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RESUMO

Protozoonoses tais como leishmaniose e doenga de Chagas, consideradas doencas negligenciadas,
afetam milhdes de pessoas em todo o mundo, por isso sdo constantes as pesquisas para o
desenvolvimento de terapias mais eficazes. O interesse pela fitoterapia como fonte alternativa
para o tratamento de infimeras enfermidades tem crescido e merece destaque o uso da propolis,
amplamente utilizada na pratica médica popular. Sdo atribuidas a propolis, principalmente as
variedades encontradas no Brasil, diversas propriedades farmacologicas por sua complexa
composi¢ao. Estudos in vivo e in vitro com extratos de propolis contra Trypanosoma cruzi e
Leishmania vém sendo realizados nos tultimos anos com resultados promissores, embora sejam
necessarios estudos complementares. Este trabalho traz uma revisdo sobre os aspectos clinicos e
epidemiolégicos da leishmaniose e doenga de Chagas, assim como a aplicabilidade da prépolis
como um recurso terapéutico eficaz e seguro para o tratamento dessas protozoonoses.

DESCRITORES: Propolis. Protozoonoses. Leishmaniose. Doenga de Chagas.
INTRODUCAO
O desenvolvimento de novos farmacos para o combate das protozoonoses

¢ objeto de constantes discussdes no meio cientifico. Os farmacos atualmente
disponiveis para o combate de doengas como a leishmaniose e a doenga de
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Chagas s@o pouco eficazes, pois se limitam as formas agudas da doenca e, por sua
toxicidade, podem causar efeitos colaterais, as vezes graves (Gelb & Hol, 2002).

No caso da doenga de Chagas, causada por Trypanosoma cruzi, a terapia
¢ limitada a dois nitroheterociclicos: o benznidazol (Rochagan® ou Radanil®),
langado na década 1970 e o tnico farmaco atualmente amplamente disponivel
para o tratamento especifico desta doenca, e o nifurtimox (Lampit®), introduzido
na década de 1960 para o tratamento na fase aguda. Este, restritamente utilizado
no Brasil, ¢ empregado como alternativa apenas em caso de intolerancia ao
benznidazol (Barrett et al., 2003).

Na quimioterapia da leishmaniose, sdo utilizados os antimoniais
pentavalentes como farmacos de primeira escolha (Rath et al., 2003). Em paises de
lingua francesa, espanhola e no Brasil, o farmaco mais utilizado ¢ o antimoniato de
meglumina (Glucantime®) (Soares-Bezerra et al., 2004). Também sdo utilizados
como alternativas nos casos de resisténcia aos antimoniais a pentamidina, a
anfotericina B, a paromomicina e o miltefosine (Rath et al., 2003). Contudo, estes
nao possuem um indice terap€utico tdo favoravel e também apresentam importantes
reagdes adversas (Silva-Lopez, 2010). Logo, a elevada toxicidade, os custos e a
resisténcia associada aos tratamentos disponiveis fazem com que seja crescente a
busca por novas substancias que possam ser utilizadas na terapia, especialmente
aquelas obtidas de fontes naturais (Barrett & Gilbert, 2002).

Neste sentido, a propolis, um produto resinoso produzido pelas abelhas a
partir de diversas fontes vegetais, vem sendo amplamente empregada na medicina
popular e atrai muita atengdo por suas utilidades na pratica médica ¢ cosmética
gracas as suas propriedades antifingicas (Ota et al., 2001; Dota et al., 2010),
antibacterianas (Gonsales et al., 2006; Scazzocchio et al., 2006), antioxidantes
(Isla et al., 2001; Kumazawa et al., 2004), antivirais (Vynograd et al., 2000) e
antiprotozoarias (Pontin et al., 2008) divulgadas em diversos trabalhos cientificos.
Ha até mesmo estudos sobre sua eficacia contra o virus da aids (Ito et al., 2001).
As dezenas de atividades bioldgicas e o alto valor agregado atribuido a propolis
justificam o interesse global das pesquisas a ela relacionadas (Pereira et al., 2002).

No Brasil, existem muitas plantas que as abelhas utilizam como fonte
na produgdo da propolis e, dependendo da localizagdo geografica, a composi¢ao
quimica pode variar, resultando numa mistura complexa de compostos bioativos e
diversas propriedades biologicas (Gonsales et al., 2006).

Estudos com a utilizagdo de amostras de propolis coletadas em diferentes
regides do Brasil e em outros paises, realizados com o objetivo de determinar o
efeito de extratos com diferentes tipos de propolis contra Trypanosoma cruzi e
Leishmania, vém apresentando resultados promissores para o tratamento da doenca
de Chagas e da leishmaniose. Estas doencas, negligenciadas em razio do pouco
interesse para a inddstria farmacéutica, necessitam de alternativas terapéuticas
eficazes e menos toxicas (Salomao et al., 2008; Machado et al., 2007).
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Este trabalho teve como objetivo fazer um levantamento dos principais
estudos in vivo e in vitro que indicam a utilizagdo promissora da propolis na
terapéutica, visando modificar o curso clinico dessas doengas no cenario da satide
publica mundial.

DOENCA DE CHAGAS
Aspectos clinicos e epidemiologicos

A doenga de Chagas, descrita em 1909 pelo médico Carlos Chagas, € uma
enfermidade de carater cronico exclusiva do continente americano, causada por
Trypanosoma cruzi, um protozoario flagelado da familia Tirypanosomatidae, cuja
principal via de transmiss@o ¢ a vetorial seguida das vias sanguinea (transfusdo),
vertical (placentaria), oral ¢ acidental (Oliveira et al., 2008).

