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RESUMO

A propolis, resina natural com diversas propriedades bioldgicas, foi amplamente utilizada ao longo da
histéria e segue sendo usada até hoje, inclusive de forma comercial. O presente estudo objetivou
caracterizar a composicao fitoquimica de trés produtos comerciais a base de extratos de prépolis verde e
avaliar o efeito citotoxico dessas formulacgdes frente a levedura Saccharomyces cerevisiae. A metodologia
incluiu a caracterizagdo fitoquimica de trés produtos comerciais, sendo dois extratos hidroalcodlicos (P1 e
P2) e um aquoso (P3) por testes qualitativos de colorimetria e precipitagéo e por analise espectrofotométrica
na regido UV-Vis. Também foi analisado o efeito citotoxico dessas formulagdes frente a levedura
Saccharomyces cerevisiae, modelo eucarioto amplamente utilizado em estudos de citotoxicidade. A
avaliacéo foi realizada por meio da taxa de mortalidade celular da levedura ao longo de 120 minutos de
exposi¢do. Adicionalmente, foi observada a presenca de floculagéo e avaliado o crescimento macroscopico
de colénias ao longo do tempo de exposi¢do. A triagem fitoquimica revelou a presenga de compostos
secundarios como flavonoides, taninos, cumarinas, saponinas alcaloides e triterpenos, com variagdes na
composicdo entre as amostras. Os testes demonstraram um aumento da mortalidade proporcional ao tempo
de exposic¢do, sendo a amostra P2, um extrato hidroalcodlico, a que apresentou maior efeito deletério frente
as células. Os produtos avaliados também promoveram floculago e redugdo no crescimento das coldnias.
Desse modo, 0s extratos avaliados apresentam potencial tdxico frente a S. cerevisiae, e esses efeitos variam
de acordo com a composicao quimica de cada formulagéo. Os resultados contribuem para a compreensdo
bioldgica da prépolis e fornecem informag6es importantes para estudos futuros na area de produtos naturais
e sobre a seguranca dos pacientes no uso dessas formulagdes.

Palavras-chave: Prépolis; Citotoxicidade; Fitoquimica; Modelo eucarioto; Compostos

fendlicos.

INTRODUCAO

Os registros histéricos mais antigos sobre a utilizacdo de produtos naturais
remontam a Mesopotamia e ao Egito antigo. Dentre esses produtos, a prépolis destaca-
se por seu uso secular e multifacetado (Liberato; Morais, 2016). Além de mesopotamicos
e egipcios, outros povos também s&o conhecidos por utilizarem a propolis, principalmente
por suas propriedades anti-inflamatorias e cicatrizantes, como 0s gregos e romanos.
Hipdcrates ja indicava seu uso para tratamento de feridas, e registros histéricos mostram
que o produto também era usado em guerras para tratar soldados feridos, nos séculos XIX
e XX. Com o passar do tempo, seu uso tradicional permaneceu (Oliveira, 2023).

A prdpolis bruta, em sua composi¢do bésica, apresenta aproximadamente 50% de

resinas vegetais, 30% de cera de abelha, 10% de 6leos essenciais, 5% de polen e 5% de



impurezas, como madeira e terra (Menezes, 2022a). O termo "prépolis™ tem origem grega
e significa "defesa da cidade", refletindo sua funcéo protetora na colmeia. As abelhas
utilizam amplamente esse composto para vedar rachaduras, fortalecer as estruturas dos
favos e reparar danos internos, garantindo assim a integridade e a seguranca do ambiente
interno da colmeia (Bankova et al., 2019).

A propolis de Apis mellifera ja teve mais de 500 compostos quimicos
identificados, incluindo polifendis, terpenos, aldeidos, alcoois aromaticos, acidos graxos
e esteroides. Esses compostos sdo metabolitos secundarios das plantas e representam
componentes organicos fundamentais encontrados na prépolis (Franchini et al., 2024). A
composic¢do quimica do composto e influenciada principalmente pelas caracteristicas
fitogeograficas da regido onde a colmeia esta localizada, além de sofrer variagdes
sazonais e diferencas relacionadas as racas de abelhas presentes em uma mesma
localidade. Essa diversidade quimica resulta em variaces nas propriedades
farmacoldgicas da propolis (Menezes, 2022b).

