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PESQUISA DO EFEITO TRIPANOMICIDA DA PROPOLIS:

estudos “in vitro” e “in vivo”.

A doenga de Chagas é uma das mais importantes doengas parasitarias da América Latina,
em virtude de sua alta incidéncia, prevaléncia e repercussao sdcioeconémica que esta
endemia causa aos paises. Apesar dos esfor¢os, um nimero muito reduzido de drogas tem
sido indicados para o tratamento especifico da doenca, todas com efeitos colaterais ,eficacia
sobre algumas cepas e agéo restrita a fase aguda da doenga. Estudos realizados “in vitro”
demostraram que preparagoes com a propolis, obtida em colméias de abelhas, possuem alta
atividade contra o T.cruzi, inibindo a proliferagdo dentro da célula hospedeira. O presente
trabalho consiste em caracterizar o melhor solvente, periodo de tratamento e pré-
tratamento, dose de extrato para reducdo da parasitemia e 0 tempo de sobrevivéncia “in
vivo” em camundongos Swiss infectados com 5 x 10* formas infectantes da cepa Y do
T.cruzi. Propolis bruta de Apis mellifera (100 g), coletada na regiéo de Patrocinio - MG, foi
imersa em 500 ml de 4gua desionizada, triturada e aquecida a 80°C durante 120 minutos,
filtrada , liofilizada e ressuspendida em concentragdes desejadas, obtendo-se o extrato
aquoso de propolis (EAP). O extrato tweenolico de propolis (ETP) foi obtido pela imersao
de propolis de Apis mellifera em 500 ml de Tween 80 (5%) em agua deionizada e seguindo
a mesma forma de preparo que o EAP. O extrato etandlico de propolis (EEP) foi obtido
através da dissolugdo de 100 g da propolis bruta em 500 ml de etanol a 80% (v/v),aquecida
a 80°C por 120 minutos, triturada , filtrada e evaporada em chapa quente a 75°C. O residuo
seco foi ressuspendido em etanol 80% (v/v) em concentragdes desejadas. O EAP
demonstrou ser melhor que ETP tanto nos ensaios “ in vitro” como “in vivo”. O EEP
apresentou interferéncia nos ensaios “in vitro” devido a influéncia do etanol. O EAP foi
administrado em doses crescentes, via intraperitonial, até 1849,6 mg/kg e via oral, até
1230,7 mg/kg, em camundongos infectados com 7.cruzi , os quais apresentaram redugdo da
parasitemia e aumento do tempo de sobrevivéncia. As melhores doses via oral e
intraperitonial foram, respectivamente, del153,8 mg/kg e 924,8 mg/kg, com porcentagem de
reducdo da parasitemia em 81,9% e 68,6%. O tratamento prévio dos animais com EAP, na
dose de 153.8 mg/kg (via oral) e 924,8 mg/kg (via intraperitonial), mostrou-se eficiente
quando realizado 24 horas (via oral) e 72 horas(via i.p.) antes da infec¢do com T.cruzi. 0]
periodo de tratamento, “in vivo”, mais eficaz foi de 5 dias para as duas vias de
administragdo. Para investigar o possivel envolvimento do sistema Oxido nitrico no
mecanismo de acdo do EAP, inibidores da NOSi (L-NAME e NOARG) foram testados “ in

vitro”, demonstrando que 0 EAP possui agdo tripanomicida mesmo na presenca dos
inibidores, indicando um mecanismo independente de NO. Os resultados obtidos nesse
trabalho sugerem que o extrato aquoso de propolis possui componente(s) capaz (es) de
atuar sobre a parasitemia de camundongos infectados com 7.cruzi, reduzindo
significativamente, o namero de parasitas durante a infec¢do, por um mecanismo de agdo

dependente da dose.(Apoio financeiro: CAPES, PROPP/UFU e CNPq)




1. INTRODUGAO

1.1 Consideragoes gerais

O interesse do homem pela propolis, um produto resinoso coletado pelas abelhas
em determinadas plantas, é de longa data. No antigo Egito, os corpos dos farads eram
embalsamados com uma mistura de propolis e ervas aromaticas (Kosonocka, 1991). Na
Grécia antiga, a propolis também era conhecida, como demonstra a origem grega do
nome, que significa pro: diante e polis: cidade; diante da cidade, por ser encontrada na
entrada da colmeia.

Foi considerado por Aristoteles como “um remédio para os males da pele, as
chagas e as supuragdes”; mencionada por médicos romanose e gregos; conhecida pelos

Incas, que a utilizavam em quadros de infecgoes febris (Guerra & Utibe, 1988).

1.2 Origem da propolis e utilizagdo do mesmo na colméia de

abelhas (Apis mellifera)

Propolis designa toda uma série de substdncias resinosas, gomosas e balsamicas,
de consisténcia viscosa, cuja cor varia de amarelo-esverdeada a castanho-escura ou
avermelhada, de acordo com a fonte onde foi coletada. Obtida em partes de
determinadas plantas (principalmente de cascas) pelas abelhas, que a transportam a
colméia e a modificam em parte, provavelmente, pela adi¢do de certas secre¢des como a
cera e secregdes salivares (Donadieu, 1986). Foi observado por Helfenberg apud
Guisalberti (1979) que as abelhas obtinham propolis de ramos, brotos e folhas de bétula,
freixo, elmo, balsamo e, por isso, a composi¢ao quimica e o valor antibiotico
variavam. Segundo Greenaway et al. (1990) a propolis tem uma origem externa, a partir
da gema de arvores e outra, interna, resultante da regurgitagdo de substéncias resinosas .

A origem vegetal da propolis foi confirmada por Vansell & Bisson apud
Ghisalberti (1979). Esses ultimos concluiram que a propolis norte-americana, dos

estados do oeste era originada dos botdes florais de Populus nigra e Alnus viridis.



Em alguns municipios de Minas Gerais onde predomina vegetagdo tipica de
cerrado, a origem botanica foi determinada por Bastos (2000), por meio de identificagdo
do polen contido na propolis bruta durante o periodo de abril/95 a julho/98, cuja
principal fonte do material resinoso consiste das gemas foliares de Baccharis
dracunculifolia , popularmente conhecida como “carqueja”, com alguma contribuigdo de
Vernonia polyanthes ("assa-peixe”).

A propolis se constitui num material de construgdo, reparo, isolamento €
protecdo, utilizada pelas abelhas em suas colméias para reduzir ou vedar buracos e
fendas, reparar e reforgar a borda dos favos; diminuir a area do alvado (entrada da
colméia), revestimento da parede interna da colméia e para cobrir carcagas de invasores
da colméia, que as abelhas ndo conseguem retirar, mumificando-os (Mobus, 1972).
Chauvin (1992) relata a hipotese de que a auséncia da propolis ao redor dos favos € o
sinal determinante para as abelhas reconstruirem a colméia.

A coleta de propolis é efetuada por um numero relativamente restrito e
especializado de abelhas operarias campeiras (abelhas mais velhas).

A coleta se efetua, resumidamente, assim:

a) a operaria faz uso de suas antenas para encontrar a parte mais interessante da fonte
de propolis;

b) com as mandibulas e pernas posteriores, quebra pedagos de exsudados ou rompe as
gemas foliares da planta e alcanga o0s tricomas cheios de material resinoso, que sao
umedecidos com a glossa (lingua) e transformados em bolotas pelas mandibulas;

¢) com a ajuda de outros pares de patas e mandibulas, a operaria leva a bolota de
propolis até a “corbicula” (espécie de cesto, na pata posterior, para transportar polen ou
propolis). Enquanto o pedago de propolis esta sendo colocado na corbicula, a abelha ja
esta procurando por mais propolis. Os movimentos complexos das pernas das operarias,
envolvidos neste comportamento, foram identificados por Meyer (1956) e Bastos
(2000).

A coleta da propolis é demorada e as abelhas operarias coletoras so retornam a
colméia com a corbicula cheia. Quando entram na colméia carregadas de propolis ficam
aguardando a ajuda de outras para a remogdo da mesma, a qual ¢ imediatamente

utilizada.



1.3 Composic¢io da prépolis

A composi¢do da propolis € variavel segundo a fonte vegetal utilizada pelas
abelhas (Diaz, 1974).

Cada espécie da familia Apidae aprtesenta em sua colméia, propolis com
composi¢do diferente das demais. Abelhas indigenas brasileiras (Meliponideos)
apresentam em sua composi¢do alto conteudo de terra, que por isso, € denominada
geopropolis (Kerr, 1987; Bankova et al., 1998a).

Outro fator que influi na composi¢do da propolis € a sazonalidade climatica da
regido onde se localiza a colmeia. (Koo & Park, 1997, Waldschmidt et al., 1997
Bankova et al., 1998b).

Genericamente, sabe-se que essa composi¢do consiste de uma complexa mistura
composta por 30% de ceras, 55% resinas e balsamos, 10% oleos essenciais, 5% de polen
mais alcool cindmico e flavanodides (Guisalberti et al., 1978; Vanhalen e Vanhallen-
Frasté, 1979; Bankova et al, 1987; Bezzan, 2000).

Foram identificadas as estruturas quimicas de muitos componentes da propolis
bruta de Apis mellifera, sendo os principais compostos quimicos: flavonas; flavanoides;
cumarinas; aldeidos aromaticos; acidos fenolicos; acidos organicos; minerais; vitaminas;
polissacarideos; acidos graxos; derivados do alcool e fendis ; glicerol fosfato; glicerol,
chalconas; diidrochalconas; hidrocarbonetos; cetonas; terpenoides; ésteres de acido
aromaticos, esterdides; agicares e outros compostos (Crane, 1983; Greenaway et al.,

1990; Seifert & Haslinger, 1991; Marcucci, 1996).

1.4 Aplicacoes da propolis

Pesquisas realizadas revelaram a atuagdo da propolis contra algumas doengas

parasitarias.

Mirayes et al.(1988) demonstraram que o extrato de propolis, administrado em 138

pacientes ,foi eficaz para o tratamento da giardiase, sem causar nenhum efeito colateral.

crescimento da Giardia lamblia, “in vitro”.



Higashi & De Castro (1994) estudaram as propriedades antiprotozoarias de
diferentes extratos de propolis contra o Trypanosoma cruzi. Extratos etanolico de
propolis (EEP) e extrato dimetil sulfoxido de propolis (DEP) foram ambos ativos contra
as 3 formas do parasita (epimastigota, tripomastigota , amastigota).

A lise total dos tripomastigotos da corrente sangiiinea foi observada apos 24
horas na presen¢a do EEP na concentragdo de 100 pg/ml. O efeito foi dependende da
temperatura. Tratamento dos macrofagos peritoniais infectados e das células musculares
do coragdo ,com EEP, inibiram fortemente 0s niveis de infec¢do.

Em outro estudo, De Castro & Higashi (1995) administraram diferentes
formulagdes da propolis, em camundongos experimentalmente infectados com
Trypanosoma cruzi € monitoraram a parasitemia e as médias de sobrevivéncia.
Administragdo oral do extrato etanolico de propolis (até 1,2 g propolis/kg/dia) oferecido
“ad libitum” na agua de ingestdo (até 4 g/kg/dia) ou adicionado na racdo (até 5 g/kg/dia)
ndo interferiram com a parasitemia e a mortalidade dos animais.

