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RESUMO

ESTUDO COMPARATIVO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA E ANTIFUNGICA DE
EXTRATOS DE PROPOLIS VERMELHA E VERDE. Aislan Pereira Lira de Abreu.
Orientadora: Dra. Francisca Cléa Florenco de Sousa.Co-orientadora: Dra. Suzana Maria
Pereira Galvao. Dissertacao de Mestrado. Programa de Pés-Graduagdo em Farmacologia.
Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Universidade Federal do Ceara.

A atividade anti-inflamatéria da propolis é bastante descrita na literatura e alguns trabalhos
sugerem que pode estar relacionada a presenga de flavonoides, os quais apresentam
atividade inibitéria sobre a ciclooxigenase e a lipoxigenase. Entretanto os resultados ndo sao
conclusivos e assim, inUmeros pesquisadores tém investigado a atividade anti-inflamatéria
da prépolis em diversos modelos de inflamagdo sugerindo possibilidade de varios
mecanismos de acao. Neste sentido, o presente trabalho realizou um estudo comparativo da
atividade anti-inflamatéria da propolis vermelha, uma espécie nova, pouco estudada, oriunda
do litoral de Pernambuco e da propolis verde, de Minas Gerais em dois modelos animais de
inflamacéao, o edema de orelha induzido por 6leo de créton em camundongos € o edema de
pata induzido por carragenina em ratos. Foi observada atividade anti-inflamatéria em ambos
modelos, porém constatou-se uma maior efetividade para a prépolis vermelha. Uma outra
atividade farmacolégica da propolis bem conhecida popularmente e bem estudada
cientificamente é sua agdo antimicrobiana. Foi objetivo deste trabalho também investigar
comparativamente a agao antifungica dos tipos de propolis em varias cepas de Candida.
Embora, a constatagcao de cepas de Candida em qualquer microbiota do homem néo induza
nenhum transtorno que possa favorecer patologia, as leveduras de Candida spp. talvez
sejam o fungo mais oportunista descrito. Desse modo, esses processos estao relacionados
a um grande numero de doengas e mau funcionamento orgénico. Assim o aumento
crescente das infecgbes por Candidas (sobretudo nosocomial) e de sua resisténcia a
antimicrobianos tem despertado a busca por novas alternativas terapéuticas. Neste sentido,
este estudo também testou a sensibilidade de sete espécies de Candida sp. de interesse
clinico a agao da prépolis vermelha e verde. Os resultados do ensaio de inibicdo em placas
de Petri usando discos de papel impregnado de extrato de prépolis mostraram variaveis
niveis de inibicdo, sendo que, uma discreta inibicao foi observada para a maioria das cepas.
Em suma, esses estudos, embora preliminares, apontam diferencas de efetividade entre a
propolis verde e vermelha e despertam o interesse para a necessidade de andlise mais
aprofundada do assunto, tendo em vista a escassez de estudos realizados para a propolis

vermelha.

Palavras-chave: Propolis verde. Propolis vermelha. Antifungico. Anti-inflamatério.
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COMPARATIVE STUDY OF ANTI-INFLAMMATORY AND ANTIFUNGAL
ACTIVITY OF RED AND GREEN PROPOLIS EXTRACT.

Aislan Pereira Lira de Abreu. Supervisor: Dr Francisca Cléa Florengo de Sousa. Co-
supervisor: Dr Suzana Maria Pereira Galvdo. Master Degree. Pharmacology Post
Graduate Program Department of Physiology and Pharmacology. Faculty of
Medicine. Federal University of Ceara — Brazil.

The anti-inflammatory activity of propolis is fairly described in the literature and some
studies suggest that may be related to the presence of flavonoids, which have
inhibitory activity on the cyclooxygenase and lipoxygenase. However the results are
not conclusive and thus, many researchers have investigated the anti-inflammatory
activity of propolis in several models of inflammation suggesting possibility of multiple
mechanisms of action. In this sense, this work has made a comparative study of anti-
inflammatory activity of red propolis , a new species, little studied, came from coast of
Pernambuco and green propolis, from Minas Gerais in two animal models of
inflammation, swelling of the ear induced by Croton oil in mice and the paw edema
induced by carrageenan in rats. Antiinflammatory activity was observed in both
models, but there was a greater effectiveness for the red propolis. Another
pharmacological activity of propolis popularly known and well scientifically studied is
its antimicrobial activity. It was objective of this study also to investigatate and
compare the action of anti-fungal activity of two types of propolis in several strains of
candida. Although the finding of strains of Candida at any microflora of man does not
induce any inconvenience that may promote disease, the yeast of Candida spp. are
perhaps the most opportunistic fungus described. Thus, these cases are related to a
large number of organic diseases and malfunctions. Thus the rising tide of infections
caused by Candida (especially nosocomial) and its resistance to antibiotics has
increased the search for new therapeutic alternatives. Accordingly, this study also
tested the sensitivity of seven species of Candida sp. of clinical interest, to the action
of red and green propolis. The test results of inhibition in Petri dishes using discs of
paper impregnated with extract of propolis, showed varying levels of inhibition, with a
slight inhibition been observed for most strains. In short, these studies, although
preliminary, indicate differences in effectiveness between the red and green propolis
and appeal to the need for more thorough analysis of the issue in view of the scarcity
of studies for the red propolis.

Keywords: Green propolis. Red propolis. Antifungal. Anti-inflammatory.
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I. INTRODUCAO

Paradoxalmente, no século XXI| a populacdo tem despertado um interesse
maior pela medicina natural em todo o mundo. No Brasil ndo tem sido diferente, visto
que muitas industrias nacionais estdo montando um setor de Pesquisa &
Desenvolvimento na &rea de fitomedicina e com isso vem aumentando cada vez
mais o numero de produtos fitoterapicos que chegam ao mercado devidamente

registrado nos érgaos competentes, genuinamente brasileiros.

Dentro deste contexto, a propolis vem se destacando pelas suas propriedades
terapéuticas tais como: antimicrobiana, anti-inflamatéria, cicatrizante e

anticariogénica (Park et al., 1998).

A prépolis brasileira desperta especial interesse aos paises da Europa e
Japao devido a auséncia de pesticidas, metais pesados e antibidticos e isso tem
contribuido para um aumento das exportagdes. Ao contrario da prépolis vermelha,
descoberta recentemente, a propolis verde vem sendo extensamente estudada nos
ultimos 20 anos e ja esta mais caracterizada do ponto de vista fitoquimico e de
variabilidades sazonais. Até 2006, existiam 12 tipos de propolis, quando, Daugsch e
colaboradores (2006), classificaram esse novo tipo de prépolis (vermelha) da costa

do nordeste, como prépolis do grupo 13.

