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SOKOLONSKI, Ana Rita. Atividade de Extratos de Própolis e de Nanopartículas de Prata 
sobre Candida spp. Isoladas de Casos de Estomatite Protética. 165 fl.; il. 2019. Tese 
(Doutorado) – Instituto de Ciências da Saúde, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 
2019. 
 
 
Resumo 
 
Introdução – Pacientes portadores de próteses totais apresentam com frequência a chamada 
estomatite protética, com a qual se associa a Candida albicans, determinando a candidíase 
eritematosa. Nesse panorama, a multirresistência das cepas de Candidas spp. às drogas 
antifúngicas comerciais é uma realidade preocupante e que sugere o desenvolvimento de 
novas terapias. Objetivos – Avaliar a resistência e (ou) susceptibilidade de isolados bucais 
de Candida spp. associados ao uso de próteses perante extratos de própolis com e sem pré-
tratamento ultrassônico, e perante nanopartículas de prata, bem como o efeito das AgNPs 
sobre a membrana fúngica através de microscopia eletrônica de varredura. Metodologia – 
Foram isoladas 20 linhagens de Candida spp. de pacientes portadores de estomatite 
protética, as quais foram cultivadas em meio de cultura, e então realizados testes de 
sensibilidade atráves de ensaio de microdiluição em caldo. Foram testados antifúngicos 
comerciais (fluconazol, cetoconazol, itraconazol, nistatina e anfotericina B), extratos de 
própolis com e sem pré tratamento com ultrassom, e nanopartículas de prata biogênicas. 
Seguidamente, foi realizada microscopia eletrônica de varredura com isolados tratados 
com as nanopartículas de prata. Resultados – A própolis vermelha pré-tratada com 
ultrassom apresentou efeito fungistático para todas as cepas testadas e as nanopartículas de 
prata apresentaram efeito fungistático em baixas concentrações e efeito fungicida para 
todas as cepas, exceto para C. parapsilosis. Conclusões – As nanopartículas de prata 
apresentaram efeito fungicida superior ao dos extratos de própolis, podendo ser 
empregadas em produtos para limpeza de próteses. A própolis vermelha apresentou 
atividade sobre linhagens de Candida spp. resistentes aos antifúngicos comerciais, 
podendo ser um tratamento acessório para a estomatite protética. 
 

Palavras-chave: Antifúngicos. Candidíase. Nanotecnologia. Própolis 



	

	
	

SOKOLONSKI, Ana Rita. Activity of Propolis Extracts and Silver Nanoparticles on 
Candida spp. Obtained from Prosthetic Stomatitis Cases. 165 fl.; il. 2019. Thesis (PhD) – 
Instituto de Ciências da Saúde, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2019. 
 

 

Abstract 

 

Background – Patients with denture prostheses frequently present prosthetic stomatitis. 
with which Candida albicans is associated, causing erythematous candidiasis. In this 
scenario, the multiresistance of Candida spp. to commercial antifungicidal drugs is a 
worrying reality and points to the development of new therapies. Objectives – To evaluate 
the resistance and/or susceptibility of Candida spp. associated to the use of prostheses to 
propolis extracts with and without ultrasonic pretreatment, and to silver nanoparticles 
(AgNPs), as well as the effect of AgNPs on the fungal membrane through scanning 
electron microscopy. Methodology – Twenty isolates of Candida spp. obtained from 
patients with prosthetic stomatitis were obtained, cultured in culture medium and then 
sensitivity tests through broth microdilution assay were carried out. Commercial antifungal 
agents (fluconazole, ketoconazole, itraconazole, nystatin and amphotericin B), extracts of 
propolis with and without pre-treatment with ultrasound, and biogenic silver nanoparticles 
were tested. Then, silver nanoparticle-treated isolates were observed through scanning 
electron microscopy. Results –The red propolis extract pre-treated with ultrasound showed 
fungistatic effect for all the tested strains and the silver nanoparticles presented fungistatic 
effect in low concentrations and fungicidal effect for all the strains, except for C. 
parapsilosis. Conclusions – Silver nanoparticles had a higher fungicidal effect than 
propolis extracts and could be used in denture cleaning products. Red propolis presented 
activity on Candida spp. resistant to commercial antifungal agents, and may be seen as an 
accessory treatment for prosthetic stomatitis. 
 

Keywords: Antifungals. Candidiasis. Nanotechnology. Propolis. 
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1.  FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA
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1.1 INTRODUÇÃO 

 

Pacientes portadores de próteses totais apresentam, com frequência, a chamada 

estomatite protética1, 2, com a qual se associa Candida albicans, determinando a candidíase 

eritematosa1, 3-5. O gênero Candida é formado por 163 espécies, e aproximadamente 10 são 

responsáveis por infecções no homem, sendo causadoras de micoses superficiais ou 

invasivas nos seres humanos. A espécie mais prevalente é a C. albicans6, que é mais 

comumente associada à estomatite protética7.  Essa infecção fúngica é amplamente 

redicivante1, 6, mesmo após a eliminação do fator irritante.  

Nesse panorama, o uso de compostos alternativos, tais como própolis e 

nanopartículas de prata, apresenta-se como uma opção necessária para o controle da 

infecção fúngica. A própolis é uma substância resinosa extraída da colmeia das abelhas, 

que tem composição bastante variável e é empregada na medicina popular há décadas8. Já 

as nanopartículas de prata possuem ação antimicrobiana9, 10 e mecanismo de ação 

dependente de seu método de síntese11. 

As propriedades da própolis incluem atividades antibacteriana, antifúngica, 

antiviral, hepatoprotetora, antiparasitária e imunomodulatória12. No Brasil, existem 14 

tipos de própolis13, 14, 15, e as principais colorações apresentadas são a vermelha, a verde a 

marrom. Suas atividades antibacteriana e antifúngica são atribuídas a um grande número 

de compostos fenólicos presentes em sua composição, principalmente os flavonoides, 

ácidos fenólicos e seus ésteres16, e sua composição depende do tipo de extração usada na 

obtenção da própolis e da região de produção17. De uma forma geral, a extração da 

própolis acontece em meio alcóolico. Entretanto, o pré-tratamento com ultrassom favorece 

a obtenção de compostos ativos18. O surgimento de micro-organismos multirresistentes 

tornou possível o uso da própolis não apenas como antibiótico e antifúngico, mas também 

como agente sinérgico para reduzir a dose do antibiótico ou potencializar seu efeito12. 

 As nanopartículas de prata possuem ação antimicrobiana de amplo espectro e 

também apresentam ação cicatrizante19. Além disso, possuem um baixo custo de síntese, 

boa eficácia e estabilidade20, 21. Essas partículas podem ser obtidas a partir de metodologias 

que empregam boroidreto de sódio, polivinilpirrolidona (PVP) e glucose, ou por síntese 

dita sustentável (síntese verde) por usar substâncias biogênicas9. 

Neste trabalho, foram testados, in vitro, os extratos etanólicos de dois tipos de 

própolis (verde e vermelha), com e sem pré-tratamento com ultrassom, e nanopartículas de 
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prata biogênicas em um sistema in vitro, para avaliação do perfil de susceptibilidade ou 

resistência de isolados de Candida spp. Esses isolados foram obtidos de pacientes com 

estomatite protética, e também foram testadas cepas referências do fungo, com o intuito de 

verificar seu poder fungicida e fungistático; em seguida, foi realizada avaliação da 

integridade estrutural da membrana plasmática através da Microscopia Eletrônica de 

Varredura (MEV) nas espécies testadas. 

 

1.2. CANDIDAS 

C. albicans é um fungo polimórfico comensal e membro do microbioma normal de 

humanos22. Reside, de forma inofensiva, na cavidade bucal, na pele e na genitalia da 

maioria das pessoas saudáveis22. A mudança do estado de comensalismo para 

patogenicidade relaciona-se com fatores locais e sistêmicos16, podendo causar desde 

infeções superficiais de pele até infeções sistêmicas, com risco de morte22. Esse organismo 

é uma levedura unicelular que pode existir na forma vegetativa (levedura), a qual é 

observada em infeções conjuntamente com a forma celular alongada (pseudohifa), ou na 

forma de clamidósporo16, ou ainda formando biofilmes23. 

A morfofologia desse fungo é afetada por uma série de fatores, tais como o pH. 

Abaixo do pH 6, as células de C. albicans crescem na forma de levedura, e, acima de 7, 

crescem na forma de hifas. Outros fatores podem favorecer a formação de hifas, tais como 

a temperatura fisiológica e a presença de N-acetilglucosamina ou soro no meio de 

cultivo22. Vários fatores contribuem para a patogenicidade desse fungo, sendo que, dentre 

eles, estão a expressão de moléculas de adesão, a invasão de células hospedeiras, a 

secreção de hidrolases, a capacidade de formar biofilmes, a transição da forma de levedura 

para a forma de hifa, a expressão de protéinas de choque térmico, dentre outros22. 