De Moura et al. (1998) utilizaram sessenta coelhos, 30 machos e 30 fémeas, para
avaliar o uso de solugdo hidroalcodlica de propolis (SHL) e robendina (um
coccidiostatico comercial) constatando que SHL reduziu, linearmente ,a contagem de
oocistos de Eimeria spp nas fezes de coethos brancos da Nova Zelandia, quando
administrado na agua de bebida (0,0; 4,0;8,0:12,0 e 16,0 ml de SHL/ litro de agua),

Por sua vez Gama (1993) sugeriu que a propolis, quando diluida em agua e
administrada por via oral, atua como um repelente de mosquitos e, portanto, com uma
possivel eficiéncia no controle da malaria.

Inameras aplicagdes da propolis tém sido descritas em literatura, apresentadas na

tabela 1.



Tabela 1- Algumas das principais aplicacdes da propolis.

ATIVIDADE REFERENCIA

Antioxidante Okonenko, (1986); Misic, (1991); Hemeida & Abd-
Alfattah (1993); Krol et al. (1993); Pascual et al. (1994);
Sforcin et al. (1995); Queiroz et al. (1996); Park et al.
(1998a).

Antimicrobiana Hoffmann et al. (1998); Kujumgieva, (1999).

Antibacteriana Krol et al. (1993); Cheng et al. (1996); Mazzuco et al.
(1996); Fernandes Jr, (1997); Menezes, ( 1997); Park et
al. (1997).

Antifungica Lori, (1990); Buhatel, (1992): Azevedo et al. ( 1999).
Cafarchia et al. (1999).

Imunoestimulante Dimov et al. (1991, 1992, 1995); Ivanovska et al. (1993,
1995); Arai & Kurimoto (1994); Arai & Tatefuji (1996);
Shen-Zhigiang, (1997);

Antimutagénica Zimonjic et al. (1989).

Antiviral Kaleta, (1991); Amoros et al. (1992): Dimitrescu et al.
(1992, 1993); Serkedjieva et al. (1992); Hegazi et al.
(1993).

Antiinflamatoria Ghisalberti, (1979); Marcucci, (1995); Miyataka et al.
(1997, 1998); Menezes et al. (1999); Park et al. (1999).

Anticarcinogénica Matsuno, (1992); Rao et al. (1995); Siess et al. (1996),
Suzuki et al. (1996); Matsuno et al. (1997); Banskota et
al. (1998).

Hepatoprotetor Hollands et al. (1991); Tushevskii et al. (1991).

Gonzalez et al. (1994); Basnet et al. (1996); Matsushige
et al. (1996).

Gastroprotetor

Giral et al. (1990).




1.5 A doenga de Chagas

A doenca de Chagas possui carater cronico e resulta da infecgdo pelo protozoario
flagelado: Trypanosoma cruzi. A doenga, primeiramente descrita em 1909 pelo médico
brasileiro Dr. Carlos Chagas, ¢ limitada ao continente americano, particularmente aos
paises latino-americanos tropicais e subtropicais. Baseado em dados de literatura estima-
se que, atualmente, 15 a 20 milhdes de pessoas nas areas urbanas e rurais estejam
infectadas com o Trypanosoma cruzi, na América Latina, com risco de 30%
desenvolverem a fase cronica da doenga e suas manifestagdes clinicas (Cunha-Neto et al.,
1994).

O parasita é transmitido por um vetor da ordem hemiptera, familia Reduvidae e
da sub familia Triatominae, conhecido popularmente como “barbeiro” , da qual ha mais
de 100 espécies no continente americano. Existem varios ciclos vetor-hospedeiro da
transmissdo do Trypanosoma cruzi: domestica, peridoméstica e silvestre. Outras formas
de transmissio sdo infeccdo congénita, transfusdo de sangue, transplante de orgaos,
coito, leite materno, oral e também acidentes laboratoriais (De Lana & Tafuri ,1997).

A doenga era, originalmente, uma zoonose associada com as camadas da
populagio que viviam ou vivem em moradias precarias nas regides com grandes reservas
florestais. Atualmente o crescimento ¢ devido ao aumento desordenado da populagdo,
nas periferias das grandes cidades latino-americanas, propiciando condi¢des adequadas
para o desenvolvimento do triatomineo (Pereira et al., 1985)

Na transmissio vetorial, as formas infectantes do Trypanosoma  cruzi
(tripomastigota metaciclica) sdo excretadas das partes baixas do trato intestinal do vetor,
quando esse defeca durante a hematofagia exercida no hospedeiro. Quando o homem ¢
picado pelo barbeiro ha uma sensagdo de coceira no local, propiciando a transmissdo das
fezes infectadas, seja na pele, membranas mucosa ou conjuntiva, onde a forma evolutiva

infectante atinge a corrente sangiiinea. Apos penetrar nas células dos tecidos proximos,




eles sio submetidos a uma fase intracelular obrigatoria. A interagao do parasito com as
células do sistema mononuclear fagocitario do hospedeiro vertebrado, da-se em trés
fases sucessivas: 1-Adesdo celular: quando ambos se reconhecem € o contato membrana-
membrana ocorre; 2-Interiorizagdo: quando ocorre a formagdo de pseudopodes e a
consequente formagdo do vactolo fagocitario; 3-Fendmenos intracelulares: quando as
formas epimastigotas sio destruidas dentro do vacuolo fagocitario (ap6s sua fusdo com
o lisossoma e formacdo do fagolisossoma) ou 0s tripomastigotas escapam do vacuolo
fagocitario, desenvolvendo-se livremente no citoplasma da célula, onde se transformam
em amastigotas (trés horas apos a interiorizagdo). Cada amastigoto se multiplica por
divisdo binaria simples, a cada 12 horas, num total de nove geragdes, totalizando 540
parasitos, que, a Seguir, se diferenciam por um mecanismo chamado ** alongamento”. A
célula hospedeira, repleta de parasitos, se rompe, liberando no intersticio 0s
tripanosomas tripomastigotas ou mesmo amastigotos que ainda ndo se diferenciaram,
além de detritos celulares da célula hospedeira (Araujo-Jorge, 1989).

No interior da célula hospedeira (macrofagos) o 7.cruzi ira promover a liberagdo
de uma série de citocinas (termo genérico para moléculas soliveis que promovem
interacdo celular), como IL-12, IL-1B e TNF-a , que estimulam as células NK (natural
killers) a sintetizarem IFN-y. Essas moléculas sdo responsaveis pela ativagdo das
funcdes exercidas pelos macrofagos durante os estagios iniciais da infec¢do, havendo
assim a sintese de oxido nitrico (Gazzinelli, 1998). A resisténcia a infec¢do por T.cruzi
tem sido associada com a capacidade dos macrofagos serem ativados pelo INF-y e na
produgdo de TNF-a e de NO, resultando ha tibi¢do da replicagdo e lise dos parasitas
presentes em seu interior (Silva, 1999).

O oxido nitrico ¢ um composto produzido pela conversdo da L-arginina em L-
citrulina pela NO sintase induzida (NOSi) no ciclo denominado citrulina/NO ou ciclo
arginina/citrulina que ocorre nos macrofagos (Wu & Morris, 1998). Essas células
ativadas, também, produzem outros radicais livres como anion superoxido (Oy) e
peroxido de hidrogénio. O NO reage com O, produzindo peroxinitrito (ONOO’) o qual
é, espontancamente, transformado em ion hidroxilico (OH) e dioxido de nitrogénio.
Esses radicais livres sdo altamente toxicos e constituem parte essencial do mecanismo de

defesa dos fagocitos para destruir 0s microorganismos invasores (Holscher et al., 1998).




Dois estagios da doenca podem ser distinguidos em fase aguda e fase cronica. A
primeira é caracterizada por altos niveis de parasitemia e parasitismo no tecido. Clinicamente
ocorre: febre, adenomegalia, hepatomegalia e esplenomegalia. Eventualmente, sinais da
“porta de entrada” podem ser achados como um chagoma de inoculagdo ou “sinal de
Romand” (edema indolor unilateral da palpebra). Outras manifestagdes clinicas na fase aguda
incluem edema facial, edema dos membros inferiores, miocardite € meningoencefalite, a
ultima podendo ser fatal para criangas novas. A parasitemia pode ser demonstrada pela
observacdio direta do parasita no sangue fresco preparado ou esfregago sangiiineo € pelo
xenodiagnostico. A fase aguda freqiientemente desaparece completamente apos quatro a oito
semanas nos seres humanos. Cerca de 10% dos casos ndo possuem sintomatologia clinica.
Muitas das manifestacdes clinicas, especialmente nos neonatos , permanecem sem
reconhecimento.

A fase cronica segue a infec¢do inicial, com algumas lesoes irreversiveis, apos 10
a 20 anos. As formas mais comuns da fase cronica sdo: assintomatica (latente) cardiaca,
digestiva e forma mista. Na forma indeterminada ou latente, ndo ha sintomas ou sinais da
doenca, ndo ha mudangas no eletrocardiograma ou anormalidades digestivas, mas
sorologicamente é positivo. Esta € a forma cronica mais comum da doenga . A forma
cardiaca é observada, principalmente, em grupos cuja a idade varia de 20 a 40 anos e €
caracterizada pelo eletrocardiograma (ECG) com o aparecimento de bloqueio dos feixes
atrioventricular associado com mudangas da onda T e da extrasistole ventricular.Faléncia
cardiaca e morte subita, também, sdo caracteristicas. A forma digestiva € caracterizada
pela motilidade enfraquecida e megaesofago. A forma mista consiste da combinacgdo das
formas cardiacas e digestivas ou qualquer outra. Outras formas incluem a forma nervosa
com lesdes neuromotoras do sistema nervoso periférico (Pereira et al., 1985).

O tratamento da doenca de Chagas pode ser subdividido em duas categorias:
sintomatico, quando se busca reverter ou minimizar as manifestagdes clinicas da doenga, ou
etiologico, quando o foco situa-se em promover a morte do parasita, buscando a cura
parasitologica.

Para as complicagdes da fase cronica, como perturbagdes do ritmo cardiaco,
insuficiéncia circulatoria e comprometimento do sistema digestivo, a medicagdo €

sintomatica, como em outras cardiopatias e distirbios gastrointestinais (Rey, 1991).




Nas primeiras duas décadas do século passado, as primeiras drogas sintetizadas foram
0s arsenicais € antimoniais que eram prescritas para o tratamento da infec¢do por
tripanosomatideos, aos quais o 7rypanosoma cruzi, geralmente, mostrava-se resistente. Uma
mudanga significativa no tratamento etiologico, a partir da década de sessenta ocorreu
quando foram descritos o Nifurtimox e Benzonidazole, drogas nitro-heterociclicas que
revolucionaram a terapia especifica para a infecgéo provocada pelo 7.cruzi ( Croft, 1999;
Hawking apud De Castro et al., 2000).

O Nifurtimox (3-meti}-4—tetrahjdro-(5’-nitroﬁ;rﬁjrilidenoamino) tetrahidro-4H-1,4-
tiazina-1,1-dioxido) foi introduzido na clinica em 1965 e teve sua produgio descontinuada no
Brasil em 1990, devido a agdo seletiva sobre algumas cepas que apenas localizavam-se no
extremo sul do pais e na Argentina. ( Filardi & Brenner apud De Castro et al., 2000). O
Nifurtimox atua via reducdo do grupo nitro a radicais nitroanions, extremamente reativos, 0s
quais continuam a reagir e produzem metabolitos de oxigénio reduzidos, muito toxicos. 7.
cruzi tem demonstrado ser, particularmente, deficiente nos mecanismos de detoxicagdo para
os metabolitos de oxigénio, especialmente o perdxido de nitrogénio € por isso mais
susceptivel a oxidagdo do que as outras células dos vertebrados (Do Campo, 1997).

