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ABSTRACT.- Peter C.M., Picoli T., Zani J.L., Latosinski G.S., Lima M., Vargas G.D., Hübner S.O. 
& Fischer G. 2017. [Antiviral and virucidal activity of hydroalcoholic extracts of propo-
lis brown, green and Jataí bees (Tetragonisca angustula) against Bovine Herpesvirus 
Type-1 (BoHV-1) and Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV).] Atividade antiviral e virucida 
de extratos hidroalcoólicos de própolis marrom, verde e de abelhas jataí (Tetragonisca an-
gustula) frente ao Herpersvírus Bovino tipo 1 (BoHV-1) e ao Vírus da Diarreia Viral Bovina 
(BVDV). Pesquisa Veterinária Brasileira 37(7):667-675. Departamento de Veterinária Preven-
tiva, Universidade Federal de Pelotas, Campus Capão do Leão, Avenida Eliseu Maciel s/n, Jar-
dim América, Capão do Leão, RS 96900-010, Brazil. E-mail: cristina_peter@hotmail.com

Among the biological properties of propolis, the antimicrobial activity has received 
prominent attention. In this paper, we describe the antiviral and virucidal effect of three 
hydroalcoholic extracts of propolis (brown, green and jataí bees (Tetragonisca angustula), 
against bovine herpesvirus type-1 (BoHV-1) and bovine viral diarrhea Virus (BVDV). All 
hydroalcoholic extracts were obtained from ethanol extraction. The chemical composition 
of propolis extracts was determined by high-performance liquid chromatography coupled 
to mass spectrometer (UFLC-PDA-ESI-TOF/MS) to identify and quantify compounds such 
as caffeic acid and p-coumaric acid, chlorogenic acid, ferulic, and flavonoids such as rutin. 
Cell toxicity and antiviral activity of propolis extracts in monolayers of MDBK cells (Ma-
din-Darby Bovine Kidney) were assessed by microscopic observation and quantified by the 
MTT assay (3- (4.5 dimethylthiazol-2yl) -2- 5-diphenyl-2H-tetrazolato bromine). Propolis 
extract from Jataí bees proved to be less cytotoxic (1.57mg / ml) when compared to green 
extracts (0.78mg / ml) and brown (0.39mg/mL). Regarding antiviral activity, propolis has 
shown greater efficacy in both cellular treatments (post and pre-exposure) against BoHV-
1 when compared to other extracts, ie, there was increased cell viability compared to cell 
and virus controls. Extracts from Jataí showed activity against both viruses (BoHV-1 and 
BVDV) infection in the pre-test, whereas brown propolis demonstrated action only against 
the BoHV-1 in the pre-infection method. To determine the virucidal activity, it were used 
different dilutions of virus, as well as different temperatures and incubation times. The 
green propolis at 37°C led to a greater reduction in viral titer (4.33log) compared to brown 
(3.5log) and jataí (3.24log). Jataí propolis showed the best results in both temperatures (22oC 
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RESUMO.- Dentre as propriedades biológicas da própolis, a 
atividade antimicrobiana tem merecido destacada atenção. 
No presente trabalho, descreve-se a ação antiviral e viru-
cida de três extratos hidroalcoólicos de própolis (marrom, 
verde e de abelhas jataí (Tetragonisca angustula), frente ao 
Herpesvírus Bovino tipo (BoHV-1) e ao Vírus da Diarreia 
Viral Bovina (BVDV). Os três extratos hidroalcoólicos fo-
ram obtidos de extração etanólica e são oriundos do sul do 
Brasil. A composição química dos extratos de própolis foi 
determinada pela cromatografia líquida de alta eficiência 
acoplada a espectrômetro de massas (UFLC-PDA-ESI-TOF/
MS) que identificou e quantificou compostos como: ácido 
cafeico e ácido p-cumárico, ácido clorogênico, ácido ferú-
lico, além de flavonoides como a rutina. A toxicidade celu-
lar bem como a atividade antiviral dos extratos de própolis 
em monocamadas de células MDBK (Madin-Darby Bovine 
Kidney) foi avaliada através de observação microscópica e 
quantificada pelo teste de MTT (3-(4,5 dimetiltiazol-2yl)-2-
-5-difenil-2H tetrazolato de bromo). O extrato de própolis 
de abelhas jataí demonstrou ser menos citotóxico (1,57µg/
mL), quando comparado aos extratos verde (0,78µg/mL) e 
marrom (0,39µg/mL). Quanto a atividade antiviral, a pró-
polis verde demostrou maior eficácia em ambos os trata-
mentos celulares (pós e pré-exposição) frente ao BoHV-1 
em relação aos outros extratos, ou seja, houve maior viabi-
lidade celular quando comparada aos controles de células 
e vírus. Já a de jataí apresentou atividade frente aos dois 
vírus (BoHV-1 e BVDV) no método pré-infecção, enquanto a 
própolis marrom demonstrou ação apenas frente ao BoHV-
1 também no método pré-infecção. Para determinação da 
atividade virucida foram utilizadas diferentes diluições dos 
vírus, bem como temperaturas e tempos distintos de incu-
bação. A própolis verde a 37°C propiciou a maior redução 
no título viral (4,33log) em relação a marrom (log = 3,5log) 
e de jataí (log = 3,24log). No entanto, frente ao BVDV a pró-
polis jataí apresentou os melhores resultados em ambas as 
temperaturas (22oC e 37oC). Portanto, os extratos avalia-
dos apresentaram atividade antiviral e virucida frente ao 
BoHV-1 e BVDV, o que os torna alvo para o desenvolvimen-
to de novos biofármacos como alternativa ao uso de antivi-
rais comerciais em Medicina Veterinária.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Atividade antiviral, atividade virucida, 
extrato hidroalcoólico, própolis, abelhas jataí, Tetragonisca angus-
tula, Herpersvírus Bovino tipo 1, Vírus da Diarreia Viral Bovina, 
BVDV, BoHV-1, BVDV, composição química, citotoxicidade, trata-
mento alternativo.

