram acao frente
ao BVDV e CAV-2 quando acrescidos ao cultivo celular anteriormente & inoculacdo
viral. A propolis apresentou atividade antiviral frente aos trés diferentes virus
testados.

Diante das atividades evidenciadas dos extratos de prépolis, este trabalho
tem por objetivo avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de propolis marrom,
verde e de abelhas nativas jatai (Tetragonisca angustula) frente a importantes micro-

organismos de importancia em Medicina Veterinaria e Humana.



2 Objetivos

2.1 Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro, efeitos citotoxicos e caracterizar
guimicamente trés extratos hidroalcodlicos de prépolis: marrom, verde e de abelhas

nativas sem ferréo jatai.

2.2 Especificos

e Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos de prépolis marrom, verde e de
abelhas nativas sem ferrdo jatai frente a Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus uberis
e Escherichia coli;

e Avaliar a atividade antifangica dos extratos de prépolis marrom, verde e de
abelhas jatai frente & Candida lipolytica, Candida parapsilosis, Sporothrix
schenckii e Sporothrix brasiliensis;

e Avaliar os efeitos citotoxicos dos trés extratos frente a células MDBK (Madin
Darby Bovine Kidney);

e Aferir a atividade antiviral e virucida dos trés extratos frente ao Herpes Virus
Bovino tipo-1 (BoHV-1) e ao Virus da Diarréia Bovina (BVDV);

e Caracterizar os compostos quimicos presentes nos trés extratos da prépolis
por meio da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).



3 Artigos
3.1 Artigo 1
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UTILIZAGAO DA PROPOLIS NO TRATAMENTO E CONTROLE DA MASTITE BOVINA

USE OF PROPOLIS IN THE TREATMENT AND CONTROL OF BOVINE MASTITIS

Cristina Mendes Peter" ; Tony Picoli%; Jodo Luiz Zani'; Giulia Soares Latosinski" Fernando
Bandeira® Marcelo de Lima%; Gilberto D 4vila Vargas®; Silvia Oliveira Hiibner® Geferson
Fischer*

!Laboratério de Bacteriologia e Satde Populacional, Faculdade de Veterinaria, UFPEL,
Campus Capéo do Ledo, Rio Grande do Sul, Brasil. CEP 96160-000.
cristina_peter@hotmail.com, (53) 32757943: ?Laboratério de Virologia e Imunologia Animal,

Faculdade de Veterinaria, UFPEL, Campus Capéo do Ledo, Rio Grande do Sul, Brasil.

RESUMO

Nos ultimos anos, diversos trabalhos tém sido publicados demonstrando as propriedades biolégicas e a
composicao de propolis. O produto destaca-se tanto pelas suas propriedades terapéuticas, tais como
atividade antimicrobiana, antiinflamatoria, cicatrizante, anestésica e anticariogénica, quanto pela
possibilidade da utilizacdo na industria farmacéutica e alimenticia. Nesse contexto, a propolis merece
destaque por combater micro-organismos patogénicos e, sua utilizagdo no tratamento e controle da
mastite bovina, mostra-se como uma alternativa eficaz ao uso de antibidticos comerciais. Diante do
exposto, a presente revisdo tem como objetivo apresentar estudos in vitro e in vivo sobre a utilizagdo
da propolis no tratamento e controle da Mastite bovina.

Palavras-chave: Propolis, mastite bovina, resisténcia bacteriana, Salde Publica.

ABSTRACT

In recent years, many papers have been published demonstrating the biological properties and
composition of propolis. The product stands out both for its therapeutic properties such as
antimicrobial, anti-inflammatory, healing, anesthetic and anticariogenic, as the possibility of use in
pharmaceutical and food industry. In this context, propolis noteworthy to combat pathogenic micro-
organisms and their use in the treatment and control of bovine mastitis, it is shown as an effective
alternative to commercial antibiotics. Given the above, this review aims to present in vitro and in vivo
studies on the use of propolis in the treatment and control of bovine mastitis.

Keywords: Propolis, bovine mastitis, bacterial resistance, Public Health.
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Introducéo

A utilizagdo de produtos naturais em medicina humana e veterinaria tem direcionado um interesse
cada vez mais expressivo para os produtos apicolas, tais como mel, geleia real, polen, propolis, entre
outros (BASTOS et al., 2011). Individualmente, a propolis destaca-se tanto pelas suas propriedades
terapéuticas, tais como atividade antimicrobiana, antiinflamatoria, cicatrizante, anestésica e
anticariogénica, quanto pela possibilidade da utilizacdo na indastria farmacéutica e alimenticia
(ADELMANN, 2005; ORTEGA et al., 2011).

Nos ultimos anos, diversos trabalhos tém sido publicados e nestes tem demonstrado as
propriedades bioldgicas e a composicdo de propolis. Dessa forma, evidenciando o interesse dos
pesquisadores pelo produto e seu potencial para o desenvolvimento de novas drogas (ALENCAR et
al., 2005; LUSTOSA et al., 2008; SFORCIN e Bankova, 2011; CAMPOS et al., 2014).

A propolis é um material resinoso coletado pelas abelhas a partir do exsudato e broto das plantas e
misturado com enzimas e cera das abelhas (BANKOVA et al., 2000). A palavra prépolis (do grego pro
= em defesa ou para, e polis = cidade) demonstra sua importancia para as abelhas, uma vez que é
usada para impedir a entrada de invasores na colmeia e embalsamar organismos mortos,
consequentemente evitando a decomposicdo e a disseminacdo de odores (TEIXEIRA et al., 2005;
BURDOCK, 1998; SIMONE-FINSTROM E SPIVAK, 2010).

A proépolis apresenta grande potencial terapéutico para o tratamento de afec¢fes provocadas por
diferentes micro-organismos tanto em seres humanos e animais (ORTEGA et al., 2011), atribuindo-se
a ela propriedades farmacoldgicas tanto a nivel sistémico quanto dermatolégico (SFORCIN e
BANKOVA, 2011).

Ha na literatura diversos trabalhos relacionando prépolis e microbiologia, em sua maioria estudos
bacterioldgicos, in vitro como in vivo, que confirmam a acdo bactericida e bacteriostatica da propolis
(SAEKI et al., 2011; PEIXOTO et al., 2012; TROCARELI et al., 2013). Esta atividade pode ser
atribuida a quantidade e ao tipo de compostos fendlicos que estdo presentes nos diferentes tipos de
propolis (PINTO et al., 2001; BANKOVA, 1999).

Na producédo e industrializacdo do leite bovino, um dos fatores que mais reduz a qualidade e a
guantidade do produto é a mastite bovina. O prejuizo gerado pela enfermidade corresponde
aproximadamente a 25% de todas as doengas de importancia econdmica (BUSATO et al., 2000;
ZANETTE et al., 2010).

O impacto decorrente da doenca deve-se a reducéo da producdo de leite, ao descarte de matrizes, a
reducdo do valor comercial dos animais, as perdas na evolucdo genética do rebanho e aos gastos com
medicamentos e mio de obra extra (DURR et al., 2004). Além disso, a doenga causa prejuizos a
industria de laticinios devido a alteragdes na composigdo fisico-quimica do leite, e ainda apresenta-se
como uma ameaca a satde dos consumidores devido a veiculacdo de patégenos e presenca de residuos
de antibidticos no leite (OLIVEIRA, 1999; SANTOS e FONSECA, 2007; SILVA e RIBEIRO, 2012).
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Ortega et al. (2011) descrevem que o uso indiscriminado e prolongado de antimicrobianos
artificiais vem acendendo cada vez mais o nimero de patégenos mutantes e resistentes. Deste modo,
explica-se 0 aumento da busca por alternativas ao uso de antimicrobianos comerciais por naturais,
como alternativas enérgicas e econdmicas ao tratamento de infecces bacterianas como a mastite
bovina.

Nesse contexto, produtos naturais usados para combater micro-organismos patogénicos merecem
evidéncia, como a propolis, cujas propriedades bioldgicas e terapéuticas despertam interesse, de modo
gue sua utilizacdo no tratamento e prevencdo da mastite bovina mostra-se como uma alternativa eficaz
ao uso de antibioticos comerciais (TRONCARELI et al., 2013).

Diante do exposto, a presente revisdo tem como objetivo apresentar estudos in vitro e in vivo sobre

a utilizacéo da prdpolis no tratamento e controle da Mastite bovina.

Mastite bovina

A mastite bovina caracteriza-se como o processo inflamatorio da glandula mamaria, geralmente de
carater infeccioso, classificada como mastite clinica ou mastite subclinica (ANDRADE, 2010;
ZANETTE et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2011).

Os patdgenos responsaveis pela mastite bovina podem ser classificados de duas formas segundo
suas origens e formas de transmissdo: ambientais e contagiosos. Nas mastites de origens ambientais,
0s agentes geralmente sdo encontrados no ambiente, sendo os principais coliformes (Escherichia coli,
Klebsiella ssp e Enterobacter aerogenes), Streptococcus (Streptococcus uberis, Streptococcus
dysgalactiae e Streptococcus bovis) e enterococos (Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis)
(PARDO, 1997; MARTINS et al., 2010).

As mastites contagiosas sdo classificadas devido a sobrevivéncia dos micro-organismos no interior
da glandula mamaria, excrecdo do agente infeccioso e a transmissdo para outro animal. Dentre 0s
patégenos mais importantes estdo Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
dysgalactiae (VICARIO et al., 2009; MARTINS et al., 2010). Ainda que haja grande disparidade entre
0s patégenos causadores de mastite bovina, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis e Escherichia coli sdo responsaveis por cerca de
80% dos casos da doenga nos rebanhos (RANJAN et al., 2006).

Segundo Schlegelova et al., (2003), particularmente, S. aureus destaca-se como um dos agentes
mais comumente encontrados nas infeccdes intramamarias (11M) de bovinos em todos os continentes,
e também é aquele que isoladamente determina as maiores perdas na pecuaria leiteira. No Brasil, esta
bactéria é considerada como o principal agente causal da mastite bovina, com taxas de isolamento que
variam entre 8,3% e 49,23% das vacas em diferentes rebanhos (LAFFRANCHI et al., 2001).

Dentre as medidas utilizadas para reducdo dos indices de mastite, estd a adogdo de medidas

higiénicas durante a ordenha, assim como a utilizacdo de antimicrobianos no controle das infec¢des
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intramamérias e na eliminagdo de provaveis fontes de infecgdo dentro do rebanho. No entanto, o0 uso
inadequado de antimicrobianos no tratamento da mastite pode ocasionar o aparecimento de cepas
resistentes, comprometendo a eficiéncia do tratamento e ainda também o aparecimento de resquicios
de antibidticos no leite comprometendo a satide humana (MENDONCGCA et al., 2012).

Os residuos de antibidticos no leite podem aparecer devido ao tratamento parenteral e ou
intramamario de animais em lactacdo e representam o principal ponto critico de controle de
contaminagdo quimica no leite. Os riscos a saude do consumidor sdo apresentados principalmente pelo
desencadeamento de fendmenos alérgicos em individuos sensiveis, pelos efeitos toxicos e
carcinogénicos, por alteracBes no equilibrio da microbiota intestinal e pela selecdo de bactérias
resistentes no trato digestivo dos consumidores (FREITAS et al., 2005; KERR e WELLNITZ, 2014).