O Benzonidazol (N-benzil-2-nitro-1-imidazol acetamida) foi introduzido uma década
ap6s o Nifurtimox e € a droga de escolha para o tratamento dos pacientes na fase aguda,
individuos com a forma cronica indeterminada, com manifestagdes clinicas pouco
expressivas, com o xenodiagnostico positivo, chagasicos cronicos assintomaticos com
parasitemia comprovada e em regime de caréncias imunitarias (como por exemplo, no uso de
imunossupressores ou pacientes HIV positivos). A agdo do Benzonidazol sobre o T.cruzi
pode envolver um efeito direto sobre a sintese de macromoléculas por ligagdo covalente ou
outras interacdes dos intermediarios de nitroredugdo com componentes celulares ou agao
inibitoria sobre a atividade ligante da DNA topoisomerase do parasita (De Castro et al.,
2000).

As duas drogas acima citadas permitem efeitos superativos, mas ndo curativos, isto €,
podem diminuir ou mesmo Suprimir a parasitemia no curso do tratamento e reduzi-la
apreciavelmente, no pos-tratamento, a ponto de negativar o xenodiagnostico, mas isto ndo
garante e ndo significa cura. Os efeitos colaterais causados por essas drogas sao severos e

podem levar os pacientes a abandonarem o tratamento ( Silva, 1994).
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Manifestagdes toxicas relacionadas ao sistema digestivo como natiseas , vOmitos,
epigastralgia sio mais comuns com o Nifurtimox, enquanto reagdes cutaneas e perda de peso,
sdo mais frequentes com o Benzonidazol. Os principais efeitos colaterais atribuidos as duas
drogas sdo alteragdes hematologicas (leucopenia, plrpura, agranulocitose, diminui¢do da
medula éssea, febre); dermatologicas (reagdes de hipersensibilidade em 30% dos pacientes
tratados) e neurologicas (polineuropatia). Nenhuma das duas drogas pode ser administrada
para gestantes e portadores de doengas severas associadas a Doenga de Chagas (Luquetti,
1997).

Assim, devido aos efeitos toxicos acima citados, a agdo diferenciada em rela¢do ao
tipo de cepa e a eficacia controversa na fase cronica, o tratamento especifico da Doenga de
Chagas necessita de mudangas (De Castro, 1993; Filardi & Brenner apud De Castro, 2000).

Algumas das principais perspectivas de novos medicamentos descritas na

literatura estio resumidas na tabela abaixo:

Tabela 2- Perspectivas de novos quimioterzipicos especificos

Medicamento Mecanismo de agiio Bibliografia
Alopurinol Competicio com adenosina ¢ |Hammond & Gutteridge (1984):
bloqueio da sintese de novo de | Marr, (1991); Aptet al., (1998).
nucleotideos purinicos
Inibidores da ciclooxigenase-“— Bloqueio dos fatores que induzem | Freire-de-Lima et al.. (2000).

a replicagdlo ¢ dispersio do

parasita

Inibidores da biosintese do | Deplegdo dos esterdis enddgenos | Shechan et al apud De Castro et
ergosterol sobre o 7'cruzi essenciais €/ou acumulo de |al., (2000); Urbina et al.(1996).

reativos intermediarios toxicos

Ha, também, a busca de valida¢do de alvos no metabolismo celular do parasita
que podem dar inicio ao desenvolvimento de novas drogas como estudos sobre o
metabolismo do inositol (Oliveira et al., 2000a), de organelas que acumulam calcio e
cistefna protease, respectivamente, denominadas de calcisomo 4cido e reservosomo (De

Souza et al, 2000), inibidores da tripanotiona redutase, um homologo da glutationa
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redutase do parasita, envolvida no processo de regulagio do estresse oxidativo do
parasita (Horvath, 1997).

Os estudos terapéuticos da doenca de Chagas tém sido realizados pela utilizagdo
de modelos experimentais, como ratos e camundongos Dentre estes, os camundongos
destacam-se por apresentarem maior nitidez no desenvolvimento das fases caracteristicas
da doenca. Na fase aguda, sua parasitemia descreve uma curva tipica semelhante ao
humano (Sherlock, 1984) e, na fase cronica, as lesdes cardiovasculares sdo intensas €
também semelhantes as que ocorrem no homem quando desenvolve a cardiopatia grave
(Schlemper Jr. et al., 1983).

No contexto dos esforgos correntes para o desenvolvimento da quimioterapia da
doenca de Chagas, produtos naturais, com potencial de atividade anti 7. cruzi precisam
ser pesquisados mais frequientemente, com o objetivo de desenvolver novas drogas com
alta atividade e baixa toxicidade (De Castro et al., 1987).

Estudos feitos por Higashi & De Castro (1994) mostraram que as preparagoes
com a propolis tem alta atividade contra o 7. cruzi, inibindo a proliferagdo dentro da
célula hospedeira.

O Laboratorio de Quimica de Proteinas e Produtos Naturais do INGEB/UFU,
tem estudado algumas espécies vegetais que possuem efeitos anti- 7.cruzi tais como a
Madevilla velutina (Silva, 1996), Gingko biloba ( Silva et al., 2000), Moringa oleifera
(Oliveira et al., 2000b).

A quimioterapia especifica da doenga de Chagas ¢ uma area de pesquisa muito
intensa (revisto em De Castro, 1993, Croft et al., 1997, Urbina, 1999). As industrias
farmacéuticas tém pouco interesse no desenvolvimento de quimioterapicos contra essa
doenga, por serem esses programas muito caros, especulativos e longos, ndo sendo assim
justificados em uma base puramente comercial (Gutteridge, 1987). Cabe as institui¢des de

pesquisa, as Universidades e aos governos, principalmente, dos paises contidos em areas

endémicas, subsidiar esse tipo de investigagdo.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Estudar os efeitos da  propolis na fase aguda da doenga de Chagas
experimentalmente induzida em camundongos infectados com a cepa “Y” do

Trypanosoma cruzi, por meio da analise da parasitemia € monitoramento do tempo de

sobrevivéncia dos animais.
2.2 Objetivos especificos

e Testar os extratos de propolis aquoso, etanolico e tweenodlico de propolis, “in vitro”
e “in vivo”, utilizando camundongos experimentalmente infectados com T. cruzi .

e Definir o melhor periodo de tratamento em camundongos experimentalmente
infectados com 1. cruzi .

o Definir o melhor periodo de pré-tratamento em camundongos experimentalmente
infectados com 1. cruzi .

e Pesquisar possiveis mecanismos de agdo da propolis.
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3. MATERIAL E METODOS

A- MATERIAL

3.1 Biolégicos

3.1.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus) machos outbred, com 4a6
semanas, pesando entre 24 a 35 gramas, padrio sanitario convencional, fornecidos pelo
Biotério do Vallée e/ou da Pentapharm e mantidos no Laboratorio de Quimica de

Protéinas e Produtos Naturais do INGEB/UFU, com agua e ragdo ad libidum, a

temperatura ambiente.

3.1.2 Trypanosoma cruzi

Foi utilizada a cepa “Y” do 7. cruzi, fornecida pelo laboratorio de Parasitologia da
Faculdade de Medicina do Tridngulo Mineiro (Uberaba-M.G.), originada de
camundongos infectados, e mantida por repique semanal nos animais do Laboratorio de

Quimica de Protéinas e Produtos Naturais do INGEB/UFU.

3.1.3 Propolis

Foi utilizada propolis bruta de Apis mellifera, da regido de Patrocinio-MG,
gentilmente cedido pelo Sr. Claudio Franco Lemos da Silva, proprietario do Apiario

Girassol , com sede no municipio de Uberlandia-MG.
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3.2 Agentes quimicos

3.2.1 Inibidores da Oxido Nitrico Sintase (NOS)
Foram utilizados dois inibidores inespecificos para a NOS : N @ — nitro-L-arginina
(NOARG) e L-arginina-metil-ester (L-NAME) da SIGMA Chemical Company . Os

inibidores foram pesados e dissolvidos em agua deionizada em concentragdes especificas.

3.2.2 Reagentes

e Tween 80 ( Polisorbato 80) (Vetec Quimica Fina Ltda.)
e Etanol (Vetec Quimica Fina Ltda.)

B- Métodos
3.3 Preparacdo dos extratos
3.3.1 Extrato Aquoso de prépolis (EAP):

A metodologia de preparo é adaptada de Matsushige et al. (1996). Em um becker
adicionam-se 500 ml de dgua desionizada e 100 gramas de propolis bruta triturada em
liquidificador. Aguardar 24 horas. Aquece-se a mistura em banho termostatizado com
agua a 80°C, por duas horas. Posteriormente essa solu¢io ¢ turbolizada em
liquidificador, filtrada (filtro de gaze), aclopado a funil e kitassato. O filtrado sera

liofilizado durante 48 horas. Finalmente, ressuspende-se o po resultante em agua

desionizada nas concentragdes desejadas.
3.3.2 Extrato Tweenolico de propolis (ETP)

Em um becker, adicionam-se 500 ml de 4gua desionizada e 25 g de Tween 80. Agita-
se até formar uma solugdo homogénea. Posteriormente adicionam-se 100 g de propolis

bruta triturada. Os proximos passos da metologia de preparo sio idénticos aos do EAP.



3.3.3 Extrato etanolico de propolis (EEP)

No becker adicionam-se a propolis bruta triturada (100 g) e o etanol 80% (500 ml).

Agita-se a temperatura ambiente durante 30 minutos. A solugdo é turbolizada em

liquidificador. Filtra-se em filtro de gaze, adaptado a funil e kitassato. O filtrado € seco

em placa de petri sobre placa termostatizada a 75 °C . Ressuspende-se em etanol 80 %

nas concentragdes desejadas.
3.4 Producédo da infecgcdo com Trypanosoma cruzi

Utilizando a metodologia de Silva (1996), os camundongos normais foram
infectados por inje¢ao intraperitonial de, aproximadamente, 50.000 formas sangiineas do

T cruzi. O inoculo desejado foi preparado a partir da parasitemia pré- determinada por

exame de sangue a fresco, no camundongo infectado. O sangue para o inoculo foi

coletado por pungéo cardiaca com seringa heparinizada e diluido em solugao de PBS (

tampao fosfato 0,1M com salina 0,09%, pH 7,2) contendo soro fetal bovino a 10%, num

volume final do inoculo de 200 pl.

3.5 Determinacgdo da parasitemia de camundongos infectados com T.

cruzi

A parasitemia foi determinada por meio do exame de sangue a fresco(6” ao 10°

dia apos a infecgdo). O animal infectado foi mantido na caixa, com a cauda exposta. O

sangue foi coletado por uma minima seccio na extremidade distal da cauda do

camundongo, num volume de 5 ul de sangue, por meio de pipetador automatico. Esse

material foi aplicado entre [amina (25,4 x 76,2 mm) e laminula (22 x 22 mm), para

contagem do numero de parasitas ao microscopio 6tico (STUDAR LAB.ZEISS) , na

objetiva de 40x. Os parasitas foram quantificados em numero de parasitas distribuidos

em 50 campos microscopicos de observagdo. O numero de tripomastigotas observados

nos campos foi multiplicado pelo fator de corre¢do de 20.000 para o calculo da
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quantidade de parasitos presentes em 1,0 ml de sangue circulante nos camundongos.