INTRODUÇÃO
A busca por recursos genéticos e bioquímicos que possam 
ser transformados ou que contenham moléculas bioativas 
com potencialidade terapêutica tem sido alvo de intensas 
investigações que contemplam produtos naturais (Bastos 

et al. 2011). Ainda que esses estudos demonstrem a ativi-
dade biológica, principalmente de produtos vegetais, ou-
tras substâncias como a própolis tem conquistado espaço 
significativo na busca por alternativas à utilização de fár-
macos comerciais e, consequentemente, a formulação de 
novas drogas com a utilização da própolis (Bastos et al. 
2011, Bankova et al. 2014).

A própolis é uma substância resinosa, produzida pelas 
abelhas a partir do exsudato de diversas partes das plantas, 
como cascas e botões florais (Bankova & Marcucci 2000). 
Esses constituintes são biotransformados pela adição de 
cera e pela ação da enzima 13-glicosidase, produzida nas 
glândulas salivares das abelhas (Bastos et al. 2011). A com-
posição química da própolis é resultante, principalmente, 
das características fitogeográficas existentes ao redor da 
colmeia (Bankova et al. 1998), como as plantas fornecedo-
ras de resina, bem como da espécie de abelha coletora. Esta 
característica reflete na diversidade de atividades biológi-
cas e farmacêuticas apresentadas por este produto.