Somado a isso, estudos realizados por Kara et al., (2020), demonstraram que
diferentes tipos de solventes no momento da extracdo da propolis, e diferentes
componentes na formulacao dos extratos vendidos comercialmente também podem afetar
seus compostos quimicos e consequentemente sua atividade bioldgica. Agua,
cloroférmio, dimetilsulfoxido, metanol, éter, acetona, diclorometano, acetato de etila e
propilenoglicol sdo exemplos de solventes amplamente utilizados para preparacdo dos
extratos (Irigotti et al., 2021).

Com o aumento na procura e comercializacdo de produtos naturais, surgiu a
necessidade da criacdo de normativas que assegurem a qualidade e a seguranca desses
produtos no mercado. No Brasil, foram elaboradas a Resolucdo n° 48/2004 e,
posteriormente, a RDC n° 26/2014, que estabelecem diretrizes e requisitos para a
producdo, comercializacdo e rotulagem de fitoterapicos e apiterapicos (ANVISA, 2004;
ANVISA, 2014). Ambas as resolucdes destacam a importancia da caracterizagdo da
composi¢do quimica dos produtos comerciais, especialmente considerando que as
formulacdes podem apresentar variagcdes em sua eficdcia e seguranca.

Portanto, os testes de citotoxicidade sdao importantes ferramentas para avaliar a
biocompatibilidade de produtos e identificar possiveis efeitos toxicos (Li et al., 2015).
Nesse contexto, alguns estudos mostram que compostos presentes nos extratos de
propolis podem ter acdo citotoxica, dependendo da sua concentragdo e composi¢éo, sendo

capazes até de causar danos e morte celular, como ja observado em testes realizados



utilizando celulas de microcrustaceos (Santos et al., 2017; Martinez, 2011). Analisar esse
potencial nos extratos comerciais € essencial tanto para garantir a seguranga do uso quanto
para explorar possiveis aplicaces terapéuticas, além de fornecer subsidios para a
padronizacéo e regulamentacao de produtos naturais no mercado.

Sob essa Otica, metodologias que utilizam modelos de micro-organismos simples,
como a levedura Saccharomyces cerevisiae, vém sendo amplamente empregadas em
testes preliminares de citotoxicidade que necessitam de modelos bioldgicos eucariotos.
Isso se deve, principalmente, a sua facilidade de manipulacéo, baixo custo, facil obtencédo
e ao fato de ser uma célula eucariotica, o que Ihe confere grande semelhanca estrutural
com organismos mais complexos, como os mamiferos. Além disso, seu genoma é bem
conhecido, o que torna a levedura uma das mais escolhidas em estudos bésicos que
envolvem comparagdes com células humanas (Rodrigues, 2019; Mori, 2024).

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo caracterizar diferentes
produtos a base de extratos de propolis verde, comercializados no Brasil, quanto a
composicdo fitoquimica e os efeitos citotdxicos observados frente a Saccharomyces
cerevisiae. Considerando que esses produtos variam quanto a formulacdo, tipo de
solvente e concentracdo dos compostos bioativos, pretende-se verificar como essas

diferencas influenciam o potencial citotdxico observado.

METODOLOGIA
Caracterizacao das amostras

Foram adquiridos trés produtos de prépolis vendidas em farmacias comerciais.
Cada frasco foi identificado e classificado conforme as informacGes fornecidas nos

rétulos, incluindo o tipo de solvente, composicao e laboratorio fabricante (Quadro 1).

Quadro 1 — Caracterizacdo dos produtos comerciais utilizados no estudo.