O presente trabalho tem como objetivo avaliar comparativamente a atividade
anti-inflamatéria tdpica de extratos de prépolis verde e vermelha, no modelo de

edema de orelha induzido pela aplicagao tépica de éleo de créton em camundongos,
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e a atividade anti-inflamatéria sistémica, através da administragao intraperitoneal de
prépolis no modelo de edema de pata induzido por carragenina em ratos. A atividade
antifangica também sera avaliada através do estudo da suscetibilidade de cepas de
Candida de diferentes espécies, como C. albicans, C. luzitaniae, C. dublinienses, C.

kruzei, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. guilliermondli.
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Il. REVISAO DE LITERAURA

1. HISTORICO

A propolis € um dos muitos produtos naturais que vém sendo utilizados
durante séculos pela humanidade (Vargas et al., 2004). Os egipcios conheciam as
propriedades anti-putrefativas da prépolis e a empregavam para embalsamar
cadaveres. Além disso, foi reconhecida por suas propriedades medicinais por
médicos e filésofos gregos e romanos como Aristételes, Dioscorides, Plinio e Galeno
(Capasso & Castaldo, 2002). O uso de extratos de propolis na medicina popular data

de 300 a.C. (Da Silva et al., 2006).

Na Africa do Sul, na guerra ao final do século XIX, a prépolis foi amplamente
utilizada devido as suas propriedades cicatrizantes e na segunda guerra mundial foi

empregada em varias clinicas soviéticas (Pereira et al., 2002).

A prépolis comecou a ser apreciada como meio para tratamento de problemas
de saude nos anos de 1950 e 1960 na ex Unido Soviética e em paises do leste da
Europa, como Bulgaria, Republica Tcheca e Polénia. Nos paises do oeste europeu,
na América do Sul e do Norte e no Japao, a propolis ndo adquiriu popularidade até
1980. Na metade dos anos 80, a prépolis tornou-se um importante produto na
medicina alternativa e complementar. O Japao é o principal importador de propolis,

com preferéncia pela prépolis brasileira (Salatino et al., 2005).
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O termo propolis ja era descrito no século XVI na Franga e a Farmacopéia de
Londres do século XVII lista a prépolis como droga oficial (Capasso & Castaldo,
2002; Pereira et al., 2002; Cao et al., 2004). Em 1908 surgiu o primeiro trabalho
cientifico sobre suas propriedades quimicas e “composicao”, indexado no Chemical
Abstracts (referéncia n° 192). Em 1968 surgiu no Chemical Abstracts o resumo da
primeira patente utilizando a prépolis Romena, para a producdo de logcbes para
banho. Até meados do ano 2000, o numero de trabalhos publicados citados no
Chemical Abstracts totaliza 450, oriundos de 39 paises, dos cinco continentes, além

de 239 patentes (Pereira et al., 2002).

Partindo-se entdo, de 2003 até inicio de 2008, uma busca realizada no
European Patent Office tomando-se Worldwide como base de dados, mostrou mais
de 500 pedidos de patentes relacionados a prépolis, o que evidencia um exponencial
interesse pela propolis (European Patents Office, 2008). Esses dados podem ser
explicados, também, por um nimero maior € um maior aprofundamento nos estudos

relativos a propolis: sua composi¢ao quimica e atividade biolégica.

No Brasil, o interesse pela prépolis aconteceu somente na década de 80 com
o trabalho pioneiro de Ernesto Ulrich Breyer (1981), demonstrando em seu livro,
“Abelhas e saude”, as propriedades terapéuticas da prépolis e sua utilizagdo como

antibiético natural (Lima, 2006).
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2. CARACTERIZACAO

A prépolis € uma substancia usada desde a antiguidade por suas atividades
bioldgicas no tratamento de varias doencas na Grécia e Roma (Burdock, 1998). A
palavra propolis vem do grego, onde pro significa “em defesa de” e polis significa
“cidades”, representando a defesa das cidades das abelhas ou colméia (Almeida e
Menezes, 2002). A qualidade da propolis brasileira devido a um menor teor de
metais pesados, pesticidas e antibidticos, chamou a atengdo do mercado japonés
gue iniciou sua importacao ap6s o Congresso Internacional de Apicultura realizado

em Nagoya, Japao em 1985 (Yamamoto, 1997), citado por Lima (2006).

E uma mistura heterogénea composta de substancias retiradas de exsudatos
de plantas pelas abelhas. Mais de 300 constituintes ja foram identificados e/ou
caracterizados em diferentes amostras (Burdock, 1998). A prépolis € coletada por
abelhas a partir de diversas partes das plantas como brotos, botdes florais, casca e
exsudatos resinosos (Park et al., 1997). A prépolis recolhida de uma colméia de
abelhas, também conhecida como prépolis bruta, apresenta em sua composicao
basica cerca de 50% de resinas vegetais, 30% de cera de abelha, 10% de 6leos
essenciais, 5% de pélen e 5% de detritos de madeira e terra, Estes valores se
referem a espécie Apis mellifera L., cuja propolis é a mais estudada entre as abelhas

(Menezes, 2005).

A resina contida na propolis é coletada na vegetacdo das cercanias da
colméia. O espectro de vbo de uma abelha A. mellifera abrange um raio de cerca de

4-5 km em torno da colméia, de onde abelhas campeiras coletam pdélen e néctar
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para alimentacdo, bem como resina para a prépolis. Nao sdo conhecidos os fatores
que direcionam a preferéncia das abelhas coletoras de resina por uma determinada
fonte vegetal, mas se sabe que elas sao seletivas nesta coleta (Salatino et al., 2005;

Teixeira et al., 2005).

As propriedades biolégicas da prépolis estdo diretamente ligadas a sua
composicao quimica, e este possivelmente é o maior problema para o uso da
prépolis na terapia, tendo em vista que a sua composicao quimica varia com a flora
da regido, locais e épocas de coleta (Pereira et al., 2002; Park et al., 1998; Bianchini,
1998). A variacdo sazonal como a diminuicdo em alguns componentes
biologicamente ativos, no caso dos fendlicos € acompanhada pelo aumento de
outros, por exemplo, acidos diterpénicos. Deste modo pode-se esperar que algumas
atividades biolégicas, relacionadas a estes compostos - antibacteriana, antifingica -
sejam similares em diferentes estacbes do ano (Bankova, 1998). Muitos dos
compostos isolados pertencem principalmente a trés grupos, flavondides, acidos

fendlicos e ésteres (Simdes, 2004).

A coloracdo da prépolis depende de sua procedéncia. Varia de marrom
escuro passando a uma tonalidade esverdeada até o marrom avermelhado. Possui

odor caracteristico que pode variar de uma amostra para outra (Marcucci, 1996).