Na literatura observa-se que grande parte dos traba-
lhos científicos sobre as atividades terapêuticas e biológi-
cas da própolis estão associadas à espécie de abelha Apis 
mellifera, pertencente à família Apidae. No entanto, estu-
dos utilizando a própolis de origem de abelhas sem ferrão 
têm sido descritos, demonstrando seu potencial terapêu-
tico, como a atividade antimicrobiana (Ortega et al. 2011, 
Choudhari et al. 2012), antioxidante (Sawaya et al. 2009) e 
antitumoral (Gilberto et al. 2012). Além disso, entre as ati-
vidades biológicas da própolis de Apis mellifera, destacam-
-se a antibacteriana (Cabral et al. 2009, Ortega et al. 2011), 
antiviral (Fischer et al. 2007, Cueto et al. 2011), antifúngi-
ca (Salomão et al. 2008, Jug et al. 2014) e antiparasitária 
(Gressler et al. 2012). Esse potencial biológico atribui-se a 
um sinergismo que ocorre entre os constituintes presentes 
na sua constituição (Pinto et al. 2001), como os compos-
tos flavonoides, ácidos fenólicos e seus ésteres (Bankova & 
Marcucci 2000).

 Estudos sobre a atividade antiviral da própolis e seus 
derivados já foram descritos frente a vírus de importância 
em medicina e medicina veterinária como o herpes vírus 
humano tipo 1 (HSV1) (Amoros et al. 1992, Coelho et al. 
2015, Yildirim et al. 2016) e dois (Vynograd et al. 2000, Yil-
dirim et al. 2016), vírus da imunodeficiência humana (HIV) 
(Gekker et al. 2005), vírus da influenza aviária (Kujumgiev 
1999), Herpes Vírus Bovino (BoHV-5) (Fischer et al. 2007) 
e o Parvovírus Suíno (PPV) (Ma et al. 2015) e demonstra-
ram resultados promissores da própolis frente a vírus pa-
togênicos para humanos e animais.

O presente estudo descreve a atividade antiviral e vi-
rucida de três extratos hidroalcoólicos de própolis de di-
ferentes origens geográficas frente ao BoHV-1 e ao BVDV. 
Os resultados demonstram expressiva atividade contra es-

and 37oC) when tested against BVDV. In summary, the evaluated extracts showed antiviral 
and virucidal activity against BoHV-1 and BVDV, and may be important targets for the de-
velopment of new compounds as an alternative to commercial antivirals.
INDEX TERMS: Antiviral activity, virucidal activity, hydroalcoholic extracts, propolis, bees, 
Tetragonisca angustula, bovine herpesvirus type-1, Bovine Viral Diarrhea Virus, BVDV, 
BoHV-1, BVDV, chemical analysis, cytotoxicity, alternative treatment.
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ses vírus, apresentando-se como uma alternativa natural a 
prevenção e ao tratamento das enfermidades ocasionadas 
por eles.

MATERIAL E MÉTODOS
Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Virologia e 
Imunologia da Universidade Federal de Pelotas, em colaboração 
com o Laboratório de Cromatografia e Espectrometria de Massas 
– LACEM da Universidade Federal de Pelotas.

Própolis. As amostras da própolis marrom foram adquiridas 
comercialmente da Cooperativa de Apicultores e Fruticultores 
da Região Sul, localizada no Município de Pelotas, RS; a própolis 
verde foi adquirida da empresa Néctar Farmacêutica® Ltda, Santa 
Cartarina, enquanto que a própolis de abelhas jataí foi obtida de 
um meliponário localizado no município de Morro Redondo, Rio 
Grande do Sul.

Preparação dos extratos hidroalcoólicos. Os extratos hi-
droalcoólicos foram preparados conforme (Paulino et al. 2002). 
As amostras de própolis foram congeladas a -70°C para posterior 
trituração. A extração foi realizada em solução contendo álcool 
96o GL na proporção de uma parte de própolis para três partes 
de álcool, sob agitação por 24 horas, a 37oC. Após, o solvente foi 
evaporado e a matéria seca resultante foi dissolvida em tampão 
fosfato (pH 7,2) e emulsificada utilizando EUMULGIN® HRE-40, 
para obtenção da concentração final de 100 mg/mL. A esteriliza-
ção do composto foi realizada em filtro hidrofílico com porosida-
de de 22µm. Após, foi realizada diluição com água destilada estéril 
até a concentração de uso.