Posteriormente, monitorou-se o tempo de sobrevivéncia até o 40°dia apos a infecgdo dos

animais com 7ypanosoma cruzi.

3.6 Teste de microhematocrito para detecgido de T.cruzi

Capilares para microhematocrito foram preenchidos até 1 cm da sua extremidade,

a extremidade oposta foi derretida, selando-a. Os tubos foram centrifugados (centrifuga

de microhematocrito) por 4 minutos, aclopados na lamina e lidos ao microscopio optico,

40 x, com Oleo de imersdo sobre o limite de separagao do plasma com os elementos

figurados, no capilar centrifugado. O diagnostico positivo ¢ dado quando ha a

visualizagio do parasita nessa 4rea (Willians, 1995).

3.7 Estudos do efeito tripanomicida “ in vitro” dos Extratos de

propolis

Os ensaios tripanomicidas “in vitro” basearam-se na metodologia desenvolvida por

Cover & Gutteridge (1982). Tubos Eppendorf( 1,5 ml) contendo 0,4 ml de sangue

heparinizado de animais normais foram se
e concentragdo de propolis, num volume total de 0,05 ml. Os controles

parados em lotes de 2 tubos. Cada lote recebeu

uma diferent

constaram de lotes apenas com T eruzi. Os tubos sdo homogeneizados por 1 hora, a

temperatura ambiente.
Posteriormente, S0 adicionados aos lotes 0,05 ml de sangue contendo

aproximadamente 1 X 10° formas sangiiineas de 7.cruzi. O lote controle recebeu o

mesmo volume de agua destilada. Os tubos foram homogeneizados por dez minutos e

incubados a 4 °C. Depois de 24 € 48 horas de incubagdo, amostras destas misturas foram

examinadas, entre lamina e laminula, ao microscopio Optico (objetiva de 40x).

Pesquisaramu-se 50 campos por la
tripomastigotas avaliados quanto a quantidade e a mobilidade, sendo esta

mina, onde foram analisadas as alteragdes nas

hemacias € 0s

Gltima classificada como +++ (muito alta) quando O parasita movia-se pelos quatro

quadrantes imaginarios do campo 6tico; ++ (alta) quando o parasita movia-se apenas por
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um quadrante; + (baixa) quando o parasita apresentava uma certa mobilidade mas que

ndo era suficiente para se locomover no campo 6tico e — (auséncia de parasita).

Nas amostras em que nao haviam parasitas, realizou-se o teste do

microhematocrito. Caso esse, tambeém, fosse negativo, promovia-se a inoculagdo do

alisado em animais normais, para posterior determinagio da parasitemia..

sangue an

3.8 Tratamento dos camundongos experimentalmente infectados com

T.cruzi

Os animais tratados receberam 0,2 ml dos extratos, por via intraperitonial ou por

via oral (por meio de gavagem, utilizando sonda orogastrica), durante cinco dias com

de 24 horas entre cada tratamento.

intervalo
dias da data de inoculagdo os animais foram monitorados para

ApOs seis
determinagdo da parasitemia , até o décimo dia ap6s a infecgdo (conforme procedimento

descrito no item 3.5) . Posteriormente, acompanhou-se 0 desnvolvimento dos animais até

0 40° dia ap0s infecgao.

3.9 Avaliagdo da eficiencia de dois extratos de propolis (Extratos
Aquoso € Tweenolico) sobre a parasitemia e mortalidade em
camundongos experimentalmente infectados com T cruzi

vinte camundongos foram separados em 4 grupos (n = 5) sendo GA: grupo

extrato tweenolico de propolis (ETP); GB: grupo tratado com extrato

tratado com
); GC: grupo que recebeu apenas H,O desionizada; GD grupo

aquoso de propolis (EAP
5%) em H,O desionizada.

que recebeu solugao de Tween 80 (
om intervalo de 24 horas entre os

Os animais foram tratados durante 5 dias, ¢

tratamentos, com dose de 135 mg de extrato/kg para cada camundongo, via oral.

Posteriormente, foram monitorados conforme item 3.5.
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3.10 Estudos do efeito tripanomicida “in vitro” do Extrato Aquoso de
Prépolis (EAP) em diferentes concentragoes

Cada um dos 12 tubos eppendorf foi preenchido com 0,4 ml de sangue de
animais normais (4,8 ml no total). Posteriormente, adicionou-se em 10 tubos 0,05 ml de
o de propolis nas concentragdes de 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 ¢ 1,0 g/ml, em

A: 0,1 g/ml; GB: 0,2 g/ml; GC: 0,4 g/ml; GD: 0,8 g/ml; GE:1,0 g/ml e

extrato aquos

duplicata sendo G

GF: controle (recebendo 0 mesmo volume de agua). Apos 1 hora, a mistura foi inoculada

com 0,05 ml de sangue de animal contaminado com 5,46 x 10° tripomastigotas/ml de

sangue. 24 e 48 horas apos a infecgdo, 5 ul de cada tubo foi analisado entre lamina e

laminula. Os tubos serados apos 48 horas foram submetidos ao teste do

. . & o § - . .
microhematécrito, descrito no item 3.6. Os tubos com resultado negativo, nesse teste

tiveram seu conteado reinoculado em dois animais normais.

3.11 Estudo “in vitro” da acdo tripanomicida do Extrato T weenolico
de Propolis (ETP) em diferentes concentragoes

oito tubos eppendorf foram preenchidos com 4,8 ml de sangue de animais

normais (0,4 ml
concentragdes de 0,2; 0,
GC: 0,8 g/ml e GD: control

0,05 ml de sangue contaminado ¢

em cada). Posteriormente adicionou-se 0,05 ml de ETP, nas
4; 0,8 g/ml, em duplicata, sendo GA: 0,2 g/ml, GB: 0,4 g/ml,
e. Apos 1 hora de incubacdo, os tubos foram infectados com
om 3,8 x 10° parasitas/ml. Os proximos passos da

metodologia seguem 05 mesmos procedimentos descritos no item 3.7.

3.12 Estudo da “in vitro” da a¢ao tripanomicida do Extrato Etanélico

de Propolis (EEP)

concentracdes de 0,2; 0,4; 0,8 g/ml foi
A: 0,2; GB: 0,4; GC: 0,8 ml; GD:

Extrato etanolico de propolis (EEP) nas
acondicionado em 8 tubos, em duplicata, sendo G
controle sem tratamento, recebendo apenas o solvente utilizado. O sangue foi infectado
com 0,05 ml de sangue contaminado com 3,18 x 10° parasitas/ml. Os proximos passos

da metodologia seguem 05 mesmos procedimentos descritos no item 3.7.
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3.13 Pesquisa da influéncia do etanol nos experimentos “in vitro”

Etanol nas concentracdes de 10%, 20% e 40% foi utilizado no experimento “in

vitro”, seguindo a mesma metodologia do item 3.7. O sangue contido nos tubos foi

infectado com 0,05 ml de sangue com 1,59 x 10° parasitas/ml.

dade do extrato aquoso de prépolis em pré-

3.14 Verificagdo da ativi
0 h antes da infeccao com T. cruzi

incubagdo por2h,1he

8 tubos eppendorf foram agrupados em 4 grupos (n = 2), sendo GA: pré-tratado

2 h antes da infecgdo; GB: pré tratado 1 hora antes da infeccio e GC: tratado no

momento da infecgdo. Os procedimentos sio os mesmos acima descritos. Todos os

tubos receberam Extrato Aquoso de propolis na concentragdo de 1,0 g/ml. Os

procedimentos metodologicos sio idénticos ao experimento do item 3.7. Os tubos foram

infectados com 0,05 ml de sangue com 1,15 x 10° parasitas/ml.

a do sistema 6xido nitrico no mecanismo

3.15 Avaliagdo da influénci
de Propolis (EAP)

de acido do Extrato Aquoso

0,05 ml de Extrato Aquoso de Propolis (EAP), na concentragdo de 1,0 g/ml,

ais, foram acondicionados em 12

juntamente com 0,4 ml de sangue de animais norm

tubos epperdorf
Foram utilizados dois inibidores da NOS, a Nao-nitro-2-arginine (NOARG) e L-

). Os tubos foram divididos em 6 grupos sendo: GA:

arginine metil ester (L-NAME
o com 0,5 mg de inibidor 1 (NOARG), GC: tratado

tratado apenas com EAP; GB: tratad
5 mg de inibidor 2 (L-NAME); GD: tratado com assocCiagao de EAP + NOARG;

com 0,
GE: tratado com associagao de EAP + L-NAME; GF: ndo recebeu tratamento algum
de sangue contaminado com 1,016 x 10° parasitas/ml foi introduzido

(controle). 0,05 ml
ubagdo. Os procedimentos metodologicos sdo idénticos ao item

no tubo, apos 1 h de inc

3.7.
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316 Determinacdo da curva dose-efeito do extrato aquoso de
prépolis (EAP) aplicado, por via oral, em diferentes concentracoes
Trinta e cinco camundongos infectados com T.cruzi foram distribuidos em 7

grupos sendo GA: tratado com dose de 38,5 mg/kg, GB: tratado com 76,9 mg/kg; GC:

tratado com 153,8 mg/kg, GD: 307,7 mg/kg, GE: 615,4 mg/kg;, GF: 1230,7 mg/kg e

GH: controle.Foram tratados via oral conforme item 3.8.

a dose-efeito do extrato aquoso de

3.17 Determinacdo da curv
or via intraperitonial, em diferentes

propolis (EAP), aplicado P
concentragoes

Quarenta camundongos infectados foram distribuidos em 8 grupos (n=5) sendo:

GA: tratado com a dose de 28.9 mg/kg; GB: tratado com 57.85 mg/kg; GC: tratado com

115,6 mg/kg; G
mg/kg; GG: tratad

intraperitonial, conforme item 3.8.

D- tratado com 231,2 mg/kg; GE: tratado com 462,4 mg/kg; GF: 924,8

o com 1849,6 mg/kg;, GH: controle. Os animais foram tratados via

periodo de tratamento com extrato aquoso de
(15, 10, 5 dias) em camundongos

fectados com T. cruzi

3.18 Avaliacdo do
propolis, via oral
experimentalmente in

24 camundongos infectados foram tratados durante 5, 10 e 15 dias, sendo GA:

tratado durante 15 dias;, GB: tratado durante 10 dias, GC: tratado durante 5 dias, todos

os animais receberam extrato aquoso de propolis na dose de 153,8 mg/kg, via oral. No

periodo entre O 6° e 8° dia, pos-infecgdo, a parasitemia foi monitorada e a mortalidade

acompanhada até 0 40° dia.

eriodo de tratamento com extrtao aquoso de
al (5, 10 e 15 dias) em camundongos

tados com T. cruzi

3.19 Avaliagdo do p
prépolis, intraperitoni
experimentalmente infec

vinte e quatro camundongos infectados foram tratados durante 5, 10 e 15 dias,

sendo GA: tratado durante 15 dias; GB: tratado durante 10 dias, GC: tratado durante 5

dias. Todos os animais receberam a dose de 924.8 mg/kg, via intraperitonial. No periodo
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entre 0 6° e 8° dia pos-infec a0, a parasitemia foi monitorada e a mortalida
e

acompanhada até o 40° dia.

ja do pré-tratamento com extrato aquoso de

3.20 Avaliagdo da eficac
3 e 1 dia antes da infecgdo com T.cruzi

prépolis, via oral, aos 7,

vinte camundongos normais foram divididos em 4 grupos (n=5), sendo: GA: pré-

tratado durante 7 dias antes da infecgdo, GB: pré-tratado durante 3 dias; GC: pré-tratado

durante 1 dia e GD: grupo controle. Os anim
egulares de 24 horas, via oral. Fora
anto a parasitemia até o 9° dia pos-infec¢do e quanto a

ais foram pré-tratados com 0,75 g/kg de

EAP, com intervalos T m infectados e apos 5 dias da

infec¢do foram monitorados qu

mortalidade até o 40° dia poOs-infecgao.