Na Europa, América do Norte e oeste da Asia, a fonte dominante de prépolis
€ o exsudato do botdo de alamo (Populus sp.). Entretanto, na América do Sul a
espécie vegetal do género Populus nao é nativa, existindo uma grande diversidade

vegetal para retirada de resina, o que dificulta a correlacao da propolis com a fonte
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produtora (Park et al., 2002). Outras espécies vegetais empregadas como fontes de
prépolis em varias partes do mundo sao pinheiros, carvalho, salgueiro, acéacia, entre

outras (Markham et al., 1996).

A prépolis vermelha é relata como sendo tipica de Cuba e da Venezuela,
onde as origens botanicas foram identificadas como Clusia nemorosa
(Clusiaceae) e Clusia scrobiculata, respectivamente (Trusheva et al,, 2006). A
prépolis vermelha é ainda pouco estudada, é encontrada nas regides Norte e
Nordeste, sobretudo nas areas litoraneas. Trusheva et al. (2006) apresentaram
resultados sobre a atividade antibacteriana, antioxidante, bem como os

constituintes quimicos de uma amostra de prépolis vermelha coletada em Maceid.

Na produgcédo de propolis vermelha do nordeste, as abelhas a coletam de
diversas arvores e arbustos que ocorrem no litoral. Possui como provaveis fontes a
Rizophora mangle (mangue vermelho), Schinus terebentifolius (Aroeira) e a
Dalbergia ecastophyllum (L.), sendo essa ultima, a principal fonte da prépolis
utilizada no presente estudo. Ja a proépolis verde, possui como principal fonte o
alecrim (Baccharis dracunculifolia), tanto que o proprio mercado especifica a propolis

de Minas Gerais de cor verde, como sendo de alecrim (Lima, 2006).
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Figura 1. Foto da Baccharis dracunculifolia (L) no momento que a abelha coleta
resina para producao de prépolis verde (Fonte: Geocities).

Park, et al. (1998) verificaram que existe grande variagcdo na concentracao de
flavondides, os principais compostos responsaveis pela agdo farmacolégica, entre
extratos dependendo da concentracao etandlica utilizada para extragcéao, e esse fato

esta intimamente relacionado com a sua atividade biolégica.

Recentemente, foi encontrada uma propolis vermelha em colméias
localizadas ao longo do litoral e costas de rios no nordeste brasileiro a qual foi
classificada como proépolis do grupo 13 (Daugsch et al, 2006). Foi observado que as
abelhas coletavam o exsudato vermelho da superficie da Dalbergia ecastophyllum
(L) Taub. (Donnelly et al., 1973; Matos et al., 1975), sugerindo que essa é a origem

botanica da prépolis vermelha.
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Figura 2. Fotografia de Dalbergia ecastophyllum (L) retirada de uma &rea de
restinga do litoral de Pernambuco, municipio de Itapissuma em 2006.

3. QUIMICA

A composigdo quimica da propolis € bastante complexa e variada, estando
intimamente relacionada com a ecologia da flora de cada regido visitada pelas
abelhas (Park et al., 2002) e com o periodo de coleta da resina (Rocha et al., 2003).
Além disso, a variabilidade genética das abelhas rainhas também influencia na
composi¢cdo quimica (Park et al, 1998). Deste modo, um nudmero significativo de

trabalhos com a quimica da propolis foi publicado para entender que sua
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composicdo varia grandemente e depende da flora local e da regido de coleta

(Bankova, 2005-a).

Daugsch e seus colaboradores (2006) analisaram comparativamente as
amostras de exsudatos das plantas e da propolis vermelha, mostrando que o perfil
cromatografico da prépolis € exatamente o mesmo da D. ecastophyllum. As figuras
abaixo representam algumas das principais substancias identificadas por Li, et al.,

(2008) em um recente trabalho de caracterizacdo desse novo tipo de prépolis

(vermelha).

Figura 3. Estrutura dos flavonéides 1-10 e flavonol 11.

Compound substitution

R! R? R3 R*

1 H, H H H
2 H, H H OH
3 H, H OMe H
4 H, OH H OH
5 H, OH OH H
6 H, OH OMe H
7 B-OH H H H
8 B-OH H H OH
9 B-OH H OMe H
10 B-OH OH OMe H
11

(2S)-7-ydroxyflavanone 7 (2R,3R)-3,7-dihydroxyflavanone
(2S)-liquiritigenin 8 Garbanzol
(2S)-7-hydroxy-6-methoxyflavanone | 9 (2R,3R)-3,7-dihydroxy-6-
methoxyflavanone
(2S)-naringenin 10 | Alnustinol

(2S)-dihydrobaicalein 11 | Alnusin

(2S)-dihydrooroxylin A




Figura 4. Estrutura de Isoflavonas 12-18.

Compound substitution

30

R? R* R? R®

12 H H H OH
13 H H H OMe
14 H i § OH OMe
15 H OH H OMe
16 OH H H OMe
17 OH H OH OMe
18 OH OH H OMe

12 | Daidzein 16 | Biochanin

13 | Formononetin 17 | Pratensein

14 | Calycosin 18 | 2’-hydroxybiochanin A

15 | Xenognosin B

Compound substitution

R! R? R* R®
19 B-H H OH H
20 B-H H OMe OH
21 B-H OH OH H
22 a-OH OH OH H

Figura 5. Estrutura de Isoflavanonas 19-22.

19
20

(3S)-vestitone
(3S)-violanone

21
22

(3S)-ferreirin
(3R)-4’-methoxy-2°,3,7-

trinydroxyisoflavanone




Figura 6. Estrutura de Isoflavanas 23-26.

Compound substitution

R, 0., 1

@ c R‘ R3 R* RS R®
P, . = 3 OH OH H OMe

24 OH OMe H OH
4 RE 25 OMe OH H OMe
23 —26 26 OH OMe OH OMe

23 | (8S)-vestitol 25 | (3S)-7-O-methylvestitol

24 | (3S)-isovestitol 26 | (3S)-mucronulatol

Figura 7. Estrutura de chalconas 27-30 e um auronol 31.

O 20 OH 4_OH
: Compound
o

substitution

R! R?
31
27 OH H
28 OH OH
29 OMe OH

27 | 2’,4’-dihydroxychalcone 30 | (aS)-a,2’,4,4-
tetrahydroxydihydrochalcone
28 | Isoliquiritigenin 31 | 2,6-dihydroxy-2-[(4-

hydroxyphenyl)methyl]-3-benzofuranone

29 | 4,4’-dihydroxy-2’-methoxy-
chalcone
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Figura 8. Estrutura de pterocarpanos 32-37 e um 2-arilbenzofurano 38.

