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RESUMO: a propolis é uma resina coletada das arvores pelas abelhas Apis mellifera L.,
que contém inGimeras substancias, dentre elas os flavonodides. Devido a grande variedade de
sua composicdo quimica, apresenta varias agdes farmacoldgicas, destacando-se as acdes
antiinflamatoria, cicatrizante, antitumoral e antimicrobiana, principalmente a antifingica. Esta
acdo foi testada frente a leveduras isoladas de onicomicoses, que sio infec¢des de dificil e longo
tratamento que causam efeitos indesejaveis ao paciente. A propolis surge como uma eficiente
opg¢do de tratamento, pois ¢ de baixa toxicidade e pode ser de uso topico. Este trabalho objetivou
avaliar a otimizag@o do processo extrativo da propolis através de parametros fisico-quimicos e
demonstracdo da atividade antifingica.

Unitermos: Apis mellifera, propolis, antifungicos, otimizagdo da extracdo, onicomicoses.

ABSTRACT: “Antifungal activity evaluation of different propolis extracts”. Propolis is a
resin collected by the bees Apis mellifera L., which contains several substances including the
flavonoids. Due to a diversified chemical composition propolis presents some pharmacological
actions, being distinguished the anti-inflammatory, healing, antitumoral and antimicrobial
properties and, in particular, its antifungal action. This action has been tested against yeasts
obtained from onychomycosis, which are infections of difficult and long treatment and they can
manifest intolerable effects on the patient. The propolis appears as an efficient therapy option,
as it has low toxicity and should be of dermal use. The aim of the present study was to evaluate
the optimization of the propolis extractive process through physiochemical parameters and
antifungal activity demonstration.
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INTRODUCAO

A propolis ¢ uma complexa mistura de
substancias que as abelhas coletam de varias plantas,
elaboram e depositam em seus ninhos, com o objetivo
de vedar a colméia. Esta mistura ¢ constituida por 47%
de resina contendo vitaminas, sais minerais, compostos
fenodlicos como flavondides, acidos graxos, alcoois
aromaticos e ésteres, 30% de ceras, 5% de poélen, 4-
15% de substancias volateis e matérias estranhas e 13%
de substancias desconhecidas (Burdock, 1998). Dentre
as substincias presentes na propolis destacam-se os
flavonoides, os quais sdo indicados como responsaveis
pelas acdes, antiinflamatdria, antimicrobiana e, em
especial pela antifungica (Somnez et al., 2005; Cusnhie;
Lamb 2005).

A propolis é uma importante alternativa
terapéutica do ponto de vista econdmico e eficicia
farmacoldgica por ser de facil obten¢do e por apresentar
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inimeras propriedades farmacéuticas . (Soares et al.,
2006; Tavares etal.,2006). Entre outras, estd comprovada
a acdo antimicrobiana frente a varios agentes
etiologicos, por exemplo, bactérias Gram positivas
como Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus
e Gram negativas Escherichia coli (Burdock, 1998;
Nieva, 1999; Kujumgiev, 1999; Packer; Luz, 2007) e
leveduras, sobretudo Candida albicans (Fernandes et
al., 1995; De Castro, 2001, Oliveira et al., 2006).

Atualmente, ha estudos sobre a prépolis nas
mais diversas areas, desde a caracterizacdo da droga
(Franco et al., 2000; Bruschi et al., 2003) e otimizacao
dos processos de extracdo (Franco; Bueno, 1999) até
controle de qualidade (Sousa et al 2007). Contudo, nao
ha estudos que evidenciem a relagdo entre as condigdes
de otimizag¢do da extracdo da prdpolis e a atividade
antimicrobiana.

O processo de otimizagdo compreende a
extragdo sob condicdes diversas, tais como: temperatura
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de extra¢do, comparacdo entre métodos e diferentes
liquidos extratores (alcool em varias diluigdes, adi¢do
de substincias tensoativas misturadas as solugdes
alcool-agua ou agua).