Propolis

Burdock (1998), descrevem que a composigdo quimica da propolis é bastante complexa, sendo
esta o reflexo direto da flora vegetal da qual as abelhas utilizam para a elaboragdo da prépolis. Ainda,
a época da colheita do produto,técnica utilizada, como também o género e espécie de abelha afetam
sua composic¢do (BURDOCK, 1998; BANKOVA et al., 2000).

Greenaway (1991), estudando a complexidade quimica da prépolis, revelou de forma pioneira
através da técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM), a detec¢do
de mais de 150 componentes presentes na prépolis, sendo assim considerada uma das substancias mais
heterogéneas encontradas nas fontes naturais (Bastos et al., 2011). Posteriormente, Burdock (1998),
identificou e/ou caracterizou mais de 300 compostos em amostras diferentes de prdpolis.

Bastos et al. (2011), descreve que amostras de prépolis brasileiras possuem propriedades
biol6gicas e composicdo quimica distintas para o produto coletado em diferentes partes do pais.
Pereira et al., (2002), descreve que essa variacdo é facilmente explicada pela vasta biodiversidade
brasileira, bem como, até certo ponto, a capacidade bioquimica das abelhas em modificar a
composicao nativa ou adicionar seus componentes proprios a propolis.

Bankova (1999), descreveram que as espécies de Baccharis e Araucéria sdo importantes fontes
de prépolis no estado de S&o Paulo. Além disso, Midorikawa et al. (2001), referiram que a Baccharia
dracunculifolia é uma fonte importante ndo apenas nas amostras de Sao Paulo, mas também em outras
de outros estados do Brasil, sendo esta popularmente conhecida como “alecrim do campo”.

Park (2000), classificaram a propolis brasileira em 12 tipos distintos, através do perfil quimico
obtido pelas técnicas de espectrofotometria de absor¢do na regido UV-visivel, Cromatografia liquida
de alta eficiéncia em fase reversa (CCDAE) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
atividade antimicrobiana e antioxidante. Posteriormente, Trusheva et al., (2004), identificaram um
novo tipo de prépolis no estado de Alagoas, na qual dois isoflavondides foram identificados

(pterocarpano medicarpena e isoflavana isosativana). Essa amostra de prépolis demonstrou-se ser
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distinta das 12 anteriormente tipificadas por Park (2000). Sendo assim denominada de propolis
vermelha e sua origem boténica predominante Dalbergia ecastophylum (ALENCAR et al., 2005).

Entre as substancias quimicas isoladas, predominam os flavonoides (flavonas, flavolonas e
flavononas) como as principais responsaveis pelas agdes antibacterianas, antivirais, antiparasitarias,
antioxidantes e demais propriedades farmacologicas (PINTO et al., 2001).

Quanto a acdo antibacteriana da propolis sugere-se que o extrato etanolico de propolis tem
efeito bactericida devido a presenca de compostos ativos, porém labeis. Este efeito bactericida é
dependente da espécie bacteriana em questdo, e apresenta maior eficiéncia contra bactérias Gram
positivas e para algumas espécies de Gram negativas (ORTEGA et al., 2011).

Takaisi-Kikuni & Schilcher (1994), realizaram estudos com a utilizacdo de microscopia
eletrbnica sobre o Streptococcus agalactiae, utilizando um extrato etandlico de prépolis verde,
verificando seu mecanismo de ag&o sobre a bactéria. Por meio deste estudo verificaram intervengéo do
crescimento bacteriano, através da interrupgéo da diviséo celular, ocasionando assim em estreptococos
pseudo-multicelulares (policarioticos), desorganizagdo de citoplasma caracterizado pela presenga de
espacos vazios ou estruturas fibrosas (“fibrous like”) e ainda, alteragdes na membrana e defeitos na
estrutura da parede celular, ocasionando a bacteriélise parcial.

De acordo com Saeki et al. (2011), o mecanismo de acdo da propolis ocorre principalmente
sobre a permeabilidade da membrana interna bacteriana aos ions, causando assim a dissipacdo do
potencial de membrana. Como o gradiente eletroquimico de prétons através da membrana é essencial
para 0 micro-organismo, por manter a sintese de ATP, o transporte através da membrana plasmatica e
a motilidade, tal acdo pode, consequentemente, contribuir muito sobre a agdo citotdxica da prépolis,
podendo ainda diminuir a resisténcia das células a outros compostos bacterianos. Este fato justifica a

acdo sinérgica entre a prépolis e alguns antibidticos (KROL et al., 1993).

Estudos in vitro e in vivo da acdo da proépolis frente bactérias causadoras de mastite bovina

Estudos in vitro demonstram a eficécia antibacteriana de extratos de propolis frente a espécies
bacterianas causadoras da mastite bovina (LOGUERCIO et al., 2006). Langoni et al., (1994)
evidenciaram a eficéacia de extrato de propolis verde produzido por abelhas Apis mellifera, oriundo de
um apiario do municipio de Botucatu/S&o Paulo, onde houve 100% de inibicdo do crescimento de
estirpes de Staphylococcus aureus e Corynebacterium bovis, e 90 e 91% de inibicdo de Streptococcus
agalactiae e Escherichia coli, respectivamente.

Entretanto, Bankova et al., (1999), avaliou trés amostras de 6leos essenciais de prépolis, oriundos
de trés espécies de abelhas meliferas distintas: Meliponacompressites do estado do Piaui,
Tetragonaclavipes e Melipona quadrifasciata anthidioides do estado do Parana frente aos agentes
bacterianos Staphylococcus aureus e Escherichia coli e, por meio da metodologia de disco-difusao

obtiveram como resultados, baixa atividade contra S. aureus e nenhuma atividade contra E. coli.
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Farnesi (2007) avaliou a atividade antimicrobiana da prépolis produzida por abelhas africanizadas:
Apis mellifera (propolis verde) e abelhas meliponas: Tetragonisca angustula, Plebeia droryana,
Scaptotrigona bicpunctata, Frisiomelitta varia e Nannotrigonatestaceicornis, através da técnica de
Microdiluicdo em Caldo e concluiu que a propolis de abelhas africanizadas (propolis verde) foi mais
eficaz que a propolis de abelhas sem ferrdo frente aos micro-organismos testados: Staphylococcus
aureus, Micrococcus luteus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Além disso, ndo obteve
resultados significativos das amostras de prépolis de abelhas meliponas frente a estes micro-
organismos. Quanto ao perfil cromatografico das amostras, a propolis verde obteve como
componentes majoritarios, os acidos cafeico e p-cumarico, 3-prenil p-cumérico, 3-5diprenil-p-
cumarico e compostos minoritarios, flavonoides. Quanto as amostras da propolis de abelhas sem
ferrdo, encontraram-se componentes com polaridades distintas, possivelmente &acidos fendlicos,
fenilpropandides ou flavondides. Resultados estes de cromatografia, que justificam os dados obtidos
na atividade antimicrobiana, ja que os compostos identificados como majoritarios na propolis verde
sdo descritos pela sua acdo eficaz contra agentes bacterianos (MARCUCCI et al., 1996; PINTO et al.,
2001; SANTANA et al., 2012).

Loguercio et al., (2006), avaliaram a atividade de uma amostra de prépolis obtida de um apiério
comercial da regido de Santa Maria, RS, contra bactérias causadores da mastite bovina, comparando
aos principais antimicrobianos utilizados no tratamento convencional (Ampicilina (10pg),
Cefoperazone (75 pug), Gentamicina (10 pg), Lincomicina(2 pg), Neomicina (30 ug), Nitrofurantoina
(300 pg), Norfloxacin (10 pg), Oxacilina (1 ug), Penicilina (10 UI), Sulfazotrim (25 pg), Tetraciclina
(30 pg) e Tiamulin(30 pg). Utilizaram 36 isolados coagulase-positivos de Staphylococcus sp. e 27
isolados de Streptococcus sp. E como resultados, obtiveram frente ao género Staphylococcus, maior
porcentual de linhagens sensiveis ao extrato de propolis e Sulfazotrim (94,44%), quanto ao ao género
Streptococcus obtiveram maior nimero de linhagens sensiveis a Ampicilina (92,59%) seguido do
extrato de prdpolis, que inibiu o crescimento de 85,18% dos isolados.

Estudo semelhante foi desenvolvido por Saeki et al., (2011), avaliando uma amostra de propolis
proveniente da regido de Marechal Candido Rondon - PR, cuja flora apicola é composta
principalmente pelas espécies: Plathymeniafoliosa, Hovenia dulcis, Parapiptadenia rigida, Mimosa
binucronata e Cordia trichotoma frente a Staphylococcus aureus oriundo de amostras de leite
provenientes de 63 animais portadores de mastite, e verificaram o seu perfil de sensibilidade
antimicrobiana aos antibiéticos comerciais e ao extrato de propolis @ 30%. Dos 38 animais que
apresentaram crescimento de Staphylococcus aureus, 35 (92,10%) apresentaram sensibilidade ao
extrato de propolis a 30%, com didmetros de inibicdo entre 6 e 18 mm frente a volumes de 40uL e 60
ML. E a composicdo quimica obtida por meio do teor total de flavondides e fendlicos obtiveram-se
teores de 55,5% e 1,19% de compostos fendlicos e flavonoides, respectivamente. Compostos estes,
conhecidos por suas atividades antimicrobianas, especialmente frente bactérias (MARCUCCI et al.,
1996).
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Estudos como estes demonstram in vitro a eficacia da utilizacdo da propolis frente aos principais
agentes da mastite bovina, sobretudo Staphylococcus aureus, micro-organismo de extrema
importancia na etiologia da doenca.

Resultados semelhantes obtidos pelos autores corroboram com estudos anteriores, onde se utilizou
diferentes extratos hidroalcodlicos de prépolis: propolis marrom, verde e prépolis de abelhas sem
ferrdo jatai, frente a uma amostragem de 300 isolados bacterianos causadores de mastite bovina. Os
resultados demonstraram resisténcia das bactérias Gram negativas (Escherichia coli) frente aos trés
tipos de propolis utilizados no trabalho, onde obteve-se como Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)
50mg/mL e 25mg/mL para propolis de abelhas jatai e prépolis marrom e verde, respectivamente. No
entanto, para bactérias Gram positivas (Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus uberis), 0s trés extratos apresentaram acdo significativa
superior frente aos micro-organismos. Sobretudo, a propolis marrom que para S. aureus obteve-se
CIM 6,25mg/mL e para bactérias do género Streptococcos alcangou CIM < 0,78mg/mL.

Vargas et al. (2004) explicam a diferenca de sensibilidade encontrada entre as bactérias Gram
positivas e Gram negativas, propondo que bactérias Gram positivas mostram-se mais suscetiveis a
prépolis pela acdo dos compostos sobre a parede celular das bactérias Gram positivas. Quanto as
bactérias Gram negativas, apesar de sua parede celular ndo ser tdo rigida quanto das Gram positivas,
quimicamente € mais complexa e possui maior teor lipidico.