Compound substitution

R! R? R3 R* R®
32 H B-H H H B-H
33 H B-H H OH B-H
34 H o-H OMe H o-H
35 H a-OEt H H o-H
36 OH o-H H H o-H
37 OMe  o-H H H o-H

32

33

34

35

(6aS,11aS)-medicarpin

(6aS,11aS)-3,10-dihydroxy-9-
methoxypterocarpan
(6aR,11aR)-3-hydroxy-8-9-

dimethoxypterocarpan

(6aS,11aS)-6a-ethoxymedicarpin

37

38

(6aR,11aR)-3,4-dihydroxy-9-
methoxypterocarpan
(6aR11aR)-4-methoxymedicarpin

2-(2',4’-dihydroxyphenyl)-3-methyl-6-

methoxybenzofuran

Figura 9. Estrutura de um neoflavonoide 39 e lignanas 40-42.

MeO.

40 — 42

OMe MeQ
)%‘JO e L
HO R! e wH
(6]
O OMe
39

Compound
substitution
R! R?
39
40 OMe H
41 OH H
42 OH OMe

39
40

(7S)-dalbergiphenol
(+)-pinoresinol dimethyl ether

41
42

(+)-pinoresinol

(+)-syringaresinol
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Segundo Park et al, (2002) o melhor indicador da origem botanica da
prépolis & a analise da sua composi¢cdo quimica comparada com a provavel fonte
vegetal. A determinagcdo da origem geografica da propolis e, principalmente, a
origem vegetal, se faz importante no controle de qualidade e até mesmo na

padronizacao das amostras de propolis para uma efetiva aplicacao terapéutica.

4. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antibacteriana, assim como, a antifungica da propolis tém sido as
propriedades biol6gicas mais intensamente estudadas (Kujungiev et al., 1999). Estas
propriedades sao atribuidas principalmente a flavonona pinocembrina, ao flavonol
galangina e ao éster feniletil do 4cido caféico, com um mecanismo de agdo baseado
provavelmente na inibicdo do RNA-polimerase bacteriano (Uzel et al., 2005). Outros
componentes como os flavonéides, o acido caféico, acido benzdico, acido cinamico,
provavelmente agem na membrana ou parede celular do microorganismo, causando

danos funcionais e estruturais (Scazzocchio et al., 2005).

A prépolis possui atividade antibacteriana maior contra bactérias Gram-
positivas e limitada contra Gram-negativas (Lu et al., 2005; Marcucci et al., 2001;
Rezende et al., 2006). Até 0 momento, nao se tem dados que respondam o porqué
desta menor atividade dos extratos de prépolis contra bactérias Gram-negativas.
Sabe-se que estas bactérias possuem uma parede celular quimicamente mais
complexa e um teor lipidico maior, o que poderia explicar essa maior resisténcia

(Vargas et al., 2004).
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A prépolis também tem demonstrado excelentes atividades fungistatica e
fungicida, em testes in vitro contra leveduras identificadas como causadores de

onicomicoses (Oliveira et al., 2006).

Leveduras do género Candida constituem um grupo de fungo presente na
microbiota da pele e mucosa do homem desde o nascimento. Seu advento é
decorrente da presenca na cavidade vaginal ou no ambiente de centro cirlrgico,
sendo adquirida através da passagem do feto via canal vaginal ou do ato de
cesariana (Birman, 1998). Estas leveduras sdo detectadas momento apds o
nascimento, na cavidade bucal do recém-nascido e duas a trés semanas em todo
trato gastrointestinal da crianca (Caramalac, 1995; Donnez & Soyes,1987; Lacaz et
al., 1991; Marcantoni, 1999; Odds, 1993; Pinto, 2003; Ribeiro, 2002). A convivéncia
levedura-hospedeiro ocorre durante toda a vida, sendo detectada nas sucessivas

microbiotas humanas até o estabelecimento da definitiva (Pinto, 2003).

A principio, a constatacao de cepas de Candida em qualquer microbiota do
homem ndo induz nenhum transtorno que possa favorecer patologia, embora as
leveduras de Candida spp. talvez sejam o fungo mais oportunista descrito. Todavia,
quaisquer alteragdes organicas, independente da natureza, comumente favorecem a
manifestacdo infecciosa deste fungo leveduriforme, principalmente quando as
condicbes topicas, quanto aos aspectos fisico-quimico e biolégico da pele ou
mucosa envolvida, propiciam a sua proliferacdo exacerbada com agucamento de
seus fatores de viruléncia, havendo ainda alguma irregularidade funcional do

sistema imunolégico do homem (Carvalho et al., 2003; Marcantoni, 1999).
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Candidiase orofaringea é a infeccao fungica mais comum entre os pacientes
infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), muitas vezes é detectada
em episodios recorrentes, principalmente quando a contagem de linfécitos CD4 for
baixa(Campisi, et al.,2002; Fidel Jr, 2002). Com a utilizacdo dos novos anti-
retrovirais na terapia HAART (highly active antiretroviral therapy) passou a observar-
se uma reducdo na ocorréncia de infeccoes oportunistas, porém para os pacientes
de diagndstico tardio ou aqueles que nao respondem adequadamente a terapéutica
anti-retroviral, a candidiase orofaringea ainda € muito frequente (Eyeson, et al,

2002; Greenspan, et al., 2004; Telles, et al., 2002).

WINGETER, et al., (2007) verificaram em estudo realizado com pacientes
portadores de HIV de ambos os sexos, que 58% destes apresentavam culturas
positivas para Candida spp., com idade variando de 19 a 69 anos, onde a Candida
albicans foi a espécie isolada na maioria (93%) e ou outros 7% correspondiam a

outras espécies de leveduras Candida tropicalis e Candida glabrata.

Responsavel por mais de 85% das infecgdes fungicas, a Candida albicans é
tipicamente tratada com antimicéticos do grupo azol, que muitas vezes ja estdo
associados a fendmenos de resisténcia. Devido suas propriedades farmacologicas,
estudos com a prépolis mostraram eficacia no combate a Candida sp. presente em
infecgdes vaginais utilizando duchas vaginais contendo extratos de prépolis (Imhof et

al., 2005).

A relevancia das infeccées por Candida spp. em ambiente hospitalar passou a

ganhar importancia a partir da década de 1980, interligada ao avango da tecnologia
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cientifica médica e do melhor conhecimento dos mecanismos desencadeadores de
doencgas, propiciando uma sobrevivéncia maior do homem. Este fato fez com que as
intervengdes de procedimentos clinico-laboratoriais expusessem os pacientes a uma
seletividade de microrganismos mais resistentes, favorecidos pelo uso
indiscriminado ao longo do tempo dos farmacos disponiveis no mercado. Deste
modo, os relatos de cepas de Candida spp. envolvidas em enfermidades humanas
na condicido de agente principal e/ou secundario tornaram-se mais frequientes,
fazendo deste microrganismo um dos mais relevantes e intimamente associado as

infeccdes nosocomiais (Beck-Sagué & Jarvis, 1993; Colombo & Guimaraes, 2003).