3.21 Avaliagdo da eficacia do pré-tratamento com extrato aquoso de
prépolis, via intraperitonial aos 7, 3 e 1 dia antes da infecgdo com T.

cruzi

s normais foram divididos em 4 grupos, sendo GA: preé-

vinte camundongo
ratados durante 3 dias, GC: pré-tratados durante 1 dia

tratados durante 3 dias, GB: pré-t

e GD: grupo controle. Os animais foram pré-tratados com EAP, via intraperitonial, na

g/kg. Os procedimentos metodolégicos sdo idénticos ao item 3.8.

concentragdo de 4,0

3.22 Analise estatistica

obtidas foram submetidas a analise estatistica pelo Teste ANOVA e

As variaveis
a Microsoft Systat. Consideraram-se as diferengas entre

Tukey, utilizando-se o program

0S grupos como significantes quando p< 0,05 .




4. RESULTADOS

4.1 Avaliacdo da eficiéencia de dois extratos de propolis (Extratos
Aquoso e Tweendlico) sobre a parasitemia e mortalidade em
camundongos experimentalmente infectados com T cruzi

Quanto a parasitemia, houve diferenca significativa apenas entre os grupos A e B com o

C, no 7° dia pés-infecgdo, com uma reducdo da parasitemia mais acentuada no grupo B
tratado com EAP (Fig.1). Nao houve

a dos animais, conforme mostra a fugura 2.

diferenca significativa quanto 0 tempo de

sobrevivénci

400 -
300

100 +——==

parasitemia x 20,060

dins pos-infeceio

arasitemia média, no 6° 7° e 8° dia pos-infecgdo, em camundongos

experimentalmente infectados com 7' cruzi e tratados com EAP e ETP, dose de 135 mg/kg, via

Figura 1 — Variagdo da p

oral, sendo GA: tratado com extrato tweenolico de propolis (ETP); GB: tratado com extrato

aquoso de propolis (EAP); GC: recebend
= diferenga significativa (p <0,05) ANOVA/TUKEY.

o apenas H.0 desionizada; GD recebendo solugdo de

Tween 80 (5%) em H0 desionizada. *
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Figura 2 — Variagdo média do tempo de sobrevivéncia de camundongos experimentalmente
infectados com 7. cruzi e tratados com EAP e ETP, dose de 135 mg/kg, sendo GA: tratado com
o com extrato aquoso de propolis (EAP); GC:

extrato tweendlico de propolis (ETP); GB: tratad
o de Tween 80 (5%) em H,O

recebendo apenas H,O desionizada; GD recebendo solugd

desionizada.

cida “in vitro” do extrato aquoso de

4.2 Estudos do efeito tripanomi
centragoes

prépolis (EAP) em diferentes con
ao apresentados os resultados do tratamento “4n vitro” com varias

Na tabela 3 est
e evidenciado na tabela, o EAP apresentou “in vitro”

concentragdes de EAP. Conform

entre atividade triponomicida e
os 1 a 6), houve uma redugdo menos acentuada do que

uma relagdo direta sua concentragao.

Nas doses menores (tub
nas doses maiores (tubos 7 a 10), em que ocorreram parasitemia zerados. Esses ultimos

ste do microhematocrito € apresentaram resultado negativo.

foram submetidos ao te€
Posteriormente tiveram seu contetdo inoculado em animais normais, e, ao prazo de 7

roduzir infecg@o 0S tubos 7 € 8
onstraram parasitemia em niveis detectaveis.

dias, conseguiram p ~ Os animais inoculados com a

mistura dos tubos 9 € 10 ndo dem



Tabela 3. Resultados do tratamento “in vitro” com diversas concentragdes de EAP.

Mobilidade
48 h

ubos Concentragdo | Parasitemia | Mobilidade | Parasitemia

1

EAP x 20.000 24 h X 20.000
24 h
0,1 g/ml } 03 / ++ /
0,1 g/ml } 10 } ++ }
0,2 g/ml } 03 ’ ++ }
0,2 g/ml ] 06 ’ + }
0,4 g/ml [ 03 [ + [ 03
0,4 g/ml ] 03 1 + [ 0
0,8 g/ml ] 02 ] + ] 00
0,8 g/ml { 00 I - l 00
1,0 g/ml [ 00 [ = { 00
1,0 g/ml / 00 / - / 00
Controle { 08 { el / 06
Controle j 06 { + { 07
onde: mobilidade: +++ = muito alta; ++ = alta; + = baixa; — = auséncia de parasita.

4.3 Estudo do efeito tripanomicida “in vitro” do Extrato Tweendlico de
Prépolis (ETP) em diferentes concentragoes

Os tubos 1 ¢ 2, contendo EAP na concentragio de 0,2 mg/mi, apresentaram parasitas
VIvos 24 e 48 horas apos a inoculagdo com 7. cruzi. Os demais tubos tratados apresentaram

Parasitas detectaveis apenas 24 horas apds a inoculagdo, tornando-se com gz parasitemia

zerada apos 48 horas (Tab. 4). Posteriormente essas amostras foram submetidas ao teste do

microhematécrito, sendo todos positivos.
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Tabela 4. Resultado do tratamento “4p vitro” com diversas concentragdes de ETP.

Tubos |Concentragdo| Parasitemid X Mobilidade | Parasitemia| Mobilidade
de EAP 20.000 24 h x 20.000 48 h
24 h 48 h
/“//"*,,,’J
1 0,2 g/ml 1 S+ 1 e
IR T
2 0,2 g/ml 06 ++ 2 oy
////A
3 0,4 g/ml 16 gk 0 -
4 0.4 g/ml 09 |t = |
IR BN e
5 | 08 g/ml 02 - 0 :
L e |
6 0.8 g/ml 0l T 0 -
“_——_”—J—‘"—'/—’/’-//——‘f’_—ﬂ -
7 Controle 22 s 15 I
,._/W’_',____———————‘/——_____’____
8 Controle 13 -+ 13 ot
[ DE— S IR EE—
onde:

mobilidade: +++ = muito alta; ++ = alta; + = baixa; - = auséncia de parasita

4.4 Estudo do efeito tripanomicida “ in vitro” do Extrato Etandlico de

Propolis (EEP)

Todas as amostras tratadas com EEP tiveram parasitemia zerada. Os tubos
controle também apresentaram auséncia de parasitas, 24 horas pos-infecgdo (Tab. 5), e a

contagem dos parasitos apos 48 horas de incubacio ndo foi realizada.




Tabela 5. Resultado do tratamento “in vitro” com diversas concentracdes de EEP

Descricdo | Parasitemia x | Mobilidade | Parasitemia x Mobilidade
20.000 20.000
24 horas 48 horas

24 horas
/ 0,2 g/ml / 00 n
0,2 g/ml 1 00 ] n
0,4 g/ml / 00 ! n
0,4 g/ml / 00 / n
0,8 g/ml { 00 { n
0,8 g/ml / 00 f n
Controle / 00 / n
Controle / 00 / n

onde:

teste de mobilidade: n = nio realizado.

4.5 Pesquisa da influéncia do etanol nos experimentos “ jn Vitro”

O etanol em todas as concentragdes testadas influiu no experimento. Nag
concentragdes de 10 e 20 % apresentaram resultados positivos nas primeiras 24 horas
porém negativos nas 24 horas seguintes. A solu¢do de etanol 40% foj Capaz de impedir

totalmente a parasitemia nas primeiras 24 horas, como pode ser observado nga tabela 4



T & ‘
abela 6- Tratamento do Trypanosomd cruzi com etanol

40% (v/v), “in vitro”.

nas concentr

—/——’_—T_._——————————'—‘

27

acdes de 10, 20 e

Mobilidade

48 horas

Tubos
Concentragao Parasitemia X Mobilidade Parasitemia X
de etanol 20.000 20.000
24 horas
24 horas 48 horas
1 10% 15 + + 00
2 10% 08 4 -+ 00
L 3 20% 08 &+ 00
4 il | BB ol F M=
5 40% /’Ol/_ * 00
6 ] 40% 00 A 00
|7 | Controle //22,.//::1#/_/1_5,,“
|8 | Controle 13 R B - RS

onde:

teste de mobilidade: ++1= muito alta; T+ = alta, += bai

4.6 Verificagdo da atividade da prépolis em

1h e Oh antes da infecgdo cO

Os tubos pré-tratados com EAP, 2 horas e 1 hora ante

parasitas visiveis a0 M.O. Os tubos tratados,

apresentaram parasitas visiveis € com m

infecgio (tabela 7). Posteriormente, 05 tubos com

ao teste do microhematécrito e todos 0s tubos for

onteudo de cada um

ia positiva pard todos

seqiéncia, 0 ¢
verificou-se parasitem 0§ animais,

obilidade detectavel, 24 € 4
parasitemia zerada foram submetidos

desses tubos foi reinoculad
a0 7 ° dia pos-infecgao.

X

a; - = auséncia de parasita

pré-incubagao por 2 h,

m T.cruzi “jn vitro”

8

s da infecgdo, ndo apresentaram

concomitantemente, a infecc@o
2

horas apos a

am negativos nesse teste. Na

0 em animais normais €




Tabela 7- Pré-incubacéo por 2 h, 1h e Oh antes da infecciio com T.cruzi “in vitro”.

e ————————

_______._-———-—‘——-—______r——————"_‘

Tubos
Descrigio(horas Parasitenia X Mobilidade | Parasitemia X Mobilidade
de pré- 20.000 20.000
incubagdo) 24 horas 48 horas
w 48 horas
1 shoras | 90 1 - [ I N EL
00 - 00

| 2 | 2horas | = —

_— lhora | Y

4 | lhora | =

5 0 hora /__L,_,_,__Lf_,-_,,_,t——ﬂ b

6 0 hora /—2—/‘%—: * P,_l_;~___+_i_#
7 | Controle /,6/4’1_41;/,3/ g e s

§ | Controle | /,13,,,._;::4_,,6,, it
onde:

00 w,,l_’-—a/—ﬂb__—w

alta; ++ = alta; += baixa; - = auséncia de parasita

teste de mobilidade: 44+ = muito

ncia do sistema 6xido nitrico no mecanismo

4.7 Avaliagdo da influé
o de propolis (EAP)

de agdo de agdo do extrato aquos

sentaram parasitemia serada nas 24 e 48 horas apos a

Os tubos do GA (1 ¢ 2) apre
) apresentaram parasitas com alta mobilidade, o

s do grupo B (3e4

infeccdo. Os tubo
5 ¢ 6). O grupo D (7 e 8) apresentou

para 0 grupo C (tubos
s. O grupo E (9 e 10) apresentou

m zerados nas 48 hora
s, O gupo F (11 ¢ 12) apresentou parasitemia e

mesmo se repetindo

parasitas nas 24 horas poré
em ambas as analise

parasitemia
o alta, 24 € 48 horas pos-

infecgdo. Os dados sdo apresentados na tabela

mobilidade muit

8.