Sugere-se que a causa da agdo bactericida sobre 0 género Staphylococcus seria o resultado de uma
acdo conjunta de varios componentes, uma vez que nenhum deles possui relativa atividade quando
testado isoladamente (SAEKI et al., 2011). Resultados semelhantes encontrados por Bankova et al.
(1996), estudando o efeito a acdo antibacteriana de &cidos diterpénicos de uma amostra de propolis
brasileira, verificaram que nenhum componente isolado possuia atividade antibacteriana sobre
Staphylococcus aureus tdo eficaz quanto a utilizacdo do extrato.

Autores relatam que a combinacédo de extratos de prépolis com antimicrobianos comerciais possa
permitir a reducdo da dose clinica de determinados antibidticos, e assim, diminuir a incidéncia de
efeitos colaterais e a0 mesmo tempo potencializar a antibioticoterapia no tratamento de infec¢bes onde
a resisténcia bacteriana torna-se fator determinante (PINTO et al., 2001; SILVA, 2010; SANTANA et
al., 2012; VIGNOTO et al., 2014).

Em seus trabalhos Krol et al. (1993), estudaram oito distintos antibi6ticos (penicilina G,
doxiciclina, estreptomicina, cloranfenicol, cefradina, ampicilina e polimixina B) e o efeito descrito foi
significante apenas nas concentragcbes 600 pg/mL de extrato etandlico. Ao encontro, Kedzia &
Holderna (1986), em experimento utilizando Staphylococcus aureus resistentes a antimicrobianos,
quando testados frente & mistura de extrato de propolis e antibidtico, demonstraram que cerca de 70%
dos testes, encontraram a CIM menor que o verificado com antibi6ticos apenas.

Santana et al. (2012), estudaram o efeito de um extrato etandlico de prépolis verde frente a cepas

de Staphylococcus aureus isolados de casos de mastite bovina. Neste, observaram a eficacia do extrato
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frente ao S. aureus crescidos em meios sintéticos e também leite, observacdo de uma possivel sele¢do
das células bacterianas resistentes a prépolis quando expostas a concentragdes sub-inibitdrias e
observaram através da microscopia de forga atbmica a influéncia da propolis sobre a célula bacteriana.
Obtiveram como resultados que o extrato alcdolico apresentou efeitos bacteriostéaticos, porém sem
efeito bactericida e que, a dose utilizada deveria ser no minimo 20 vezes maior para eliminagdao do
agente. As culturas de S. aureus ndo sofreram sele¢éo quando expostas pelo menos a 60 geragdes com
doses sub-letais, ndo ocasionando mudanca significativa na sensibilidade da célula. E por fim,
observaram na microscopia de forca atbmica mudancas na morfologia e tamanho celular do micro-
organismo exposto ao extrato de propolis (0,5 mg mL™). Os autores sugerem, contudo que a utilizacio
de extrato de prépolis combinado ou ndo com outros agentes antimicrobianos pode ser util para o
controle de mastites in vivo.

H& poucos trabalhos na literatura cientifica sobre o uso de extratos de propolis/e ou seus
derivados no tratamento ou prevengdo da mastite em bovinos. O primeiro relato na literatura da
utilizagdo de protocolo de tratamento da mastite bovina por extrato de propolis foi em 1980, por
Mirolyubov e Baskov (1980). Neste estudo, foi pesquisada a eficicia da cura de diversas mastites
bovina, através da utilizacdo de duas bases de extrato alcodlico de propolis com diferentes
concentracdes. Nos animais que apresentavam a mastite serosa e catarral, aplicou-se por via
intramamaria, 5 mL, 2 vezes ao dia ¢ 7mL “overnight” de uma pomada com 2% de extrato de
etandlico de prépolis. E para as mastites de carater purulenta e hemorrégicas, aplicou-se uma pomada
com 5%, com a mesma posologia anteriormente citada. Como resultados, obtiveram que a producéo
dos animais foi recuperada em 97% dos animais com mastite serosa, 96% catarral, 72% purulenta e
83% da mastite hemorrégica. Segundo os autores, apenas dois animais apresentaram a mastite de
carater purulento, com o endurecimento do tecido glandular infectado, resultando em uma recuperagéao
de apenas 50% da producdo de leite. Deste modo, os autores concluiram que a utilizacdo das pomadas
a base de prépolis a 2 e 5% de concentragdo para o tratamento de diversos tipos da mastite bovina,
resulta em um 6timo efeito terapéutico, agindo diretamenteno processo de cura.

Meresta et al. (1989), testaram um protocolo para tratamento da mastite bovina com um
extrato de propolis. Como resultado do tratamento foi obtido a recuperacdo completa de 86,6% das
vacas que apresentaram mastite aguda, em 100%dos casos de infec¢do causadas por Candida albicans,
85% por Escherichia coli, 91% por Staphylococcussp. e 84,3% por Streptococcus sp. Diante desses
resultados, os autores concluiram que a utilizagdo da propolis apresenta-se bastante eficaz na terapia
de mastite causada por micro-organismos resistentes aos antibidticos convencionais.

Langoni et al., (1995), testaram a eficacia antibacteriana de um extrato de propolis oriunda de
um apiario do municipio de Botucatu/Sado Paulo. Avaliaram diferentes opc¢des terapéuticas para o
controle de mastite causada por Prototheca zopfii em rebanhos leiteiros naturalmente infectados,
utilizaram a formulacéo de propolis a 30% preparada em solucao de Dimetilsulfoxido (DMSO) a 20%,

para facilitar a difusdo no parénquima mamario. Realizaram o tratamento intramamario, ap6s ordenha
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completa, de manha e a tarde, durante cinco dias, com 15 a 20 mL da formulagdo na dependéncia do
tamanho da glandula mamaria ou quarto afetado. E como resultados alcangaram a cura clinica e
microbiologica em 84,8% dos tetos tratados.

Andrade (2010) testou o potencial antibacteriano de uma amostra de propolis originaria do
municipio de Unido da Vitoria/Parana. Em seu estudo, através da preparacdo de um extrato
hidrossolGvel de propolis obtido por hidrélise alcalina, testou a eficacia deste frente as cepas de
Staphylococcus aureus, e ainda determinou a reducdo da contagem de mesdfilos da superficie dos
tetos da glandula mamaria. Testou a acdo do extrato mediante a formacdo de dois grupos. No grupo 1:
6 animais, o tratamento foi iodo glicerinado (0,5%) e o grupo 2: 6 animais, tratamento foi o extrato
hidroalcodlico de prépolis. Obteve 443 isolamentos bacterianos, 0s micro-organismos isolados com
maior frequéncia foram Staphylococcus spp. (33,2%), S.aureus (19,86%) e Streptococcus agalactiae
(13,7%). E como resultados, o extrato de prépolis apresentou uma CIM de 155,46 mg/mL e
significativa acdo inibitdria sobre as cepas de S.aureus quando comprado ao grupo controle
consideréavel reducéo do Log UFC/cm? de bactérias meséfilas nas superficies dos tetos.

Peixoto et al. (2012), utilizaram 72 animais da raca holandesa positivos ao testes do CMT
(California mastitis test) e de tamis para avaliacdo de um extrato de prépolis e sua eficicia frente a
agentes microbianos causadores da mastite bovina. Dessa forma, os animais foram divididos em trés
grupos, cada tratamento foi constituido de 17 animais, exceto grupo controle que recebeu apenas
solucdo inerte. Os animais referentes ao grupo 1 receberam 10 mL de extrato alcoolico de prépolis a
30%, receberam 10 mL por via oral, durante sete dias consecutivos, apds cada ordenha. Os animais
referente ao grupo 2, além do procedimento descrito para o grupo anterior, foram submetidos a 5 mL
do extrato de prépolis para imersdo dos tetos, no momento imediatamente anterior e posterior a
ordenha; diariamente. Porém, os autores ndo obtiveram resultados significativos, ja que 0s grupos nao
apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos, aos sete e 14 dias apds realizacdo dos mesmos,
além de os animais apresentarem uma alta contagem de células somaticas ao decorrer do trabalho (174

amostras que apresentaram CCS acima de 200 mil células por mL).

Conclusao

A propolis evidenciou efeito in vitro e in vivo frente a bactérias causadoras da mastite bovina e
evidenciou seu potencial como alternativa ao uso de antimicrobianos convencionais ao tratamento da
doenca. Contudo, apesar destes resultados satisfatorios obtidos nos trabalhos cientificos, hd poucos
estudos da eficacia utilizando ambos modelos (in vitro e in vivo) de inocuidade relatados na literatura.
Mais estudos in vivo devem ser desenvolvidos, pois hé a necessidade da realizacdo de ensaios clinicos

capazes de determinar a dosagem terapéutica e seu real efeito na espécie bovina.
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Resumo — Dentre as propriedades bioldgicas da propolis, a atividade antimicrobiana tem
merecido destacada atencdo. No presente trabalho, descreve-se a atividade antimicrobiana
(antibacteriana, antifungica,antiviral e virucida) de trés extratos hidroalcodlicos de propolis:
marrom, verde e de abelhas jatai. A atividade antibacteriana da prépolis foi avaliada frente a
Staphylococcus aureus, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, Streptococcus
agalactiae e Escherichia coli. Para a atividade antifingica, os extratos foram avaliados frente
a Candida lipolytica, Candida parapsilosis, Sporothrix schenckii e Sporothrix brasiliensis. E
para atividade antiviral e virucida,foram avaliados frente a Herpes Virus Bovino tipo-1 e
Virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV). A andlise dos extratos de prépolis através da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) identificou a presenca de acido fenolicos:
acido cafeico e acido p-cumarico e flavonoides: crisina, galangina e Artepillin C. A atividade
antibacteriana e antifngica dos extratos foram avaliadas através de Microdiluigdo em caldo.

A atividade antiviral bem como a citotoxicidade dos extratos aos cultivos celulares foram
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avaliadas atraves do MTT [3- (4,5 dimetiltiazol-2yl)-2- 5-difenil-2H tetrazolato de bromo]. E
para atividade virucida foram utilizados diferentes diluicdes dos virus, bem como
temperaturas e tempos distintos de incubacdo. Os trés extratos evidenciaram atividade
antibacteriana e antifungica, sobretudo a marrom. No entanto, os extratos de propolis verde e
jatai apresentaram melhor efeito quando testados frente ao BVDV e BoHV-1,
respectivamente. Em resumo, a prépolis apresentou atividade antimicrobiana frente aos
agentes infecciosos testados o que a torna alvo para o desenvolvimento de novos compostos

naturais com atividade antimicrobiana.

Palavras-chave: Propolis. Atividade antibacteriana. Atividade antifangica. Atividade

antiviral e virucida. Citotoxicidade.

1) Introducéo

A busca por recursos genéticos e bioquimicos que possam ser transformados ou que
contenham moléculas bioativas com potencialidade terapéutica, tem sido alvo de intensas
investigacbes que contemplem produtos naturais (1). Ainda que esses estudos demonstrem
principalmente a atividade bioldgica de produtos vegetais, outras substancias como a propolis
tem conquistado espaco significativo na busca por alternativas a utilizacdo de farmacos
comerciais e, consequentemente, a formulacdo de novas drogas com a utilizacdo da propolis.