Estudos realizados em diferentes paises tém mostrado diferenga na
epidemiologia das infec¢des invasivas por Candida spp. No periodo de agosto de
2002 a agosto de 2003, foi conduzido estudo na Santa Casa Complexo Hospitalar
em Porto Alegre, Brasil, para determinar a distribuicdo das espécies de Candida. A
maioria dos episddios (51,6%) ocorreu por espécies outras que C. albicans,
incluindo C. parapsilosis (25,8%), C. tropicalis (13,3%), C. glabrata (3,3%), C. krusei

(1,7%) e outras espécies (7,5%) (Antunes, 1996).

5. ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Outra propriedade da prépolis bastante citada na literatura é sua atividade
anti-inflamatéria. Os processos inflamatérios estdo associados a diversas doencas e
suas causas sao variadas. Freqlentemente a propolis é recomendada por

fitoterapéutas devido suas propriedades anti-inflamatérias que foram descritas
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principalmente contra doencas do sistema musculo-articular e outros tipos de
inflamacdes, infecgdes, reumatismos e torgcdes (Marcucci, 1995). Ja foi utilizada na
dermatologia, na cicatrizacdo de ferimentos, regeneragao de tecidos, tratamento de
queimaduras, neurodermites, eczemas, dermatites de contato, Ulceras externas,
psoriase, lepra, herpes simples, zoster e genitalis, pruridos e dermatéfitos

(Ghisalberti, 1979; Marccuci, 1995).

A atividade anti-inflamatéria observada na prépolis parece ser devida a
presenca de flavondides, especialmente, galangina. Este flavondide apresenta
atividade inibitéria para a ciclooxigenase (COX) e lipoxigenase. Tem sido relatado
também que o acido fenil éster caféico (CAPE), possui atividade anti-inflamatéria por
inibir a liberacdo de &cido araquidbnico da membrana celular, suprimindo as

atividades das enzimas COX-1 e COX-2 (Borrelli et al., 2002).

Apesar de 0 mecanismo exato de acdo e o0s compostos principais
responsaveis ainda nao terem sido estabelecidos, as pesquisas tém se focado no
metabolismo do acido araquidénico, jA& que as prostaglandinas tém papel
fundamental no processo inflamatério (Rossi et al., 2002). Os metabdlitos do acido
araquidénico exercem uma variedade de atividades biolégicas. Varios estudos tém
comprovado que os metabdlitos da ciclooxigenase modulam a proliferacdo celular,
crescimento de tumores e respostas imunes, enquanto que os metabdlitos da
lipooxigenase podem influenciar em varias respostas bioldgicas incluindo
quimiotaxia, secre¢cdo de hormoénios, transporte de ions, estimulo de adesdo de
células tumorais, desenvolvimento de tumores e regulacdo do potencial metastatico

de células tumorais.
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Deste modo vérios estudos estabelecem os metabdlitos do &cido
araquidénico como moduladores de patogénese de varias doengas imunoldgicas e
inflamatérias (Rao et al., 1995). Sud’ina et al. (1993) demonstraram que o CAPE, um
composto ativo encontrado nos extratos de propolis, contribui para a atividade anti-
inflamatéria da proépolis in vivo por inibir a lipoxigenase e por agir como um
antioxidante. Rossi et al. (2002) relataram que os extratos etandlicos de propolis
inibem também a atividade da ciclooxigenase em pulméao de ratos de forma dose-
dependente. Além disso, entre os compostos isolados testados apenas o CAPE e a
galangina tiveram efeito, sendo o primeiro mais eficaz que o segundo.

Naito et al (2007) demonstraram, em estudo recente, que a aplicacao toépica
de extrato de propolis é efetiva na inibicdo do edema de pata em ratos induzido por
carragenina e que o efeito inibitério na quimiotaxia de PMNs pode também contribuir

para o efeito antiinflamatério.

Em trabalhos com camundongos e coelhos tem sido constatada uma
atividade anti-inflamatéria de solugées hidroalcodlicas da prépolis, tanto em
aplicacbes topicas, bem como através de injecdes ou mesmo via oral. Detalhes
desses estudos podem ser encontrados em Ivanovska et al. (1995), Park et al.
(1996), Ledon et al. (1997) e Menezes et al. (1999). Alguns pesquisadores isolaram
determinados compostos da prépolis que apresentam conhecida atividade anti-
inflamatéria. Mirzoeva & Calder (1996) atribuiram esta propriedade a presenca na
prépolis de compostos tais como o acido cafeico, a quercetina, a narigenina e o
éster fenetilico do acido cafeico (CAPE). Esta atividade anti-inflamatéria seria
resultante da supressdo da sintese de prostaglandinas e de leucotrienos pelos

macréfagos.
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RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA
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ll. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Apesar dos evidentes avancos tecnolégicos da quimica sintética moderna e
dos programas cada vez mais sofisticados na area de biotecnologia, onde sao
testadas milhares de moléculas por hora, no que diz respeito as suas interacoes
com possiveis receptores no nosso organismo, grau de afinidade e seletividade cada
vez mais alvo direcionadas, o homem busca hoje na natureza a descoberta e o
desenvolvimento de novos farmacos a partir de produtos de origem vegetal, animal e
marinhos. Dentro deste contexto, a propolis tem sido bastante pesquisada, sendo a
prépolis verde muito mais conhecida e tem como fonte o alecrim, tanto que o préprio
mercado especifica a prépolis de Minas Gerais de cor verde, como sendo de
alecrim. Ja a propolis vermelha, ainda pouco estudada, € encontrada nas regides

Norte e Nordeste do Brasil, sobretudo nas areas litoraneas.

Considerando o extenso uso da propolis na medicina popular, principalmente
por sua atividade anti-inflamatéria e antimicrobiana e a caréncia de estudos sobre
esses efeitos da propolis vermelha, é que o presente estudo propde-se a investigar a
acao anti-inflamatéria dos extratos hidroalcodlicos da propolis vermelha em
comparacao com a prépolis verde no modelo de edema de orelha induzido por 6leo
de créton em camundongos e edema de pata induzido por carragenina em ratos. A
atividade antifungica com cepas de Candida albicans, Candida luzitaniae, Candida
dublinienses, Candida kruzei, Candida tropicalis, Candida parapsilosis e Candida

guilliermondli, também sera avaliada.
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IV. OBJETIVOS

a. Gerais

» Estudar a atividade anti-inflamatéria de extratos de prépolis

(verde e vermelha).