A onicomicose ¢ uma infec¢do fungica
ungueal que pode ser causada por fungos filamentosos
ou leveduras. Representa de 20 a 50% das onicopatias
e 30% de todas as infecgdes micdticas superficiais.
Recentemente, tem sido relatado aumento do nimero
se casos dessas infecgdes que ganharam consideravel
importancia ao longo das ultimas décadas, como
resultado de um aumento significativo na incidéncia
de agentes oportunistas, dentre os quais se destacam
as leveduras. Atualmente, as leveduras, que até pouco
tempo ndo eram consideradas patogénicas para as
unhas, tém sido responsabilizadas por 75% dos casos
de onicomicoses na Libia (Ellabib et al., 2002), por
59,1% dos casos em Roma (Mercantini et al., 1996)
e por 49,1% dos casos na cidade do Rio de Janeiro
(Aratijo et al., 2003). O aumento da freqliéncia de
onicomicoses causadas por leveduras pode ser atribuido
a varios fatores, destacando-se o aumento do nimero de
pacientes imunocomprometidos, como conseqiiéncia do
aumento da sobrevida de doentes graves e da vida média
da populagdo.

Assim, este trabalho tem por objetivo avaliar
a eficiéncia do processo extrativo, variando-se a
concentragdo de propolis, usando-se diversos liquidos
extratores e, a0 mesmo tempo, selecionar o extrato que
apresente melhor atividade in vitro frente a uma colegéo
de leveduras isoladas de onicomicoses.

MATERIAL E METODOS
Obtencio da propolis

As amostras de propolis foram coletadas das
colméias de abelhas Apis mellifera L., na Fazenda
Experimental de Iguatemi da Universidade Estadual de
Maringa (FEI-UEM), localizadas no apiario da clareira,
no interior de uma reserva de eucaliptos e ao redor de
uma mata nativa. As amostras foram congeladas e, em
seguida, trituradas em turboextrator, acondicionadas em
frasco ambar bem vedado e estocadas em temperatura
de congelamento (-20 °C).

Caracterizacio da proépolis

Teor de flavonoides totais (Deutsches
Arzneibuch, 1994): Cerca de 0,400 g da Prépolis
exatamente pesadas, foram colocados em baldo de
fundo redondo de 100 mL e acrescidos de 1 mL de
uma solu¢do de hexametilenotetramina a 0,5% (p/p),
20 mL de acetona ¢ 2 mL de acido cloridrico. Foram
aquecidos em banho-maria, sob refluxo, por trinta
minutos. A mistura foi filtrada para baldo volumétrico
de 100 mL através de pequena quantidade de algoddo. O

residuo da propolis e o algoddo foram lavados, em baldo
volumétrico de fundo redondo, com duas por¢des de 20
mL de acetona, aquecendo-se a fervura sob refluxo, por
10 minutos. Apos resfriamento a temperatura ambiente,
as solugdes foram filtradas, através de algoddo, para
0 baldo volumétrico, completando-se o volume com
acetona. Exatamente 10 mL da fra¢do acetonica foi
colocada em funil de separagdo e adicionado 20 mL
de agua e depois de extraidos com 15 mL de acetato
de etila repetindo-se por trés vezes, com por¢des de
10 mL de acetato de etila. As fases de acetato de etila
foram reunidas e lavadas, em funil de separa¢do, com
duas porg¢des de 50 mL de agua. A seguir, a fragdo em
acetato de etila foi filtrada para um baldo volumétrico
de 50mL, através de algoddo e sulfato de sddio anidro.
Exatamente 10 mL dessa fracdo foi colocado em um
baldo volumétrico de 25 mL, juntou-se 1mL de cloreto
de aluminio e completou-se com solug@o metandlica de
acido acético. Ao mesmo tempo, 10 mL da fra¢do de
acetato de etila foram diluidos a 25 mL com solugdo
metandlica de acido acético (solugdo comparativa).
Aguardou-se 30 minutos ¢ procedeu-se a leitura em
espectrofotdmetro (425 nm). A partir da absorvéncia
obtida (A), da perda por dessecagdo (PD) e da massa (m)
da amostra de Propolis, obteve-se o teor de flavonodides
(% em quercetina), utilizando para o calculo a seguinte
equagdo:

Teor de flavonodides = A x 62500/500*m (100-PD) % (p/p)

Determinagdo do teor de ceras (Franco et al.,
2000): Para a determinag@o do teor de ceras, pesou-se
1,0 grama de Propolis, colocou-se em frascos de vidro
com tampa e submeteu-se a extragao com trés fragdes de
10mL de éter de petréleo sob aquecimento em banho-
maria fervente (b.m.f.). A fragdo etérea foi desprezada
e as propolis remanescentes foram secas em b.m.f.,
resfriadas e submetidas a nova pesagem. Os resultados
sdo expressos em porcentagem (%, p/p) e representam a
média de trés determinagdes.