Na América Latina, a transmissao de Trypanosoma cruzi tem sido
progressivamente reduzida por uma série de iniciativas multinacionais, coordenadas
pela Organizagdo Pan-Americana da Satde (Schofield et al., 2006). A prevaléncia
global da doenga foi reduzida a partir de 1990, quando a incidéncia anual era de
300.000 com um total de 16 a 18 milhdes de casos. Em 2007, os niimeros citados
foram de 50.000 novos casos por ano ¢ um total de 9,8 milhdes de infectados, com
14.000 mortes relacionadas a complicagoes da doenga (Develoux et al., 2009; Soares-
Sobrinho et al., 2007), o que demonstra a tendéncia mundial de diminuigdo de casos.

Neste sentido, podemos citar o Uruguai e o Chile que foram declarados
formalmente livres da transmissao vetorial da doenga de Chagas em 1997 e 1999,
respectivamente (Dias et al., 2002). No Brasil, o Ministro da Satde recebeu, no dia
9 de junho de 2006, uma certificacdo da Organizacdo Mundial da Satde (OMS)
pela virtual eliminaco da transmissdo da doenga de Chagas pelo principal vetor
regional, o Triatoma infestans (Fiocruz, 2011).

A significativa redu¢@o nas taxas de infestacdo é frequentemente
acompanhada pelo combate de seu vetor. Esse fato fica bem evidente quando se
analisa o quadro dos paises andinos ¢ da América Central, nos quais o combate
da doenga parasitaria ¢ menos avangado. Neles, o elevado niimero de espécies de
vetores (Dias et al., 2002) causa uma maior incidéncia e prevaléncia da doenga na
comparacdo com outros paises.

Os triatomineos, insetos hematofagos da familia Reduviidae, sdo os
responsaveis pela transmissao vetorial de Trypanosoma cruzi (Almeida etal., 2007).
Cerca de 141 espécies sdo conhecidas, mas apenas algumas possuem um papel
importante na transmissao para os seres humanos. Nos paises do Cone Sul (Brasil,
Chile, Argentina, Uruguai, Paraguai e Bolivia), a espécie Triatoma infestans,
conhecida popularmente como barbeiro, ¢ a predominante ¢ vive em fendas de
paredes de barro e coberturas de palha ou sapé, de forma que as areas rurais se
caracterizam como o principal Aabitat desta espécie (Develoux et al., 2009).
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Varios mamiferos silvestres e animais domésticos sdo considerados
reservatorios e hospedeiros definitivos no ciclo do protozoario. No ciclo silvestre,
os gambads, tatus, roedores e morcegos sao 0s principais animais reservatorios. No
ciclo doméstico, o cdo ¢ o mamifero mais afetado, seguido de gatos, ratos, cobaias
e coelhos (Almeida et al., 2007; Develoux et al., 2009).

O ciclo de vida do protozoario envolve a passagem obrigatoria
pelos vertebrados (mamiferos) e invertebrados (triatomineos). No sangue dos
vertebrados, o Trypanosoma cruzi se apresenta sob a forma de tripomastigota e, nos
tecidos, como amastigotas. Nos invertebrados (insetos vetores), ocorre um ciclo
com a transformacgao dos tripomastigotas sanguineos em epimastigotas, que depois
se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos, que sdo as formas infectantes
acumuladas nas fezes do inseto (Figura 1) (Coura & Castro, 2002).
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Figura 1. Ciclo da doenga de Chagas.

A infecgdo tem duas fases clinicas bem distintas. Apds a contaminagao,
ocorre a fase aguda da doenga que se desenvolve em, aproximadamente, 10%
dos individuos infectados. O quadro ¢ caracterizado por estado febril prolongado,
cefaleia, artralgia, adenomegalia, hepatoesplenomegalia, rash cutaneo e edema
(Gascon et al., 2007). Também pode ser observado o sinal de Romaiia e o chagoma
de inoculag@o, que aparecem de sete a dez dias apos a infecgdo e permanecem por
cerca de dois a quatro meses (Oliveira et al., 2008).

Apos essa etapa, o paciente ndo tratado passa para a fase cronica que
apresenta varias formas clinicas, dentre elas a cardiaca (20 a 30% dos infectados) e
a digestiva (cerca de 10%), que também podem ocorrer associadas. E possivel que
acontecam também algumas manifestacdes neuroldgicas, em geral pouco citadas por
acometerem menos de 5% dos pacientes. Essas manifestagdes, de maneira geral, s3o
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precedidas por um longo periodo de laténcia, o qual é denominado de forma clinica
indeterminada. Esta ¢ tida como a forma predominante da fase cronica e o paciente
pode permanecer sem nenhum tipo de manifestagao clinica durante toda a vida. Este
aspecto torna o diagnostico clinico dificil, contudo os testes soroldgicos geralmente
sdo positivos (Hueb & Loureiro, 2005; Gascon et al., 2007; Oliveira et al., 2008).

Com a determinagdo do ciclo do parasito e das principais manifestagoes
clinicas, o objetivo principal do tratamento da doenga de Chagas ¢ basicamente a
erradicagdo da infecc@o e a prevencdo do aparecimento de lesdes em orgdos ou do
agravamento de lesdes presentes (Oliveira et al., 2008). Os medicamentos utilizados
atualmente para a erradicagdo do parasito possuem diversas limitagdes, conforme
foi referido anteriormente. Dentre elas, podemos citar a toxicidade que causa
variados efeitos adversos e uma baixa atividade antiparasitaria na forma cronica
da doenga (Urbina & Docampo, 2003). Apesar de o benznidazol ter demonstrado
acdo no sentido de prevenir o desenvolvimento de cardiopatia chagasica cronica
severa, ele ndo elimina os parasitos completamente, conforme relatado num estudo
realizado in vivo em camundongos e humanos na fase cronica da infecgdo (Garcia
et al., 2005; Viotti et al. 20006).