Tabela 8- Avaliagio do mecanismo de aga

ou sem associagio a inibidores da NO sintase.

Onde: NOARG= No-nitro-2
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o do Extrato Aquoso de Propolis (EAP), com

NS e s
| Tubos/ |
Grupos Descrigdo Parasitemia X Mobilidade | Parasitemia Mobilidade
20.000 x 20.000
24 horas 48 horas
o4horas | | 48 horas
1/A EAP 00 . 00 .
2/A EAP 00 = 00 -
3/B NOARG 04 + + 09 & &
4/B NOARG 07 + & 10 3
5/C L-NAME 10 4 S 17 -
6/C L-NAME 09 4 06 P
7/D EAP + 01 + 00 :
NOARG
8/D EAP + 00 s 00 -
] NOARG
9/E EAP + 00 - 00 =
L-NAME |
10/E EAP + 00 - 00 -
| LNaME |
11/F ’_(’:Qplrglgx 16 ++ + 18 F o+
12/F Controle 15 +++ | 19 5
-arginine € L-NAME= L-arginine metil ester




30

4.8 Determinagdo da curva dose-efeito do EAP aplicado, por via oral,

em diferentes concentragoes

Para avaliar qual a melhor dose de EAP via oral foram analisadas seis diferentes

concentragdes. Houve diferenga significativa entre 08 grupos GG e GB, GC e GD no

7°dia apos a infecedo (p < 0,05 ANOVA-TUKEY).A melhor dose foi a do grupo C

(153,8 mg/kg) reduzindo 81,9% da par
s na figura 3. Nao houve diferen:

asitemia, em relagao ao grupo controle. Os dados

. ¢a significativa na sobrevivéncia dos animais

tratados , como representado na figura 4.

S 800 » e ‘ iy
g T ; —GB
2 400 —_GD
2 200 |\~ ——GE
© e

5 0 -« GF
2 o —GG

dias pos-infecgao
ativa (p < 0,05- ANOVA/ TUKEY)

* =
= diferenca signific

efeito para o Extrato Aquoso de Propolis (EAP)

Figura 3 -- Determinagdo da curva dose-
administrado pela via oral, sendo GA: tratado com dose de 38,5 mg/kg; GB: tratado com 76,9
mg/kg; GC: tratado com 153,8 mg/kg; GD: 307,7 mg/kg; GE: 615,4 mg/kg, GF: 1230,7 mg/kg e

GG: controle.
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Grupos

oral, sobre o tempo de sobrevivéncia dos

Figura 4 - Efeito do tratamento com EAP, via
zi, sendo GA: tratado com dose de 38,5 mg/kg;

animais experimentalmente infectados com T.cru
GB: tratado com 76,9 mg/kg; GC: tratado com 153,8 mg/kg; GD: 307,7 mg/kg; GE: 615,4

mg/kg; GF: 1230,7 mg/kg e GG: controle.

4.9 Determinagdo da curva dose-efeito do EAP aplicado por via

em diferentes concentragoes

intraperitonial ,

entre 08 grupos GH (controle) e o GF no 8°dia apos a
TUKEY). A melhor resposta foi dada p

grupo controle (Figura 5). N@o houve diferenga

Houve diferenga significativa
P < 0,05 ANOVA-
do 68,6%, em relagdo ao

infecgdo ( elo grupo F (924,8

mg/kg) reduzin
atados , como representado na Figura 6

significativa na sobrevivéncia dos animais tr
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Figura 5 -- Curva dose-efeito do extrato aquoso de propolis (EAP) , administrado via

sendo GA: tratado com 2 dose de 28,9 mg/kg; GB: tratado com 57,85 mg/kg;

intraperitonial ,
GC: tratado com 115,6 mg/kg; GD: t
GF: 9248 mg/kg; GG: tratado com 184

0,05) ANOVA/T UKEY

ratado com 231,2 mg/kg; GE: tratado com 462 4 mg/kg;
9,6 mg/kg; GH: controle. * = diferenga significativa (p <

BGA
@ GB
mGC
@mGD
mGE
EGF
mGG

Grupos QdGH

Dias de sobrevivéncia

o com EAP, via intraperitonial, sobre o tempo de sobrevivéncia

Figura 6 -- Efeito do tratament
GA: tratado com a dose de 28,9 mg/kg;

fectados com 7. cruzi,

dos animais experimentalmente in
tratado com 115,6 mg/kg; GD: tratado com 231,2 mg/kg;

GB: tratado com 57,85 mg/ks; GC:

GE: tratado com 462 4 mg/ke; GF: 924,8 mg/kg; GG: tratado com 1849,6 mg/kg; GH: controle.
- tratado com 462, , G
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o de tratamento com extrato de propolis, via

4.10 Avaliago do period perimentalmente infectados

oral (15, 10, 5 dias) em camundongos eX
com T. cruzi

° dia pos-i do ocorreu uma
Quanto 2 asitemia, pudemos observar que no 7 dia pos-infecgao
uanto a par ;

ias (Fig. 7).
diferenca significativa apenas quando adotava-s¢ 0 tratamento de 5 dias (Fig. 7)

parasitemia x 20.000

Dias pés—infecgéo

i ia oral, (5, 10 e 15 dias), sendo GA:
. ol r periodo de tratamento, V1 5 :
Figura 7 -- Avaliagao C_lodgleé]g' tfatado durante 10 dias, QC : tratado.du_rfimte_ 5 dias, §Od?)502§
tratado duran';e 15 dxiz, i 'de 153.8 mgkg * = diferenca significativa (p < 0,05
animais receberam

ANOVA/TUKEY.

hor periodo de tratamento, intraperitonial (5, 10

4.11 Avaliagdo do meldongos experimentalmente infectados com T.

e 15 dias) em camun

cruzi ia, apenas com 5 dias de tratamento houve diferenga siginificativa, no
; : a
Quanto a parasitemia,

7°dia p(’)s—infecqio(Fig. 8).

g 500 | ™
S 400 - s
»

8 . —GC
5 e —GD
@

@ : 8o

Q. 6°

Dias pés-infecgéo

ia 1 itonial (5, 10 e 15 dias)
. 1o de tratamento, via mtraperi S A8}
o do melhor Peggéotratado durante 10 dias, GC: tratado durante 5 dias.
' <

de 924,8 mglks. + = diferenca significativa (p < 0,05)

Figura 8 -- Avaliagd e
sendo GA: tratado durante 0;6
Todos os animais receberam 2

ANOVA/TUKEY.

nivarsidans Fol
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4.12 Avaliagdo da eficacia do pré- tratamento , via oral, aos 7,3 e 1

dia antes da infecgao

dos tiveram redugdo significativa da parasitemia apenas no
apos a infeccdo ( Figura 9). A mortalidade ndo foi
ontrole (Figura 10).

Os animais pré- trata
grupo C (pré-1 dia) no gétimo dia
significativamente diferente a grupo ¢

(=

S 800 -

° e ———

N 600 = GA
« ——GB
§ 400 +— B
.:‘.;; 200 - Gb
& 0

o. 50

Dias pos-infec¢ao

Figura 9 -- Efeito do pré-tratamento sobre a parasitemia dos animais, via oral, com EAP aos 7,
3 ¢ 1 dia antes da infec¢do experimental com T.cruzi, sendo: GA.: pré-tratado durante 7 dias antes

da infecgdo; GB: pré-tratado durante 3 dias; GC: pré-tratado durante | dia e GD: grupo controle
(apenas agua). * = diferen¢a significativa (p <0,05) AN OVA/TUKEY.

g 20

1 mGA
o mGB
_Q e HHN

% QOGe
3 i L~ EGD
(7]

«©

N

Grupos

a mortalidade dos animais, via oral, com EAP aos 7
T cruzi, sendo: GA: pré-tratado durante 7 dias antes
tratado durante 1 dia e GD: grupo controle

Figura 10 - Efeito do pré-tratamento sobre

3 ¢ 1dia antes da infecgdo experimental com :
da infecgdo, GB: pré-tratado durante 3 dias; GC: pré

(apenas agua).
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4.13 Avaliagdo da eficacia do pré- tratamento, via intraperitonial, aos

7,3 e 1 dia antes da infecgao

Os animais pré- tratados tiveram reducdo significativa da parasitemia} apenas no grupo B
( pré-3 dia) no sétimo dia apos a infeccdo.( ver Figura 1113.) A mortalidade ndo foi
significativamente superior ao grupo controle.( Figura 1.2

o AT P st . . " - i
g 800 - ‘ ; "
§ 600 - e -
g 400 - -
2 S
2 200
©
s 0-

5

Dias pés—infecgéo

itemia dos animais, via intraperitonial, com
igura i , tratamento gobre a parasiteinic : ‘ intra
Figura 11 -- Efeito do pre (tirain focgio experimental com T.cruzi, sendo: GA: pre-tratadq durante
] Al e - urante 3 dias; GC: pré-tratado durante 1 dia e GD:

. : 50, GB: pré-tratado d
7 dias antes da infecga0 dom ficativa (@ < 0,05) ANOVA/TUKEY.

grupo controle. * = diferenca

Dis de sobrevivéncia

rtalidade dos animais, via intraperitonial, com

i i 5 nento sobre a mo . it
Figura 12 -- Efeito 'do pre t‘(’iat?;fecqﬁo expefimental com T.cruzi, sendo.,GA. pré-tratado .
EAPaos7,3eld@ antes ¢a , tratado durante 3 dias; GC: pré-tratado durante 1 dia e

: b i ik
durante 7 dias antes da infecgdo; GB: PTe

GD: grupo controle
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5. DISCUSSAO

aboragdo do experimento deve-se conhecer, com precisdo, a
>

osoma Cruzi utilizadas. Is

do com isti g s

om suas caracteristicas morfologicas e

Durante a fase de el
so é importante por haver

classificacio das cepas de Trypan
om diferengas de acor
pas podem S€r utilizad
arasitémicos entre 7°e
picos parasitémicos entre 12° e 20°

linhagens de 7. cruzi ¢
as: tipo I, inclui cepas de rapida

patogénicas. Varios tipos de ce
cepa Y), com picos p
relativamente lenta, com
tipo III cepas com mul
re 020°¢€e0 30°
sempenho ¢ respostas em ensaios

12° dia da infecgdo; tipo

multiplicago ( ex:
II, cepas com multiplicagao
do (ex: S0 Filipe); tiplicagdo lenta (ex: cepa
0s parasitémicos ent
pa Y devido ao seu de
”(Andrade, 1974,1985 apud Silva, 1999).

u em verificar qual o melhor extrato

dia de infec
¢
dia apos a infecgdo. No

Colombiana), com pic

presente trabalho, utilizou-se a €€
tro” quanto “in vIvO
esente trabalho consisti
esquisa da reducdo da p
enca de Chagas. Foram analisados extratos

biologicos tanto “in vi

A primeira parte do pr
¢ utilizado para @ p
s na fase aguda da do

arasitemia e do tempo de

de propolis a se
1, Tween 80 e agua).