Teor de cinzas totais (Farmacopéia Brasasileira,
1988): Para determinagdo do teor de cinzas totais,
foram pesadas exatamente 3g da droga pulverizada e
transferida para um cadinho de porcelana previamente
calcinado, resfriado e pesado. Apos distribuir a amostra
uniformemente no cadinho a amostra foi incinerada,
aumentando paulatinamente a temperatura, n@o
ultrapassando 700 °C, até que todo o carvdo fosse
eliminado (mais ou menos 4 horas). O cadinho foi
resfriado em dessecador e pesado. Calculou-se entdo a
porcentagem de cinzas em relagdo a droga seca ao ar.
Os resultados representam a média de 4 determinagdes
e sdo expressos em porcentagem (%, p/p).

Determinacdo da umidade em balanga com
infravermelho (INFRATEST): Foram pesadas amostras
contendo 3,0 g de propolis, previamente moidas e
submetidas ao aquecimento a 75 °C através de raios
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infravermelho pelo periodo de aproximadamente 1
hora, até que o peso ndo variasse mais do que 0,25%.
Foram realizadas 5 determinagdes e, os resultados sdo
expressos em porcentagem (%, p/p).

Obtencio dos extratos de propolis

Foram preparados extratos por turboextragao,
com concentragdo de propolis variando entre 5% e
30% (p/p), utilizando-se alcool 93,7% (p/p) conforme
Franco e Bueno (1999). Estes extratos receberam a
denominacdo de A, B e C. Os extratos hidroglicolicos
foram preparados com propilenoglicol em trés
concentragdes entre 30% a 50% (V/V), mantendo uma
concentragdo fixa de propolis (p/p) ¢ denominados de
D, E ¢ F, respectivamente. Todos os extratos foram
acondicionados em frascos de cor ambar, com batoque
interno de vedacdo e tampa rosqueada. Os mesmos
foram armazenados em local seco e sob temperatura de
25 °C. Esta metodologia de preparacdo estd patenteada
junto ao Instituto Nacional de Propriedade Industrial
(INPI) sob o niimero PI 0501875-7.

Otimizacao dos extratos

Determinagdo do residuo seco (Mello;
Petrovick, 2000): Foram exatamente pesadas 20,0g
da solugdo extrativa em pesa-filtro previamente
tarado e a solugdo foi evaporada até secura em banho
de agua fervente, sob agitagdo constante. O pesa-
filtro foi colocado em estufa por 2h a temperatura de
aproximadamente 105 °C, resfriado em dessecador e
pesado. O resultado foi expresso em relagdo a 100,0 g
do extrato, pela média de trés determinagdes.

Determinagdo dopH (Farmacopéia Brasasileira,
1988): Foram realizadas trés leituras sucessivas de pH.
Para padronizagdo do phmetro foram realizadas leituras
dos tampdes com pH 4,0 e 7,0, conforme estabelecido
na Farmacopéia Brasileira (1988).

Determinagdo da densidade relativa - método
do picnometro (Farmacopéia Brasasileira, 1988):
Foram colocados os extratos em picndmetro de 25,0
mL previamente pesados e foram pesados depois de
preenchidos com os extratos ajustados a temperatura a
20 °C. Os resultados foram obtidos pelo quociente entre
a massa obtida dos extratos divididas pelo seu volume,
segundo estabelecido na Farmacopéia Brasileira (1988).
As analises foram realizadas em quintuplicatas.

Teor de flavonodides totais para os extratos de
propolis (Franco; Bueno, 1999): O teor de flavonoéides foi
determinado para os extratos, tomando 3,0 mL de extrato
e adicionados de 3,0 mL de agua e 3,0 mL de acetona.
Esta mistura foi extraida trés vezes com acetato de etila e
completado o volume em baldo volumétrico para 50 mL.
Foi retirada uma aliquota de 10,0 mL, adicionado 1,0 mL
de cloreto de aluminio 2% (em etanol) e completado o
volume para 25 mL em baldo volumétrico com solugéo
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metanol acética 5% (V/V). Apds 30 minutos foi feita a
leitura em 425 nm. Obteve-se o teor de flavonoides (%
em quercetina, n = 5) a partir da equagdo abaixo, onde a
absorvancia obtida (A), a perda por dessecacdo (PD) e
a massa (m) da amostra correspondente de propolis sdo
utilizados para o célculo:

Teor de flavonodides = A x 12500/500*m (100-PD) % (p/p)

Determinacio da Concentrac¢ao Inibitéria Minima

A concentragdo inibitoria minima (CIM)
foi determinada tendo como base o método de
microdiluicdo em caldo preconizado pelo National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS
1997) com algumas adaptagdes para produtos naturais,
a saber: A concentragdo do inoculo foi ajustada em
espectrofotometro (Baush & Lomb) para corresponder
a turbidez do tubo 0,5 da escala Mc Farland em
comprimento de onda de 530 nm de modo que o volume
de 100 mL dessa suspensdo continha entre 0,5 e 2,5
x 10°* UFC/mL. O teste foi realizado em microplacas
plasticas esterilizadas (Nunclon, Delta, Nunc A/S,
Roskilde, Denmark), contendo 96 pogos organizados
em oito séries identificadas de A a H, cada qual com
doze pogos numerados de 1 a 12. Cada linha (A-H)
correspondeu a uma espécie fingica que recebeu 100
uL do indculo aferido e cada coluna recebeu 100 pL do
extrato de propolis, diluido de forma seriada na razdo 2
em caldo YNBG até a dilui¢do de 1/128. Em cada placa
foram incluidos controles negativo e positivo, também
foi realizado um teste de cada levedura com alcool, suas
dilui¢des e solugdo propilenoglicol-dgua nas mesmas
condigdes que foram usados como liquido extrator no
preparo do extrato. As microplacas foram incubadas
em camara umida a 35 °C por 48 h com monitoramento
diario. A leitura do teste foi feita através de comparagédo
visual por reflexdo em espelho.

A CIM foi considerada a menor concentragdo
do extrato capaz de inibir 100% do crescimento de
cada levedura, tendo como referéncia o seu respectivo
controle positivo.

Microrganismos: o ensaio da CIM de cada
extrato de propolis foi realizado, em duplo cego, sobre
uma cole¢do de 67 leveduras de interesse médico isoladas
de casos clinicos (onicomicoses) de pacientes atendidos
no Laboratéorio de Ensino e Pesquisa em Analises
Clinicas e identificadas segundo Larone (1995). Para o
controle da técnica foi incluida a levedura de referéncia
Candida albicans (ATCC 90028).

Testes estatisticos
Para acompanhamento do experimento foram

obtidos os desvios padrdo e os coeficientes de variagdo
percentual. Os dados foram submetidos a analise de
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variancia (ANOVA) e para determinagdo das diferencas
minimas significativas foi utilizado o teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O controle de qualidade da matéria-prima ¢
fundamental na produgdo de medicamentos. Para tanto,
a determinacdo de cinzas totais na propolis foi realizada
com intuito de estabelecer a quantidade de substincia
residual ndo wvolatil no processo de incineragdo
especificado (Farmacopéia Brasiseileira, 1988).

Na Tabela 1 pode ser visualizado que o teor de
cinzastotais apresenta 3,24% coerente com a estabelecida
por Franco et al. (2000) que definiram parametros para
a propolis proveniente da regido de Maringa (2,45 -
3,63%). Da mesma forma, outros pardmetros analisados,
como os teores de ceras e de flavonoides totais = 1,79%
e a perda por dessecagdo apresentam valores na faixa
previamente estabelecida por estes autores (teor de ceras
=4,10a 39,50% e teor de flavonoides = 1,72a 5,52% e
perda por dessecagdo = 5,29-14,11%), o que demonstra
a qualidade adequada da propolis em estudo, necessaria
para ser utilizada como medicamento.