Análise da composição química dos extratos de própolis
UFLC-PDA-ESI-TOF/MS instrumentação e condições. A 

composição química dos extratos de própolis foi determinada por 
cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas. Para 
isso, dez microlitros dos extratos foram injetados em cromatógra-
fo líquido de ultra-alta eficiência (Shimadzu, Prominence) acopla-
do a espectrômetro de massas de alta resolução (tipo quadrupo-
lo-tempo de vôo) (MicrOTOF-Q, Bruker Daltonics). Os compostos 
fenólicos foram separados utilizando pré-coluna C18 (2,0x4mm) 
e coluna Luna C18 (2,0x150mm, 100 Å, 3μm) Phenomenex (Tor-
rance, CA, USA), sendo solução de ácido fórmico em água (0,1% 
v/v, eluente A) e metanol (eluente B) usadas como fase móvel, 
com fluxo de 0,2mL min-1 e temperatura da coluna a 40oC. O gra-
diente de eluição foi: 0-2 min, 10% B, 2-15 min, 10-75% B, 15-30 
min, 75% B, 30-32 min 75-10% B, 32-40 min, 10% B. O detector 
PDA foi definido para digitalizar no intervalo 210-800nm. O es-
pectrômetro de massas foi operado no modo ESI negativo, com 
voltagem do capilar em 4000 V, pressão do gás de nebulização 
(N2) de 2 bar, gás de secagem em 8 L/min e temperatura da fon-
te de 180°C, usando os parâmetros padrões do equipamento. O 
equipamento foi calibrado com formiato de sódio 10mM, cobrin-
do toda a faixa de aquisição (de m/z 50 até 1200). Os espectros de 
massa foram processados utilizando o software Data Analysis 4.0 
(Bruker Daltonics).

Quantificação de compostos fenólicos. Para quantificação 
dos compostos fenólicos e flavonoides dos extratos de própolis fo-
ram preparadas curvas de calibração utilizando os padrões exter-
nos: ácido gálico, catequina, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido clo-
rogênico, epitequina, ácido cafeico, ácido vanilico, ácido siringico, 
ácido p-cumárico, ácido ferúlico, rutina, ácido elágico, miricetina, 
quercetina, hesperetina, kaempferol, luteolina, apigenina, pino-
cembrina, crisina e galangina, nas concentrações variando de 0 a 
10ug/mL. Os compostos fenólicos presentes nas amostras foram 
caracterizados pela sua UV/Vis (220-800nm), os tempos de re-
tenção em relação aos padrões externos e os espectros de massa.

Ensaios da atividade antiviral
Células e vírus. Células da linhagem MDBK (Madin-Darby Bo-

vine Kidney) foram mantidas em meio essencial mínimo (E-MEM, 
Sigma-Aldrich®, USA) suplementado com soro fetal bovino (SFB, 
Gibco®, USA), penicilina (Sigma-Aldrich®, USA), estreptomicina (Ve-
tec®, Brasil), enrofloxacina (Bayer®, Brasil) e anfotericina B (Cristá-
lia®, Brasil). As células foram cultivadas em placas de poliestireno 
de 96 cavidades (KASVI®, Brasil) a 37o C em um ambiente com 5% 
de CO2 para estabelecimento da monocamada. Esta linhagem foi se-
lecionada por ser permissível aos vírus utilizados no estudo.

As atividades antiviral e virucida dos extratos de própolis foram 
avaliadas frente ao BoHV-1 (cepa Los Angeles) e BVDV (cepa Sin-
ger), pertencentes ao Laboratório de Virologia e Imunologia, UFPel.

Toxicidade celular. Em monocamadas de células MDBK foram 
adicionadas diferentes concentrações dos extratos de própolis: 
1000, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56, 0,78, 0,39, 0,19 e 0,09µg 
/mL-1. A viabilidade celular foi avaliada pela observação micros-
cópica diária das alterações morfológicas das células, e mensu-
rada pelo teste de MTT (3-(4,5 dimetiltiazol-2yl)-2-5-difenil-2H 
tetrazolato de bromo) após 72 h de incubação Mossmann (1983). 
A citotoxicidade foi expressa como concentração citotóxica 90% 
(CC90%): concentração capaz de inibir 90% do cultivo celular em 
comparação com as células não tratadas. Os testes foram realiza-
dos em quadruplicata e repetidos três vezes em dias alternados.