Amostra | Tipo de solvente Componentes da Concentragédo do Contelido
formulacéo extrato (p/v)
P1 Hidroalcodlico Alcool neutro, 4gua e 12% 30 mL
prépolis
P2 Hidroalcodlico Propolis verde, alcool de 25% 30 mL

cereais grau alimenticio e
agua purificada

P3 Aquoso Agua e extrato de Né&o informado 250 mL
prépolis verde




Fonte: Autoria propria (2025)

Screening fitoquimico dos produtos de propolis

Para a realizagdo dos testes fitoquimicos dos extratos, as amostras foram
submetidas a testes de identificacdo dos metabolitos secundarios, seguindo metodologias

adaptadas de Radi e Terrones (2007) e Harborne (1984), conforme descrito a seguir:

Pesquisa de flavonoides

Reacéo de alcalinizacdo (NaOH 5%)

Para realizacao deste teste, 0,5 mL de cada produto foram transferidos para tubos
de ensaio distintos (um extrato em cada tubo). Em seguida, foram adicionadas 2 gotas de
NaOH 5% a cada tubo.

Reacéo de solubilidade alcalina (NaOH 10%)
Para realizacdo deste teste, 1 mL de cada extrato foi transferido para tubos de
ensaio distintos. Em seguida, 0,5 mL de NaOH a 10% foi adicionado a cada tubo.

Reacdo com complexacdo metalica

Para esse teste, uma aliquota de 100 pL dos extratos foram aplicadas em trés
regibes distintas de um papel filtro. Em seguida, gotas de cloreto de aluminio foram
adicionadas nos mesmos locais onde os extratos foram aplicados. Posteriormente, o papel
filtro foi levado para visualizacéo de fluorescéncia sob luz ultravioleta (395 nm).

Reacao de Taubouk

Inicialmente, 3 mL de cada extrato foram colocados em trés béqueres distintos e
levados a secura em banho-maria. Posteriormente, os residuos foram umedecidos com 1
mL de acetona, e alguns cristais de &cido borico e &cido salicilico foram adicionados. Em
seguida, os béqueres foram novamente levados a secura em banho-maria, e 0s residuos
restantes foram dissolvidos em éter etilico. Por fim, as amostras foram submetidas a

visualizagdo sob luz ultravioleta.

Reacéo de Shinoda

Para realizacdo deste teste, 2 mL de cada extrato foram transferidos para tubos de
ensaio. Em seguida, foram adicionados pequenos fragmentos de magnésio metalico,
seguidos de 1 mL de HCI concentrado. Dessa forma, foram observadas as possiveis

coloragdes desenvolvidas.



Reacdo de Pew

Para essa reacdo, 3 mL de cada produto foram transferidos para tubos de ensaio e
secados em banho-maria. Em seguida, foram adicionados 3 mL de metanol, zinco
metalico e 3 gotas de acido cloridrico. Ao final da reacdo, a presenca de flavonoides é

confirmada com a formacéo de um residuo de coloracdo vermelha.

Pesquisa de taninos

Reacao de precipitacdo com gelatina
Para essa reagéo, 2 mL de cada extrato foram adicionados a tubos de ensaio e, em
seguida, 3 gotas de gelatina a 2,5% foram acrescentadas a cada tubo. Assim, aguardou-se

a formacéo de precipitados para confirmar a presenca de taninos.

Reacdao com cloreto férrico

Os extratos que apresentaram precipitacdo no teste anterior, foram avaliados pela
reagdo com cloreto férrico. Para esse teste, 2,0 mL de cada extrato foram transferidos para
tubos de ensaio, ao qual foram adicionados 8 mL de adgua destilada. Ap6s homogeneizar
a mistura, duas gotas de solucdo de cloreto férrico a 10% foram acrescentadas a cada
tubo, seguida de nova agitagédo, em seguida, a mudanca de cor foi observada. A formacéo
da cor azul foi interpretada como indicativo da presenca de taninos hidrolisaveis,

enguanto a cor verde sugeriu taninos do tipo condensado.

Indice afrossimétrico

O principio deste teste é avaliar a presenca de saponinas através da formacéo de
uma espuma persistente por um periodo médio de 30 minutos. Para este ensaio, 5,0 mL
de cada extrato vegetal foram transferidos para tubos de ensaio, aos quais adicionaram-
se 5,0 mL de agua destilada aquecida até 100°C. A mistura foi agitada de forma vigorosa

e, em seguida, deixada em repouso por um periodo de 30 minutos.