A forma hifa é mais invasiva e patogênica que a forma de levedura. Entretanto se 

acredita que a levedura, por ser menor, representa a forma da disseminação do patógeno22. 

A colonização de leveduras na cavidade bucal ocorre à custa de sua capacidade de 

aderência às células epiteliais5, fator facilitado pela produção de proteinases24. Essa enzima 

é capaz de aumentar a patogenicidade do micro-organismo24. 

Dentre as espécies de Candida não albicans estão a C. glabrata, C. krusei, C. 

parapsilosis, C. tropicalis, C. orthopsilosis e C. Guilliermondii22.  Infeções de pele e unhas 

têm como patógeno principal a C. parapsilosis, enquanto que a C. glabrata é prevalente 
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em infeções sistêmicas25.  C. krusei e C. glabrata são resistentes aos medicamentos 

antifúngicos de primeira linha25, e a C. glabrata está se tornando resistente a antifúngicos 

de segunda linha, tais como as equinocandinas (anidulafungina, caspofungina e 

micafungina)26. Já a C. parapsilosis pode ainda apresentar susceptilibidade ao fluconazol25. 

 

1.3. INFECÇÕES FÚNGICAS E SEU TRATAMENTO 

A candidíase, ou candidose, é uma infeção fúngica bucal oportunista, que se 

desenvolve na presença de uma entre várias condições predisponentes, tais como 

imunodeficiências26, distúrbios endócrinos, gravidez, terapia com corticosteroides, 

xerostomia, higiene oral deficiente, dentre outras27, 28. A candidíase é causada pela C. 

albicans e, com menos frequência, por outras espécies de Candida, tais como C. 

parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C, pseudotropicalis e C. guilliermondii. 

A infeção afeta partes externas da mucosa bucal ou da pele envolvida, mas pode se 

estender para o trato digestivo, o trato broncopulmonar ou para outros sistemas e órgãos27, 

geralmente associada a uma disfunção do sistema imune adaptativo26. Segundo a Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária28, as leveduras do gênero Candida são os maiores agentes 

de infecção hospitalar e representam um desafio para a sobrevida de pacientes com 

doenças graves e aqueles em período pós-operatório. Hospitais norte-americanos com 

sistema de vigilância operante notificaram Candida como o quarto patógeno nosocomial 

mais prevalente25, e a quarta causa mais comum de infecções adquiridas em hospitais28, 

afetando mais de 250.000 indivíduos e sendo responsáveis por mais de 50.000 mortes por 

ano26. A candidíase sistêmica apresenta mortalidade de 10 a 35%25. 

A candidíase pode ser classificada em aguda, crônica ou mucocutânea. Apresenta-

se como placas brancas ceratóticas ou superficiais eritematosas27. A patogenenicidade da 

candidíase invasiva deve-se ao aumento da carga fúngica devido ao uso inconsistente de 

antifúngicos, cirurgias recentes, traumas, uso de dispositivos intravasculares e disfunção 

imunológica26. 

Em usuários de próteses bucais, é frequente a candidíase eritematosa, condição 

conhecida como estomatite protética, devido a uma intensa aderência do microrganismo à 

resina protética5, 7, 28, 30 (Figura 1). A candidíase eritematosa crônica é uma forma 

comumente observada em cerca de 65% dos pacientes idosos que utilizam prótese total 

superior2, 27, 30. Ela se localiza sob a base da prótese total e é caracterizada por um eritema 
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difuso, que pode ser homogêneo ou representado por áreas e pontos avermelhados, além de 

apresentar variadas alterações na textura e na superfície da mucosa palatina5. 

 

 
Figura 1 – Cavidade bucal de pacientes edêntulos. Em (A), Palato de aspecto 
normal e, em (B), palato acometido por candidíase eritrematosa derivada de 
estomatite protética. Imagem retirada de Gendrau e Loewy (2011)31. 
 

As candidíases associadas à estomatite protética não são de fácil tratamento, devido 

às altas taxas de recidivas1, 5, 6, 30, 32, que podem ser dimensioadas em torno de 20% 32, e 

ocorrem após a interrupção do tratamento, ainda que o trauma causado pela prótese tenha 

sido eliminado. Esses problemas constituem um desafio na prática odontólogica atual, face 

à sua frequência e ao número reduzido de drogas antifúngicas disponíveis1, 5, 6, 29. O 

tratamento da lesão consiste no uso de suspensão oral de nistatina ou creme à base de 

nistatina, embora o tratamento possa ser ineficiente devido ao tempo curto de contato com 

a lesão5, 27, 29. Para evitar isso, um estudo in vitro com isolados de C. albicans usou o 

miconazol, verificando resistência em 17,6% dos micro-organismos analisados1. Pacientes 

imunocomprometidos, ou com candidíase mucocutânea crônica, devem usar antifúngicos 

sistêmicos27. 

Paralelamente, o uso difundido e inadequado das drogas antifúngicas tem 

ocasionado um déficit nos resultados dos tratamentos contra candidemias. As infecções por 

Candida mais susceptíveis às drogas estão gradativamente sendo substituídas por infecções 

causadas por cepas mais resistentes e submetidas a seleção6, 29. Dentre as espécies mais 

susceptíveis, estão a C. albicans e, entre as menos susceptíveis, estão a C. glabrata e C. 

krusei6. Alguns tipos de Candida, como a C. glabrata, estão se tornando cada vez mais 

resistentes aos antifúngicos de primeira e segunda linha, tais como fluconazol e 

equinodinas, respectivamente26. Dessa maneira, a busca por terapias alternativas, tais como 

própolis e nanopartículas de prata, tem sido considerada para combater a resistência aos 

antimicrobianos1, 4, 30.  
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1.4. PRÓPOLIS 

A própolis é uma substância muito conhecida e usada desde a antiguidade por sua 

ação antimicrobiana, antifúngica e anti-inflamatória. É uma substância resinosa, ou 

algumas vezes cerosa, coletada por abelhas a partir diferentes exsudatos vegetais33,34. Tem 

sido utilizada na medicina tradicional desde a antiguidade devido ao seu largo espectro de 

atividade biológica35,36. 

A composição da própolis e suas propriedades físico-químicas, atividades 

biológicas e utilizações terapêuticas dependem da vegetação onde as colmeias estão 

situadas37, do clima e da variedade da rainha38. De uma maneira geral, a composição da 

própolis inclui 50% de resinas, 30% de cera, 10% de óleos essenciais, 5% de pólen e 5% 

de outros compostos orgânicos39. Pelo menos 200 componentes diferentes já foram 

identificados em amostras de própolis de origens diversas. Dentre eles, encontram-se:  

ácidos graxos e fenólicos, ésteres e ésteres fenólicos, flavonoides (flavonas, flavanonas, 

flavonóis, di-hidroflavonóis), os terpenos, b-esteróides, os aldeídos e álcoois aromáticos, 

os sesquiterpenos e o naftaleno35, 40, e C-glicosídeos36. Consequentemente, essa 

composição complexa não pode ser amplamente definida de uma maneira geral e dificulta 

a padronização da própolis para comercialização, uma vez que, por exemplo, a variação 

sazonal pode diminuir ou aumentar diferentes componentes biologicamente ativos37. 

Contudo, essa também é a principal justificativa para a grande diversidade e quantidade de 

estudos com diferentes amostras desse material41. 

No Brasil, existem 14 tipos de própolis13, 14, 15, mas as principais colorações 

observadas são a vermelha, a verde e a marrom16. Na própolis verde foram identificados 11 

compostos fenólicos, dentre eles ácido p-cumárico, ácido fenílico, ácido cafeico (CAPE), 

ester fenilico do ácido cafeico, kaempferol, quercetina, dentre outros derivados 

flavonoides13. O CAPE é um dos bioativos mais importantes da própolis e é considerado 

um biomarcador13. Já na própolis vermelha, 14 compostos fenólicos estão presentes, tais 

como os isoflavonoides medicarpina, vestitol, formononetina e isoliquiritigenina de 

chalcone42. Estudos recentes com a própolis vermelha relataram a presença da vitexina e 

luteolina43. 

Nos últimos anos, a própolis tem sido o objeto de diversos estudos que destacam 

suas propriedades biológicas e farmacológicas, tais como antibacteriana44, antiviral, 
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cicatrizante, antioxidante45, anticárie46, anticancerígena37 e como desinfetante intracanal12. 