A propolis € uma substancia resinosa, produzida pelas abelhas a partir do exsudato de
diversas partes das plantas (2). Esses constituintes sdo biotransformados pela adicdo de cera e
pela acdo da enzima 13-glicosidase, produzida nas glandulas salivares das abelhas (1). A
palavra propolis (do grego pro = “na defesa” ou “para™, e polis = “cidade”) demonstra a sua
importancia para a as abelhas, uma vez que elas a depositam nas colmeias, onde tem fungéo

importante de vedar frestas, manter a temperatura interna estavel, recobrir o corpo de animais
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mortos que venham entrar na colmeia e, consequentemente, protecao contra a proliferacdo de
micro-organismos (3).

A composicdo quimica da propolis é resultante, principalmente, das caracteristicas
fitogeogréficas existentes ao redor da colmeia (5), como as plantas fornecedoras de resina e a
espécie de abelha coletora. Esta caracteristica reflete na diversidade de atividades bioldgicas e
farmacéuticas apresentadas por este produto. A composi¢ao quimica é derivada de uma série
de substancias bioativas: ceras, resinas, balsamos, 6leos essenciais e polen e outros compostos
como 4&cido cinamico, compostos fendlicos e flavonoides, terpenos, acidos aromaticos
derivados do é&cido cafeico, &cidos graxos e aminoacidos. Destacam-se os flavonoides e
acidos fendlicos, os quais conferem efeitos terapéuticos a prépolis (5,6).

Na literatura observa-se que grande parte dos trabalhos cientificos sobre as atividades
terapéuticas e bioldgicas da propolis estdo associadas a espécie de abelha Apis mellifera,
pertencente a subfamilia Apidae. No entanto, estudos utilizando a propolis de origem de
abelhas sem ferrdo tem sido descritos, demonstrando seu potencial terapéutico, como a
atividade antimicrobiana (7), antioxidante (8) e antitumoral (9).

As abelhas sem ferrdo sdo reunidas na superfamilia Apoidea e sdo popularmente
conhecidas como abelhas indigenas sem ferrdo (10). Um exemplo desta familia é a
Tetragonisca angustula, uma abelha de pequeno porte, popularmente conhecida como jatali,
nativa do Brasil, com ampla ocorréncia no Rio Grande do Sul (11).

Em seus estudos Sawaya et al. (12), utilizando a propolis de Apis mellifera e
Tetragonisca angustula de diferentes regides do Brasil, obtiveram resultados através da
cromatografia liquida de alta eficiéncia que apropolis de Tetragonisca angustula obteve
composigdo quimica semelhante ao de Apis mellifera a partir das amostras coletadas em todo
Brasil. No entanto, a composic¢édo da préopolis de Apis mellifera foi distinta entre as amostras

coletadas desta espécie de abelha, ou seja dependente da regido coletada. Ainda, 0s autores
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relatam que esta caracteristica da Tetragonisca angustula possivelmente seja pela sua
preferencia a resinas de uma fonte vegetal brasileira preferida a Schinus terebinthifolius, de
ampla distribuic¢do no Brasil, popularmente conhecida como “Aroeira vermelha”.

Park et al. (13) sugeriram que a prépolis brasileira é classificada em 12 tipos
diferentes, segundo o perfil quimico obtido pelas técnicas de espectrofotometria de absorcao
na regido UV-visivel,Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CCDAE) e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), além da avaliacdo das atividades
antimicrobiana e antioxidante. Contudo Trusheva et al. (13), caracterizaram um novo tipo de
prépolis no estado de Alagoas, na qual dois novos isoflavondides foram identificados
(pterocarpano medicarpena e isoflavana isosativana). Essa amostra de prépolis demonstrou-se
ser distinta das 12 anteriormente tipificadas por Bankova et al. (2), sendo assim denominada
de propolis vermelha e sua origem boténica predominante Dalbergia ecastophylum,
popularmente conhecida como rabo-de-bugio (14).

Ja foram descritas vérias propriedades bioldgicas e farmacéuticas da propolis tais
como, atividades imunomoduladora (15,16), antitumoral (17), anti-inflamatoria (18),
antioxidante (19), antibacteriana (20,21), antiviral (22,23), antifungica (24,25), antiparasitaria
(26), dentre outras propriedades. Esse potencial biol6gico atribui-se a um sinergismo que
ocorre entre 0s muitos constituintes presentes na prdpolis (30). Entretanto, a atividade
biolégica de maior relevancia é a antimicrobiana, sendo atribuida a presenca de compostos
flavonoides, acidos fendlicos e seus ésteres (2).

Enquanto a atividade antimicrobiana da prépolis de origem europeia atribui-se a
presenca de flavonoides e derivados do acido cafeico, no caso de amostras de propolis de

origem tropical, atribui-se aos acidos fenolicos e derivados prenilados (26).
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Desta forma, o objetivo do trabalho foi avaliar trés extratos hidroalcoolicos diferentes
de prépolis: marrom, verde e de abelhas sem ferrdo jatai (Tetragonisca angustula) frente a

agentes microbianos infeciosos de importancia em Medicina Veterinaria e Humana.

2) Materiais e Métodos
Os experimentos foram conduzidos em laboratdrios pertencentes ao Departamento de
Veterinaria Preventiva, da Universidade Federal de Pelotas, e Laboratorio de Produtos

Naturais, Universidade Anhanguera, Campus Vila Guilherme, Sdo Paulo.

2.1) Propolis

Amostras da prépolis marrom foram adquiridas da Cooperativa de Apicultores e
Fruticultores da Regido Sul, localizada no Municipio de Pelotas, RS; a propolis verde foi
adquirida comercialmente (Néctar Farmacéutica® LTDA), Santa Catarina e a propolis de
abelhas sem ferrdo jatai foi obtida de um meliponario localizado no municipio de Morro

Redondo/RS.

2.2) Preparacdo dos extratos hidroalcodlicos

Os extratos hidroalcodlicos foram preparados conforme Paulino et al., (33). As
amostras de propolis foram congeladas a — 70° C para posterior trituracdo. A extracdo foi
realizada em solucdo contendo alcool 96° GL, sob agitacdo por 24 horas, a 37° C. Apds, 0
solvente foi evaporado e a matéria seca resultante foi dissolvida em tampdo fosfato (pH 6,2),

para obtenc¢éo da concentracéo final de 100 mg/ml.

2.3) Andlise dos extratos de propolis por cromatografia liquida de alta eficiéncia CLAE
A composic¢do quimica dos extratos de propolis foi determinada pela cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE), usando aparelho Merck- Hitachi cromatdgrafo (Alemanha),
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equipado com bomba de pressdo G-7100 e o arranjo dedetector diodos L-7455. A separacdo
foi realizada em um Lichrochart 125-4 (Merck, Darmstadt, Alemanha) como previamente
descrito Marcucci et al. (2001). A deteccdo de componentes foi monitorizada a 280 nm e
compostos padrdo foram utilizados para compracdo apds a injecdo dos extratos. A analise dos
dados foi realizada usando a D-7000 da Merck-Hitachi (Cromatografia Dados da Estacéo,
DAD Manager). A analise qualitativa dos extratos de propolis foi realizada através do
Software HSM® versdo 2.0 o qual possui uma biblioteca de identificacdo dos compostos

presentes na propolis através do tempo de retencdo apresentado por cada substancia.

2.4) Ensaio da Atividade Antibacteriana

Os micro-organismos testados foram bactérias Gram positivas (100 isolados de
Staphylococcus aureus, 62 de Streptococcus dysgalactiae, 20 de Streptococcus uberis e 18
Streptococcus agalactiae) e Gram negativas (100 isolados de Escherichia coli) pertencentes a
bacterioteca do Laboratério de Bacteriologia e Saude Populacional da Universidade Federal
de Pelotas. As amostras utilizadas s&o oriundas de leite bovino de tanques refrigeradores de
municipios da regido sul do Rio Grande do Sul, as quais foram isoladas e identificadas
previamente por QUINN et al. (33).

A avaliacdo da atividade antibacteriana foi realizada pela técnica de Microdiluicdo
serial em placas de 96 cavidades, com 0 objetivo de determinar a Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM), segundo diretriz Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), adaptada
para uso de produtos naturais M7-A6 (34). Os inéculos foram preparados a uma concentracdo
de 105-¢ Unidade Formadora de Colonia (UFC)/mL em Caldo BHI (Brain Heart Infusion,
Prolab®/S&o Paulo), concentragdo dupla. Foram realizadas oito diluigdes que variam de 100 a

0,78 mg/mL.
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O valor da CIM foi determinado visualmente por comparacdo do crescimento
bacteriano com controle positivo (ATCC). A CIM foi definida como a menor concentracao
capaz de promover inibicdo do crescimento bacteriano. Para obtencdo dos valores da
Concentracdo Bactericida Minima (CBM), aliquotas de 10 pL de todos 0S pocos sem
crescimento bacteriano foram seriadas para placas de Petri contendo Agar BHI (Prolab®/Sao
Paulo) e incubadas a 37°C por 48 horas. A CBM refere-se @ menor concentragdo capaz de
provocar eliminacdo bacteriana. Para controle positivo do teste foram usadas cepas ATCC
(Staphylococcus aureus 12600, Escherichia coli 8739 e Streptococcus agalactiae 13813) e
como controle negativo os extratos de propolis associado ao caldo BHI. Todos os testes

experimentais foram realizados em triplicata.

2.5) Ensaio da Atividade Antifungica

Os micro-organismos utilizados no ensaio da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
foram 15 leveduras isoladas de leite bovino (9 Candida lipolytica, 6 Candida parapsilosis) e
3 cepas de Sporothrix na fase leveduriforme isoladas de pacientes das espécies humana e
animal (2 Sporothrixschenckiie 1 Sporothrix brasiliensis), pertencentes ao Laborat6rio de
Micologia Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas e identificados (35).

Os testes in vitro foram realizados através da técnica de Microdiluicdo em Caldo
segundo as normas do documento M27-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute
(34), adaptada para uso de produtos naturais.

Para controle positivo do teste foi usada Candida albicans (ATCC 90028) e como
controle negativo extrato de prépolis mais meio de cultura RPMI (Meio de cultura
desenvolvido por Roswell Park Memorial Institute).

Culturas fangicas em Agar BHI (Acumedia, Lansing, Michigan, EUA) a 35°C por 48

horas foram realizadas, sendo uma porcdo da colbnia fungicas transferida para um tubo
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contendo solucdo salina e ajustada a escala McFarland 1.0 e, posteriormente, em
espectrofotdbmetro (Spectrum Instruments Co., Xangai, China) em absorbancia de 530 nm e
absorcdo de 60-65%, 80-82%, para género Candida e Sporotrix, respectivamente. As
suspensdes foram ajustadas em solucdo salina (1:100) e, posteriormente, em meio RPMI-1640
(Sigma, Steinheim, Alemanha) com tampdo (1:20) para obtencdo do inoculo final a
concentracéo de 1-5x10*UFC/mL.