Em razdo das caracteristicas fisico-quimicas e farmacoldgicas dos
farmacos benznidazol e nifurtimox, diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas
na busca por novas alternativas terapéuticas (Soares-Sobrinho et al., 2007; Oliveira
et al., 2008; Soeiro et al., 2009). Nelas esta incluida a sintese de novos farmacos
sintéticos (Moreira et al., 2009) como a arylimidamide DB766, que comprovou
possuir uma forte atividade tripanocida (in vitro e in vivo) e excelente seletividade
para tripomastigotas sanguineos e amastigotas intracelulares (Batista et al., 2010).

Embora muitos compostos com atividade tripanocida tenham sido
testados durante as tltimas décadas, apenas o alopurinol ¢ um limitado niimero de
azoles, como intraconazol, fluconazol e cetoconazol, foram testados com limitados
resultados em ensaios clinicos (Soeiro et al., 2009). Como exemplo, podemos citar o
estudo clinico realizado com 35 individuos de areas endémicas da Regido Central do
Brasil na fase cronica da doenga. Durante 60 dias em um estudo duplo-cego, 23 dos
pacientes receberam o alopurinol (900 mg/d) e 12, o placebo. No final do estudo, os
exames parasitologicos positivos (xenodiagnostico) demonstraram que o alopurinol
ndo foi eficaz na erradicagio do Tiypanosoma cruzi (Rassi et al., 2007).

Mais recentemente, novos derivados triazélicos (posaconazol,
ravuconazol, TAK-187) foram testados, apresentando resultados experimentais
promissores tanto em animais como em seres humanos (Urbina, 2010). Contudo,
esta situagdo reflete os baixos investimentos feitos nesta area, principalmente pela
industria farmacéutica (Soeiro et al., 2009). O quadro tem se agravado ainda mais
porque, em virtude da redugdo da incidéncia, o interesse politico ¢ os orgamentos
operacionais t€m decrescido (Schofield et al., 2006).

Logo, visando contornar o baixo investimento na pesquisa de novas
moléculas e aproveitar o elevado potencial da biodiversidade brasileira, muitas
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pesquisas estdo voltadas para avaliar a atividade de substancias como quinonas,
flavonoides, alcaloides, terpenos e xantonas encontradas em diferentes plantas
contra as diferentes formas do parasito. Muitas delas revelam ser caminhos
promissores na busca por protdtipos de farmacos eficazes para a prevengéo e o
tratamento da doenca de Chagas (Soares-Sobrinho et al., 2007).

LEISHMANIOSE
Aspectos clinicos e epidemiologicos

No Brasil, a leishmaniose estd inserida no grupo epidemiologico de
doengas transmissiveis com quadro de persisténcia, uma vez que mantém elevada
prevaléncia ¢ expande sua area de ocorréncia em associagdo com as alteragdes
ambientais e o deslocamento populacional (Brasil, 2005). Segundo a Organizagio
Mundial da Satde (OMS), a leishmaniose ¢ considerada uma antropozoonose e
integra o conjunto das seis doengas tropicais mais importantes no Velho Mundo e
nas Américas (Silva et al., 2008). Nos tltimos 20 anos, vem ocorrendo um aumento
do niimero de casos e a ampliagdo de sua ocorréncia geografica. Atualmente ¢
encontrada em varios estados brasileiros, sob diferentes perfis epidemiologicos
(Camargo & Basano, 2004).

O género Leishmania compreende cerca de 20 espécies diferentes,
pertencentes a familia Trypanosomatidae, a mesma do Trypanosoma cruzi, sendo
transmitida de animais silvestres ou domésticos para o homem por meio da fémea
do mosquito hematofago Phlebotominae do género Lutzomyia (Davidson, 2005;
Camargo & Barcinski, 2003).

As trés principais manifestacdes da leishmaniose sdo: a) visceral ou
Calazar, causada principalmente por L. donovani ou por L. infantum e L. chagasi.
Esta se caracteriza por febre irregular, perda de peso, hepatoesplenomegalia e
anemia; b) mucocutanea, causada principalmente pela L. braziliensis e pela L.
mexicana, manifesta lesdes que destroem parcial ou totalmente a mucosa nasal
e oral, gerando deformidades; c) cutanea, causada geralmente por L. tropica e L.
major, é caracterizada por lesdes ulcerativas em areas expostas. No Brasil, também
pode ser causada pela L. braziliensis e amazonensis (Soares-Bezerra et al., 2004).
Essas duas ultimas manifestacdes sdo classificadas como leishmaniose tegumentar
(Silva-Lopez, 2010).

Estima-se que a leishmaniose apresente a prevaléncia de 12 milhdes de
casos no mundo e 350 milhdes de pessoas estdo ameagadas de contrair a doenga
em 88 paises, 72 dos quais sdo subdesenvolvidos (Camargo & Barcinski, 2003;
WHO, 2008). No mundo, a incidéncia anual de novos casos ¢ de cerca de 2 milhoes,
sendo 1,5 milhdo de casos de leishmaniose cutdnea e 500 mil da leishmaniose
visceral. Segundo a OMS, o nimero de casos de leishmaniose ndo relatados é
aproximadamente cinco vezes maior do que os nimeros oficiais (Silva-Lopez,
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2010). No Brasil, encontra-se disseminada em 17 estados das Regides Nordeste,
Centro-Oeste e Sudeste, sendo pessimistas as previsdes para seu controle, mesmo
a longo prazo, em virtude de relatos de coinfecgdes em portadores do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (Rath et al., 2003).