Além disso, a própolis ainda pode agir em sinergismo com o fluconazol e o variconazol47. 

Por essas razões, ela desperta interesse nas indústrias farmacêuticas, sendo introduzida em 

produtos para consumo humano, tais como bebidas, alimentos e produtos de higiene oral48. 

O Staphylococcus aureus, uma bactéria que pode ser encontrada em uma forma 

multirresistente, frequentemente causando infecções hospitalares, já se apresentou como 

susceptível a extratos etanólicos de própolis43, 48. Entretanto, as concentrações inibitórias 

mínimas estão sujeitas a variações sazonais43. 

Pesquisas realizadas sobre as propriedades antibióticas da própolis têm 

demonstrado uma eficiente atividade contra diversos gêneros de bactérias, sendo as Gram-

positivas mais sensíveis aos extratos de própolis do que as Gram-negativas44. Alguns 

autores testaram 19 extratos de própolis extraídos com diferentes solventes (etanol e 

propileno glicol) contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e observaram que não 

houve diferenças entre os solventes usados. Entretanto, relataram ser o primeiro estudo a 

revelar atividade da própolis contra bactérias Gram-negativas, tais como Salmonella 

enterica e Helicobacter pylori44. Já há relatos de que extratos etanólicos de própolis são 

moderadamente eficientes contra os sintomas da infeção herpética36. Em um outro estudo 

realizado in vitro, concluiu-se que o extrato de própolis é capaz de inibir o crescimento de 

Staphylococcus coagulase positiva e Malassezia pachydermatis oriundas de otite canina34. 

Achados ultraestruturais observados por microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

sugerem que a atividade antifúngica da própolis altera a parede celular desses micro-

organismos34, rompendo-a42. A analise por MEV demonstrou alterações no biofilme de 

Candida pré-formado e maduro42, 49 bem como a eliminação das células plantônicas de 

Candida spp.49. Os extratos etanólicos podem ainda inibir a formação da forma de hifa de 

Candida spp.49. O uso terapêutico da própolis ainda está sendo inicialmente explorado na 

literatura científica41. Apesar disso, estudos afirmam que a própolis verde brasileira tem 

efeito similar ao gel de miconazol no tratamento da C. albicans em cavidade oral49.  

Em contrapartida, a atividade antimicrobiana do extrato etanólico da própolis 

contra S. mutans pode propiciar seu uso no tratamento da cárie50. A fração purificada da 

própolis vermelha brasileira não tem uma forte ação inibitória em biofilmes de S. mutans46, 

embora seu extrato etanólico iniba a produção do fator de necrose tumoral, e apesar de não 

impedir a produção de interleucina 1046. Além disso, pode provocar irritação na mucosa e, 

por esse motivo, deve ser evitado29. Os extratos de própolis verde apresentam atividade 
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imunomodulatória, pois aumentam a quantidade de citocinas anti-inflamatórias39. Em um 

estudo sobre a atividade da própolis no envelhecimento celular, alguns pesquisadores 

verificaram que extratos de própolis verde aumentaram a função imune de ratos idosos51 e 

a combinação de própolis verde e vermelha apresentou efeito sinérgico contra S. mutans e 

S. sanguinis9.  

O fracionamento da própolis vermelha com a técnica de extração líquido-líquido e 

solventes orgânicos apresentou como resultado frações acetanólica, hexânica e 

clorofórmica. A fração acetanólica foi a que apresentou melhor atividade antimicrobiana, 

com eficiência de 100% de inbição de crescimento das espécies microbianas analisadas 

(Shigella flexneri, Proteus vulgaris, Staphylococcus spp., Kleibisiella pneumoniae, Proteus 

mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida 

albicans)52. Em outro fracionamento da própolis vermelha empregando a mesma técnica e 

usando como solventes o hexano, o diclorometano e o acetato de etila, verificou-se que a 

fração hexânica apresenta valores de concentração inibitória mínima semelhantes aos da 

nistatina e do extrato bruto contra Candida spp.42. Esse tipo de própolis, oriunda dos 

estados de Sergipe e Alagoas, apresentou maior potencial biológico, bem como maior teor 

de compostos antioxidantes, quando comparados com a própolis verde e marrom39. 

 Os métodos tradicionais para a obtenção de extratos ou frações de própolis são a 

destilação a vapor (com ou sem vácuo), a extração por solvente líquido, a exemplo do 

etanólico, cromatografia, adsorção e processo seletivo por membranas53. Entre esses, o 

etanol é o solvente de primeira escolha, devido à sua afinidade química com a matriz54. 

Outros solventes, tais como éter etílico, água, metanol e clorofórmio também podem ser 

utilizados para a extração de componentes específicos da própolis, com resultados 

variáveis55, 56. Por outro lado, a extração etanólica é a mais eficiente para a obtenção de 

extratos com maior teor de compostos antioxidantes e atividade biológica38. Com o 

objetivo de aumentar a concentração de components bioativos dos extratos de própolis e 

promover a reprodutibilidade dos métodos de extração, o uso do pré-tratamento com 

ultrassom no processo de extração da própolis tem sido proposto57. O uso dessa tecnologia 

de ultrassom na extração de polifenóis de chá preto aumentou a concentração desses 

componentes em aproximadamente 15%58. O pré-tratamento com ultrassom em extratos de 

própolis vermelha aumentou a concentração de formononetina em 60% e tornou detectável 

o kaempferol18. 
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1.5. NANOPARTÍCULAS DE PRATA 

As nanopartículas de Prata (AgNPs) consistem em nanoestruturas formadas a partir 

de íons prata, possuindo poder antimicrobiano contra bactérias e fungos59. Entretanto os 

estudos sobre os efeitos de AgNPs sobre isolados orais são escassos. Já foi relatado que as 

AgNPs interagem com componentes da mebrana, tais como oxigênio, fósforo, nitrogênio, 

enxofre e com grupamentos tiol60. A ligação com o enxofre inativa enzimas e proteínas 

presentes na membrana61. As bactérias respondem à prata com produção de espécies 

reativas de oxigênio e fragmentação celular60, 62, mecanismo similar ao de reações de 

estresse oxidativo60, 62. Há relatos de nanopartículas que possuem efeito fungistático e 

fungicida contra C. albicans e C. parapsilosis63. A literatura relata que as AgNP penetram 

com mais eficiência na célula do que a prata isolada, e que seu mecanismo de ação ocorre 

atráves de espécies reativas de oxigênio que agem provocando a disrupção da membrana e 

a transformação do DNA celular60. As AgNPs podem agir sozinhas ou em sinergismo com 

a sinvastatina contra espécies tóxicas de Aspergillus spp. na indústria alimentícia61. A 

atividade sinérgica também foi encontrada na associação com o fluconazol na redução do 

biofilme de C. albicans64. 

 O uso de AgNPs contra C. albicans pode conduzir à formação de nanopartículas 

menores, com 6 a 8 nm de diâmetro, que foram encontradas ao redor da célula quando 

analisadas por Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET). AgNPs com 

aproximadamente 10 nm de diâmetro foram encontradas na parede celular, o que sugere 

uma liberação dinâmica de íons prata65, os quais induzem a diminuição de compostos 

orgânicos da parede celular e citoplasma. Particulas de 35 ± 10nm também demonstraram 

atividade contra C. albicans com concentrações inibitórias mínimas (MIC) variando de 

0,11 a 1,75µg/mL, e também contra P. aeruginosa, com MIC de 0,28 µg/mL66. 

As nanopartículas de prata podem ser obtidas por síntese sustentável a partir de 

lignina sódica obtida do extrato de laranja (Citrus sinensis)9, ou por síntese fúngica 

extracelular a partir de Fusarium oxysporum9, 61, 66 ou Aspergillus tubingensis65, 67. Na 

primeira modalidade, apresenta distribuição unimodal de tamanhos, morfologia esférica, 

diâmetros médios de 19,1 ± 4,7 nm e potencial zeta negativo de - 28,5 ± 3,2 mV9. Ou ainda 

elas podem ser obtidas através da incorporação à matriz do polímero carbopol, usando-se 

um método de redução química que permite o controle do tamanho das partículas68. A 

síntese fungica extracelular é a forma mais comum de obtenção de AgNP e apresenta 
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algumas vantagens, tais como facilidade na purificação, no processamento e no controle do 

tamanho das partículas e alta reprodutibilidade; contudo o processo é demorado. Já a 

síntese a partir de Fusarium oxysporum é a metodologia mais estudada e consiste na 

reducão da prata por uma redutase dependente de nitrato e um transportador extracelular de 

quinona9, 67. A produção de nanopartículas a partir do F. oxysporum gerou partículas com e 

sem cápsula de proteínas, essa última com menor estabilidade. Essa diferenciação acontece 

devido a um pré-tratamento com água e álcool. As partículas pré-tratadas seriam menos 

citotóxicas, mais bactericidas e fungicidas65. As proteínas envolvidas na estabilização e na 

formação das nanopartículas de prata compõem vias metabólicas fúngicas68 e são 

conhecidas como proteínas corona9. Entretanto, apesar de as protéinas corona interferirem 

na morfologia, no tamanho e na estabilidade das nanopartículas, não houve alterações na 

atividade antibacteriana dependente desse parâmetro9. Estudos recentes demonstraram que 

o efeito dos AgNPs nas bactérias depende, principalmente, do tamanho das partículas. 