Em etapa anterior, Franco e Bueno (1999)
estabeleceram que, para a obten¢do de extratos de
propolis, a concentragdo mais adequada ¢ a 10% e o
liquido extrator o alcool etilico 93,7%. Neste trabalho,
para a otimizag@o, compararam-se os extratos de propolis
obtidos dessa forma com os extratos hidroglicolicos e
concentragdes crescentes de propolis a partir de 5%.
O uso das diferentes concentragdes do glicol tornou-
se necessario em comparacdo com o extrato alcodlico
por serem os glicolicos de grande utilizagdo no mercado
farmacéutico, por serem estes menos agressivos que
o alcool a pele e mucosas e promoverem aumento
no rendimento da extragdo de substidncias como o0s
flavonoides e taninos (Diemunsh; Mathis, 1980). Aliado
a isto, o extrato obtido com glicdis propicia formas
farmacéuticas emulsionadas mais estaveis, tornando-se
importante este estudo por possibilitar informagdes que
assegurem o sucesso da substitui¢do, com vantagens, do
alcool 93,7% (p/p) como liquido extrator no preparo de
extratos de propolis.

Na otimizagdo dos extratos foi avaliado, entre
outros parametros, o pH. Este dado ¢ fundamental no
processo de extragdo, pois é responsavel por selecionar
e determinar as substancias a serem extraidas, de acordo
com suas caracteristicas quimicas e de polaridade. Atua,
ainda, como sensor da estabilidade do medicamento, pois
o pH ¢ sinalizador de provaveis alteragdes quimicas que
possam estar ocorrendo no meio extrativo. Além disso,
o pH acido evita o ataque de alguns microrganismos
contaminantes de medicamentos liquidos.

Conforme a Tabela 2, a faixa de pH variou de
5,46 - 5,82 para os extratos alcodlicos, enquanto que
para os glicolicos variou entre 4,86 - 5,03. Através destes
valores € possivel visualizar a influéncia das substancias

sobre o pH dos liquidos extratores, os quais apresentam
valores de 6,35 e 7,51 para o alcool e propilenoglicol
respectivamente. Esta diminui¢@o do pH observada nos
extratos com relacdo ao liquido extrator mostra o carater
acido das substancias extraidas.

O perfil obtido para o teor de flavonodides
(Tabela 3) mostra variagdo na faixa entre 0,08 a 1,81%
nas diversas condigdes de extracdo, apresentando
diferencas significantes na diferenga entre médias para
os extratos A, B, C e D, p < 0,001 e pertencentes a
mesma populacdo os extratos E e F, p > 0,05.

Os valores de residuo seco acompanham o
teor de flavondides totais (Tabela 3). Estudos de Franco
& Bueno (1999) mostraram que o valor do residuo
seco deve ser diretamente proporcional a graduagdo
alcodlica, enquanto que o teor de flavondides segue
ordem inversa. Neste estudo, foi fixada a graduagéo
alcodlica em 93,7% (p/p) para os extratos A, B e C que
apresentam maiores valores de residuo seco, sem no
entanto apresentarem aumento no teor de flavonoides,
principalmente para o extrato C (Tabela 3). Isto se deve,
provavelmente, a saturag@o do liquido extrator e ao fato
do alcool dissolver bem mais a resina do que a mistura
glicol-agua. Para os extratos A e B o teor de flavondides
permaneceu na mesma faixa, demonstrando que a
variagdo da concentragdo é um fator independente. Ja
para os extratos glicolicos se observa certa linearidade,
pois, de acordo com a diminui¢do da concentracdo do
propilenoglicol, o teor de flavondides totais também
diminui. Em primeira instancia, estes liquidos extratores
ndo seriam recomendados como eficientes para a
propolis, devido ao baixo teor de flavondides obtido.
Este fato ¢ perfeitamente explicado, por ser a propolis
um material resinoso, insoluvel em agua. Os glicois
melhoram a extra¢do das substincias flavonoidicas em
relagdo a agua pura, mas ndo em comparacao ao alcool
e suas dilui¢des, quando o material a ser extraido ¢ uma
resina. E importante ressaltar que os extratos D, E e F
foram preparados com a concentragdo de propolis que
apresentou maior teor de flavonodides.

Em avaliag@o preliminar dos extratos obtidos
emrelagdo aos flavonoides, pode ser observado na Tabela
3 que os extratos glicdlicos sdo bastante seletivos em
sua extragdo (extratos D, E e F). Nestes casos o teor de
flavonoides totais foi muito baixo (0,08-0,28%). Além
disso, os resultados ndo foram reprodutiveis (CV% =
8-29%). Essas duas limitagdes justificaram a exclusdo
destes extratos dos estudos de susceptibilidade frente as
leveduras.