A infecgdo humana ¢ iniciada pela inoculagdo do parasito, em sua
forma promastigota, no sangue humano pela fémea infectada do flebotomo.
Posteriormente, a forma promastigota do parasito ¢ fagocitada para o interior dos
macroéfagos, dentro se transforma na forma amastigota e se multiplica por divisdo
bindria até o rompimento desses macrofagos. Com esse rompimento, as formas
amastigotas se espalham pelo sangue podendo infectar novos macréfagos ou
contaminar um novo flebotomo fémea, quando este fizer a suc¢do do sangue do
vertebrado contaminado. No aparelho digestivo do flebotomo, a forma amastigota
transforma-se em seu interior na forma promastigota, reiniciando o ciclo. A doenca
inicia-se por mecanismos especificos imunes nao devidamente estabelecidos. Caes,
raposas e roedores também podem servir como reservatorios (Figura 2) (Murray et
al., 2005; Gramiccia & Gradoni, 2005).
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Figura 2. Ciclo da Leishmaniose.

Um conjunto de fatores (espécie, 6rgdo atingido, imunidade) e a capacidade
de resposta do paciente sdo responsaveis pelas diversas formas de leishmaniose
citadas e por diferentes manifestacdes clinicas (Camargo & Barcinski, 2003).

Em teoria, o controle da leishmaniose ¢ possivel por meio da interrupgao
do ciclo de transmissdo. Sao estas algumas das estratégias que podem ser utilizadas
para prevenir a transmissdo: utilizagdo de inseticidas, protecdo individual,
eliminacdo de animais domésticos infectados, deteccdo e tratamento precoce de
casos em humanos. Contudo, as dificuldades no controle se devem em grande parte
a diversidade biologica dos parasitos; a existéncia de muitas espécies de vetores e de
mamiferos que podem atuar como fontes de infecgdo; aos fatores socioecondmicos
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das populagdes afetadas; as diferentes formas clinicas da doenga, incluindo aquelas
formas graves e resistentes a quimioterapia; ao elevado custo dos medicamentos
e sua grande toxicidade para o hospedeiro e, ainda, a inexisténcia de uma vacina
eficaz (Silva-Lopez, 2010).

Com relagdo a terapéutica, os farmacos antimoniais pentavalentes,
frequentemente utilizados como de primeira escolha para o tratamento das
leishmanioses, estdo disponiveis nas unidades de saude. Embora estejam
disponiveis, seu potencial hepato, cardio ¢ nefrotoxico e a contraindicagdo a idosos
e gravidas representam sérios obstaculos para a terapéutica (Camargo & Basano,
2004; Mayrink et al., 2006). Além disso, como de modo geral necessitam ser
administrados por via parenteral, favorecem o aparecimento de cepas resistentes, o
que, em alguns casos, torna os medicamentos obsoletos (Pontin et al., 2008).

Por causa dos problemas relacionados aos farmacos existentes no mercado
ha mais de 40 anos, a quimioterapia para leishmaniose tem sido objeto de estudo de
muitos laboratdrios de pesquisa, os quais tém testado outras substancias quimicas
e extratos de plantas com a finalidade de encontrar novos agentes leishmanicidas
com menores efeitos colaterais e biodisponibilidade adequada (Soares-Bezerra et
al., 2004). Também sdo pesquisadas outras formas farmacéuticas que viabilizem
a aplicacdo desses farmacos, o que tornaria desnecessaria a interna¢do do paciente
para o tratamento, como ¢ feito atualmente (Ayres et al., 2007).

PROPOLIS

A palavra propolis € de origem grega, pro significa defesa e polis cidade.
Este termo genérico ¢ utilizado para denominar o material resinoso e balsamico
coletado e processado pelas abelhas a partir de varias fontes vegetais. As abelhas
utilizam a propolis para diversas finalidades: como medida de protecdo contra
intrusos, para manutengdo da temperatura interna ¢ assepsia na colmeia (Salatino
etal., 2005; Sousa et al., 2007). As varias substancias presentes na propolis provém
de flores, ramos, brotos, exsudatos e de outras partes do tecido vegetal. Estas
substancias podem ser modificadas na colmeia pela adi¢do de secre¢des salivares
(Santos et al., 2003).

Sua colorag@o possui variagdes de verde, vermelho a marrom. Possui
odor caracteristico e apresenta propriedades adesivas por interagir fortemente com
6leos e proteinas da pele (Volpi & Bergonzini, 2006). A composi¢do quimica da
propolis é complexa e esta relacionada com a flora da regido em que foi originada e
a época da coleta (Buriol et al., 2009) e, em geral, consiste em ceras, resinas, agua,
compostos inorganicos, compostos fendlicos e oleos essenciais (Mohammadzadeh
et al., 2007). Também foram descritos acidos e ésteres alifaticos, acidos e ésteres
aromaticos, aglcares, alcoois, aldeidos, acidos graxos, aminoacidos, esteroides,
cetonas, charconas e di-hidrocharconas, terpenoides, proteinas, vitaminas B1, B2,
B6, C, E, assim como diversos minerais (Menezes, 2005). Contudo, sua atividade
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farmacologica tem sido comumente atribuida aos compostos fendlicos, entre eles
flavonoides e acidos fenélicos (Buriol et al., 2009), embora suas distintas atividades
farmacolodgicas possam também decorrer do sinergismo entre seus diversos
compostos quimicos (Menezes, 2005).

Por serem intimeras as propriedades benéficas da propolis, ¢ amplo seu
uso comercial em produtos farmac€uticos, cosméticos e de higiene pessoal na forma
de extratos liquidos. Para a elaboragdo desses produtos, sdo comumente utilizados
extratos obtidos com élcool de cereais a 70% v/v e tempos de extragdo que variam
de 1 dia até 6 meses (Buriol et al., 2009).