» Avaliar a atividade antifungica da prépolis (verde e vermelha) em

cepas de Candida.

b. Especificos

i. Determinacao da atividade anti-inflamatéria dos extratos de propolis
verde e vermelha utilizando o modelo de edema de orelha induzido
por 6leo de Croton em camundongos;

ii. Determinacao da atividade anti-inflamatéria dos extratos de prépolis
verde e vermelha utilizando o modelo de edema de pata induzido
por carragenina em ratos;

iii. Determinagao da suscetibilidade antifungica dos extratos utilizando
cepas de Candida;

iv. Analise comparativa das atividades anti-inflamatéria e antifungica

da prépolis vermelha e verde.
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V. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

1. DESENHO DO ESTUDO

O presente trabalho foi desenvolvido na Faculdade de Ensino Superior de
Floriano — FAESF, em parceria interinstitucional com a Universidade Federal de
Pernambuco — UFPE, que gentilmente nos forneceu a prépolis verde e vermelha.
Apés a preparacao dos extratos, o estudo seguiu duas linhas de trabalho: uma com
animais, que investigou a atividade anti-inflamatéria topica através do modelo de
edema de orelha em camundongos e sistémica através do modelo de edema de
pata em ratos com a aplicacdo i.p (intra-peritoneal) dos extratos e outra linha de
pesquisa com microorganismos para avaliagdo da atividade antifiungica com
diferentes espécies de Candidas.

A avaliagdo dos resultados foi feita comparativamente entre os dois tipos de

prépolis: verde e vermelha.

2. TAMANHO DA AMOSTRA

O estudo com animais (N = 6 por grupo) foi realizado com camundongos da
espécie Mus musculus e ratos da espécie Ratus novergicus, adultos de ambos os
sexos com peso de 25 a 30g e 150 a 2009 respectivamente, provenientes do biotério
da Faculdade de Ensino Superior de Floriano. Os animais foram previamente

mantidos em condi¢des controladas de temperatura (22 £ 1°C) e iluminacgao (ciclo
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claro/escuro de 12 horas) com livre acesso a racao e agua. Os testes foram feitos
em triplicata.

Os experimentos para determinacao da atividade antifungica foram feitos com
cepas de isolados clinicos do laboratério de patologia da Universidade Federal do
Piaui-UFPI, para teste de inibicdo em placa contendo meio de cultura sélido
nutritivos para fungos. Os experimentos foram realizados em ftriplicata e os

resultados expressos pela média aritmética.

3. COLETA DA PROPOLIS

A amostra de propolis vermelha foi coletada numa area de restinga préximo a
cidade de ltapissuma-PE (no apiario da empresa Mel Brasil Ltda, distrito de Atapuz ,
estado de Pernambruco, S: 7° 33’ 38” W: 35° 0’9”), em outubro de 2006. Esta
amostra foi em seguida acondicionada em recipiente plastico opaco,
hermeticamente fechado, e conservada sob refrigeracdo entre (-10 e -5°C). A
amostra de prépolis verde foi obtida da empresa Apis & Indigenas de Belo
Horizonte-MG, em janeiro de 2007 e conservada nas mesmas condi¢coes citadas

acimas para a prépolis vermelha.

4. OBTENGCAO DOS EXTRATOS DE PROPOLIS VERMELHA E VERDE

Foram preparados extratos hidroalcodlicos de prépolis vermelha e verde

(EEP) a 20% (m/v), por maceragéo durante 48 h, em solugéo hidroalcodlica a 80%.
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Apls esse tempo, os extratos foram filtrados e acondicionados em frascos de vidro

ambar segundo metodologia descrita anteriormente por Park et a/ 1998.

Para a realizacdo do modelo de edema de orelha em camundongos, apdés a
obtencado dos extratos hidroalcodlicos de prépolis vermelha e verde, os mesmos
foram liofilizados em Rotaevaparador para obtencdo dos extratos secos dos dois
tipos de prépolis. Os extratos secos foram entdo ressuspendidos em alcool etilico
P.A para facilitar a aplicacao tépica na orelha dos animais, visando maior rapidez na

evaporacao do solvente, minimizando assim as perdas.

5. ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

5.1 Edema de orelha induzido por éleo de croton em camundongos

Os camundongos foram divididos em grupos (N=6) e aplicados topicamente
(volume de 20pL) em iguais concentracdes na orelha com o extrato etandlico de
prépolis verde (grupo 1), extrato etandlico de prépolis vermelha (grupo Il), ou tratado
com Dexametasona em alcool etilico P.A, 2mg/orelha, como controle positivo (grupo
V).

Para as observacées dos efeitos antiinflamatérios, os animais foram
separados em dois grupos: um experimental e outro controle positivo. Os extratos
foram testados no edema agudo apds aplicacdo de 20uL na orelha direita dos
camundongos dos subgrupos experimentais | (Propolis verde) e Il (Prépolis
vermelha), ambos a 100mg/ml do residuo seco em alcool etilico P.A. O subgrupo |l
foram tratados com o veiculo, 20uL de alcool etilico P.A na orelha direita, e o

subgrupo IV foram tratados com Dexametasona 20uL (2mg) na orelha direita. Todos
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0s grupos tém como controle a orelha contralateral administrado o0 mesmo volume
de solucdo salina (20uL). Apds 1 hora da aplicagdo dos extratos, veiculo e droga
controle, os animais receberam aplicacao tépica de 20uL de éleo de croton (5% em
acetona) na orelha direita, tendo como controle a orelha contralateral administrada o
mesmo volume de acetona. Apds 4 horas os animais foram sacrificados e removidos
discos de 5 mm de diametro das orelhas e pesados (Schiantarelli, et al. 1982, citado

por Braggio, et al.,2002).

A diferenca entre o peso das orelhas foi tomada como o edema induzido por

6leo de croton.

Figura 10-. Pesagem dos discos (5mm) das orelhas de camundongos em balanga
analitica.
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5.2 Edema de pata induzido por carragenina em ratos

Foram utilizados ratos machos pesando de 150-200 g, reunidos em grupos de
seis animais. Estes animais tiveram suas patas traseiras direitas marcadas na borda
pdstero-proximal da proeminéncia do calcanhar e seus volumes (ml) determinados
através de um pletismégrafo (Plesthysmometer-Ugo Basile). Os animais receberam
uma injecao intraplantar (100 pL) de carragenina 1 % (tempo 0). Ap6s 1,2, 3,4 e 5
horas da inje¢cdo do agente edemaciante, o volume da pata foi novamente medido
(VF) e o volume de edema (VE) foi determinado pela diferenga em relacdo a medida

inicial (VI).