Tamanhos ultrapequenos (1-3nm) ou pequenos (3–10 nm) têm interações diretas com 

bactérias e micro-organismos69. As nanopartículas de prata foram capazes de inibir a 

proliferação de bactérias Gram-negativas e positivas mais eficazmente que a 

gentamicina65. Quando esse biomaterial é adicionado a materiais endodônticos, há aumento 

de rigidez, microdureza e menor porosidade, resultando em aumento da resistência total59. 

Nanopartículas de chitosan, quando adicionadas a superfícies acrílicas (resinas de 

próteses), causam pequenas mudanças na dureza e rugosidade, embora reduzam 

significativamente a formação do biofilme de Candida spp.70. 

O crescente aumento da utilização de nanopartículas de prata expõe os seres vivos e 

o meio ambiente a riscos que ainda não são completamente conhecidos. Pequenos 

ruminantes, quando tratados com pasta de AgNP, apresentaram cicatrização duas vezes 

mais rápida que o o grupo de controle, sem qualquer efeito colateral para os animais e com 

níveis mínimos de ínos prata no soros dos animais tratados, não estatisticamente diferente 

do grupo de controle71. Genotoxicidade em cultura de células 3T3 e linfócitos humanos foi 

encontrada nas concentrações de 5 a 10µg/mL73. Entretanto, em baixas concentrações (0,5 

a 4,35 µg/mL), as AgNPs não são tóxicas aos seres humanos11, 64, 72, 73, independentemente 

de pré-tratamento72. 

Neste trabalho, foi avaliado o poder antimicrobiano de extratos de dois tipos de 

própolis (verde e vermelha) obtidos por extração etanólica com e sem pré-tratamento com 

ultrassom, e de nanopartículas de prata em 20 amostras de C. albicans extraídas de 
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pacientes com estomatite protética e em cepas referência. Em seguida, foram analisadas as 

membranas fúngicas de Candida spp. tratadas com as AgNP por Microscopia Eletrônica de 

Varredura (MEV), buscando encontrar possíveis lesões. 
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2.  JUSTIFICATIVA 
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A infecção por Candida albicans presente na estomatite protética é altamente 

recidivante. As metodologias atuais de tratamento das candidíases eritematosas são 

desafiantes, face às altas taxas de recidivas que ocorrem ainda que o trauma causado pela 

prótese tenha sido eliminado. Assim, devido ao baixo custo e ao poder antimicrobiano e 

anti-inflamatório já demonstrado pela própolis e por nanopartículas de prata, é pertinente 

verificar a ação desses compostos sobre isolados de Candida spp. de origem bucal. 
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3.  HIPÓTESE 
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Candida spp. é susceptível à ação de extratos de própolis vermelha e verde e de 

nanopartículas de prata, já que esses compostos induzem mudanças na superfície fúngica.  
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4.  OBJETIVOS 
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4.1. GERAL 

 

 Avaliar os perfis de susceptibilidade e (ou) resistência de isolados bucais de 

Candida spp. associados ao uso de próteses perante extratos de própolis, com e sem pré-

tratamento ultrassônico, e nanopartículas de prata, bem como o efeito dessas 

nanopartículas sobre a superfície fúngica. 

 

4.2. ESPECÍFICOS 

 

– Determinar os perfis de susceptibilidade e resistência de diferentes cepas 

referência e isolados orais de Candida spp. frente a antifúngicos comerciais. 

– Avaliar os perfis de susceptibilidade de extratos de própolis vermelha e verde, 

pré-tratados ou não com ultrassom em diferentes cepas referência e isolados orais de 

Candida spp. 

 – Avaliar os perfis de susceptibilidade a nanopartículas de prata em diferentes 

cepas referência e isolados orais de Candida spp. 

 – Verificar a ação fungicida dos diferentes extratos de própolis e de nanopartículas 

de prata nas diferentes cepas referência e isolados orais de Candida spp. 

 – Determinar os perfis de dose-resposta das cepas e isolados de Candida spp. frente 

aos antifúngicos comerciais, aos diferentes extratos de própolis vermelha e verde, pré-

tratados ou não com ultrassom, e às nanopartículas de prata.  

 – Verificar a ação de nanopartículas de prata sobre a superfície fúngica. 
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5.  METODOLOGIA 
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5.1. ASPECTOS ÉTICOS 

 

Este projeto está de acordo com as atribuições definidas na Resolução CNS número 

466 de 2012, e na Norma Operacional número 001 de 2013 do CNS, e foi aprovado no 

Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto de Ciências da Saúde (CEP/ICS) sob o parecer 

de número 2.118.563. 

 

5.2. CEPAS FÚNGICAS 

 

Foram utilizados, neste estudo, isolados de Candida spp. obtidos de 20 pacientes 

voluntários portadores de estomatite protética, os quais concordaram em participar da 

pesquisa e assinaram termo de consentimento (TCLE), atendidos na clínica-escola da 

UNIME Salvador. Além dessas amostras, foram utilizadas cepas referência mantidas no 

IOC-FIOCRUZ de identificação IOC 2508 Candida albicans (Robin) Berkhout, IOC 2519 

Candida albicans (Robin) Berkhout, IOC 3703 Candida albicans (Robin) Berkhout, IOC 

3704 Candida albicans (Robin) Berkhout, Candida glabrata CG74, Candida tropicalis 

CT319, e Candida parapsilosis CP310. 

 

5.2.1 Coleta de amostras fúngicas 

 

As amostras foram coletadas por um cirurgião-dentista habilitado, com inscrição no 

Conselho Regional de Odontologia, através de “swabs” na área que apresntava estomatite, 

em 20 pacientes atendidos na clínica-escola da UNIME Salvador, e eluídos em solução 

salina estéril, sendo depois concentrados por centrifugação a 2.000 x g por 10 minutos. O 

sedimento obtido foi submetido ao exame microscópico e semeadura em meio de cultura 

ágar Sabouraud dextrose19. 

 

5.2.2. Identificação das cepas e dos isolados 

 

 A caracterização das cepas de Candida spp. foi realizada através de cultivo em 

meio CHROMOagar, além da identificação molecular. A extração de DNA, a metodologia 

de PCR e de sequenciamento dos isolados foram feitas utilizando-se o kit FastDNA Spin 

Kit (Mp Biomedicals, Solon, OH, USA). O PCR foi feito utilizando-se os primers ITS4 
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(5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) e ITS5 (5’-

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) para amplificação da região interna transcrita 

completa74, LROR (5’-ACCCGCTGAACTTAAGC-3’) e LR7 (5’ 

TACTACCACCAAGATCT) para amplificação da região codificadora da porção maior do 

RNA ribossomal (nuc-lsu) (Vilgalys Mycology Lab – Duke University | Duke Mycology. 

2019). As reações de PCR foram realizadas usando-se Quatro G Taq DNA Polimerase em 

um volume final de 50 µL, contendo 10 µl do Quatro G buffer, 3,0 µl de MgCl2 (50 mM), 

1 µl de DNTPs (10 mM), 1 µl do forward primer (10 pmol), 1 µl do reverse primer (10 

pmol), 1 µl de DMSO, 1,5 µl de BSA (1 µg/µL), 5 µL de betaína (5M), 0,2 µL Taq 5U/µL), 

24,8 µL de água estéril e 1 µL do DNA template. As condições programadas no 

termociclador foram: 2 min a 94 °C, 35 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a 55 °C, 1 min a 72 

°C, e uma extensão final de 5 min a 72 °C. A purificação dos produtos de PCR foi feita 

utilizando-se um protocolo de precipitação com etanol/EDTA 125 mM. O sequenciamento 

foi feito em um sequenciador ABI 3730 (Applied Biosystems, Life Technologies, CA, 

USA). As amostras consenso foram submetidas ao Basic Local Alignment Search Tool 

(BLAST) para comparação e identificação por análise de similaridade com banco de dados 

de sequências nucleotídicas do GenBank do National Center for Biotechnology 

Information (NCBI). 