Na obten¢do de extratos para serem testados em estudos farmacologicos
in vitro ¢ in vivo, distintos solventes sdo utilizados. Porque solubilizam ¢ extraecm
diferentes fracdes dos seus constituintes, causam uma interferéncia direta nas
atividades farmacologicas. O extrato mais comumente utilizado em ensaios
bioldgicos € o etandlico, contudo também sdo utilizadas diferentes proporgdes de
metanol e agua (Sforcin, 2007). Paralelamente também t€m surgido outras formas
patenteadas que propdem novos métodos de extragdo da propolis com baixo
teor alcodlico ou isentas de alcool. Dentre as alternativas propostas, destaca-se o
extrato de propolis obtido com 6leo vegetal, que conserva bem suas caracteristicas
organolépticas e possibilita a apresentagdo do produto em céapsulas gelatinosas.
No entanto, esta alternativa apresentou rendimento inferior ¢ menores teores de
substancias fendlicas em comparagéo com os extratos hidroalcoolicos (Buriol et al.,
2009), o que pode interferir diretamente em suas atividades terapéuticas.

Deve-se, portanto, avaliar todos os aspectos criticos do processo extrativo,
de modo que sejam otimizadas as diversas condigdes, tais como: temperatura
de extra¢do, comparacdo entre métodos e diferentes liquidos extratores (alcool
em varias diluicdes, adicdo de substincias tensoativas misturadas as solucgdes
alcool-agua ou agua), entre outras (Longhini et al., 2007).

Outro aspecto importante a ser observado diz respeito a avaliagdo de
amostras de propolis provenientes de diferentes zonas geograficas e climaticas, o
que faz com que haja uma variagio da composi¢@o quimica e, consequentemente, as
atividades biologicas podem ser distintas. Logo, ao realizar estudos farmacologicos,
ndo se deve comparar indiscriminadamente amostras de propolis obtidas em
diferentes regides, nem mesmo atribuir uma atividade comprovada em uma
determinada amostra a outras obtidas em outras regides. Por esse motivo, publicagdes
sobre a comprovagio de atividades biologicas devem incluir a caracterizago fisico-
quimica da propolis utilizada (Bankova, 2005). Este aspecto demonstra que, antes
de sua utiliza¢go, a propolis precisa ser padronizada quimicamente para garantir
qualidade, eficacia e seguranga e, desse modo, seja possivel correlacionar o tipo de
propolis com a sua aplicagdo terapéutica, tarefa imprescindivel para um mercado
cada vez maior e mais exigente em todo o mundo (Lustosa et al., 2008). O Brasil
vem sendo pioneiro nessas praticas, uma vez que ¢ considerado um dos maiores
fornecedores de propolis do mundo (Pereira et al., 2002).
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Para os diferentes tipos de propolis brasileira sdo descritas propriedades
bioldgicas e composi¢do quimica distintas para amostras coletadas em diferentes
regides do pais. Os diversos tipos de propolis tém sido, portanto, objeto de intensa
investigacdo ao longo das ultimas décadas (Pereira et al., 2002), sendo classificados
em 12 grupos, com base na sua origem geografica, composi¢do quimica e origem
vegetal: cinco da Regido Sul, um da Regido Sudeste e seis do Nordeste (Daugsch
et al. 2008).

Um novo tipo de propolis proveniente da regido de mangue do estado
de Alagoas teve sua origem botanica identificada como Dalbergia ecastophyllum,
uma espécie de leguminosa, e foi classificado como o 13° tipo de propolis brasileira
(Cabral et al., 2009). Tais achados confirmam a grande biodiversidade brasileira que
vem se tornando alvo de diversas pesquisas cientificas em todo o mundo (Lustosa
etal., 2008).

Paralelamente, ha uma menor variagdo da composi¢do quimica das
propolis encontradas nas regides temperadas do planeta, onde seus principais
compostos bioativos sdo os flavonoides (Pereira et al., 2002): apigenina, quercetina,
hesperetina, rutina, luteolina, genisteina, daidzeina, antocianidina, canferol, entre
outros (Menezes, 2005). Apesar de os flavonoides serem os componentes da
propolis mais extensivamente estudados, eles ndo sdo os Unicos responsaveis
por suas propriedades farmacoldgicas. Diversos outros compostos tém sido
relacionados as suas propriedades medicinais (Menezes, 2005).

Com relagdo a propolis brasileira, a mais popular ¢ bem estudada ¢é
chamada propolis verde ou Alecrim, que tem origem da Baccharis dracunculifolia
(Asteraceae), amplamente distribuida nas Regides Sudeste e Sul do Brasil (Park etal.,
2002; Salatino et al., 2005). Neste tipo prevalecem os compostos fenilpropanoides
(acidos cafeicos, fertlicos, p-cumarinicos e cindmicos), mas também foi detectada a
presenga de dehidrocostus lactona, que mostrou exercer varias atividades, inclusive
contra o Trypanosoma cruzi (Teixeira et al., 2006).

Aatividade antibacteriana dessa propolis, coletada em diferentes estados da
Regido Sudeste, também tem sido amplamente investigada. O estudo realizado com
extrato etanolico dessas amostras demonstrou uma grande influéncia in vitro sobre
bactérias gram-positivas, independentemente da origem geografica. Paralelamente,
observou-se uma agdo limitada em bactérias gram-negativas (Gonsales et al., 20006).
Este fato deve-se a constituicdo dessas bactérias que possuem uma parede celular
quimicamente mais complexa ¢ um maior teor lipidico, o que explica sua maior
resisténcia (Vargas et al., 2004). Neste estudo, também se observou uma correlagéo
positiva entre a atividade antibacteriana e o contetido de flavonoides (Gonsales et
al., 20006).