Os extratos de propolis foram avaliados nas concentracfes seriadas de 100 a 0,78
mg/mL. As microplacas foram incubadas a 35°C por 72 horas e o valor da concentracdo
inibitéria minima (CIM) foi determinado visualmente por comparacgédo do crescimento fangico
com controle positivo (ATCC). A CIM foi definida como a menor concentracdo capaz de
promover inibicdo do crescimento fangico. Para obtencdo dos valores da concentracdo
fungicida minima (CFM), aliquotas de 10 pL de todos os pocos sem crescimento fingico
foram transferidas para placas de Petri contendo meio agar Sabouraud-dextrose (Acumedia,
Lansing, Michigan, EUA), acrescido de cloranfenicol, e incubadas a 35°C por 72 horas. A
CFM refere-se @ menor concentracdo capaz de provocar eliminagdo do crescimento fangico.

Todos os testes experimentais foram realizados em triplicata.

2.6) Ensaios da Atividade Antiviral
2.6.1) Células e Virus

Células da linhagem MDBK (Madin Darby Bovine Kidney) foram mantidas em meio
essencial minimo (E-MEM, Sigma-Aldrich®, USA) suplementado com soro fetal bovino
(SFB, Gibco®, USA), penicilina (Sigma-Aldrich®, USA), estreptomicina (Vetec®, Brasil),
enrofloxacina (Bayer®, Brasil) e anfotericina B (Cristalia®, Brasil) em placas de poliestireno
de 96 cavidades (KASVI® Brasil) a 37°C em um ambiente com 5% de CO, para

estabelecimento da monocamada. Esta linhagem foi selecionada, pois sd@o permissiveis aos
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virus utilizados neste estudo, permitindo sua replicacdo e, assim possibilitando a visualizacédo
dos efeitos citopatico ao microscopio invertido.

A atividade antiviral e virucida dos extratos de propolis foram avaliadas frente aos
Herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1, cepa Los Angeles) virus da Diarreia Viral Bovina
(Bovine viral diarrhea virus, BVDV, cepa Singer) pertencentes ao Laboratorio de Virologia e

Imunologia UFPel.

2.6.2)Toxicidade Celular

Em monocamadas de células MDBK foram adicionadas diferentes concentra¢fes dos
extratos de prépolis, 1000; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39; 0,19; 0,09ug /mL™.
As viabilidades celulares foram avaliadas pela observacdo microscépica diaria das alteracdes
morfologicas das células e mensuradas pelo teste de MTT (3-(4,5 dimetiltiazol-2yl)-2-5-
difenil-2H tetrazolato de bromo) apds 72 h de incubacdo. As leituras das densidades Opticas
foram quantificadas em espectofotdmetro em comprimento de onda de 480 nm. A
citotoxicidade expressa como concentracao citotoxica 90% (CC90%): concentracdo capaz de
inibir 90% do cultivo celular em comparacdo com as células ndo tratadas. Os testes foram

realizados em quadruplicata, repetidos trés vezes em dias diferentes.

2.6.3) Atividade Antiviral

A atividade antiviral foi avaliada através de dois métodos distintos de tratamento das
células com os extratos: Método I: Apds inoculacdo viral (extratos adicionados apés a
inoculagdo viral de 1h e mantidos). Método II: Antes da inoculagéo viral (24 h de contato
célula/extrato); Celulas permissivas foram cultivadas e infectadas com o0s virus
correspondentes (100ul/ pogo contendo 0,1 MOI de virus) e tratadas com duas concentragdes

toxicas e duas ndo tdxicas obtidas anteriormente nos ensaios de citotoxicidade (3,12; 1,56;
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0,78; 0,39 e 1,56; 0,78; 0,39; 0,19; pg/mL™, préopolis de abelhas jatai e marrom e verde,
respectivamente).

A avaliacdo da atividade viral dos extratos de propolis foi quantificada apds 72 h de
incubacdo a 37 °C através da viabilidade celular pelo método MTT, através da densidade ética
por leitura em espectrofotdmetro = 480nm. Nessas condic¢des, foi determinada a concentracao
efetiva a 50% (CE50), querepresenta a concentracdo do extrato de propolis capazde inibir o

efeito citopatico do virus em 50%.0 ensaio foi realizado em sextoplicata.

2.6.4) Atividade Virucida

A atividade virucida foi avaliada através de diferentes diluicdes dos virus e avaliacdo
sob duas temperaturas diferentes (22 e 37°C) e seis tempos de incubacdo (0, 1, 2, 4, 8, 24
horas). Foram testados os trés extratos de propolis nas concentracBes ndo toxicas para as
células obtidas anteriormente nos ensaios de citotoxicidade celular, porém 10 vezes mais
concentradas (3,9 pg/mL™para prépolis marrom e verde, e 7,8ug/mL™ para prépolis de
abelhas jatai) e como controle negativo utilizou-se Tampéo fosfato-salino (PBS e extrato de
prépolis) e como controle positivo (PBS e virus). Para cada diluicdo do virus, foram feitas
seis repeticoes.

Inicialmente no tempo zero foram feitas dilui¢des dos virus a partir da concentracdo
inicial com as respectivas concentracdes de prépolis estipuladas. Apos diluicdo os eppendorfs
contendo o virus e extratos de prépolis foram incubados em estufa a 37°C e outro em
ambiente com temperatura controlada de 22°C durante 24 horas.

A sequéncia do teste procedeu da seguinte forma: diluicio 10 e posteriormente
100uL desta diluicdo eram adicionados em 900uL de E-MEM, e assim sucessivamente
obtendo sete diluicdes (107, 10, 103, 10 10, 10°, 107). Depois de realizada as diluicdes,

100uL de cada diluicdo em sextoplicata eram dispensadas nas placas contendo monocamadas
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de MDBK e posterior incubacdo em estufa a 37°C durante 72 horas. Apés incubacéo, a
avaliacdo da atividade virucida foi realizada atraves da viabilidade celular, pela observacgéo
microscopica das alteragdes morfologicas das células e quantificadas por meio do calculo da

Dose Infectante 50% (40).

2.7) Andlises estatisticas
Para avaliacdo da atividade antimicrobiana dos trés extratos de propolis foi realizado a
Analise de Variancia (ANOVA), teste de comparacdo entre médias pelo teste Tukey. Foi

usado o Software Bioestat 5.3°.

3) Resultados e Discussao

3.1) Composicdo quimica dos extratos de prépolis

As analises dos extratos de propolis (prépolis marrom, verde e de abelhas jatai)
utilizados no presente estudo estdo apresentadas na Tabela 1. A analise dos extratos de
propolis atraveés da Cromatografia liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) identificou a presenca
de &cidos fenolicos na propolis marrom e verde, como: &cido ferulico, acido cafeico, acido p-
cumarico. Ja na prépolis de abelhas jatai, apresentou composi¢do quimica distinta da marrom
e verde, e identificou-se flavondides como: &cido glico, apiginina e galangina.

Na Tabela 1, € possivel visualizar a presenca de compostos diferentes diferentes entre
as amostras de propolis marrom, verde e de jatai. Diferencas qualitativas entre as amostras
foram detectadas, principalmente entre os diferentes extratos de prépolis marrom e verde

quando analisadas frente a amostra de jatai.
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Tabela 1- Identificacdo quimica dos compostos dos extratos de prépolis marrom, verde e de

abelhas jatai por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Extrato de Prépolis TR Correspondéncia Absorbancia Compostos
(Min) (0-100%) (0-2,0 Au)
2,50 98 0,51 Acido cafeico
4,35 96 0,90 Acido ferdlico
Prépolis marrom 19,95 97 0,17 Composto L2
3,60 97 0,08 Composto G1
32,35 97 0,42 Composto E
29,39 97 0,73 Composto D
3,89 97 0,5 Acido pcumarico
19,57 97 0,09 Composto B
10,70 96 0,11 Composto H
21,87 95 0,18 Pinobanksina-3acet.
2,50 98 0,25 Acido cafeico
4,35 96 0,25 Acido ferdlico
Proépolis verde 19,95 97 0,10 Composto L2
3,60 97 0,12 Composto G1
32,35 97 0,30 Composto E
29,39 97 0,23 Composto D
3,89 97 0,12 Acido pcumarico
19,57 97 0,07 Composto B
10,70 96 0,2 Composto H
21,87 95 0,4 Pinobanksina-3acet.
1,29 94 0,018 Acido galico
Propolis de abelhas 10,70 92 0,01 Composto H
jatai 15,98 96 0,18 Apigenina
17,63 96 0,19 Apigenina-F
19,66 96 0,11 Kaempferol
21,25 94 0,23 Crisina
21,72 91 0,19 Galangina
21,89 93 0,2 Composto C
32,35 93 0,01 Composto E
33,07 93 0,08 Composto F

RT (min): Tempo de retencdo; Correspondéncia (0-100%): Intervalo de confianca de cada composto; Au:

Unidades de absorbancia.

Como pode ser observado na (Tabela 1) a prépolis marrom e a propolis verde

produzidas por abelhas Apis mellifera foram similares na composi¢do quimica, diferindo

apenas na quantidade dos compostos identificados, visualido através da absorbancias dos

extratos. Sabe-se que a composicao da propolis de A. Mellifera varia conforme sua regido de

origem (2). As amostras de propolis marrom e verde e de abelhas jatai no presente estudo sdo

oriundas da regido sul do Brasil, regides fitogeograficas semelhantes, no entanto a propolis de
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jatai é produzida por abelhas de espécie diferente, Tetragonisca angustula, fato que justifica a
diferenca dos perfis das propolis do presente trabalho (36).

A principal fonte para a producdo da prépolis verde é a planta Baccharis
dracunculifolia (37, 2), resultando em um tipo de propolis com significativa quantidade de
derivados do &cido p-cumarico e seus derivados prenilados. Autores descrevem que propolis
marrom do sul do Brasil contém flavonoides como a crisina e a pinocembrina. No entanto, no
perfil cromatografico da prépolis marrom, foram identificados importantes acidos fenolicos,
como acido cafeico, p-cumarico e acido ferulico (38).

Os compostos identificados nos extratos de propolis marrom e verde sdo semelhantes
aos identificados por Cottica et al., (39) estudando uma amostra de prépolis canadense de
abelhas Apis mellifera identificaram através da técnica de Espectrometria de massa (ES) os
compostos majoritarios: Acido cafeico, pinobanksina e Acido Cafeico Ester Fenitilico
(CAPE), sendo estes, acidos fenolicos descritos por Marcucci (28) como importantes
substancias na atividade antimicrobiana das amostras de propolis brasileira.