 

5.3. OBTENÇÃO DOS EXTRATOS DE PRÓPOLIS VERDE E VERMELHA  

 

5.3.1   Metodologia de extração etanólica do extrato de própolis verde e vermelha  

 

 A própolis foi extraída por metodologia etanólica convencional de baixa pressão 

(extração convencional) no SENAI/CIMATEC e cedida para uso neste trabalho. Os 

extratos etanólicos das própolis vermelha e verde foram preparados com a adição de 15 ml 

de etanol (80%) a 2 g de própolis. A extração ocorreu a uma temperatura de 70 ° C, 

durante 30 minutos, sob agitação constante, em uma incubadora Shaker (MA 420, 

Marconi, Brasil), com rotação de 710 rpm. Em seguida, o extrato foi centrifugado a 8800 

rpm, durante 11 min, a 5°C. No final da centrifugação, o sobrenadante foi transferido para 

um copo de 50 ml, e adicionados 10 ml de etanol (80%) ao resíduo do tubo, onde a 

centrifugação foi repetida. Os sobrenadantes foram homogeneizados e mantidos a 50°C até 
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ficarem completamente secos. Posteriormente, os extratos foram amazenados em tubos 

cobertos com folha de alumínio, em condições atmosféricas inertes para evitar a 

degradação do material. O material foi mantido em 4°C até a análise13, 37. 

 

5.3.2 Obtenção de extrato de própolis verde e vermelha com pré-tratamento por 

ultrassom 

 

Tendo como base a metodologia descrita na literatura19, 2 g de própolis foram 

homogeneizadas em etanol a 80% (25 mL) e colocadas em sonicador (50-60 Hz, 135 W 

RMS – Quimis, Brasil), por 20 minutos, a 50°C. Ao final do processo, as amostras foram 

mantidas ao abrigo da luz por um período de 7 dias, com agitações periódicas e manuais. 

Em seguida, os extratos foram centrifugados a 5.000 x g por 11 minutos, e o sobrenadante 

obtido foi filtrado em papel filtro e posteriormente seco a 45 °C em estufa com circulação 

de ar (Quimis, Q314M222, Brasil). 

 

5.4    SÍNTESE DAS AGNPs 

 

A biossíntese e a caracterização das AgNPs cedidas para este estudo foram 

realizadas no Laboratório de Química Orgânica do Instituto de Química da Universidade 

Estadual de Campinas, conforme protocolo descrito pelos autores69. A produção das 

nanopartículas de prata foi realizada pelo método biossíntético. Resumidamente, o fungo 

Fusarium oxysporum (cepa 551), procedente da coleção de culturas do Laboratório de 

Genética Molecular da ESALQ-USP (Piracicaba), foi cultivado em placas de petri e em 

meio de cultura sólido (0,5 % extrato de levedura/Neogen) com 2 % de extrato de malte 

(Neogen), 2% ágar (Neogen e água destilada), e mantidos a 28°C por 7 dias em shaker. 

Após o crescimento do fungo, à biomassa produzida foi adicionada água destilada 

autoclavada (0,1 g/ mL
 
massa de fungo/volume de água) sob agitação, por 72 horas. Após 

filtração a vácuo (papel de filtro 9,0 cm diâmetro, 80 gm-2 gramatura, 205 µm espessura, 

14 µm de poros), foi adicionado ao filtrado do sobrenadante fúngico AgNO3 10-2  mol/L, e 

o sistema foi mantido a 28°C sob proteção da luz. A formação das AgNPs foi 

acompanhada em um espectrofotômetro (Varian/Agilent Cary 50 Probe), em um intervalo 

de 220 a 800 nm.  
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5.4.1   Caracterização das Nanopartículas de Prata 

 

A caracterização de AgNPs foi realizada através da utilização de técnicas 

espectroscópicas, microscópicas e espalhamento dinâmico de luz. A morfologia das 

AgNPs foi observada por Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) e Microscopia de 

Força Atômica (AFM). O diâmetro médio das nanopartículas e o índice de 

polidispersividade foram determinados por Espalhamento de Luz Dinâmico (DLS). O 

diâmetro das nanopartículas, medido por TEM, foi igual a 28,0 ± 13,1 nm. Observaram-se 

partículas esféricas, relativamente homogêneas e praticamente monodispersas (índice de 

polidispersividade igual a 0,27, medido por DLS), sendo esse resultado também obtido por 

AFM. Uma camada relativamente homogênea e esbranquiçada (diferente do contraste) foi 

encontrada ao redor das partículas; acredita-se que sejam proteínas secretadas pelo fungo, 

as quais estabilizam essas partículas. A carga superficial das nanopartículas também foi 

avaliada, sendo obtido um valor de potencial zeta negativo (-31,7 ± 2,8 mV). A presença 

de carga na superfície da partícula, juntamente com a presença de proteínas ao redor dela,  

confere-lhe uma alta estabilidade, sem qualquer evidência de ocorrência de aglomeração. 

A composição superficial das AgNPs foi avaliada por Espectroscopia de Fotoelétrons 

Excitados por raios X (XPS) e revelou a presença de elementos como C, O, Ag e N em 

maiores quantidades, e P, Cl e S em menores quantidades73. 

 

5.5. ENSAIO DE MICRODILUIÇÃO EM CALDO 

 

A concentração inibitória mínima (CIM) consiste na concentração mínima da 

substância testada capaz de inibir o crescimento do micro-organismo de interesse, podendo 

ser determinada através de três técnicas: diluição em caldo, diluição em ágar e 

microdiluição em caldo de cultivo. A técnica de microdiluição em caldo de cultivo utiliza 

diferentes concentrações do extrato em uma série de orifícios em placas de microdiluição 

com uma suspensão padronizada do micro-organismo a ser testado. A partir das diluições 

do extrato que não apresentam crescimento, pode-se repicar para placa de ágar e verificar a 

concentração fungicida mínima (CFM), que é a mínima concentração de extrato que mata 

o micro-organismo75. 
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Para avaliar a concentração inibitória mínima (CIM) e a concentração fungicida 

mínima (CFM), as seguintes concentrações foram testadas: fluconazol (0,125 a 64 µg/mL), 

nistatina (0,313- 16µg/mL), itraconazol (0,0313 a 16µg/mL), cetoconazol (0,0313 a 

16µg/mL), anfotericina B (0,0313 a 16 µg/mL), extratos de própolis verde, vermelha e 

marrom etanólicos (0,015 a 8 µg/mL) e AgNP (1,95 a 1000µg/mL). Os inóculos foram 

preparados em solução salina estéril, com uma concentração de células entre 0,09 a 0,11 de 

absorbância, e mensurados por espectrofotômetro em comprimento de onda de 530 nm. 

Esse procedimento criou suspensões com concentração de aproximadamente 1 x 106 a 5 x 

106 células/ mL, escala n° 0,5 de McFarland. O inóculo foi diluído 1:50 em solução salina 

e depois 1:20 em meio de cultivo (RPMI 1640/MOPs). Microplacas estéreis de 96 poços 

foram usadas para a realização do teste. Em cada poço, foram inoculados 100 µL do 

antifúngico na concentração 2X de teste, diluídos em meio de cultivo, e 100 µL do inóculo, 

cuja concentração final foi então de 1 x 103 a 5 x 103 UFC / mL. Os cálculos propostos 

pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), M27-A3, foram utilizados para a 

obtenção da CIM e da CFM75 O tempo de contato entre os microrganismos e as soluções 

antifúngicas foi de 48 horas. A inocuidade do extrato foi avaliada diluindo-o em caldo 

RPMI 1640. Os controles de esterilidade e viabilidade do inóculo foram realizados de 

acordo com o protocolo citado anteriormente. Em todos os momentos, foram testados 

controles negativos sem adição de inóculo e com adição do diluente, e controle negativo 

com o meio adicionado da respectiva concentração de própolis75.  

 

5.6. MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA  

 

As cepas fúngicas, antes e após exposição às AgNP, foram analisadas através de 

Microscopia Eletrônica de Varredura, para verificação de possíveis alterações 

morfológicas. O preparo das amostras foi realizado Laboratório de Química Biologica do 

Instituto de Química da Unicamp, seguindo-se a metodologia anteriormente descrita69. 