Na Regido Nordeste do pais, encontra-se a propolis vermelha, ainda pouco
estudada. Esta variedade, recentemente classificada, ¢ relatada como tipica de Cuba
e da Venezuela, sendo a primeira originada da planta Clusia nemorosa (Clusiaceae)
e a segunda da Clusia scrobiculata. Nesta, foram identificadas 14 substancias, seis
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delas novas para a propolis. Além disso, apenas dois flavanoides (quercetina e
crisina) e um acido fendlico (4cido feralico) foram identificados como substancias
normalmente encontradas nas propolis mais estudadas (Trusheva et al., 2006; Silva
et al., 2008). A presenca de isoflavonas foi observada exclusivamente neste tipo de
propolis, sendo atribuidas a esta substancia atividades antimicrobianas, antifungicas
e antioxidantes, confirmadas em varios estudos (Alencar et al., 2007; Koo et al.,
2000; Hayacibara et al., 2005).

Além dessas atividades mencionadas, também existem relatos de estudos
sobre atividades anti-inflamatorias (Mirzoeva & Calder, 1996), antioxidantes
(Kumazawa et al., 2004) e antifingicas (Dota et al., 2010), dentre outras (Lustosa
et al., 2008; Menezes, 2005). A primeira dessas atividades ¢ atribuida a presenga
de acido cafeico, quercetina, nargenina e do éster fenetilico do acido cafeico,
responsaveis pela supressdo da sintese de prostaglandinas e de leucotrienos pelos
macrofagos. A inibigdo na geragdo de Oxido nitrico por macrofagos também ¢
apontada como um dos fatores responsaveis pela atividade anti-inflamatéria da
propolis (Menezes, 2005; Mirzoeva & Calder, 1996).

Diante do potencial apresentado pela propolis, buscou-se levantar os
principais estudos que testaram a atividade da propolis contra o Trypanosoma cruzi
e Leishmania sp.

ATIVIDADE DA PROPOLIS NAS PROTOZOONOSES
Trypanosoma cruzi

Durante as ultimas décadas, houve um aumento nos estudos sobre a
composi¢do quimica, a atividade bioldgica e os usos terapéuticos da propolis,
demonstrando que esta pode ser considerada uma alternativa natural contra a doenga
de Chagas, ja que o tratamento disponivel com o benznidazol pode provocar efeitos
secundarios e sua eficacia para pacientes portadores da fase cronica da doenca ¢é
questionavel por alguns autores (Salomao et al., 2008).

Estudos com a utilizagdo de extrato etanolico da propolis Bulgarian
(Et-BLG), administrado por via oral em camundongos infectados na dose de 50mg
do extrato/kg, demonstraram uma diminui¢do da parasitemia e, adicionalmente,
da massa do bago. A analise do perfil dos leucdcitos no sangue periférico, com
base na quantificacdo das populagdes das células T, demonstrou essencialmente
uma expansdo das células CD8. Este resultado sugere a importancia dessas células
imunoldgicas na resisténcia da infec¢do, por controlar a replicagio do Trrypanosoma
cruzi in vivo € por ser um importante produtor de interferon-y. Também nao foram
observados efeitos hepatotoxicos, nem mesmo em altas dosagens, apresentando
uma LD50 maior que 7g/Kg. Adicionalmente, a constituicdo do extrato etandlico
utilizado constatou a presenga de 42% de flavonoides e 12% de acidos fendlicos.
Contudo, sugeriu-se que estudos a longo prazo sdo necessarios para confirmar se
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o Et-BLG pode ser considerado como um potencial imunomodulador natural que
influencie diferentes fases das respostas imunes (Dantas et al., 2006a).

Avaliagdes da atividade imunomodulatéria com amostras de propolis de
outras regides também indicaram um incremento no ntimero de linfécitos CD4 ¢
CD8 em camundongos (Park et al., 2002), bem como o estimulo na producéo de
anticorpos especificos (Sforcin, 2007), reforgando a hipdtese citada.

Outro estudo também foi realizado por Dantas et al. (2006b) utilizando
extratos etanolicos (Et-BLG) e cetonicos (Cet-BLG) da propolis Bulgarian, de
composi¢do quimica determinada, do estado de Minas Gerais. O tratamento das
células musculares esqueléticas infectadas por Trypanosoma cruzi com Et-BLG
levou a uma diminui¢@o da infecg¢@o e da proliferagdo da forma amastigota
intracelular com um IC,/ 24h de 36,4 + 4,9 ug/mL, enquanto o IC_/ 24h do
Cet-BLG foi de 39,5 + 8,2 ug/mL, constatando-se que os extratos apresentaram
atividades positivas. Danos as células do hospedeiro foram observados apenas na
concentragdo 12,5 vezes maior do que aquelas que afetam o parasito.

A analise ultraestrutural do efeito de ambos os extratos nas formas
epimastigotas revelou que os principais alvos foram a mitocondria e os
reservosomos, o efeito incluiu a rarefacdo da matriz € o aumento de volume da
organela. O Et-BLG também afetou o complexo cinetoplasto-mitocondria nos
tripomastigotas, sugerindo que essas organelas sejam o principal local de acdo da
propolis Bulgarian. Esse fato pode ser confirmado, uma vez que, na concentragdo de
100 pg/mL, o Et-BLG demonstrou um efeito mais pronunciado do que o fArmaco
controle benznidazol (Dantas et al., 2006b), utilizado como farmaco de escolha
na doencga de Chagas. Logo, a comparagao entre o efeito direto do Et-BLG contra
as trés formas do parasito mostrou que a forma amastigota derivada da cultura de
tecidos ¢ mais sensivel do que as formas epimastigotas (Prytzyk et al., 2003) e
tripomastigotas (Salomao et al., 2008).