“n vitro” ( tabela 5 ) para

sobrevivéncia dos animai
igsolvidos em trés ti
olico de propolis
< in vivo”.08 resultados 0O

ncia de parasitemia, carac
a concentragao de etanol foi escolhida

pos de solventes (etano

(EEP) foi testado
btidos, inicialmente, demonstraram

de propolis d
O extrato etan

posteriormente S€T testado

ole apresentava ausé terizando interferéncia

ultados obtidos. Ess

r Park & Ikegaki

olume de composto da propolis

que o grupo contr
do etanol a 80% nos 1S
abalho realizado po

(1998), que descreve ser essa

baseada em tir
bruta.

que extrai 0 maior v

o experimento (tabel
e €essas concentragoes, também

concentragdo de etanol
a 6) em que foram testados

Partiu-se, €ntao, para

nol a 10 %, 20% € 40%,

tratamentos com €td
m nos resultados fin a descartar o extrato etanolico como
ento nNOS experime

os que fossem S

interferira ais, 0 que nos levou
ntos posteriores.

solugiio para tratam
olaveis em agua, utilizaram-se duas

Na busca de extf
reparo do mesmo:
gua. A primeira
a adaptada de Matsu

at
n 80 (polissorbato 80) a 5% e

uma utilizando Twee

metodologias de P
foi desenvolvida em NOSSO laboratorio, em

outra utilizando somente a
shige et al.(1996).

experimentos anteriores € segund
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o de prépolis (ETP) foi avaliado “in vivo” comparado ao

mo representado na Fig
cativa no 7° dia pos-infeccao. A analise

O extrato tweenOlic
ura 1, demonstrando que,

extrato aquoso de prépolis (EAP), co

uma redugado signifi

estatistica mostrou que nao houve diferengas signifi
cebendo Tween 80, 5%), porém, notou-se

(recebendo EAP), B (recebendo ETP) e C (re
ebendo apenas agua) apresentaram uma parasitemia

0, deduziu-se que unicamente o Tween 80

in vivo” M
wvo -, ambos produzel
cativas entre 0S grupos. A

que os animais do grupo D (rec
pos. Apartir diss

mai
maior que 0Ss outros gru
0, optou-s€ pelo EAP,

int i i
erferiu nos resultados €, por 1% por sel formulado com solvente
ara 0S experiment

armos O EAP vi
es microbiol6gicos g

o crescimento de microorganismos
2

mais inerte que 0 ETP P os realizados “in vivo”.
Devido ao fato de inocul a intraperitonial “n vivo”, realizamos
meio de dois test
de 1,0 g/ml inibe
g/ml, que permitira
u-se 0 procedimento de estocar o EAP

testes de esterilidade por SA e TSB, constatando-

se que o EAP na concentraq:ﬁo

diferindo das concentragées'de 0,5¢€0,1

m o crescimento de bacilos

gram-positivos € leveduras no meio, assim adoto

o ¢ diluido 1 penas momentos antes do

na maior concentraga s doses desejadas @
tratamento dos animais.
e dois experiment

(tabela 3) e ETP (tabela 4) ambos com diferente

r desempenho P
ra contendo

os “in vitro” para obter mais dados: um com EAP

Realizaram-$
s concentragoes. Verificou-se que 0 EAP

or apresentarem resultado negativo ao teste do

apresentou um metho
1,0 g/ml demonstrar, apos inoculagdo

microhematocrito € @ mistu
m animais normais. O mesmo nio foi observado

ocar infecgdo ©
g/ml, testadas que apresentaram resultado

ETP, 0,8 € 1,0
0, realizado nOS tubos onde a parasitemia nao foi

incapacidade de prov
concentragdes maoires de
microhemat()crit

positivo ao teste do
e entre JAmina € laminula.

detectada no exameé de sangu
estdo de acord

extrato etanolico

o com Higashi & De Castro (1994) que constataram

e dissolvido em DMSO (Dimetilsulfc')xido)

que a propolis, na forma de
asita ( tripomastigota, epimastigota € amastigota),”

s formas do par
um comportamento dose-dependente para a inibigao das

o T.cruzi. também foi observad
m intensificar 08 mecanismos de ativagao

era ativa contra as tré

resente trabalho,

in vitro”. No p
o Os autores acima relatam que
2

formas evolutivas d
-1 pr()polis pode

talvez, certos constituiny
struicdo dos amastigotos intracelulares.

celular, levando a um
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interferéncia o periodo  de pré-incubagao  dos

Assim, pesquisou-se 2
o do sistema oxido nitrico. No primeiro

se havia participag
ositivo a zero hora de
a infecgdo, indica que apesar de haver

experimentos “ in vitro” €
experimento (tabela 7), © resultado P
4 ¢ 48 horas apos
j0 dos parasitas DES
m de parasitas no sangue contido

pré-incubagao, quando o0s

tu i
bos foram analisados nas 2

resso pela redug se experimento, ha a

u - ;
ma acgdo direta, €XP
para zerar a contage

ne * P ~
cessidade de uma pré-incubaga®
0s processos de ativagdo celular.

SSiVCl inﬂuénCia d
arginina em ()XidO nitrico na célula, a
?

B -
os tubos, indicando uma po

perimento avali o sistema oxido nitrico por

No proximo €x

ln 2 . W e B .
eio de dois inibidores da enzima

NO sintase. Os resultados obtidos indicara
« in vitro” (tabel

0, NOS experimentos
guma outra via de imunoestimulagdo

que converte a L-
m uma agao sobre o T.cruzi independente do

a 8). Os possivels mecanismos

sistema Oxido nitric
e o parasita ou al

de agdo sdo: agdo direta sobr
e H0:z.

independente de NO, como a formagdo d

Com o objetivo de a influéncia do si
“4p vivo~ com [ -arginina, administrada

yerificar stema Oxido pitrico no mecanismo

zado experimento

e 500 mg/kg, em as
ctivamente grupos A, B e C) e apenas

de ago da propolis, foi reali

oncentragdo d
758 mg/kg (respe

btidos foram: diminui¢do significativa da

grupo D (controle), aumento do

s intraperitonial, s sociagdo com EAP, nas doses
de 689,6 mg/kg, 1379 mg/kg €2
). Os dados ©

C em relagdo a0
dados sugerem um mecanismo de a¢do

com L-arginina (grupo D
0s grupos Be
osBeC. Esses
rico, diferindo dos 1€

parasitemia no 7° dia n
ijvéncia dos grup

{444 - 1 {
in vivo”, que envolve 0O sistema oxido mit

Tabela 8. Dados
qual a melhor

tempo de sobrev
sultados obtidos “in vitro”

ndo apresentados.

e demonstrados na
ato dos camundongos

Foi pesquisado, ainda, dose para o tratame
infectados com T.criizi Utilizamos & dete
ostradas nas figuras 3 © 5.

e 4) constatou-se que apenas as doses

rminagdo da curva dose-resposta para a via oral
ectivamente M
oral (figuras 3

em decrescente d
ue a primeira dose reduziu 81,9% da

e intraperitonial, résp

No experimento via
cientes, em 0fd

9 mg/kg, sendo q
presentado nas figuras 3 e 4. Cabe destacar

inermediarias sao mais efi e efeito redutor da B
153.8 me/kg, 307,7 mg/ke © 76,
m relagdo a0 grupo controle ,1€

jor dose ndo cort

ado, cuja a ma
o experimento via intraperitonial (Figura 5), o qual

parasitemia, €
espondeu a0 melhor efeito.

0 comportamento observ
¢ observado 1

O mesmo
ificativa da pa

rasitemia 1o g°dia pos-infec¢do, na dose de

apresentou uma redugdo sigl
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12 :
30,0 mg/kg, reduzindo 68,6%, em relagdo ao grupo controle. O aumento do tempo de

e animais com men

or parasitemia também foi constatado (Figura

sobrevida dos grupos d
6).
50 de acordo com Orsi et al. (2000), que avaliaram o efeito da

propolis sobre a ativagao de macrofagos pela deter
do que 2 propolis ind

(H,0, ) e 6xido nitrico (NO); constatan
pendente, inibindo signiﬁcativamente a geragdo desses

Esses dados est
minagdo dos metabolitos do oxigénio

uz a produgdo de NO e

H i
,0, , por uma via dose de

quando aplicada em altas doses.
portﬁncia da dete

_dependente nos mod

rminagdo de uma curva dose resposta

Deve-se ressaltar @ im
elos animais para 0 estudo da

para analisar O comportamento dose

doenga de Chagas.
e Castro et al. (1995). Nesse

m desacordo com D

Os presentes dados estdo €
foram administradas €m camundongos

trabalho, diferentes formulagdes de propolis
panosomd cruzi (ce

fectados com Try, paY)ea parasitemia e a taxa
inistragao oral de extrato etandlico de

experimentalmente in

nitoradas. A adm

polis/ kg por dia ou
u na alimentagao (superior a 5g/kg/dia) ndo

de sobrevivéncia foram mo
12 gramas de P 0
ad g/kg/dia) 0
ros. A diferenga d

propolis superior a pr(’)polis oferecida ad libitum na
agua de ingestao (superior

interferiram em ambos 08 parémet
ge a dose @

0s NOSSOS resultados para os do

dministrada , via oral, visto que o extrato

va-
feito inibidor sobre a ativagio

referido trabalho talvez, de

s em doses altas possui um ©

nfluenciado a discord
i disponibilizada aos animais no

aquoso de propoli
4ncia nos resultados foi

que pode &7 i
que 2 propolis fo
gestdo, administrad
éncia do curso da infecgdo. No

macrofagocitaria. Outro fator

nistragao, sendo

a forma de admi
a na ragdo e atraves de

referido trabalho, utilizand
primeiras for

o a égua de n

mas sofrem influ

gavagem. As duas
0 de agua e comida ao

diminuiram & ingest

gos infectados
proximo aos dias em que o animal

estado de inani¢ao
lis tende a yariar

laboratério, os camundon
a, chegando a0

vem a 6bito. Portanto, & ingestao de propo

longo da fase agud
uando essa € administrada

na bebida e na ra¢ao
as dose-efeito determinadas € a diferenga da

Outro ponto a seT destacado 1nas curv
¢do via intraperitonial e via oral. Foi necessaria uma

por administra

onial para Pr jo significativa quando

dose 6tima verificadas
oduzir uma redu¢

maior dose Vvia intraperit

comparado a via oral.
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e ser determinante para essa variagdo € 0 peso dos animais e

es, um dos componen

m agdo tripanomicida (ibid.