Para tanto, foram usadas culturas fúngicas com e sem tratamento com as AgNP e em 

condição subótimas (metade da MIC100). Tais culturas foram depositadas em uma 

membrana com poros de 0,45µm, 25 mm PTFE (Millipore®), fixadas com glutaraldeido a 

2,5% em tampão fosfato de sódio (PBS) 20 mM em pH 7,2. Seguidamente, a membrana 

foi lavada duas vezes com PBS pH7,4. A membrana foi embebida em tetróxido de ósmio 

0,9% por 1 hora e lavada 2 vezes em água destilada. Em seguida, iniciou-se o processo de 
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desidratação com a imersão da membrana em etanol 30% por 20 minutos, 50% por 20 

minutos; 70% por 16 horas; 90% durante 20 minutos e três vezes em etanol P.A. por 20 

minutos. A secagem foi realizada em um Secador de Ponto Crítico (CPD) (Balzers® CPD-

0.30), realizada a marcação com ouro (Sputter Coater SCD-050), e, finalmente, as análises 

foram feitas em um microscópio eletrônico de varredura (Jeol® JSM 5800LV)69. 
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Os artidos a seguir apresentados se originaram de protocolo experimental que inclui: 

 

1. revista literária; 

2. obtenção de amostras; 

3. preparo do inóculo fúngico; 

4. microdiluição em caldo; 

5. Microscopia Eletrônica de Varredura. 

 

ARTIGO 1: Propolis: Types, composition, biological activities and veterinary 

products patent prospecting (submetido ao Journal of the Science of Food and 

Agriculture, fator de Impacto JCR 2,603, Qualis A2 Comitê Interdisciplinar) 

 

ARTIGO 2: Antifungal Activity of Ultrasound-Pretreated Brazilian Red and Green 

Propolis Extracts Against Oral Isolates of Candida spp. (submetido ao Journal of 

Apicultural Research, fator de impacto JCR 1,015, Qualis B1 Comitê Interdisciplinar) 

 

ARTIGO 3: Activity of biogenic silver nanoparticles on Candida spp. oral isolates (a 

ser submetido ao Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicine, fator de impacto 

JCR 6,5, Qualis A1 Comitê Interdisciplinar) 
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Abstract 

The use of natural products, such as propolis, is considered as a promising alternative 

conventional antibiotic therapy. Propolis are resinous substances composed by a mixture of 

different plants parts and molecules secreted by bees (Apis mellifera L.). Chemically, 

propolis is defined as a complex matrix containing biological active molecules with 

antibacterial, antifungal, antiviral, antiparasitic, hepatoprotective and immunomodulatory 

activities already described. Propolis is widely employed in cosmetic formulations and 

pharmaceutical products, being one of the most used natural products. However, such 

effects and the strength of these biological activities depends on the chemical profile and 

composition of each propolis type. This composition is associated to the local flora 

diversity, place and period of collection, as well as the bee´s genetic background. In this 

context, the objective of this review is to investigate biological, chemical and 

microbiological properties of propolis. Besides this, a technological prospection on patents 

of products designed to be used in animal health were performed. Our investigation 

showed that the literature has diverse studies dedicated to compare and describe the 

composition and therapeutic properties of propolis. In addition, these studies demonstrate 

the biological potential use of propolis in human and veterinary medicine, showing the 

applications of propolis extracts in different formulations. However, there is a low number 

of propolis-based veterinary products with registered patent. Thus, the development of 

products based on propolis extracts is a promising market to be exploited.  

Keywords: Apis mellifera, Antimicrobial Drugs, Propolis, Intellectual Property, Patent 

Prospection, Phytotherapeutics  
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1. INTRODUCTION 

 

The global market of products derived from plants is estimated in US$ 83 billion 

per year and it is a field in large expansion1. World Health Organization (1) also estimates 

that 70 and 95 % of the population of development countries use natural products as a 

therapeutic alternative. The development of new products from natural origin is 

encouraged, since ony 15 % of approximately 300,000 plants species around the world had 

its pharmacological potential evaluated2. Considering that the majority of the commercial 

medical compounds available in market are derived from plants species, researches in this 

area show an enormous potential in the discovery of new compounds with biological 

properties3. 

 Propolis is defined as a balsamic and resinous beekeeping product with a complex 

and variable chemical composition, and considered a matrix with high biotechnological 

potential. This potential is associated to its biological properties, showing to be able to 

control pathogenic and opportunistic microorganisms4,5. Diverse studies have showed 

different biological properties of propolis extracts like as an antioxidant6, antimicrobial7, 

antiviral8, antiparasitic9, antitumor10, immunomodulatory11, anti-inflammatory12 and 

hepatoprotective agent13.  

 Brazilian propolis is highly valued in the international market and due to its 

beneficial effects on health is increasingly gaining commercial importance14,15. Several 

researchers have already investigated the chemical and molecular composition and 

biological properties of different kinds of propolis. In this context, this review identifies 

recent studies about the use, biotechnological potential and benefits of propolis in 
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veterinary medicine, and appoints the main potential markets and the technological 

evolution of propolis-based products by a prospective study in patent databases. 

 

2. METODOLOGICAL ASPECTS 

 

 Information gather was performed in scientific papers and patents data bank. The 

scientific papers and patents related to propolis and veterinary medicine were selected and 

its information were organized in text and tables format. Patents were separated by the 

following criteria: application area, application date and country of origin. These criteria 

permitted the mapping of the evolution of annual protection of products containing 

propolis on its formulation as well as countries that has such documents on its official 

patent offices. 

 

2.1 Research in data bank for scientific reports 

 Scientific report searches were performed in the following data banks: Science 

Direct, Wiley Online Library, Plos One and Scielo (Scientific Eletronic Library Online) 

using a keyword combination covering the proposed theme of this review. Papers that had 

descriptions of biological properties and chemical composition of propolis extracts or that 

demonstrated some potential application of the compound in veterinary medicine products 

were included in this review. 

 

2.2 Research in data bank for patents data 

 The search for protected technology and patent documents of products containing 

propolis on its formulation was performed using Thomson Innovation© tool, through the 

‘Smart Search-Topic’ option. The keywords used to filter documents in the data banks 
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were: propolis, animals, formulations, veterinary, cytotoxic, antimicrobial, activity, 

antioxidant, pharmaceutical, therapeutic and medicine. Thomson Innovation© data base 

comprises a compilation of patent documents collection from all over the world. The 

search was limited to the presence of the listed keywords in the titles and/or abstracts of the 

documents in the selected data bases.  

Graphical images were obtained using the Thomson Innovation© platform. Data 

gathering was performed in September 2018. World Intellectual Property Organization 

(WIPO) determinates that patent applications, in general, are published 18 months after 

filing date. Thus, patents accessed in this study had documents submitted 18 months before 

September 2018.  

The analysis of the patent documents was performed separating documents by year 

of deposit, inventors and applicants, country of origin and Patent Cooperation Treaty code 

(PCT). PCT is part of the International Patent System and helps applicants to get 

international protection to its inventions16. In this review, the term “patent document” 

includes both submitted and granted patents. The analysis procedure about protected 

technology and therapeutic products of veterinary interest containing propolis on its 

composition was performed by reading each document found in the search. The relevant 

information on each document was extracted and discussed in this review. 

 

3. PROPOLIS 

 

3.1 Definition and historic use of propolis 

Propolis is a resinous substance, sometimes with a waxy aspect, produced by bees 

(Apis mellifera) using different plants exudates17. Enzymes and salivary secretions from 

bees are added to plants exudates, and this complex compound is used by bees to protect 
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them against other insects, pathogenic and opportunist microorganisms, and to repair 

hives18. In general, propolis composition consist of 50 to 60 % resins and balsams, 30 to 40 

% wax, 5 to 10 % essential oils, and 5 % pollen, microelements and vitamins19,20. The 

word propolis is originated from Greek (“pro” - ‘in front’ or ‘in the entrance’, and “polis” - 

‘community’ or ‘city’), in a reference to the main function of propolis in hives 

protection21,22.  

For centuries, humanity have noted the production of propolis by bees and learned 

to use this resinous substance23. Egyptians, Greeks and Romans reported the biological 

properties of propolis in lesions healing and corpses embalming24. Aristotle, Pliny and 

Galen described some medicinal properties of propolis and its use as antiseptic and healing 

agent in several lesions treatment. At the Medieval period, propolis was used mainly by 

Arabians physicians. New World civilizations, as Incas, had used propolis as an 

antipyretic. Since the 18th century, London pharmacopeia list propolis as an official drug. 

Between the 17th and 20th centuries, propolis became very popular in Europe due its 

antibacterial activity. At the Second World War, propolis was used as an antimicrobial 

anti-inflammatory agent25-27. 

This resinous matrix is actually used in cosmetic, food and pharmaceutical products 

formulations, being one of the more known and used natural products28,29. Propolis can be 

found in capsules, mouthwash, lotions, throat pastilles, powder and also in products wax-

free to improve manipulation and use30. 