Cumarinas

Neste experimento, foram transferidos 2 mL de cada extrato vegetal para placas
de Petri. Em seguida, adicionaram-se 2 mL de solugéo de hidréxido de sédio (NaOH) a
cada amostra. As placas foram agitadas durante 5 minutos, e, apos esse intervalo de

tempo, analisou-se a emissdo de fluorescéncia nas amostras.

Alcaloides



Foram utilizados 2,0 mL de cada extrato vegetal, aos quais foram adicionados 2,0
mL de uma solugdo de &cido cloridrico a 10%. As amostras foram aquecidas, e, apos
resfriamento, foram adicionadas 3 gotas do Reativo de Dragendorff. Apds esse

procedimento, verificou-se a formacdo de um precipitado de cor laranja.

Reacdo de Liebermann - Burchard

Neste ensaio, adicionaram-se 2,0 mL de cada extrato vegetal em placas de Petri
até a obtencdo de um residuo concentrado. Em seguida, adicionaram-se 3,0 mL de
cloroférmio, 2,0 mL de anidrido acético e 5 gotas de H.SO4 em cada uma das placas.
Apdbs esse procedimento, foi observado o aparecimento da coloracdo verde/azul ou
vermelho, sendo os metabdlitos classificados como triterpénicos ou esteroides,

respectivamente.

Caracterizacéo do padrdo quimico dos produtos por espectrofotometria UV-Vis

Neste ensaio, 0s extratos secos foram diluidos diretamente nos tubos de ensaio,
formando solugdes etandlicas para a amostra P1 e metandlicas para a amostra P2, nas
concentracdes de 0,9875 mg/mL (P1) e 0,0417 mg/mL (P2). Inicialmente, o equipamento
foi zerado utilizando o diluente correspondente a cada amostra como branco. As analises
foram realizadas em espectrofotdometro UV-Vis Bel Photonics UV M-51, com varredura
entre 200 e 400 nm e registros a cada 5 nm. Os dados foram organizados em uma planilha
no Excel, para elaboracao do gréafico de regressao linear conforme descrito por Marcucci
et al. (2020).

Avaliacéo da citotoxicidade

Condicdes de cultivo

Para promover o crescimento celular, as leveduras foram cultivadas em frascos de
Erlenmeyer contendo 0,1 g de levedura liofilizada, 2 g de glicose e 18 mL de &gua
destilada estéril. A mistura foi homogeneizada utilizando agitador tipo vortex. Em
seguida, foram adicionados 2,0 mL dos extratos de propolis, separadamente, cada um em
um tubo diferente, todos na concentracdo de 50 pg/mL. As solucdes dos extratos foram
previamente preparadas a partir dos extratos secos, que foram devidamente pesados e
diluidos em &gua destilada até atingir a concentracdo desejada para o ensaio. Para o frasco
de controle positivo, 2 mL de etanol (96° GL) foram adicionados e para o de controle de
crescimento foram adicionados 2 mL de solucédo salina estéril (0.85%). Os tubos foram



incubados a 30 °C, sob agitacdo de 250 rpm, por diferentes tempos (30, 60, 90 e 120
minutos), seguindo metodologia adaptada de Sarabia et al. (2019). Apds os periodos de
incubacdo, foram coletadas aliquotas para andlise do crescimento das coldnias,

verificacdo de floculacéo e avaliacdo da taxa de mortalidade celular.

Avaliacdo da mortalidade

Para analise da taxa de mortalidade, foram utilizadas células j& cultivadas
previamente. Foram retiradas aliquotas de 10 pL da amostra, que foram transferidas para
Eppendorfs contendo 90 pL de azul de metileno. Ap6s homogeneizacdo, a mistura foi
aplicada em cadmara de Neubauer e as células foram observadas com auxilio de
microscopio optico, nas objetivas de 10x e 40x. As células coradas em azul pelo azul de
metileno foram identificadas como mortas, enquanto as que permaneceram sem colora¢ao
foram consideradas vivas. 1sso permitiu a contagem e identificacdo das células vivas,
mortas e com tendéncia de floculacdo, seguindo metodologia adaptada de Lee et al.
(1981).