No entanto, a prépolis de abelhas nativas jatai, apresentou compostos diferentes que
ndo presentes na prépolis marrom e verde. Analisando diversas amostras de propolis
produzidas por A. mellifera e T. Angustula, encontraram nas amostras analisadas de todo o
Brasil de T.angustula, que essas apresentaram uma constante em sua composi¢do quimica
(independente da regido geografica da amostra), o oposto foi encontrado nas amostras de
prépolis de A. mellifera (12). Essa constante em sua composi¢ao, os autores sugerem o fato de
uma planta presente em todo o Brasil, seja a principal fornecedora de resina a T. angustula. A
S. terebinthifolius pertencente a familia Anacardiaceae, conhecida no Brasil como “aroeira
vermelha” ou “aroeira mansa”, suas folhas e frutos sdo utilizados popularmente para fins

medicinais DEGASPARI et al. (40).
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Na amostra de propolis de abelhas nativas, apresentou como constituintes majoritarios:
Acido galico, apiginina, crisina, galangina e o Kaempferol e Artepillin-C. Este primeiro, um
importante &cido fenolico descrito na literatura por suas conhecidas atividades
antimicrobianas, e os demais flavonoides, descritos como importantes substancias na
atividade anti-inflamatoria (31).

Autores avaliaram a composi¢do quimica de extratos etandlicos de varias amostras de
prépolis de T. angustula e A. mellifera dos estados do Parana e Minas Gerais atraves da
CLAE, e como resultados identificaram altas concentracdes de acido fendlicos: derivados do
acido cindmico e acido p-cumarico nas propolis oriundas de A. mellifera, entretanto, nas
amostras de propolis de T.angustula baixas concentracdes destes compostos foram
identificados (41).

Em seus estudos Marcucci e Bankova (42), apontaram que a prépolis brasileira,
principalmente das regides sul e sudeste sdo constituidos por derivados do acido p-cumarico,
compostos estes possuem marcante atividade bioldgica, como a agdo antimicrobiana e

antitumoral.

3.2) Atividade antibacteriana dos extratos de propolis

Os resultados obtidos da atividade antibacteriana dos extratos de propolis marrom,
verde e de abelhas nativas jatai estdo expostos na Tabela 2. Os resultados obtidos estdo
apresentados através das médias das concentracfes da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)
e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) de todas as bactérias testadas, totalizando 300

isolados.
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Tabela 2. Atividade antibacteriana dos extratos de propolis marrom, verde e de abelhas jatai
frente & Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
dysgalactiae e Streptococcus uberis, através das médias das concentracGes de CIM e CBM
(mg/mL)

Extrato de prépolis Escherichia coli Staphylococcus Streptococcus Streptococcus  Streptococcus
aureus agalactiae dysgalactiae uberis
CIM CBM CIM CBM CIMCBM CIMCBM CIM CBM
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Prépolis marrom 29,4@)54 3@ 6,74™13,4@™ 5,7@15,8@ 23,3@51 9@ 2,19@94,92E")
Prépolis verde 41,9%70,3® 11,9020,7® 420711207 139 ®321®) 2 15@4 0@
Propolis de abelhas jatai 67,10989,20 30,7954,9© 45,4968,0© 49,1979,20 13,7® 30,6®

CIM: Concentracéo Inibitéria Minima; CBM: Concentracdo Bactericida Minima; (a, b, c): Letras diferentes na

mesma coluna diferem estatisticamente; *: p<0,01; ** p<0,001.

Os resultados obtidos da atividade antibacteriana dos extratos de propolis marrom,
verde e jatai, apresentaram CIM e CBM diferentes entre as propolis (p<0,01), exceto quando
a Streptococcus uberis que ndo apresentou diferenca de CIM e CBM entre as propolis marrom
e verde, mas quando comparados com a propolis de abelhas jatai ambos diferiram
significativamente (p <0,01).

Desse modo, a propolis marrom obteve valores menores de CIM e CBM, quando
testados frente a Staphylococcus aureus tanto CIM e CBM apresentaram-se estatisticamente
diferentes (p<0,001) quando comparadas as médias de obtidas da propolis verde e de abelhas
jatai ou seja, menores quantidades de propolis marrom sdo necessarias para inibir e
eliminacdo do agente bacteriano. Também, frente a Escherichia coli apresentou, valores
menores e diferentes estatisticamente (p<0,01) quando analisados com os valores da prépolis
verde e prépolis de abelhas jatai.

Contudo quando analisados a acdo dos extratos de préopolis frente a Streptococcus, 0s
menores valores de CIM e CBM encontrados foram da propolis verde (p<0,01) exceto para

Streptococcus uberis, obteve os valores das médias de concentracdes de CIM e CBM baixos,
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porém ndo diferiu entre a prépolis marrom e verde. Contudo quando avaliados frente ao
extrato de propolis de abelhas jataia propolis marrome verde foram superiores (p<0,01).

Os valores de CIM e CBM da propolis verde encontrado para S. agalactiae foi menor
e altamente significativo (p<0,001) quando comparado a prépolis marrom. Igualmente,
qguando analisada com os valores obtidos da propolis de abelhas nativas, apresentou CIM e
CBM menores e altamente significativos (p<0,001). E para S. dysgalactiae, os resultados de
CIM e CBM foram semelhantes aos encontrados para S. agalactiae. A propolis verde
apresentou CIM e CBM valores diferentes significativamente (p<0,01) dos obtidos da
prépolis marrom e préopolis de abelhas jatai.

Os dados obtidos no presente estudo sdo semelhantes aos encontrados por Sawaya et
al. (43) em seus estudos avaliaram duas amostras de propolis brasileiras, uma do estado da
Bahia (propolis marrom) e outra do Rio Grande do Sul (prépolis verde) frente a
Staphylococcus aureus. A identificacdo dos compostos foi realizada através da técnica da
CLAE e observaram na prépolis marrom poucos picos de absor¢do de compostos apolares e
ndo identificaram nenhuma substancia em particular. No entanto, a prépolis verde apresentou
perfil com uma maior variedade de substancias de diferentes polaridades (&cido cinamico,
acido ferulico, kanferide, e Artepillin C). No entanto, o acido ferulico foi encontrado pelos
autores em quantidades significativas no extrato marrom, este um importante composto
fendlico, conhecidamente pela sua atividade antimicrobiana. Os resultados da atividade
antibacteriana das amostras de propolis demonstraram que a propolis marrom teve maior
atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus quando comparada com a prépolis
verde. A CIM da propolis marrom variou entre (5 e 10 pg / mL), enquanto a prépolis verde
(40 e 80 ug/ mL). Apenas a amostra de propolis marrom mostrou atividade bactericida (CBM:

160 e 320 pg/mL).
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Sforcin et al. (48) avaliaram a atividade in vitro de um extrato alcoolico de propolis
oriundo da cidade de Santa Maria/RS, contra agentes bacterianos da mastite bovina (36
isolados coagulase-positivos de Staphylococcus sp. e 27 isolados de Streptococcus sp.)
comparando-0s aos principais antimicrobianos utilizados no tratamento da doenca. Como
resultados, 94,4% dos Staphylococcus sp. e 85,2% dos Streptococcus sp. eram sensiveis ao
extrato de prépolis. A amostra de prépolis em questdo demonstrou indices de atuacao
superiores ou semelhantes aos de antimicrobianos comumente utilizados na terapia dessa
enfermidade (44).

A atividade antimicrobiana de extratos de prépolis de abelhas nativas sem ferrdo
dentre elas T. angustula e de abelhas africanizadas A. mellifera (prépolis verde) do estado de
Minas Gerais frente a micro-organismos como o S. aureus e E. coli foi avaliada por Farnesi
(45). Por meio da CLAE, identificou e quantificou na propolis verde os compostos
majoritarios: Acido cafeico, &cido p-cumérico, &cido 3-prenil-p-cumarico e 3,5 diprenil-p-
cumarico e os compostos minoritarios pertencentes a classe dos flavonoides. Na propolis de
abelhas jatai, foram detectados compostos com polaridades distintas, componentes
possivelmente derivados de &cidos fendlicos, fenilpropandides e flavondides. Obteve como
resultados, a eficacia da propolis verde frente a S. aureus, no entanto a prépolis de abelhas T.
angustula (abelha jatai) ndo apresentou atividade antibacteriana. E quando testados frente a E.
coli a propolis verde apresentou melhor atividade antimicrobiana quando comparada a
prépolis de jatai, que ndo apresentou atividade.

A acdo de trés extratos de prépolis de regides distintas do Brasil frente a bactérias
Gram positivas: Staphylococcus aureus e Enterococcus sp. e Gram negativas: Escherichia
coli e Pseudomonas aeruginosa foi observada por Junior (46). Encontraram perfis de
sensibilidades diferentes, Gram positivas foram mais sensiveis aos extratos de propolis

independente do local de coleta.
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Resultados que véo ao encontro da literatura foram obtidos no presente estudo, onde se
avaliou as diferencas das médias de CIM e CBM entre as bactérias Gram positivas e negativas

frente a propolis marrom, verde e de abelhas jatai. Os valores encontrados estdo expostos na

(Figura 1).
100
90
~ 80
E [0 .
=2 o)
E 50 .
S 40 Gram positivo
m b o
o 30 a m Gram negativo
o 20 3
> 10l
© 0
CIM | CBM |
Prépolis marrom Prooolls verde Prénolis de abelhas Jatai
Letras diferentes (a,b) diferem estatisticamente (p<0,01)

Figura 1. Médias das ConcentracBes Inibitorias Minimas e Bactericidas (CIM e CBM) das
bactérias Gram positivas e Gram negativas frente aos extratos de propolis marrom, verde e de

abelhas nativas jatai.

Os valores de CIM e CBM das trés propolis apresentaram concentracbes menores e
diferiram das concentracGes obtidas para Gram negativas (p<0,01). Deste modo, através da
(Figura 1) observa-se que as bactérias Gram positivas apresentaram maior sensibilidade aos
extratos de propolis do que as Gram negativas.

Pesquisadores (47) explicam a diferenca de sensibilidade encontrada entre as bactérias
Gram positivas e Gram negativas, propondo que bactérias positivas mostram-se mais
suscetiveis a propolis pela acdo dos compostos sobre a parede celular destas. Quanto as
bactérias Gram negativas, apesar de sua parede celular ndo ser tdo rigida quanto das positivas,

sdo quimicamente complexas e possui maior teor lipidico.
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3.3) Atividade antifiingica dos extratos de prépolis

Os resultados alcancados da atividade antifingica dos extratos de prépolis frente aos
micro-organismos do género Candida sp. e Sporotrix sp. estdo expostos na Tabela 3. Os
resultados estdo apresentados sob a forma de média das concentracbes obtidas da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida Minima (CFM).

Conforme pode ser visualizado na Tabela 3, os extratos de propolis marrom, verde e
de abelhas jatai apresentaram eficécia significativa frente aos fungos Candida sp. e Sporotrix
sp. O extrato de propolis marrom obteve melhores resultados para o género Candida, e
conseguinte o extrato de propolis verde e de abelhas jatai. Para 0 género Sporotrix, 0s extratos
de propolis marrom e verde apresentaram resultados idénticos, porém superiores ao extrato de
jatai.
Tabela 3. Atividade antifungica dos extratos de prépolis marrom, verde e de abelhas jatai
através das meédias das concentragdes de CIM e CFM (mg/mL) obtidas de cada agente

fangico.
Extrato de propolis Candida sp. Sporotrix sp.
CIM CFM CIM CFM
Prépolis marrom 28,9¢  38,0@) <0,78@"  <0,78@™)
Prépolis verde 43,40 >43,4® <0,78® <0,78@
Prépolis de abelhas jataf 54,90 54,9®) 0,78® g,0®

CIM: Concentracéo Inibitéria Minima; CFM: Concentracéo Fungicida Minima; ® " Letras diferentes na mesma

coluna diferem estatisticamente; *: p<0,05; ** p<0,01.