VE = VF - VI

Trinta minutos (tratamento via i.p.) antes da injecao do agente edemaciante,
os animais foram pré-tratados com o extrato hidroalcodlico de Prépolis verde e
vermelha nas doses de 25mg/kg e 50mg/kg. Os animais controle foram
administrados com um volume equivalente de salina 0,9% e Dexametasona 1mg/kg

(controle positivo).
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Figura 11. Injec&o intraplantar de carragenina na pata direita do rato.

6. ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Foi realizado teste de inibicdo em placa contendo meio sélido Sabouraud,
para fungos e leveduras. Para isto discos de papel de filtro estéreis pesando 30 mg *
4mg/cm? e 6mm de diametro foram embebidos em extratos hidroalcodlicos de
prépolis verde e vermelha, e apds secagem em estufa a 40°C foram dispostos na
placa semeada com uma das espécies de Candida em estudo. As placas foram
incubadas em estufa de camara umida a 20-25°C por 48 horas apds a semeadura. A
leitura é realizada, avaliando-se o tamanho do halo de inibicdo do crescimento
microbiano em milimetros. Os experimentos foram realizados em ftriplicata e os

resultados expressos pela média aritmética.
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7. ASPECTOS ETICOS

O projeto de pesquisa com protocolo experimental detalhado foi submetido ao
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual do Piaui,
CEP/FACIME/UESPI credenciado pelo CONEP/MS e aprovado com o n° de
protocolo 014/2008/EA.

Os investigadores foram responsaveis por conduzir o estudo em estrita

observacéao ao protocolo aprovado.
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VI. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

1.1 Edema de orelha induzido por 6leo de créton em camundongos

Os resultados observados no teste do edema de orelha sugerem que, pelo
menos nas concentracdes utilizadas, a prépolis vermelha apresenta atividade anti-
inflamatéria. A prépolis verde, apesar de causar uma diminuigcdo no edema, esta ndo
foi estatisticamente significativa. (Figura 12). A principio estes resultados
observados com a propolis verde parecem ser contraditérios com trabalhos
anteriores que mostraram a existéncia de atividade anti-inflamatéria para prépolis

verde (Reis, 2000).

Entretanto, os resultados negativos da prépolis verde observados no teste do
edema de orelha no presente trabalho, podem ter sido influenciados por outros
fatores que podem interferir neste tipo de teste. As vezes, o animal ao se cogar ou
ao fazer contato fisico com os outros retira parte do extrato da orelha; por outro lado,
também, a pelagem da orelha pode interferir na absor¢do. Dessa forma, ndo se
pode descartar a hipétese de que essas variaveis possam ter contribuido para os
efeitos ndo estatisticamente significativos observados na atividade anti-inflamatéria

investigada da prépolis verde.
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Figura 12: Atividade antiedematogénica de extratos de propolis vermelha e verde

em edema de orelha induzido por 6leo de créton em camundongos. * P < 0,05 ***P <
0,001 (nivel de significancia em relag@o ao controle) one-way ANOVA e teste de Tuckey post hoc.
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1.2 Edema de pata induzido por carragenina em ratos

O modelo de edema de pata é agudo e progressivo, proporcional a
intensidade da resposta inflamatéria, o seu desenvolvimento depende do agente
flogistico utilizado. O edema induzido por carragenina € um modelo bifasico, com
varios mediadores atuando em sequéncia para produzir a resposta inflamatéria. Na
fase inicial (0-1 h) ocorre liberagdo de histamina, serotonina e bradicinina. A fase
posterior (1-6 h) esta correlacionada com elevada producao de prostaglandinas,
ativacao da COX-2 e, mais recentemente liberacdo de NO, na resposta inflamatéria

(Silva, 2005).

A Tabela 1 e a Figura 13 apresentam a evolucdo do edema de pata induzido
por carragenina e a acao dos extratos testados. Pode ser observado que ha uma
acao tanto na inibicdo da producdo de histamina, serotonina e bradicinina (fase

inicial) quanto de prostaglandinas (fase posterior).

Os resultados apresentados na Tabela 1 e na Figura 13 mostram a atividade
anti-inflamatéria sistémica tanto da propolis verde como da prépolis vermelha numa
relacdo dose-dependente. Na Tabela 1 pode ser observado que, 4 horas apés a
injecéo intraplantar de carragenina houve uma reduc¢do no edema da pata de ratos
de 1,36 para 0,88 na dose 25mg/kg e de 1,36 para 0,55 na dose de 50mg/kg com a
prépolis verde e de 1,36 para 0,72 e 0,58 com o extrato de prépolis vermelha nas

doses de 25mg/kg e 50mg/kg respectivamente.
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Tabela 1: Efeito do extrato hidroalcodlico de prépolis verde e vermelha no edema de
pata induzido por carragenina em ratos. Os valores representam a diferenca de
volume, (em mL), entre as patas injetadas com carragenina e aquelas injetadas com
salina.

Tempo C?'\r;;rcolle Dexametasona EPvd EPvd EPvm EPvm
(Min.) 0,9%) (1mg/Kg) (25mg/Kg) (50mg/Kg) (25mg/Kg) (50mg/Kg)
0

60 0,67%0,03 0,15%0,03 0,39+0,04 0,26+0,05 0,31+0,04 0,23%0,06
120 1,13+0,06 0,25%0,05 0,52+0,03 0,5+0,08 0,49+0,06 0,6%0,09
180 1,38+0,09 0,3+0,06 0,78+0,07 0,77+0,04 0,75+0,05 0,74%0,08
240 1,36%0,12 0,22+0,07 0,88+0,03 0,55+0,08 0,72+0,04 0,58%0,05

300 1,15%0,10 0,1+0,06 0,7+0,09 0,49+0,11 0,6+0,11 0,49%0,03

Valores expressos como Média + E.P.M. de 6 animais.
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ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA DE EXTRATOS DE PROPOLIS
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Figura 13: Efeito do extrato hidroalcodlico de prépolis verde (EPvd) e vermelha

(EPvm) no edema de pata induzido por carragenina.

Resultados similares a estes, também foram observados por Borrelli et al.
(2002), os quais mostraram que os extratos etandlicos de propolis com CAPE e o
CAPE isolado inibem de forma dose-dependente o edema de patas em ratos, o

volume de exsudato, a migragdo dos leucécitos e a artrite induzida por carragenina.