Paralelamente, realizou-se um estudo utilizando extratos etanolicos
com propolis colecionadas de diferentes regides do Brasil com o objetivo de
verificar efeitos antimicrobianos e a atividade contra 7. cruzi, associando a
composi¢ao quimica das amostras analisadas. Os resultados encontrados associam
o efeito tripanossomicida a presenga do acido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico e
do 2,2-dimetil-6-carboxietenil-2H-1-benzopiran, sendo encontrado um IC_ entre
200-2.000 pg/mLnos extratos estudados (Salomao et al., 2008; Soeiro et al., 2009).

Além da variagdo da atividade da propolis relacionada a diversidade
da composi¢do quimica dos extratos, em razdo dos variados tipos de propolis e
solventes utilizados para a extracao, observa-se que o processo de obtencao desses
extratos também interfere na atividade biologica. Cunha et al. (2004) confirmam essa
interferéncia, pois verificaram uma diminuigao da atividade tripanocida em virtude
da diminuigdo das substancias bioativas do extrato etandlico obtido por refluxo em
Soxhlet, quando comparado a maceracdo em temperatura ambiente. Esta ultima
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mostrou ser mais indicada, uma vez que as substancias foram melhor preservadas,
0 que garantiu uma atividade mais elevada contra a forma tripomastigota de 7" cruzi
in vitro (Cunha et al., 2004).

De acordo com os resultados analisados nos trabalhos relatados,
pode-se considerar a propolis como um potencial agente contra 7. cruzi, além da
possibilidade de um esquema que associe propolis a baixas doses de benznidazol,
0 que poderia resultar num controle da infeccdo ¢ redugdo dos efeitos colaterais
toxicos com a utilizagdo de uma fonte natural como alternativa para o tratamento da
doenca de Chagas (Dantas et al., 2006a). Contudo, sdo necessarios mais estudos in
vivo que confirmem essas perspectivas.

Leishmania sp.

Muitas plantas estdo sendo potencialmente estudadas por possuirem
atividades biologicas para tratar diversas doencas. Neste sentido, ha uma
busca por substancias que conduzam a sintese de uma nova classe de farmaco
para a quimioterapia anti-Leishmania. Existem relatos de alguns compostos
naturais encontrados sobretudo em plantas da América do Sul e da Africa com
essa propriedade (Carvalho & Ferreira, 2001). A propolis, como um produto
essencialmente de origem vegetal, também demonstra ser potencialmente eficaz
contra essa protozoonose € até mesmo ja existe depdsito de patente para o uso da
propolis com esta finalidade (Ayres et al., 20006).

Testes realizados in vitro demonstraram a eficacia da propolis brasileira
verde, coletada dos estados do Parana ¢ Minas Gerais, ¢ da propolis vermelha,
coletada do estado de Alagoas, como agentes antiprotozoarios. Seus efeitos em
culturas de macrofagos infectados pela Leishmania amazonensis foram observados
em algumas horas. Nesse estudo, observou-se uma redugio da carga parasitaria por
intermédio do monitoramento da porcentagem de células infetadas e do niimero
de parasitos intracelulares. A propolis vermelha, contendo elevada concentragdo
de prenilados ¢ benzofenonas, mostrou ser um extrato mais ativo que as propolis
verdes amostradas, pois inibiu a proliferacdo celular da forma amastigota e ndo
apresentou toxicidade para as culturas de macrofagos, levando a uma reducéo de
84,5% do nivel de infec¢@o na concentragdo de 6 pg/mL. Este efeito demonstrou
ser proporcional ¢ dependente da concentragdo ¢ do tempo de exposi¢do ao
extrato. Contudo, o extrato ndo apresentou efeito direto nas formas promastigota
e amastigota extracelulares, sugerindo que os constituintes da amostra de propolis
vermelha intensificam o mecanismo de ativagdo dos macrofagos levando a morte
de L. amazonensis. Os resultados promissores obtidos por meio deste estudo com
a utilizagdo de extratos etandlicos de propolis brasileira incentivam novos estudos
com modelos animais (Ayres et al., 2007).

Pontin et al. (2008) também realizaram um estudo para verificar a
atividade in vitro do extrato hidroalcodlico de propolis verde brasileira para as
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formas promastigota de Leishmania braziliensis, (nas doses de 1 a 750 mg mL™")
e amastigota (10, 100 e 250 mg mL") em compara¢do com o grupo controle dos
testes positivo (anfotericina B) e negativo (dimetilsulfoxido a 1% em soluggo
fisioldgica). O extrato mostrou-se ativo para a forma promastigota e inativo para
a amastigota, proporcionando a morte de 79,3% dos parasitos na concentragao de
500 pg/mL e um IC, de 18,13 pg/mL, que foi calculado por regressdo ndo linear
da curva dose-resposta obtida. O ensaio de citotoxicidade in vitro ndo mostrou
efeito nas concentragdes maximas testadas. Paralelamente, a analise realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) permitiu a identificacdo do acido
cafeico, acido p-cumarico, aromadendrine-4’-metil-éter, acido 3-prenil-p-cumarico
e acido 3,5-diprenil-p-cumarico como principais compostos do extrato testado.

No ensaio in vivo, foi utilizada uma linhagem de camundongos machos
Mus musculus, tratados com o extrato da propolis verde por via oral (grupo 1),
topica (grupo 2), oral e topica (grupo 3), e glucantime (grupo 4), utilizando NaCl
0,9% (grupo 5) com controle negativo. Os grupos 1, 2 e 3 exibiram uma diminui¢do
da lesdo em desenvolvimento, ap6s 90 dias de tratamento, em 78,6%, 84,3% ¢
90,0%, respectivamente; o grupo tratado com glucantime apresentou 57,7% de
diminui¢do, todos em comparagdo com os grupos de controle negativo. Este foi o
primeiro relato da atividade in vivo antileishmanial para propolis verde brasileira
(Pontin et al., 2008).

