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1- INTRODUCAO

A procura por substancias naturais dotadas de propriedades bioldgicas tem
se intensificado nas Ultimas décadas. Dentre os compostos naturais
caracterizados por possuirem atividades farmacologicas, a propolis, cuja
aplicagao terapéutica € conhecida e utilizada desde os primérdios da civilizagao, é
alvo, atualmente, de inumeras investigagdes cientificas, tendo por objetivo
identificar os mecanismos de sua bioatividade.

Por definicdo, prépolis € um produto resinoso natural produzido pelas
abelhas meliferas a partir de substancias coletadas em diferentes partes das
plantas, como brotos, casca, botbes florais e exsudatos resinosos (MARCUCCI,
1995; BURDOCK, 1998). As propriedades terapéuticas da prépolis estao
relacionadas a acao bactericida (ORSI et al., 2000), antiviral (BURDOCK, 1998;
FISCHER et al., 2005), anti-inflamatéria (ANSORGE et al., 2003), antioxidante
(SCHELLER et al., 1989), anticarcinogénica (ORSOLIC et al. 2004), e
imunomoduladora (FISCHER et al., 2007a, b). Embora empregada como produto
medicinal desde os tempos mais remotos, a compreensdo exata da sua
constituicdo quimica é relativamente recente e inclui mais de 300 substancias, ja
identificadas em sua composicdo, na qual predominam os polifendis (DE
CASTRO, 2001; CASTALDO; CAPASSO, 2002). A maioria dos polifendis sao
flavondides, acidos fendlicos e seus ésteres, aldeidos fendlicos e cetonas, os
quais sao responsaveis pela acdo contra varios micro-organismos patogénicos
(BANSKOTA et al., 1998; BURDOCK, 1998). Outros componentes da prépolis
incluem Oleos volateis, acidos aromaticos, ceras, resinas, balsamos e graos de
polen, ricos em elementos essenciais como magnésio, niquel, calcio, ferro e zinco
(DOBROWOLSKI et al., 1991).

No presente estudo, analisou-se a concentragdo maxima nio téxica de um
extrato de propolis marrom com predominancia de Artepilin C (acido
hidroxicinamico) frente a linhagens celulares renais de felinos e caninos.

2 - MATERIAIS E METODOS

A solucdo de propolis marrom utilizada foi fornecida por Apis Nativa
Produtos Naturais Industria e Comércio Ltda. O extrato aquoso liofilizado foi
reconstituido em meio Eagle (DMEM, Sigma) numa concentracéo final de 5%.
Pelo método de cromatografia liquida de alta performance (HPLC), sua
constituicdo quimica foi previamente analisada e estabelecida.
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Tabela 1: Compostos quimicos identificados no extrato de prépolis marrom.

Nome tR(min) Concentracdo mg/g
Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (derivado 1) 11,05 3,099365719
Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (derivado 2) 20,06 0,315947012
Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico 28,92 1,327367459
Acido cinamico (derivado 1) 31,82 0,312398406
2,2-Dimetil-6-carboxietenil-2H-1-benzopirano 21,71 0,320307701
Acido 6-propenoico-2,2-dimetil-8-prenil-2H-1-benzopirano 32,52 0,477792323
Total (mg/g) 5,853178619

A avaliacdo in vitro da toxicidade da prépolis foi realizada em cultura de
células renais denominadas Crandel feline kidney cells (CRFK) e Madin Darby
Canine Kidney (MDCK). Monocamadas de células foram cultivadas em
microplacas com 96 cavidades, contendo Meio Essencial Minimo (MEM),
acrescido de Soro Fetal bovino 10%, antifungicos e antibiéticos. Apds incubagao a
37°C em estufa umida com 5% de CO; durante 48 horas, foram adicionados MEM
contendo diluicées seriadas em base 2 da solugao de propolis a 5%. Andlises da
toxicidade, mediante a visualizagdo direta por microscopia optica ou através do
ensaio de vermelho neutro, o qual determina a viabilidade celular, foram
realizadas depois de 48 horas de incubacdo com as diferentes concentracdes do
extrato. Para o ensaio, removeu-se 0 sobrenadante e adicionou-se uma solugao
de vermelho neutro a 0,033% por 2 horas a 37°C em ambiente com 5% de CO,.
Procedeu-se, entdo, a remog¢ao do meio contendo o corante e, apos lavagem das
células com MEM, foram adicionados 100ul/cavidade de uma solugdo contendo
50% (v/v) etanol e 1%(v/v) de acido acético para solubilizagdo. A placa foi
devidamente agitada por 10 min, e a leitura das densidades O6pticas foi medida
num espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 540nm. Foi calculada a
porcentagem de células viaveis mediante a formula AT/AC x 100, sendo AT e AC
a absorbancia dos tratados e a absorbancia dos controles, respectivamente.

3 - RESULTADO E DISCUSSOES

Na visualizagao direta por microscopia oOptica, evidenciou-se auséncia de
alteragdes celulares na concentragao de 125 ug/ml de prépolis marrom em células
CRFK e em células MDCK.

Os resultados obtidos, mediante o ensaio com vermelho neutro realizado
neste estudo, demonstraram uma viabilidade celular de 93% para a linhagem
CRFK, quando utilizado 125 ug/mL do extrato de prépolis marrom, enquanto que
para a linhagem MDCK, a viabilidade apresentada foi de 100% nessa mesma
concentragdo. A propolis marrom a 250 ug/ml em MDCK resultou em 85% de
viabilidade.

Diversos ensaios in vitro e in vivo vém comprovando a baixa toxicidade dos
constituintes do extrato de propolis. A concentracdo maxima nao toxica
encontrada neste experimento esta de acordo com um estudo realizado por
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BRUM (2006), no qual se encontrou a concentracdo de 120ug/mL para a
linhagem MDCK.

4 - CONCLUSAO

A mensuragcdo da maior concentracdo de propolis marrom incapaz de
apresentar toxicidade as linhagens analisadas foi de 125 ug/ml para as células
CRFK e MDCK. O conhecimento da concentracdo téxica da propolis as células é
de extrema relevancia, pois garantira maior seguranga nos estudos envolvendo a
sua aplicagao terapéutica.
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