Como descrito acima, a participacdo do CAPE isolado da propolis, na inibicao
da sintese de prostaglandinas foi também constatada por Borrelli et al. (2002). Além
destes compostos, Kro et al. (1996) caracterizaram na prépolis mais outros 15
compostos que, conhecidamente apresentam esta atividade anti-inflamatéria, entre

eles o acido salicilico, a apigenina, o acido felurico e a galangina.
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A inibicdo na geragao de o6xido nitrico por macréfagos é também apontada
como um dos fatores responsaveis pela atividade anti-inflamatéria da prépolis
(Nagaoka et al., 2003). Entretanto, outros estudos indicam um aumento na produgao
de H>O, e NO por estas células (Orsi et al., 2000). Um incremento na mobilidade e
espraiamento destas células também foi constatado por Tatefugi et al. (2003), da
mesma forma que Menezes (2005), em estudos utilizando camundongos e coelhos
aplicando solucdes hidroalcodlicas de prépolis na forma tépica, intraperitoneal ou
oral.

A partir dos experimentos realizados no presente trabalho, pode-se, entao
ressaltar que a atividade anti-inflamatéria da propolis é observada, tanto a nivel

tépico/local (no edema de orelha), quanto a nivel sistémico (edema de pata).
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2. ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Os resultados no estudo da atividade antifingica mostram uma inibicao
discreta para a Candida albicans e Candida guilliermondii (Figura 14, placa 1 e
placa 7), sendo esta melhor observada para a propolis vermelha (discos da direita),
quando comparada a verde. Esse achado contraria o estudo realizado por Ota et al.
(2001), no qual encontrou-se, para extratos alcodlicos de propolis verde, uma melhor
efetividade para C. albicans sendo que a C. guilliermondii apresentou uma maior
resisténcia a acao da propolis verde. Essa espécie (C. albicans) é responsavel pela
maioria das infec¢cées causadas por Candida, sendo de particular importancia

clinica.

Ainda na Figura 14 (placa 3) pode-se observar o melhor resultado de inibi¢cao
conseguido neste ensaio com halo de inibicdo dos discos contendo prépolis
vermelha maior que os discos que contém propolis verde. Trata-se da Candida
dubliniensis, espécie anteriormente descrita (1995) e primariamente relacionada com
candidiase oral em pacientes imunossuprimidos portadores do HIV, sintométicos ou

nao.

Na maioria das placas observou-se, pelo menos uma discreta inibicao,
devendo-se considerar a concentragdo do extrato que pode ser incorporada ao disco
de papel (menos de 5mgq). Esses resultados preliminares permitem sugerir uma
atividade mais efetiva para o extrato hidroalcodlico de propolis vermelha do que para

o de propolis verde. Esse fato contraria a literatura e outros ensaios anteriores
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(Fernandes, 2007), o que pode indicar que sdo necessarios estudos adicionais com

uma definigdo mais precisa das concentragdes dos extratos investigados.

Figura 14. Registro dos halos de inibicdo com discos contendo extratos de prépolis
verde (a esquerda) e vermelha (a direita), Placa 1: C. albicans, Placa 3: C.
dubliniensis e Placa 7: C. guilliermondii.
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Tabela 2: Medidas dos halos de inibigdo com discos contendo extratos de prépolis
verde e vermelha em placas de Agar Sabouraud ap6s semeio de diferentes espécies
de Candida.

CEPAS DE Candida Propolis verde Propolis vermelha
Candida albicans 6,5 mm 8,2 mm
Candida parapsilosis * *

Candida tropicalis * 6,5 mm
Candida guilliermondii 6,2 mm 7,0 mm
Candida kruzei * *

Candida luzitaniae 6,0 mm 6,2 mm
Candida dubliniensis 7,0 mm 10,0 mm

* Nao foi possivel observar inibicao

Varios estudos a respeito da susceptibilidade de espécies de Candida a
diferentes antifungicos tém sido desenvolvidos. Neste aspecto, Ito et al. (2004)
mostraram a susceptibilidade in vitro de Candida isoladas de pacientes indicando a
tendéncia ao aparecimento de resisténcia. Corroborando com esse estudo Batista et
al. (1999), chama a atencao para os efeitos colaterais e adversos das drogas
antifingicas utilizadas, sobretudo para a Anfotericina B, tida como droga padrdo em
efetividade contra esse género de fungo. Esse fato impulsiona para a necessidade

de se encontrar novas alternativas terapéuticas.
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Holderna e Kedzia (1987), estudaram a acao combinada de antimicéticos e
propolis em C. albicans e encontraram um aumento da inibicdo mostrando a
existéncia de um efeito sinérgico. Isto abre expectativas para o desenvolvimento de

experimentos similares utilizando-se a propolis vermelha.

A partir dos resultados observados pode-se especular que o possivel
mecanismo de acao da propolis seja a inibicdo da divisao celular. Talvez a prépolis
possa operar por inibicdo da replicacdo do DNA e, indiretamente, na divisdo celular,
embora nao se possa afirmar que seja semelhante ao modo de acao dos antibiéticos

classicos (Ota, 2001).

A maioria dos estudos ndo detecta a inibicdo no crescimento de Candida
albicans em cultura, embora poucos estudos como o de Sosa et al. (1997) e Hegazi
et al. (2000) tenham constatado a inibicao desta levedura pela propolis. Realizou-se
testes de sensibilidade em 80 cepas de Candidas (20 C. albicans, 20 C. tropicalis,
20 C. kruzei e 15 C. guilliermondii) mostrando clara atividade antifingica, sendo a C.

albicans a mais sensivel e a C. guilliermondii a menos sensivel (Ota, 2001).

Embora a atividade ora apresentada no presente trabalho tenha se mostrado
discreta, é importante ressaltar que associacdées da propolis com antimicrobianos
convencionais ou mesmo contra algumas cepas resistentes tém mostrado bons
resultados inibitorios. Cepas resistentes a benzilpenicilina, tetraciclina e eritromicina
foram sensiveis a propolis. Ou seja, a propolis possui efeito sinérgico quando

combinado com um dos trés antibibticos para essas cepas resistentes (Shub, 1981).
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CONCLUSAO
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VIl. CONCLUSAO

Conclui-se que durante todo o estudo, a prépolis vermelha apresentou uma
melhor atividade anti-inflamatéria tépica e sistémica, e também melhor atividade
antifingica que a prépolis verde. E importante ressaltar que os estudos aqui
realizados indicam que a prépolis, tanto a vermelha, quanto a verde, apresenta
potencial para as atividades farmacoldgicas ora apresentadas. Todavia, ainda serao
necessarios estudos adicionais, envolvendo ensaios pré-clinicos e clinicos, capazes
de determinar as doses corretas a serem administradas para que seja plenamente

esclarecido o real efeito da propolis nesses modelos utilizados.
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