Acredita-se que a atividade in vivo do extrato da propolis brasileira esteja,
em parte, relacionada a ativagdo macrofagica (Orsin et al., 2000). Essa atividade
pode estar ligada a presenga de derivados do acido cafeoilquinico, que intensificam
a propagacdo ¢ a motilidade dos macréfagos, sugerindo que a propolis esteja
associada a atividade imunoestimulatoria. Ocorre também a estimulagdo da sintese
de oxido nitrico pelos macrofagos, o que os torna mais sensiveis ao estimulo de
substincias como o interferon-y, importante para a resposta imunologica (Orsin
et al., 2000). Além disso, deve-se também levar em consideracdo a atividade
antimicrobiana e anti-inflamatéria da propolis, importante sobretudo na agéo topica
do extrato, o que demonstra que a associagdo das vias topica ¢ oral ¢ mais eficiente
na agdo anti-Leishmania (Pontin et al., 2008).

Em outro estudo realizado comparou-se a composi¢ao quimica dos
extratos etandlico e cetonico da propolis Bulgarian e do extrato etandlico da
propolis brasileira (Et-BRA) (do estado de Minas Gerais), assim como sua acao
contra a forma promastigota em diferentes espécies de Leishmania (Machado et
al., 2007). De acordo com os resultados obtidos, os extratos etandlico (Et-BLG) e
cetonico (Cet-BLG) da propolis Bulgarian apresentaram atividades semelhantes,
seguindo a seguinte ordem de suscetibilidade: L. major > L. amazonensis > L.
chagasi > L. braziliensis. Em relagdo a composicao desses extratos, no etandlico
houve predominancia de flavanoides correspondendo a 35,9 % do total, enquanto no
cetonico a diferenca refere-se aos niveis elevados de monossacarideos.

118 REVISTA DE PATOLOGIA TROPICAL



Para o extrato etanolico da propolis brasileira, L. major, L. chagasi e L.
braziliensis foram semelhantemente susceptiveis, sendo cerca de trés vezes mais
ativa contra a L. braziliensis que os outros dois extratos; a L. amazonensis foi a
menos susceptivel das espécies. Na composicao desse extrato, foi verificado um
baixo teor de flavonoides (1,1%), indicando que outros compostos fendlicos, além
de flavonoides, também estdo envolvidos na atividade leishmanicida (Machado et
al., 2007). Os valores de IC, | expressos em mg/mL, para a atividade dos extratos de
propolis encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Valores de IC 1 dia, para a atividade dos extratos de propolis na forma

promastigota das diferentes espécies de Leishmania

Extrato L. amazonensis L. braziliensis L. chagasi L. major
Et-Blg 293+7%a 1422+ 145 539+73 72+14
CET-Blg 269+64 nd 413+09 28+03
Et-Bra 22934242 48.6+3.7 499+44 482+3.6

Legenda. a: media+ desvio padrao de quatro experimentos independentes; nd: ndo determinado
(Adaptado de Machado et al., 2007).

De forma geral, esse estudo demonstrou que, para todas as espécies de
Leishmania avaliadas, os extratos da propolis Bulgarian foram mais ativos do
que o extrato etanolico da propolis brasileira, o que demonstra a necessidade de
uma investigacdo mais detalhada sobre o efeito de cada componente ou de suas
combinagdes sobre cada espécie (Machado et al., 2007).

Estudo recente investigou o efeito da propolis Turca em Leishmania
tropica. Neste, foram obtidos extratos etanolicos que foram testados in vitro na
forma promastigota em uma faixa de concentragao entre 0,0625 mg/mL e 1,024 g/
mL. Os parasitos foram examinados diariamente em microscopio nos tempos de
24,48, 72 e 96 h, sendo avaliadas sua mobilidade, morfologia e densidade. Com
base nos resultados obtidos, observou-se que o extrato inibiu os parasitos a partir da
concentracdo de 32 mg/mL em 24 horas, sendo o efeito leishmanicida aumentado
em concentragdes e tempos crescentes de exposicao, mesmo quando comparado ao
controle utilizado (Glutamine®) (Ozbilge et al., 2010).

Portanto, a composi¢ao quimica da prépolis é um dos principais fatores
a serem investigados quando se pretende avaliar suas atividades farmacoldgicas.

CONSIDERACOES FINAIS

A presente revisdo forneceu evidéncias biologicas de que a propolis
constitui uma fonte promissora de compostos naturais para o desenvolvimento
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de novos agentes quimioterapicos no tratamento de leishmaniose e da doenca de
Chagas. Além disso, investigagdes bioldgicas e fitoquimicas devem ser estimuladas
para que o potencial terapéutico dos diferentes tipos de propolis possa ser plenamente
utilizado, j& que surge como uma alternativa natural ainda nao totalmente explorada
para o tratamento de diversas enfermidades.

ABSTRACT

Propolis activity against trypanosomatids of medical relevance: a therapeutic
perspective for Chagas disease and leishmaniasis

This article presents a review of the basic clinical and epidemiological aspects
of leishmaniasis and Chagas disease, as well as the potential utility of propolis,
a natural product from bees widely used in popular medicine, for their specific
treatment. Infections caused by protozoan parasites are considered neglected
diseases and affect millions of people in the world, requiring large efforts on
research for the development of safer and more effective therapies. Currently there
is great interest in phytotherapy as an alternative approach for the treatment of these
diseases. Among these approaches propolis is being actively investigated, based in
its previously known antimicrobial activities. Distinct pharmacological activities
have been attributed to the different types of propolis, particularly in Brazil. Several
studies in vitro and in vivo with extracts of propolis against 7rypanosoma cruzi and
Leishmania spp have had promising results, but further work is required to confirm
the potential value of this natural product for the treatment of human infections.

KEY WORDS: Propolis. Parasitic diseases. Leishmaniasis. Chagas disease.
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