Crescimento da col6nia

Para verificar o crescimento das col6nias apds a exposi¢do aos extratos, foram
utilizadas células previamente cultivadas. Placas de Petri contendo 4gar Sabouraud foram
inoculadas com 10 pL das aliquotas retiradas dos tubos incubados, considerando os
diferentes tempos de exposicdo. As placas foram mantidas a 30 °C por 48 horas, até o
surgimento das coldnias. A avaliacdo do crescimento foi feita de forma visual e

qualitativa, seguindo metodologia adaptada de Mueller et al. (2020).

Anélise estatistica
Os dados obtidos foram organizados no Microsoft Excel 16, e os gréaficos foram
construidos no GraphPad Prism (versdo 10.4.2), sendo apresentados com valores de

média acompanhados do desvio padrao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A triagem fitoquimica dos trés produtos comerciais de propolis permitiu que
fossem identificados, de maneira preliminar, diferentes classes de metabdlitos
secundarios, conforme descrito no Quadro 2. Os testes foram realizados por meio de
reagOes qualitativas, visando a deteccdo da presenca de flavonoides, taninos, saponinas,

alcaloides, cumarinas e triterpenos.



Quadro 2 — Screening fitoquimico dos produtos a base de extratos da propolis verde

Reacéo Conteudo fitoquimico P1 P2 P3
Alcalinizacdo Flavonoides Amarelo Amarelo Amarelo
escuro
Solubilidade alcalina Flavonoides pH bésico pH bésico pH basico
Complexacdo metalica Flavonoides + + +
Taubouk Flavonoides Fluorescente Fluorescente | Fluorescente
Shinoda Flavonoides Vermelho Vermelho Amarelo
Pew Flavonoides + + +
Precipitacdo com Taninos + - -
proteina
Reacdo com cloreto Taninos Verde Verde Verde
férrico
indice afrosimétrico Saponinas Espuma (+++) | Espuma (+++) | Espuma(-)
Emissdo de fluorescéncia Cumarinas + + ++
Precipitacdo com Alcaloides + + -
Dragendorff
Liebermann - Burchard | Esterdides/Triterpenos Verde Vermelho -

(-) Reaco Negativa ( +) Reacéo Positiva
Fonte: Autoria prépria (2025)

A partir das reacGes de alcalinizacdo, solubilidade alcalina, complexacao metalica,
Tabouk, Shinoda e Pew, foi possivel identificar a presenca de flavonoides nas trés
amostras testadas. A positividade foi confirmada pela mudanca de coloragéo
caracteristica, tons de amarelo e vermelho, e pela fluorescéncia observada sob luz UV

(395 nm), como pode ser observado na figura 1.

Figura 1 - Registros fotograficos das reagdes fitoquimicas realizadas para deteccéo de flavonoides nos
extratos P1, P2 e P3.
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Fonte: Autoria propria (2025)

A presenca desses compostos nos produtos corrobora os achados de Nunes et al.
(2012), que também identificaram flavonoides totais em amostras semelhantes. No
extrato aquoso (P3), a reacdo de Shinoda indicou positividade por meio da coloragédo
amarela, o que pode estar relacionado aos tipos de flavonoides presentes. Segundo
Zuanazzi e Montanha (2007) e Costa (1996), flavonoides como chalconas, isoflavonas e
auronas sdo responsaveis por essa coloracao, sugerindo que esses compostos também
podem ser extraidos por solventes aquosos, ainda que em menor diversidade ou
intensidade.