Os extratos de propolis que apresentaram
repetibilidade quanto aos pardmetros analisados foram
submetidos a avaliagdo da atividade antifungica,
sendo determinada a concentragdo inibitdria minima
(CIM) de cada extrato sobre uma colecdo de leveduras
de interesse médico. A onicomicose foi a infeccdo
escolhida para este teste de acgdo antifingica por
corresponder ao maior desafio quanto a terapéutica
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Tabela 1. Indicadores da qualidade da propolis (n = 5).

Parametros Média (%) s CV%
Teor de Flavonoides 1,79 0,026687 1,49
Teor de ceras 23,06 1,9641 8,52
Cinzas totais 3,24 0,0730 2,31
Perda por Dessecacao 7,95 0,2654 3,34
s = desvio padrio relativo. CV% = coeficiente de variagao percentual.
Tabela 2. Parametros dos extratos de propolis e liquidos extratores (n = 5).
Parametros
Extratos pH ] CV% Densidade S CV%
A 5,82 0,0024 0,04 0,9128 0,0122 1,34
B 5,46 0,0165 0,30 0,8505 0,0201 2,36
C 5,62 0,0731 1,30 0,8673 0,0248 2,86
D 5,03 0,1002 1,99 1,0467 0,0357 3,41
E 4,86 0,1150 2,37 1,0211 0,0370 3,62
F 4,91 0,1457 2,96 1,0222 0,0384 3,76
Etanol 6,35 0,1980 3,12 0,8122 0,0383 4,72
Propilenoglicol 7,52 0,1617 2,15 1,0395 0,0264 2,54
Tabela 3. Valores percentuais obtidos para residuo seco (RS) e teor de flavonoides totais (TF, n =5).
Extrato (IE/OS ) S CV% (},;f) S CV%
A 3,68 0,1250 3,42 1,34 0,0269 2,01
B 7,30 0,1414 1,94 1,81 0,0629 4,58
C 14,90 0,7789 5,23 0,92 0,0132 1,44
D 1,85 0,1500 8,11 0,38 0,0156 4,10
E 0,90 0,1000 11,11 0,08 0,0144 18,00
F 1,23 0,1708 13,94 0,15 0,0590 39,33

s = desvio padrao relativo. CV% = coeficiente de variagdo percentual.

Tabela 4. Distribuigdo de espécies de leveduras isoladas de pacientes portadores de onicomicoses. (Oliveira et al., 2006).

Microrganismo Numero de leveduras (%)
Candida albicans 8 11,94
Candida parapsilosis 23 34,33
Candida tropicalis 15 22,38
Candida lusitanea 5 7,46
Candida kefyr 2 2,99
Candida guilhermondi 2 2,99
Candida stellatoidea 1 1,49
Candida glabrata 2 2,99
Geotrichum candidum 1 1,49
Trichosporon asahii 3 4,48
Trichosporon cutaneum 1 1,49
Trichosporon ovoides 1 1,49
Saccharomyces cerevisae 3 4,48
Total 67 100,00
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Tabela 5. Concentragdo inibitoria minima dos extratos de propolis frente 67 leveduras isoladas de pacientes portadores de

onicomicoses.
Extrato** Diluigéo 100ulL 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256
LS* 67 67 67 67 65 53 28 3 0
A TF
13,4 6,7 3,35 1,68 | 0,84 | 0,42 | 0,21 | 0,11 0,05
(mg/mL)
LS* 67 67 67 67 67 57 17 2 0
B TF
18,1 9,05 | 4,53 | 2,26 1,13 | 0,57 | 0,28 | 0,14 | 0,07
(mg/mL)
LS* 67 67 67 67 67 59 33 5 1
¢ TF
9,2 4,60 | 2,30 1,15 | 0,58 | 0,29 | 0,14 | 0,07 | 0,04
(mg/mL)
LS* 67 67 67 61 20 5 0 0 0
D TF
3.8 1,9 | 0,95 | 0,48 | 0,24 | 0,12 | 0,06 | 0,03 | 0,01
(mg/mL)

* LS = mimero de leveduras sensiveis a agdo dos extratos de propolis.
**Extratos A, B, C=obtidos em diferentes concentragdes de propolis e com liquido extrator alcodlico e D = obtido com concentragao

igual a A e com liquido extrator propilenoglicol:agua.

de micoses superficiais ¢ cutineas. A prevaléncia de
onicomicoses ¢ grande em nosso meio (Guilhermetti
et al., 2004), o que parece ser uma tendéncia mundial
(Chan et al., 2002; Elewski et al., 2002). Além disso, é
significativo o isolamento, a identificacdo de leveduras
entre os agentes de onicomicoses (Dorko et al., 2002).
O carater cronico das lesdes e a dificuldade de absor¢do
das drogas disponiveis, aliados ao elevado custo dos
antifingicos classicos sdo condigdes limitantes para
0 sucesso terapéutico das onicomicoses ¢ justificam a
busca de opgdes mais acessiveis.