A atividade antiflngica da propolis brasileira ja tem sido relatada (48). Por meio da
(Tabela 3), pode-se visualizar os valores obtidos de CIM e CFM de cada propolis frente aos
dois géneros fungicos testados. Para o género Candida sp., 0 extrato de propolis marrom
obteve os menores valores de CIM e CFM e diferiu dos valores de CIM e CFM  da prépolis

verde (p<0,05; p<0,01). Da mesma forma, o extrato de propolis marrom diferiu
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significativamente dos valores de CIM e CFM da propolis de abelhas jatai (p<0,05; p<0,01),
respectivamente. No entanto a propolis verde, obteve valores menores de CIM e CFM quando
relacionado ao extrato de jatai, porém néo diferiram estatisticamente.

Avaliou-se a atividade antifingica de uma amostra de propolis de abelhas Apis
mellifera de um apiario situado na cidade de (Maringa/PR), frente a varias espécies de fungos
do género Candida (49). Como resultados obtiveram a alta sensibilidade das espécies frente
aos extratos da propolis, sendo que o extrato apresentou atividade antifungica nas menores
concentracdes testadas. Observaram a inibicdo de uma das leveduras testadas até a diluicdo
1:256 (cerca de 0,04 mg/mL) e a prdpolis demonstrou ser dose dependente, ou seja, quanto
maior a concentracdo da propolis, maior sua eficacia em inibicdo e elimina¢do dos micro-
organismos. Resultados semelhantes foram alcancados por Aguero et al. (50), obtiveram
94,4% do efeito fungiostastico de uma amostra de prépolis de abelhas Apis mellifera frente a
Candida albicans.

Quintero-Mora (51) avaliaram a atividade antifungica in vitro de uma amostra de
propolis argentina frente a espécies flngicas de importancia em Salde humana e animal,
como fungos do género Candida. Por meio da CLAE obtiveram o perfil quimico e como
composto isolaram: Acido Nordihydroguaiaretic (NDGA), crisina, pinocembrina e galangina.
Os autores testaram os compostos individualmente frente ao micro-organismo, e obtiveram
bons resultados do NDGA frente ao género Candida. Quando testados frente aos flavondides,
a galangina apresentou melhor atividade frente aos micro-organismos (CIM = 31,2 ug/ mL),
ao passo quea pinocembrina apresentou moderada atividade (CIM = 31,2-250 pg/ mL). Por
fim, a crisina demonstrou baixa atividade antimicrobiana (CIM = 250 mg/mL). Estes
resultados véo ao encontro aos encontrados no presente estudo, onde se obteve na préopolis de

abelhas jatai compostos majoritarios: crisina e galangina, no extrato de jatai e este também
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apresentou baixa acdo antifungica frente ao género Candida quando comparados com a
prépolis marrom e verde.

Para o0 género Sporotrix sp., todos os extratos da propolis apresentaram eficacia frente
ao micro-organismo. A propolis marrom e verde demonstraram eficacia para o género,
obtiveram numericamente valores iguais de CIM e CFM e quando comparados com 0s
valores de CIM e CFM de prdpolis jatai, apresentaram valores estatisticamente significantes
(p<0,01).

A atividade antimicrobiana de extratos de prépolis brasileiras foi avaliada por
Salomao et al. (52), frente a Trypanosoma cruzi, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Klebisiella sp., Candida albicans, Sporothrix schenckii e Paracoccidioides
brasiliensis. A composicdo quimica dos extratos foi determinada por CLAE e de acordo como
perfil quimico obtido, os autores separaram 0s extratos em trés grupos: A (B. dracunculifolia;
Araucaria spp), B (B. dracunculifolia) e C (Araucaria spp). Como resultados encontraram
por meio da analise de regressdao multipla de todos os extratos, uma correlacdo positiva para
concentra¢fes mais elevadas que levam a um maior efeito biol6gico. Todos os extratos de
propolis apresentaram atividades similares frente aos fungos Candida albicans e Sporotrix
schenckii. Ainda, os autores reforcaram a importancia do Acido p-cumarico e seus derivados,
principalmente os prenilados, e também o Acido cafeico, sobre a atividade bioldgica da

prépolis brasileira.

3.4) Toxicidade celular dos extratos de propolis

Os resultados do efeito citotoxico dos extratos de propolis marrom, verde e de jatai
utilizados no presente estudo vao de encontro com os dados encontrados na literatura. Ainda
que a prépolis seja considerada um produto natural e a possivel auséncia de toxicidade para o

homem e animais sejam relatados como seus beneficios, os resultados apresentados na (Figura
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2), demonstram que os extratos de prdpolis apresentaram toxicidade. A prépolis de abelhas
jatai demonstrou ser menos toxica, em sequéncia a propolis verde e a marrom. O extrato da
prépolis marrom apresentou ser altamente toxica as células utilizadas no presente trabalho.

O efeito citotdxico das amostras de propolis em diferentes cultivos celulares tem sido
descrito desde moderado até altamente toxico (53,54).0s valores obtidos da toxicidade celular
estdo expostos através das medianas das concentracdes utilizadas no presente estudo. Esses
valores sdo distintos entre os extratos, sendo que a propolis marrom foi quem apresentou
maiores valores de toxicidade quando comparados ao extrato de propolis verde e de jatai,

respectivamente.
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Figura 2. Citotoxicidade dos extratos de prépolis marrom (PM), prépolis verde (PV) e de
abelhas jatai (PJ) frente a células MDBK (Ccel).

Em trabalho semelhante e Bankova et al.(24), avaliaram a atividade antiviral de uma
amostra de prépolis canadense, alcancaram em seus estudos de citotoxicidade da propolis que
a concentracdo nao citotoxica maxima tolerada da propolis em células MDBK foi de 0,032
mg/mL. Resultados estes que inferiores aos obtidos no presente estudo, o qual para propolis
marrom e verde a dose nao citotoxica foi de 0,097 pg/mL quando comparados com a mediana

do controle de células, enquanto para a de abelhas jatai foi de 0,39 pg/mL.
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Essa maior toxicidade apresentada pelos extratos de propolis do presente trabalho
pode ser justificada pela forma de extracdo dos compostos da prépolis utilizada neste estudo
conforme (31). Segundo estes autores, esta forma de extracdo, remove uma maior quantidade

de substancias bioativas presentes na propolis.

3.5) Atividade Antiviral

Em estudos que avaliam a atividade antiviral utilizando cultivos celulares, deve-se
estimar a toxicidade dos compostos em relacédo as células. Uma vez que, as concentracdes de
prépolis utilizadas em ensaios virais variam bastante nos experimentos descritos, desde 5%
(53) até 0,0003% (54). Estas concentracfes equivalem a maior concentracdo que ndo promove
alteracdes morfoldgicas nas células (55). Como descritos anteriormente, os valores de
toxicidade dos extratos de propolis apresentaram concentraces diferentes entre eles, assim
sendo na avaliacdo da atividade antiviral, utilizou-se duas concentracdes toxicas e duas ndo
toxicas de acordo com o obtido.

Os extratos de propolis foram adicionados apds inoculacéo viral (extratos adicionados
apos a inoculagdo viral de 1h e mantidos — método 1) ou antes da inoculag&o viral (método 11).
Os resultados apresentados nas Figuras 3,4 e 5 evidenciam melhor atividade antiviral quando
0s extratos sdo acrescentados no pré-tratamento (Método I1); O extrato de prépolis marrom e
verde apresentaram uma melhor atividade frente ao BoHV-1 no método Il, enquanto o
prépolis de abelhas jatai apresentou melhor atividade frente ao Virus da Diarréia Viral Bovina

(BVDV) no (Método I1).
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Métodol: Adicdo dos extratos de prépolis apés inoculacéo viral. Método 2: Adicdo dos extratos de propolis antes da inoculacéo viral; CC: Controle de Células

Figura 3. Atividade antiviral do extrato de prépolis marrom frente ao Herpes Virus Bovino
tipo 1 (BoHV-1) e ao Virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV), sob dois métodos distintos de
tratamento das células (Método I: Tratamento ap0s inoculacédo viral e Método 1I: Tratamento

antes da inoculacgéo viral).

De acordo com a Figura 3, a atividade antiviral da propolis marrom frente ao BoHV-1
(Método 1), nas quatro concentracBes utilizadas, ndo apresentou efetividade. Porém no
Método Il a concentracdo ndo toxica (0,19 pg/mL), mostrou-se melhor que o controle de
células e virus e proximo ao controle de células (p<0,01). Ja para o virus BVDV, (Método | e
Método Il), o extrato de propolis marrom nao apresentou resultados significativos quanto sua
acao quando comparado ao controle de células.

Os dados obtidos da atividade antiviral do extrato de propolis verde frente ao BoHV1
e BVDV estdo expostos na (Figura 4). Conforme a figura, o extrato quando avaliado frente ao
BoHV-1 (Método | e II), apresentou nas duas Ultimas concentracbes (0,39 e 0,19 pg/mL)
atividade significativa frente ao virus (p<0,01). Entretanto, quando testado frente ao BVDV, o
extrato ndo apresentou significativa acdo em ambos os métodos (I e 11).

Resultados semelhantes foram obtidos por Fischer et al., (56), que avaliaram efeito da
atividade antiviral de uma amostra de prépolis verde brasileira frente ao Herpesvirus bovino
tipo 1 e BVDV. Os pesquisadores utilizaram duas suspensdes de uma amostra de BoHV-1 e
de uma amostra de BVDV, que foram incubadas com 1000 pg da propolis. O tempo de

incubacéo foi de zero e seis horas para a suspensdo 1 do BoHV-1 e BVDV, e duas e oito
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horas para a suspensdo 2 do BoHV-1 e BVDV. Como resultados, os autores obtiveram a
inativacdo do BoHV-1 nas duas suspensdes, quando incubadas a seis e oito horas, no entanto

frente ao BVDV, ndo obtiveram resultados significativos.
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Métodol: Adicdo dos extratos de propolis apds inoculagéo viral. Método 2: Adicédo dos extratos de propolis antes da inoculagéo viral; CC: Controle de Células

Figura 4. Atividade antiviral do extrato de propolis verde frente ao Herpes Virus Bovino tipo
1 (BoHV-1) e ao Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV), sob dois métodos distintos de
tratamento das células (Método I: Tratamento apds inoculacdo viral e Método Il: Tratamento

antes da inoculacéo viral).

A atividade antiviral do extrato de propolis jatai frente ao BoHV-1 e ao BVDV sob 0s
métodos de tratamento das células estdo demonstrados na (Figura 5). Na figura, observa-se 0s
valores da absorbéancia celular que os Método (I1) apresentou melhor atividade antiviral frente
ao BoHV-1 e BVD (p<0,01). Enquanto no método (l), para ambos os virus, 0 extrato ndo
demonstrou significancia quando comparado ao controle de células.