Assim como observado nos estudos de Nogueira (2017) e Oliveira e Momesso
(2019), a presenca de taninos foi detectada nos extratos de propolis verde analisados. No
entanto, apenas a amostra P1 reagiu também na prova de precipitacdo com proteinas
(Figura 2). Isso pode estar ligado a especificidade de cada método, ja que, segundo
Harborne (1988) e Martin e Martin (1983), o teste com cloreto férrico € menos seletivo e
pode indicar, na amostra avaliada, a presenca de fendlicos em geral. A precipitacdo, por
sua vez, depende da capacidade dos taninos de formar complexos com proteinas, sendo
mais eficaz na deteccdo de moléculas com maior peso molecular, como pode ser o caso

da amostra P1.

Figura 2 - Registros fotograficos das reagdes fitoquimicas realizadas para deteccdo de taninos, saponinas

e cumarinas nos extratos P1, P2 e P3.



Precipitagdo com proteina cloreto férrico Emulsificagdo Hidrélise alcalina

Fonte: Autoria prdpria (2025)
As cumarinas foram encontradas em todos os extratos testados, evidenciando a

presenca do composto e sua contribuicdo para a atividade antioxidante e terapéutica da
propolis (Figura 2). Os resultados foram semelhantes aos de Salgueiro e Castro (2016),
que também identificaram esses metabdlitos em seus extratos. Quanto a presenca de
saponinas, nota-se que novamente a amostra P3 ndo detectou a presenca dos metabdlitos.
Nesse contexto, sua identificacdo apenas nos extratos hidroalcodlicos pode estar
relacionada a sua natureza anfifilica, que favorece a extracdo em solventes com
polaridade intermediaria, como o etanol. Essas moléculas apresentam uma parte apolar
(sapogenina) e cadeias de acUcares hidrossollveis, o que dificulta sua extracdo em agua
pura (Oakenfull, 1981; Price; Johnson; Fenwick, 1987).

Figura 3 - Registros fotograficos das reagdes fitoquimicas realizadas para deteccdo de alcaloides e
esteroides/triterpenos nos extratos P1, P2 e P3.

Precipitagdo com Dragendorff Liebermann - Burchard

Fonte: Autoria propria (2025)

Como observado (Figura 3), de modo semelhante, a auséncia de alcaloides no
extrato aquoso pode estar relacionada a baixa solubilidade desses compostos em agua e a
tendéncia de precipitacdo em meios neutros. Estudos anteriores com extratos obtidos a
partir de solventes etandlicos, hidroetandlicos e aquosos na extracdo de alcaloides,
obtiveram resultados que demonstraram a presenca desses compostos em todos 0s
extratos que continham alcool (etanol), mas ndo no extrato aquoso (Aguiar et al., 2005;
Costa et al., 2021).

Ja com relacdo aos triterpenos, nota-se que eles foram detectados apenas na

amostra P1 (Figura 3). Isso pode ter ocorrido tanto em funcao da possivel diferenga na



origem botéanica da matéria-prima coletada pelas abelhas, o que impacta diretamente o
perfil fitoquimico do produto, quanto pela baixa solubilidade desses compostos em agua,
0 que justificaria sua auséncia no extrato aquoso (P3) (Bachorik & Urban, 2021; Salatino
etal., 2021).

Partindo da Gtica de que, em comparagdo aos outros extratos, 0 extrato aquoso
apresentou uma menor complexidade fitoquimica - o que pode impactar diretamente em
uma menor atividade bioldgica e terapéutica -, as analises espectrofotométricas na regido
do ultravioleta-visivel (UV/VIS) e os testes de citotoxicidade foram realizados apenas
nos extratos hidroalcéolicos, P1 e P2.

O espectro obtido (Figura 4) mostra que ambas as amostras apresentaram picos de
absorcéo principalmente nas faixas de 200 - 250 nm e 250 - 350 nm, o que, segundo Sousa
etal., (2019), indica a presenca de compostos fenolicos, como flavonoides e derivados de

acidos cindmicos, conhecidos por absorverem nessas regides do espectro.