Os resultados obtidos foram promissores,
mostrando que a propolis apresenta atividade antifungica
mesmo em quantidades muito pequenas. Observou-se a
inibi¢do de uma levedura até a diluigdo de 1:256 (cerca
de 0,04 mg/mL). A atividade antifungica foi proporcional
a concentracdo de propolis, além disto o teste mostrou
que os liquidos extratores ndo inibiram o crescimento
fungico, sendo assim o extrato C foi o mais eficiente.

A Figura 1 apresenta o perfil cumulativo
da agdo do extrato de propolis frente a leveduras. A
inibi¢do das leveduras ocorreu com todos os extratos
testados. No entanto, os extratos B ¢ C foram capazes de
inibir a totalidade das 67 leveduras até quando diluidos
1:16 (0,50-1,13 mg/mL). O extrato D obtido com
menor concentracdo de propolis, tendo como liquido
extrator o propilenoglicol foi efetivo apenas quando
muito concentrado (diluigdo 1:2), enquanto o extrato A,
equivalente na concentracdo de propolis, mas extraido

em etanol, ja apresentou a mesma efetividade quando
diluido até 1:4 (Tabela 5).

Os extratos preparados com etanol, nas trés
concentragdes, mas principalmente os que apresentaram
maior concentragdo de propolis, apresentaram
efetividade com as maiores diluigdes. Estes resultados
estdo de acordo com os valores obtidos para o teor de
flavonoides totais obtidos nos respectivos extratos
(Tabela 3), onde ¢ possivel visualizar que a maior
efetividade esta ligada aos extratos que apresentam
maior teor de flavondides totais.

Considerando-se o intervalo de variacgdo
de concentragdo dos flavondides totais nos extratos, o
extrato C foi o que apresentou maior intervalo de inibigao
frente as diversas leveduras isoladas de onicomicoses
(0,04-0,58mg/mL) e, o extrato B (0,14-1,13 mg/mL), o
extrato A (0,11-1,68 mg/mL) e extrato D (0,24-1,9 mg/
mL), mostrando, assim, a varia¢do entre eles quanto a
inibi¢do antifingica. Embora sejam muito semelhantes
os espectros de agdo dos extratos A, B ¢ C, a agédo
antifungica do extrato C se diferencia por apresentar
eficiéncia mesmo quando em pequena concentragdo
(0,04 mg/mL - Tabela 5).

Embora o extrato C tenha apresentado a melhor
performance frente as leveduras, o extrato B apresenta
perfil semelhante (efetividade frente as 67 leveduras
testadas na atividade antifingica) com as vantagens de
maior facilidade de produgido e menor custo.

Estes dados de CIM (Tabela 5) permitem a
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Figura 1. Concentragio inibitoria minima (CIM) de quatro extratos de propolis
(A, B, C e D) frente a 67 leveduras isoladas de onicomicoses.

determinacdo da dose mais efetiva frente a diferentes
leveduras para os quatro extratos testados. E possivel
detectar que extratos B e D apresentam comportamento
semelhante quanto ao espectro de agdo, pois ambos
foram capazes de inibir o maior niimero de leveduras,
porém diferiram quanto a diluicdo mais adequada
exigindo assim, maior concentragdo do extrato D (50%
da féormula) no momento do preparo da formulagdo.

CONCLUSAO

Todos os extratos alcodlicos e os glicolicos
apresentaram atividade antifiingica, sendo o extrato C
(etandlico) o mais eficiente e o extrato D (glicdlico) que
mostrou menor eficiéncia.

Com relacdo ao teor de flavonodides totais,
o extrato B apresenta melhor qualidade, seguido do
extrato A.

Os parametros estabelecidos permitem avaliar a
efetividade da extragdo, demonstrando principalmente, a
influéncia do glicol na selecdo de substancias extraidas.
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