Um fator que pod
tes da propolis, descrito na

outro é a absor¢do de flavanoid
asse de polifendis ¢O 1995).
g ocorrem naturalm
a coleta de propolis, as
ssa enzima promovera a liberagdo da

literatura como uma cl
ente como O-glicosideos, com um

Nos vegetais, flavanoide
osi¢do C-3. Durante
al3 B—glicosidase. E
avanoides glicosilado
flavanoides agliconas podem atravessar a

abelhas a misturam com

agucar ligado na p

saliva, que contém uma enzim
ar, transformando fl s em flavanoides agliconas
al.( 1998b). Apenas
ros. Nenhuma enzi
na parede instestinal d

a ago da microflora (MORAND et

molécula de agic

Bonhevi et al. apud Park et
ma que pode quebrar as ligagoes

. ) . L. ,
parede intestinal de animais mamife
a no intestino OU

e animais, portanto a

B-olicosidi ,
glicosidicas € secretad
ino grosso devido

m um ambiente asséptico ,
polis para obter o efeito redutor da

hidroli i
rolise apenas 0COITe no intest
no caso a cavidade

al. ,1998). Assim ¢ possivel que ©

peritonial é necessario uma dose maior de pro

parasitemia.
AP para as melhores

ferentes periodos de tratamento cOm © E

efeito, via oral

u-se que o periodo d
mia dos animais tratados.

Foram analisados di
e intraperitonial, durante 5, 10 e 15

d "
oses determinadas pelas curvas dose-

a7e?’) Constato

0 . . . X 1
nde ocorreu uma significativa redugdo da parasite

Em outro experimento realizad

7,3, 1 dia antes da infeccdo, T
u redugdo siginific
é-tratamento (figu
e 12). Essa diferen

dl , . - i

5 b8 fniflcedo (figur e 5 dias de tratamento foi
o, avaliou-s¢ 2 eficacia do pré-tratamento durante
espectivameﬂte pelas vias oral € intraperitonial, sendo que

ativa com 24 horas de pré-tratamento antes € a

a9ell)e sendo €
¢a pode set devida as diferengas de

a primei
ra mostro
sses dados refletidos no

segunda com 3 dias de pr

” )
umento da mortalidade (figura 10
nente como, também, & influéncia inibitoria da

citadas anteriofT
ores concentragdes, que s¢ expressam

a P o
bsor¢do de flavanoides
crofagos em mai

prépolis sobre a ativagio de ma

rasitas.
a toxicidade agud

A propolis possul baix
da Gltima dosagem de uma deter

a receberai. A
senko et al., 197
rada DL50 via €

em maior numero de pa
a, medida pela dose letal mediana (DLso)

minada substancia que € capaz de

polis, varia de 2000 a

que se refere ao valor
DL50 via oral da pro

matar 50% dos animais qu€
7; Arvouet-Grand et al.,1993). Para

7340 mg /kg (Burdock, 195; Hryt
foi encont

ndovenosa, de 920 mg/kg

0 ,qe ‘ 1
extrato etanolico de pTOPOhSa

(Moroni, 1998).
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oxicidade € 0 bioensaio da substacia em Arfemia

Outro parametro pard avaliar a t
e em aguas salobras de todo mundo

salina , .
, um crustaceo da ordem Anostraceac, que VIV
«Brine Shrimp Test”,

a atividade biologica. A propolis

que se baseia na

també : ;
bém denominado na literatura de

C -

oncentragao Letal Média (CLSO) c
0, apresenta um
<80 pg/ml = altamente toxicos; entre 80 € 250

omo parametro d
na forma de extrato aquos a CL50 de 1mg/ml (Lopes, 2000). A
para a CL50 €
or que 250 pg/ml =
a Dolabela apud Lopes(2000).

classifiencs 2
lassificagdo de toxicidade
baixa toxicidade ou atoxico

1ig/ml = moderadamente toxico € mai
a terceira categorl
cidade aguda, 2
dependente ¢ aumento da

Po L s )
rtanto a propolis encaixa-se It
tar baixa toxi
elo seu efeito dose-

propolis apresentou uma

Apesar de apresen

evidenciada P

toxicl £
xicidade cronica
s maiores que 1 dia (

a ,em pré—tratamento, em periodo

parasitemia quando administrad
g9 e 11 ouem periodos de

V. . . . 1
ia oral) e 3 dias (via int conforme Figura
idenciando um efeito cumulativo que

ue 5 dias (Fig
e NO ¢ H,02.0

o hospedeiro a0
o mais estudos devem ser realizados “ in

talvez diminua a produ¢a® d o0s macrofagos,
parasita.(Gazzinelli et al., 1998).

d . ~ o
esencadear € modular a resisténcia d

possui uma certa toxicidade

Portanto a propolis
eus extratos, tdo comumente

! prc')polis es

possa valida
ivo de tornar-se fonte de novos

V. 29 . .
itro” e “in vivo”, para qué se
com O objet

utilizados pela populagd® em geral »

quimioterapicos.
orme potencial por apresentar

polis tem um en

acima, @ pro
antidade de compostos presente na

pela grande qu
tividade biologica
ados pela atividade biologica se

No contexto descrito
icos lideres e
g relatos de a

postos direcion
$S€ trabatho € em De Castro et al

vérios compostos quim
(conforme descrito na

sua constituigdo com inamero
nto desses com

Introdugdo). O fracioname
dos obtidos ne

devido a0s resulta
discussdo que flavanoides fracionados da

faz necessario ,

os autores descrevem na

(1995), em que
atividade anti-T.cruzi.

propolis apresentaraim alta
nares realiza osa de quercetina, um

na propolis P

ue a solugdo aqu

dos sugerem d
ti-T. cruzi “in vitro” € “in

Estudos prelimi
ossul agdo an

dos flavonoides encontrados

Outra pesquisa
cruzi resiste
ncias homolo

ida com propolis

Zonida201 e ao nifurtimox. Foi descrito em

de Trypanosomd
es codificadores das glicoproteinas P

T.cruzi a presensd de sequé gas 08 gen
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téncia, denominada 1cpgp2 (Dallagiovanna et al., 1995)

P . :
(PgP) associadas com & IesIS
(PgP) media a resisténcia a quimioterapia em

Su - . )
perexpressdo das p-glicoproteinas
licoproteina transportadora ATP-binding

almente por uma &
ana plasmatica a 4t

e de duas porgoes hom
o ligante de nucleotideo ( NBD) o qual

cé inci
lulas cancerosas, princip
al elimina as drogas citotoxicas as

— ,
assete (ABC) localizada na membr
custas da hidrolise de ATP- pgP consist
dominio citosolic

g consensos walker, A € B, envolv

ologas que contém um

d P n S
ominio transmembranico € um
:dos na ligagao de ATP ¢

contém dois motivo
ade, modulando a

se fortemente a0s NBD’s, com alta afinid

tro et al.,1999). B

smos de tepgp 2,

envolvimento da proteina codificada Por esse gene na resisténcias a0 Benzonidazol e
Extrato AquosO de

Nifurtimox (Murta et al 1998). O
zan (2000) € poderia ser utilizado no

flavandides agliconas como descrito POr Bez
o da doengd de Chagas, concomita

cistentes @ esse

hidrolise. Flavanoides ligam-
oi demonstrado haver correlagao

i & ~ . % “ " . . ’
esisténcia a quimioterapia (Di P1e

roga € polimorﬁ indicando um possivel

entre suscetibilidade @ d

propolis € uma fonte de

ntemente, a €55a8 drogas, com O

tratamento especific
em cepas susceptiveis,

S quimioterépicos

objetivo de tornar cepas re
mentando sua eficacia.

ntidade empregad

diminuindo a qua a dos mesmos € au
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6. CONCLUSAO

polis (EAP) apresentou maior agao tripanomicida “in vitro” do

e Extrato aquoso de pro
prépolis (ETP).

que o extrato tweenolico de

mos i éncl « .
ostraram influencia nos experimentos “in

e etanol testadas

®
Todas as concentragdes d
ar a agao do extrato etanolico de

o , .
vitro”, ndo sendo posswel , portanto determin

propolis (EEP).

pendente do sistema oxido nitrico “in vitro”

® o .
EAP atua por um mecanismo inde

emia € mortalidade de camundongos
¢ )

¢ao da parasit
parado 20 extrato tweenolico

® r .
EAP & mais eficaz pard redu
T.cruzi, quando com

eXperimentalmente infectados com

de propolis (ETP)

ato aquosos de propolis, mostrou resultado

ento com extr
a oral e 72 horas, via intraperitonial.

o Periodo de pré-tratart
30 24 horas, vi

significativo com administrag

ara reducdo da parasitemia ¢ de 5 dias para

o mais eficaz P
itonial), quando comparado com 10 e

s O periodo de tratament
(oral € intraper

ambas as vias d€ adminstragao

15 dias de tratamento.
e As doses de 1583, 230,0 mg/kg (via intraperitonial)
0 e 68,6% da parasitemia em relagdo ao grupo

reduziram, respectivamente, 81,9

controle .
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RESEARCH ON THE TRYPANOMICIDE ACTION OF PROPOLIS:

studies “in vitro” and “in vivo”.

Chagas disease is one of the most important parasitic diseases of Latin America, due to
its high incidence, prevalence and social-economical repercussion caused in the
countries. Despite efforts, a very reduced number of drugs have been indicated for the
specific treatment of the disease. All have side effects, are efficient for some strains and
have restricted action in the acute phase of the disease. Studies performed “in vitro”
showed that propolis preparations have high activity against 7. cruzi, inhibiting

The present study consists of characterizing the best

proliferation in the host cell.
solvent, pre-treatment and treatment period, extract dosage to reduce parasitism “in
| time of Swiss mice infected 5 X 10 4 infective forms of 7.

vitro” and “in vivo, surviva
cruzi Y strain. Raw propolis from Apis mellifera (100g), from Patrocinio- MG was
d water, ground, and heated at 80° C for 120 minutes,

immersed in 500ml of deionize
filtered, dried and resuspended in desired concentrations, obtaining a propolis aqueous

extract (EAP). The tweenolic propolis extract was obtained by immersing Apis mellifera
propolis in 500ml 80 Tween (5%) in deionized water, in the same way as EAP was
prepared. The ethanol propolis extract (EEP) was obtained by dissolving 100 gr. of the
raw propolis in 80% ethanol (V/V), heated at 80% for 120 minutes, ground, filtered and
evaporated on a hot grill at 75 o C. The dry residue was resuspended in 80% ethanol
(v/v) in desired concentrations. EAP was shown to be better that ETP in both “in vitro”

due to the ethanol

and “in vivo” tests. EAP appeared to interfere in the “in vitro” tests
influence. EAP was administered in increasing doses intraperitoneally (up to 1849.6

mg/kg) and orally in T. cruzi infected mice. A reduced parasitism and increase of
survival time were shown. Best doses were 153.8-mg/kg orally and 924.8 mg/kg
intraperitoneally via. Reduction percentage was 81.9% orally and 68.6% intraperitonial
via. Previous treatment of animals with EAP dose of 153.8 mg/kg (orally) and 924.8
mg/kg (intraperitoneally) was efficient when performed 24 hours (orally) and 72 hours

(intraperitoneally) pefore 7. cruzi infection. The most efficient “in vivo” treatment
period was 5 To investigate the possible

days for both ways of administration.
involvement of the nitric oxide system in the EAP action mechanism NOSi (L-NAME
and NOARG) inhibitors were tested “in vitro” and showed that EAP possessed
trypanomycide action even in the presence .of inhibitors, indicating a nitric oxide
independent mechanism. Results obtained in this study suggest that the aqueous propolis
extract possesses component(s) able to act upon the parasitism of mice infected with 7.

cruzi, significant the number of parasites during infection by a dose dependent
action mechanism. (

ly reducing
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