Figura 4 - Perfil quimico dos produtos P1 e P2 por espectrofotometria UV-Vis.
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Fonte: Autoria prépria (2025)

A curva do extrato P2 apresentou maior absorgdo nesses comprimentos de onda
em comparagdo com a outra amostra, sugerindo uma maior concentracdo dessas
substancias. Essa diferenga pode estar relacionada a diversos fatores, como o processo de
extracdo, o solvente utilizado ou a origem da materia-prima, conforme descrito por
Scatolini (2017) e Teixeira e Amorim (2024). A semelhanca entre 0s espectros aponta
para a presenca de grupos funcionais comuns entre os dois extratos de propolis, ainda que
em diferentes concentracgdes, o que pode influenciar diretamente seus niveis de atividade

biologica, como sera evidenciado nos testes posteriores.



A avaliacdo da citotoxicidade dos produtos a base de extratos de propolis verde
sobre Saccharomyces cerevisiae revelou diferencas de intensidade em suas taxas de

mortalidade na concentragdo em que foram avaliados (Figura 5).

Figura 5- Avaliacdo da citotoxicidade dos produtos (P1 e P2) frente a S. cerevisiae.
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Analisando o grafico do indice de mortalidade (Figura 5), observa-se que ambas
as amostras apresentaram potencial citotdxico inferior ao controle positivo, com aumento
gradual ao longo do tempo, especialmente para a amostra P2, cuja taxa de mortalidade
seguiu crescendo até os 120 minutos de exposicdo. No entanto, a amostra P1 apresentou
um comportamento atipico em tempos especificos (90 e 120 minutos), com um pico
abrupto de mortalidade seguido por uma queda brusca, resultando em valores inferiores
até mesmo aos do controle negativo (controle de crescimento).

Como a literatura ndo descreve justificativas bioldgicas plausiveis para esse tipo
de oscilacdo em um intervalo tdo curto, sugere-se que o comportamento seja resultado de
algum erro analitico, como falhas na contagem celular, problemas na homogeneizacéo da
amostra ou mesmo durante a manipulacdo das amostras para preenchimento da camara
de Neubauer.

Com relacdo a presenca de floculagdo, as amostras também demonstraram
potencial citotoxico no experimento. A partir do minuto 90, foi possivel observar que
ambos os extratos provocaram floculagdo em células vivas e mortas, embora com
intensidades diferentes. A amostra P2, mais uma vez, apresentou uma resposta mais
pronunciada, com maior nimero de células floculadas (Quadro 3).

Essa agregacdo esta relacionada a um possivel indicativo de citotoxicidade, pois

sugere disturbios na estabilidade fisiologica da levedura. De acordo com Ludwig et al.



(2001), esse fendmeno pode estar ligado a perda de viabilidade celular e a alteracdo da
superficie das células, geralmente causadas por agentes externos. Ainda segundo o autor,
a floculagdo compromete a capacidade de suspensédo das células no meio, podendo levar
ao seu sedimento precoce e a interrupcao dos processos metabolicos essenciais para sua
sobrevivéncia. No presente estudo, a ocorréncia da floculacdo em células vivas e mortas
indica que os extratos atuaram de forma agressiva sobre a parede celular ou nas interacfes

entre as células.

Quadro 3 — Registros de floculagdo das células vivas e mortas nas amostras P1 e P2

Tempo (minutos) P1 P2

90

120

Ja com relacdo ao crescimento das colénias ap6s 48 horas de incubacdo, os
extratos demonstraram uma atividade citotdxica semelhante entre si frente a morfologia
macroscopica das col6nias da levedura. Ao longo do tempo, observou-se uma reduc¢ao no
tamanho das colbnias formadas, com crescimento progressivamente menor em

comparacao ao observado no inicio do experimento, no tempo de 30 minutos (Quadro 4).

Quadro 4 — Crescimento de col6nias de S. cerevisiae apds 48 horas de incubagéo.