Recently, considering the veterinary medicine field, propolis have been used in 

many different applications, such as a cicatrizing promoter in horses31 and dogs32, to 

improve protein metabolism in dairy cows’ rumen33, to inhibit the growth of buffalo 

rumen´s ciliate protozoas34,35, to increase milk quality of cows as a food 

supplementation36,37 and to protect mammary bovine epithelial cells against pathogens38. 
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3.2 Propolis Types 

In Brazil, 14 types of propolis are described, classified according to its botanic 

origin, physical-chemical properties and geographic localization. All 14 Brazilian propolis 

are distributed in three regions: five propolis are found at the South region, one at the 

Southeast region, and eight at the Northeast region39-41.  

Green propolis has its mainly botanic source on Baccharis dracunculifolia DC, 

popularly known as “wild rosemary”, from the Asteraceae family. This plant is naive from 

Brazil and is found mainly in southeast region. Teixeira et al. (42) described that Apis 

mellifera Africanized bees are capable to fragment and manipulate sprout and leafs of wild 

rosemary, obtaining as a final product a green resinous substance. 

Brown propolis is found in several Brazilian and Cuban regions19,43-46. Its botanic 

source is highly variable, being originated from Luehea sp., Piptadenia falcata, Tabebuia 

sp. (ipês), Tabebuia caraíba, Vernonia sp. and Cecropia pachystachya47. 

Red propolis was recently discovered in Brazil Northeast, being also reported in 

Cuba48,49, Mexico50, China51 and Venezuela52. Apis mellifera bees collect red resinous 

exudates at the surface and the branch orifice of Dalbergia ecastophyllum. Red propolis 

collected by A. melliifera is found in bee hives localized in evergreen and woody shrubs 

near from the sea shore and river banks in Bahia, Sergipe, Alagoas, Penambuco and 

Paraíba Brazilian States40. 

Another coloured propolis kind, yellow propolis, was found in Brazil19,39. Cuesta-

Rubio et al. (53) classified the Cuban yellow propolis according to its secondary 

metabolites. 
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3.3 Chemical Composition 

As propolis is a complex mixture of different molecules, its chemical analysis is 

difficult. In addition, the composition of this resinous substance vary within the flora of 

each region, period of year when the collection is made, and also depends on the bee´s 

genetic background, which results in a marked diversity in different propolis chemical 

profiles28,54. Recent researches on propolis are focused in aqueous and ethanolic extracts, 

since they are widely applied on therapeutic applications55. In general, propolis 

composition includes 55 % resins and balsams, 30 % wax, 10 % pollen and secondary 

metabolites56,57. Propolis are considered one of the most heterogeneous natural substances, 

being that it were already identified and/or characterized more than 300 molecules on its 

composition28. From these 300 components, it can be listed the presence of fatty and 

phenolic acids, esters, phenolic esters, flavonoids (flavones, flavanones, flavonols, di-

hydroflavonols), terpenes, β-steroids, aromatic aldehydes and alcohols, sesquiterpenes and 

naphthalene22,24,58.  

Green and red propolis are the most studied types of propolis and present some 

differences on its chemical profiles. In green propolis, it were identified 11 phenolic 

compounds, such as p-coumaric acid, phenilic acid, caffeic acid, kaempferol, quercetin, 

artepillin C8,59,60. Beside this, green propolis contain sesquiterpenes as its predominant 

components and a compound with high interest due its cytotoxic properties, benzofuran28. 

Artepillin C or 3,5-diprenil-4-hydroxicinamic (DHCA) is the main component of interest 

in Brazilian green propolis. This substance was firstly isolated by Aga et al. (61) and 

presents antimicrobial, anticancer and antioxidant activities62. In red propolis, fourteen 

phenolic compounds are described, such as isoflavanoids, medicarpin, vestitol, 

formononetin, isoliquiritigenin63 and benzophenones64,65. Recent studies with red propolis 

reported the presence of vitexin and luteolin in its composition66. 



50 
	

	
	

Brown propolis presents several phenolic compounds, such as nemerosone, a 

polyisoprenylated benzophenone found in theresin of Clusia rosea flowers. Another 

compound found in brown propolis, chlorogenic acid, indicates the use of Citrus plants in 

brown propolis production58. Acetophenones and diterpenes also were identified in brown 

propolis, being found in the Araucaria genus21. 

Regarding yellow propolis, few studies assessing its chemical composition were 

performed. Márquez-Hernández et al. (67) reported that Cuban yellow propolis are rich in 

triterpenic alcohols, polimetoxilated flavonoids, lanosterol, β-amyrone, β-amyrin, 

germanicol, lupeol, cycloartenol, 24-methylene-9, 19-cyclolanostan-3 β-ol, amyrin α-

acetate and lupeol acetate, through a qualitative and quantitative study performed using 

GC-MS and 19 different samples. Brazilian yellow propolis demonstrate a chemical profile 

similar to Cuban yellow propolis19,68. A description of the main molecules found in 

different types of propolis and its respective biological activities for are in Table 1.  

 
 
4.0 BIOLOGICAL ACTIVITIES 
 

4.1 Antibacterial Properties 

The antimicrobial activity of propolis is largely studied in the scientific literature, 

being characterized by its bactericide and bacteriostatic effects in many bacterial species, 

including those presenting resistance to conventional antimicrobial drugs. In Table 2 

several studies are listed which reported the susceptibility or resistance of Gram-negative 

and Gram-positive bacteria to different propolis extracts. Propolis extracts were obtained 

using different solvents, such as ethanol, methanol, and acetates. It is noteworthy to say 

that many of them were obtained using eco-friendly technologies, such as the supercritical 

fluid extraction. 
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4.2 Antifungal Activities 

 The propolis use as an alternative therapy against fungi is being considered as an 

alternative, since there is a low number of available commercial antifungal drugs, there is 

an increase in the resistance and dose-dependence presented by many clinical isolates (a 

most common finding when considering the azoles class), and there is a significant high 

cost associated to the long treatment and adverse effects of commercial antifungal 

drugs83,84. Table 3 presents information on antifungal activity (fungicide or fungistatic) of 

different propolis extracts in different fungi species frequently isolated in the veterinary 

clinical routine, such as Malassezia pachydermatis, Candida albicans, Candida glabrata, 

Candida tropicalis, Candida guilliermondii, Candida parapsilosis, Microsporum canis and 

other. These studies used different types of propolis extraction solvents, such as 

ethanolic63,7, DMSO84, propylene glycol85 and methanol86.  

 

4.3 Wound healing and anti-inflammatory activities 

 The inflammatory process is complex and present different mechanisms at its acute 

or chronic phase. Artepillin C is the main component of Brazilian green propolis and 

showed anti-inflammatory effects in the acute phase by the decrease of prostaglandin E 

levels and in the synthesis of NF-Kβ-mediated nitric oxide in mice59 and in microglial 

cells94. Other inflammatory parameters as macrophage and neutrophil recruitment and TNF 

production were inhibited after a 4-days treatment with a green propolis extract rich in 

caffeic acid esters, originated from the Brazilian South region95. An increase in the 

macrocytic efficiency was observed in mice experimentally infected with Leishmania 

amazonensis after a 30 days-treatment using Brazilian propolis and a nitric oxide donor96. 
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 Artepillin C was described regulating inflamossomes and proteic complexes 

associated to the activation of the innate immune system-mediated inflammatory process 

by a IL-1β decrease in mice macrophages12. IL-1β reduction also was present in microglial 

cells after a treatment with green propolis ethanolic extracts94. Tanaka et al. (97) suggested 

that the daily ingestion of propolis ethanolic extract by mice can regulate the production of 

pro-inflammatory cytokines. 

 Red propolis has in its composition a compound named neovestitol, which is able 

to inhibit neutrophil migration, leukocyte adhesion and ICAM-1 expression during the 

inflammatory acute phase98. However, at the chronic phase, no changes at IL-17-producing 

TCD4+ cells counts were seen; indeed, in the same study, neovestiol reduced arthritis 

clinical symptoms after a 10 mg/Kg daily administration. In other hand, a study with mice 

showed that the treatment with an ethanolic extract rich in Artepillin C was able to reduce 

IL-17 producing lymphocytes in the chronic inflammatory phase97. The evaluation of the 

wound healing process showed better results for green propolis than for red propolis, 

suggesting that, besides red propolis has a higher flavonoid contend, this was not sufficient 

to induce a rapid and successful wound healing, and that green propolis may have 

compounds that are highly active in this process99. 