O mecanismo de acdo da propolis sobre os virus ainda nao esta elucidado. Avaliou-se
uma amostra de extrato alcodlico de prdpolis frente ao Herpes simples tipo 2 (HSV2) antes
com do contato com a célula, sugerindo que a acdo da propolis seria na estrutura do envelope
ou modificacdo na estrutura dos componentes necessarios para adsor¢ao ou entrada do virus
na celula. Os mesmo autores, quando avaliaram 0 mesmo extrato frente a Herpes simples tipo
1 (HSV1), os resultados foram semelhantes aos obtidos anteriormente, sugerindo que o virus

livre apresenta maior sensibilidade, o que levou a indicar que a administracdo da prépolis
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antes ou no momento da infeccdo promoveria um maior efeito de inibicdo do virus (57).
Resultados esses andlogos aos encontrados no presente estudo, jA que as trés amostradas
avaliadas da propolis apresentaram resultados mais expressivos no Método (II): tratamento

das células antes da inoculacdo do BoHV-1 e BVDV.

o
[e)

o
o

Absorbancia celular (Au)
o
S

0,2
0
3.12 pg/mL 1.56ug/mL 0.78 pg/mL 0.39 pg/mL
mmmmm CC  mmmmm BoHV-1 BVDV e=gu=BoHV-1met]l e=fil==BoHV-1met2 e=e==BVDV met]l === B\DV met?2

Métodol: Adicdo dos extratos de prépolis apés inoculagéo viral. Método 2: Adigéo dos extratos de prépolis antes da inoculacéo viral; CC: Controle de Células

Figura 5. Atividade antiviral do extrato de prépolis de abelhas jatai frente aoHerpes Virus
Bovino tipo 1 (BoHV-1) e ao Virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV), sob dois métodos
distintos de tratamento das células (Método I: Tratamento ap6s inoculagdo viral e Método I1:

Tratamento antes da inoculacgéo viral).

Cueto et al. (23) descreveram a atividade antiviral de dois extratos etanolicos de
propolis (EP1 e EP2) frente aos virus: Calicivirus felino (FCV), Adenovirus canino tipo 2
(CAV-2) e Virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV). Obtiveram o perfil quimico das amostras
por meio da CLAE e identificaram a presenca de flavonodides como: rutina, quercetina e acido
galico. E como resultados do estudo, ambos os extratos evidenciaram atividade antiviral
frente a0 BVDV e CAV-2 quando acrescidos ao cultivo celular anteriormente a inoculagdo
viral. Resultado semelhante foi encontrado para o extrato de jatai no atual trabalho,
apresentou perfil quimico semelhante ao dos autores, e atividade antiviral significativa frente
ao BVDV quando avaliado no método (I1): tratamento antes da inoculacdo viral.

A atividade in vitro um extrato de propolis purificado a partir de uma regido

Canadense rica em arvores de alamo, frente ao Herpes Virus Simplex (1 e 2) foi determinada
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por Bankova et al. (24) e através da Espectrometria de massa (GC-MS) obtiveram a
cromatografia quimica do extrato. Avaliaram a atividade antiviral em culturas de células
MDBK por tratamento das células com o extrato no momento da adsor¢do do virus e por
incubacdo do virus com o extrato (antes do ensaio). Os resultados da analise de GC-MS
revelaram uma origem vegetal dupla no extrato, com componentes de resinas derivadas de
duas espécies diferentes de alamo e os ensaios da atividade antiviral apontaram efeito
pronunciado contra o Herpes Virus Simplex 1 e 2, demonstrando que o extrato interferiu na

adsorcéo do virus.

3.6) Atividade Virucida

Atividades bioldgicas extremamente importantes sdo conferidas a propolis brasileira,
como por exemplo, a atividade virucida de extratos etanolicos desse tipo de propolis pode ser
atribuida principalmente & presenca de acidos fendlicos como Acido p-cumarico, Artepillin C
e derivados do &cido cindmico (58).

A atividade virucida dos extratos de propolis marrom, verde e de abelhas jatai frente
ao virus BoHV-1 e BVDV sob duas temperaturas distintas (22 e 37°C) e diferentes tempos de
incubacdo estd demonstrada nas Figuras 6, 7, 8 e 9. Através das figuras pode-se observar o
decréscimo no logaritmo de cada virus conforme decorrer do tempo.

Através da Figura 6 pode-se visualizar a acdo da propolis marrom, verde e a de
abelhas jatai frente ao BoHV-1 sob a temperatura de 22°C, todas as prdpolis apresentaram

resultados semelhantes ao final do periodo de incubacéo de 24 h.
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628
629  Figura 6. Atividade virucida do extrato de propolis marrom, verde e de propolis de abelhas

630 jatai frente ao Herpes Virus Bovino tipo 1 (BoHV-1) sob a temperatura de incubacéo de 22°C
631  durante 24 horas.

632
633 A atividade virucida dos extratos de prépolis frente ao virus BoHV-1 sob a

634  temperatura de incubacdo de 37°C estd exposta na (Figura 7), podendo-se observar que a
635  propolis verde alcancou valores diferentes e menores ao final do periodo de incubacéo, (log =
636 2,67) em relacdo ao obtido pela prépolis marrom (log = 3,5), jatai (log = 3,76) e também

637 quando comparado ao controle PBS (log = 4,16).
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640 Figura 7. Atividade virucida do extrato de propolis marrom, verde e de prépolis de abelhas
641 jatai frente ao Herpes Virus Bovino tipo 1 (BoHV-1) sob a temperatura de incubacdo de 37°C

642  durante 24 horas.
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Amoros et al. (59) avaliando a atividade virucida da prépolis, demonstraram a eficacia
da acdo de amostras distintas de prépolis sobre Herpes Virus tipol resistente a aciclovir,
Herpes Virus tipo 2, Virus da Estomatite Vesicular, Adenovirus e “Newcastle virus”. Ainda
o0s autores verificaram que o 3-Metil-2-butenil cafeato apresentou eficacia frente aos Herpes
Virus.

A atividade virucida de uma amostra de prépolis foi avaliada por Vynograd et al.(60),
comparando-a ao Aciclovir® para o tratamento de Herpes genital. Na analise quimica da
prépolis identificaram como compostos majoritarios: galangina e crisina. Como resultados,
encontrou a maior eficacia da prépolis quando comparado ao antimicrobiano comercial em
reduzir as lesdes e sintomas locais. No entanto, os valores encontrados no presente estudo, sdo
distintos, onde para o Herpes Virus, o extrato que apresentou melhor eficacia foi a amostra
verde. No entanto como pode ser visualizado nas Figuras 8 e 9, o extrato de propolis de
abelhas jatai apresentou atividade virucida ao BVDV nas duas temperaturas quando
comparado aos controle negativo (PBS) e aos extratos de marrom e verde. Os compostos
majoritarios descritos anteriormente como virucidas: Galangina e crisina, da mesma forma
foram encontrados na amostra de abelhas jatai, embora os autores tenham avaliado frente a

Herpes, no presente estudo houve expressiva atividade frente ao BVDV.
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Figura 8. Atividade virucida do extrato de propolis marrom, verde e de prépolis de abelhas
jatai frente ao Virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV) sob a temperatura de incubacdo de

22°C durante 24 horas.
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Figura 9. Atividade virucida do extrato de propolis marrom, verde e de prépolis de abelhas
jatai frente ao Virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV) sob a temperatura de incubagéo de

37°C durante 24 horas.

Através das figuras 8 e 9, pode se observar que a propolis de abelhas jatai demonstrou
atividade virucida sobre BVDV quando comparado ao controle ao final de periodo de
incubacdo em ambas as temperaturas de 37 °C (log 2,3), PBS (3,5) e 22 °C (log 2,3), PBS
(3,16).

O genoma do BVDV consiste uma fita simples de RNA, possui um envelope lipidico

envolvendo o nucleocapsideo, o que se constitui numa diferenca estrutural em relagdo ao
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BoHV-1, fato que pode ter determinado a maior sensibilidade deste virus a acdo virucida dos

extratos (CUETO et al., 2011).

4) Conclusotes

Os trés extratos de propolis utilizados no presente estudo quando avaliados frente aos
importantes agentes infecciosos testados, apresentaram significativa atividade antimicrobiana.
A analise quimica dos extratos de propolis apresentou semelhanca entre as amostras de
prépolis marrom e verde, e a propolis de abelhas jatai apresentou-se distinta. Estes dados
justificam os resultados da maior eficiéncia dos extratos marrom e verde, encontrados na acao
antibacteriana, antifungica, antiviral e virucida, uma vez que os compostos identificados nas
amostras de marrom e verde sdo descritos na literatura como os principais responsaveis pela
atividade antimicrobiana.

Atividade inibitoria dos extratos de propolis marrom, verde e jatai contra 0s agentes
infecciosos testados sugere a utilizacdo destes como alternativas naturais ao uso de
antimicrobianos comerciais, no combate a infeccbes por estes micro-organismos de

importancia em Saude Puablica.
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4 Consideracdes Finais

Os resultados obtidos permitiram concluir que:

o Os extratos hidroalcodlicos de propolis marrom, verde e de abelhas
nativas jatai apresentaram atividade antimicrobiana frente aos agentes infeciosos
avaliados.

. A prépolis marrom apresentou melhor atividade antibacteriana frente a
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Enquanto para Streptococcus sp., a verde
demonstrou melhor agéo.

o Bactérias Gram positivas apresentaram maior sensibilidade aos
extratos de prépolis do que as Gram negativas.

o A prépolis marrom apresentou melhor acéo frente aos fungos Céandida
sp. e Sporotrix sp., quando comparados aos préopolis verde e propolis de abelhas
jatai, respectivamente.

. O extrato de propolis de abelhas jatai demontrou ser menos citotdxica
a MDBK, quando comparados aos extratos verde e marrom, respectivamente.

. Houve atividade antiviral da prépolis marrom frente ao BoHV-1 no
(Método pré-infeccao: quando extratos adicionados antes da inoculac&o), porém nao
houve significativa acéo frente ao BVDV.

. A propolis verde demonstrou atividade antiviral significativa nos dois
métodos de tratamentos das células (p6s e pré) frente ao BoHV-1. J4 a de jatai
apresentou atividade antiviral frente ao BoHV-1 e BVDV no método pré-infeccao,
enguanto no método pos-infecgdo, ndo houve acéo significativa.

o Os extratos de prépolis apresentaram atividade virucida. A p. verde
demonstrou acéo virucida frente ao BoHV-1 sob a temperatura de incubacédo de
37°C. Enquanto a p. propolis jatai demonstrou acdo frente ao BVDV ambas as
temperaturas.

o Os resultados obtidos indicam a prépolis como um potencial
antimicrobiano, logo a sequéncia de novos estudos para testar sua acao frente a

outros agentes infeciosos importantes em Medicina Veterindria e Humana.
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