Tempo (minutos)

Concentracao 30 60 90 120

Controle negativo

Controle positivo

P1

P2

Ca00

Fonte: Autoria préopria (2025)

Os resultados encontrados se alinham com estudos prévios que avaliaram o
comportamento de Saccharomyces cerevisiae frente a exposicao a extratos de prépolis.
De acordo com Yilmaz et al., (2025), ha relatos de alteragdes no proteoma mitocondrial,
além da diminuicdo da oxidacdo intracelular, o que pode causar estresse oxidativo
significativo nas células. Além disso, ha evidéncias de que a exposicdo prolongada pode
induzir apoptose, evoluindo para necrose em concentracdes mais elevadas. Nesse
contexto, considerando que a amostra P2 apresenta uma concentragcdo maior de extrato
de propolis (25%), é possivel levantar a hipdtese de que a intensidade do seu efeito
citotoxico esteja diretamente relacionada a essa maior concentracdo, comportamento
compativel com o aumento progressivo da mortalidade observado na amostra.

A citotoxicidade observada é provavel de estar relacionada aos metabélitos
secundarios encontrados nos extratos, como flavonoides, cumarinas, saponinas, taninos,
triterpenos e alcaloides. Segundo Arif (2011), esses compostos ja demonstraram atividade
antifangica contra diferentes cepas, incluindo S. cerevisiae. O mesmo relata que seus
mecanismos de acdo sdo variados, podendo envolver a complexacdo com proteinas da
parede celular, inibigdo de enzimas e até a ruptura da membrana das células, promovendo
alteracdes estruturais que levam a morte celular. Dessa forma, a presenca desses
metabolitos pode justificar os efeitos vistos nos testes, como 0 aumento da mortalidade,

a floculacéo e a inibi¢do do crescimento das coldnias.



Considerando que a amostra P2 apresentou maior potencial citotdxico que a
P1, é possivel associar esse resultado a maior concentracdo de metabdlitos presentes no
extrato. Isso é reforcado pela anélise espectrofotométrica, que mostrou espectros de
absorcdo mais intensos para P2, sugerindo uma quantidade maior desses compostos
bioativos. Além disso, o proprio teor mais elevado de extrato de prépolis na formulacéo
pode ter potencializado esse efeito, 0 que ajuda a explicar a resposta mais acentuada
observada nos testes de toxicidade.

E valido ressaltar que, embora as amostras comerciais dos extratos tenham
apresentado potencial citotoxico no presente estudo, os testes foram realizados com
concentracgdes diferentes das vendidas comercialmente, justamente para que seu potencial
toxico fosse evidenciado. No uso comercial, esses extratos sdo consumidos em doses
enquadradas dentro dos limites recomendados por 6rgaos de seguranca, como a ANVISA,
que garante a seguranca dos produtos para uso humano, respeitando os limites de
concentracdo e o teor de metabdlitos estabelecidos (Brasil, 2001; Brasil, 2011).

Dessa forma, os dados obtidos no estudo ndo representam risco direto ao
consumidor, mas contribuem para elucidacdes cientificas sobre as propriedades
bioldgicas dos extratos de propolis e suas particularidades dependendo dos solventes

utilizados na etapa de extragéo.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que o0s trés produtos
comerciais a base de extratos de propolis verde possuem composic¢Bes fitoquimicas
diferentes, sendo que dois deles apresentaram variagdes em seu potencial citotoxico frente
a cepa de Saccharomyces cerevisiae. A amostra P2, com maior diversidade e
concentracdo de metabolitos e maior teor de extrato de propolis, demonstrou um efeito
mais citotoxico quando comparado a amostra P1, o que reforca a influéncia da
concentracdo e do perfil quimico na atividade bioldgica.

Diante do comportamento atipico apresentado pela P1 no grafico de taxa de
mortalidade, o estudo também destaca a importancia de uma continuidade da avaliacéo,
in vitro, do potencial citotoxico de produtos com perfil quimico semelhante. Embora as
concentracgdes utilizadas nos testes sejam diferentes daquelas aplicadas comercialmente,
os dados obtidos contribuem para a compreenséo das propriedades bioldgicas da prépolis

e de como elas podem variar de acordo com sua composi¢do. Além disso, os achados



apresentados podem servir como base para futuros estudos com foco em padronizacéo,

seguranca e caracterizacao de extratos naturais.
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