 

4.4 Antitumor Activity 

The propolis’ antitumor activity is widely studied. Three propolis types are known 

to have different anticancer compounds: caffeic acid phenethyl ester (CAPE), present in 

propolis from Europe, Extreme Orient and New Zealand; artepilllin C, from green 

Brazilian propolis100, and benzophenone, found in red Brazilian propolis64,100.  

Angiogenesis is a limiting factor in tumor development and the use of a rich-caffeic 

acid green propolis showed angiostatic effects against retinopathy in a murine model101. 
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The angiogenesis suppression by the blocking of the PAK1 enzyme signalization promoted 

by Artepillin C was already described102. In chicken embryos, angiogenesis inhibition was 

also observed95 and vasculogenesis regulation was observed after the treatment with 

aqueous and hydro alcoholic propolis extracts104. The proliferation of human cancer cells 

was inhibited by the regulation of cyclins D1 and B1, cyclin-dependent kinase (CDK) and 

p21 enzyme expression104. 

Prostate cancer cells resistant to TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), 

when treated with a combination of TRAIL and Artepillin C, presented an increase in 

apoptosis and in the antineoplastic activity, when compared to TRAIL and Artepillin C 

separately used105. Other combined treatment study using propolis and temozolomide 

(TMZ) presented a synergic anti-proliferative effect against glioblastoma human cells 

lines106. Artepillin C and whole green propolis extract completely inhibited the growth of 

human neurofibromatosis-associated tumor xenografts in mice100. Cucurbitacin I, a 

compound also found in bitter melon, shows a better potential to inhibit PAK1 and 

melanogenesis than Okinawa propolis102. Ethanolic extracts of red propolis also were able 

to exert cytotoxic effect in different tumoral lines107,108 and to induce apoptosis by caspase 

activation107. 

Propolis therapy have been considered as a safety alternative treatment. No toxic 

effects of green propolis ethanolic extracts, such as mutagenic activity109,110, 

histopathological changes in a long-time use109 and genotoxic potential24,110 were observed 

until now.  

 

5 TECHNOLOGICAL PROSPECTION 

The global interest in propolis research is related to its biological properties, being 

widely associated to the already described propolis phenolic compounds. Propolis is 
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commonly used in human and animal medicine, cosmetic production and food 

preservation, being a high earned value product. Toreti et al. (111) reviewed prospected 

general products that use propolis on its formulation, and observed a high number of 

scientific reports (3,800 publications) when compared to the number of patents documents 

(2,884 filed patents). These authors also observed that the number of filed patents had a 

considerable increase after 2000 decade. This prospection study analyzed 533 patents 

documents of products containing propolis on its formulation with a potential use in 

veterinary medicine (Figure 1). Our results showed that the first patent with this 

characteristic was filed in 1992 and, in 2011, the number of patents filing reached a peak. 

In addition, in 2001, 2002, 2012 and 2014, a significantly number of patents filing 

occurred. However, an irregularity in the filing of patents for veterinary use can be noted, a 

situation not observed in in patents filed for propolis-based products for human 

medicine112. This situation can be explained by a more intense focus by the researchers and 

companies on human health. In this way, the veterinary medicine field is an area open to be 

exploited regarding propolis application. 

 

Figure 2 presents the year of expiration of patents documents according to the 

protection period of each country. Of 533 patents documents, it was not able to determine 

the expiration year of 160 through our search methodology, mainly because of the 

unavailability of data. However, of 473 patent document records accessed, 2015, 2017 and 

2022 are the years with more loses of exclusivity rights. Loss of products rights exclusivity 

generate disadvantages to patent filing companies, such as productivity decline in research 

and development, increase in commercialization costs and gain decrease. However, loss of 

exclusivity stimulates the price reduction of drugs and the innovation at the development 

of new products113. 
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The number of patent documents classified by the country or international 

organization of filing was also evaluated (Figure 3). These results showed that China 

possess the majority of patents filings, with 198 patents, representing 37% of all the filed 

patents analyzed. Propolis consumption around the world is estimated to be 700 to 800 

tons per year, and China is considered the major global propolis producer, followed by 

Russia and Brazil114. This high propolis production, associated to the authorization of 

propolis use in human medicine and its inclusion in the Chinese Pharmacopeia115 probably 

contributed to this Chinese preponderance in patents filing of products having propolis in 

its constitution. 

The second place is represented by the USA, with 101 patents (19%). However, the 

study performed by Toreti et al. (111) found that China, Russia and Japan are the three 

countries with the highest number of patents documents for propolis products (not specific 

for veterinary products). A study observed that this American high number of propolis-

based products can be related to the high value and optimal commercial condition of the 

biopharmaceutical companies from the USA116. Thus, the presence of the USA between 

the main patent filing countries could be explained by the innovation-related success of 

many American pharmaceutical companies, since a high number of filed patents were from 

wealthy companies116. Other important factor is the crescent pet market at the USA, since, 

according to the American Pet Products Manufacturers Association117, 68% of American 

residences have a pet, a condition that results in approximately 89,7 millions of cats and 

94,8 millions of dogs at this country. 

Brazil is one of the most preeminent propolis producers in the world, mainly of 

green and red propolis, being green propolis a product very well considered at the Japanese 

market39. However, Brazil was not included in the list of the countries with the highest 

numbers of patent filing for products based on propolis (Figure 3). This low number of 
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Brazilian patents could be explained by that absence of a law that regulate innovation, a 

situation that lasted until 2004. In this year, it was promulgated a law that established the 

basis for technical innovation at the country (Lei de Inovação, 10.973/04), and, only after 

this, the Brazilian Research Centers created Technological Innovation Nucleus at the 

Brazilian universities and research centers. It is expected that this innovation law, in a 

long-term, can increase the association between universities, research centers and 

companies for the development of new products, also focusing in the increase in the 

number of patents filing. 

An analysis comparing the number of patents documents and its classification code 

showed that the majority of the patents documents were registered in the A61K35/644 

subclass, which includes medicinal preparations containing material or products 

constituted of bee wax, propolis, royal jelly and honey (Figure 4). The second place is 

represented by patents documents registered in the classification code A61P31/04, which 

contains products with specific therapeutic activity against bacterial agents. A61K35/64 

and A61k66/00 codes describe medicinal preparations containing insect products or 

materials (for example, from bees, wasp or fleas) and medicinal preparations with 

undetermined constitution containing algae, lichen, fungi or plant material or its derivate 

products, respectively.  The antimicrobial action is the main biological activity of propolis 

that is included in the animal health research area, including antibiotic118, antifungal63 and 

antiparasitic70 activities. 

Mark Olshenitsky and Genadi Buchman, Israelian inventors, are the main inventors 

of the majority of patents documents involving propolis (Figure 5), and they are associated 

to ‘The Bio Balance Corporation’ and ‘MG Novobiotec LTDA’ companies. Many of these 

inventions comprises probiotic compositions prepared from extracts derived from plants 

and its therapeutic uses, as well as industrial processes and equipment upon which these 
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compositions are used. Two Chinese inventors, Qing-Fu Zhou and Wen-Li Liu, detain the 

second place regarding the number of filed patents containing propolis on its composition 

and with application in veterinary medicine. These Chinese researchers develop medicines 

or preparations from Chinese medicinal compounds based on plants to treat production 

animals, such as swine, cattle, fowl and fish. The independent inventor Xu Rongxiang 

possess patents, with status of pendent or filed, in the United States Patent and Trademark 

Office (US-PTO) that comprises repair of physiologic tissues and functional organ 

regeneration by stem-cells cultivation and therapeutic formulations to the diabetic ulcer 

treatment. 

Figure 6 represents the distribution of all analyzed patents according to applicants 

or patent owner. The Chinese Corporation Qingdao Lvman Biological Engineering 

Company is the main detainer of filed patent documents of products based on propolis and 

for use at veterinary medicine. This company was formed in 2001 and its main business 

comprises development, exploitation and commercialization of veterinary pharmaceutical 

products and pet food. Actually, Qingdao Lvman Biological Engineering Company 

develop products to application of propolis in pet foods and pharmaceutical products119. 

 Bio Balance Corporation, an American company, subsidiary from Enterologics 

Inc., supplies research services and development of biological medicines120. This company 

possess intellectual property of probiotics that can be used to develop drugs for the 

treatment of gastrointestinal diseases, of services on receptor-ligands 3D pharmacophores 

recognition and activation, and of molecular modeling for the construction of 3D molecule 

models that includes biophysical properties of molecules, electrostatic potentials of 

receptors and protein modeling. The Chinese inventor Xu Rongxiang is one of the main 

applicants, followed by the Hayashibara Biochemical Laboratories company, specialized in 
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the research of functional carbohydrates and dyes121. Products discovered or developed are 

used in food processing and in pharmaceutical and cosmetic industry.  
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