Ensaio da atividade antiviral. Os títulos virais estão ex-
pressos como doses infectantes para 50% de cultivos celulares 
(TCID50) e a atividade antiviral foi expressa em percentual de 
inibição (PI) e calculada através dos títulos virais pela fórmula:

[1 - (antilog tratamento)] x 100antilog contole

A atividade antiviral foi avaliada através de dois métodos 
distintos de tratamento das células com os extratos: método I – 
sobre um tapete pré-formado de células o vírus foi inoculado e, 
após uma hora, os extratos foram adicionados; método II – extra-
tos foram mantidos em contato com as células e, após 24 horas, 
as cepas de vírus foram inoculadas. Ambas as cepas virais foram 
inoculadas em concentração de 0,1 MOI. Todos os extratos foram 
utilizados em quatro concentrações distintas (duas acima e duas 
abaixo da contração tóxica). Assim, foram utilizadas 3,12; 1,56; 
0,78; 0,39µg/mL-1 do extrato de abelhas jataí e 1,56; 0,78; 0,39; 
0,19µg/mL-1 de extrato das própolis marrom e verde.

A mensuração da atividade antiviral dos extratos de própolis 
foi realizada após 72 h de incubação das células a 37°C, através da 
viabilidade celular, pelo método MTT. Nessas condições, foi deter-
minada a concentração efetiva a 50% (CE50), que representa a 
concentração do extrato de própolis capaz de inibir o efeito cito-
pático do vírus em 50%. O ensaio foi realizado em sextoplicata.

Ensaio da atividade virucida. A atividade virucida foi ava-
liada incubando-se as cepas de vírus com concentrações não tóxi-
cas dos diferentes extratos de própolis: 3,9 µg/mL-1 para própolis 
marrom e verde, e 7,8µg/mL-1 para própolis de abelhas jataí. Em 
todas as situações, os tempos de incubação foram de 0, 1, 2, 4, 
8 e 24 horas, em temperaturas de 22°C ou 37°C. Como controle 
negativo utilizou-se tampão fosfato-salino (PBS) associado aos 
extratos de própolis e como controle positivo, PBS associado aos 
vírus. Após as incubações, as suspenções de vírus e extrato foram 
tituladas pelo método (Mayr et al. 1982).

A avaliação da atividade virucida também foi realizada através 
da viabilidade celular, pela observação microscópica das altera-
ções morfológicas das células e quantificadas por meio do cálculo 
da Dose Infectante 50% (Reed & Muench 1938).

Análises estatísticas. Para avaliação da atividade antiviral e 
virucida dos três extratos de própolis foi realizado a Análise de 
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Variância (ANOVA) e teste de comparação entre médias pelo teste 
Tukey. Foi usado o Software Bioestat 5.3®.

RESULTADOS
Análises cromatográficas

Através da cromatografia líquida acoplada a espec-
trometria de massas em modo negativo (ESI negativo), a 
análise qualitativa e quantitativa dos extratos testados está 
expressa no (Quadro 1). Dos 21 compostos padrão testa-
dos, 15 foram identificados em todos os extratos de pró-
polis O ácido p-cumárico foi o composto majoritário nas 
três amostras de própolis, sendo altamente quantificada 
na própolis verde (52,09 mg/mL), seguido da quantifica-
ção dos compostos rutina e ácido clorogênico para todos 
os extratos.

Toxicidade celular dos extratos de própolis
Os valores obtidos da toxicidade celular em Células 

MDBK dos três extratos hidroalcoólicos da própolis estão 
expressos através das medianas das diferentes concentra-
ções utilizadas (Fig.1). Nas menores concentrações testa-
das (0,097 a 0,39µg/mL), todos os extratos não apresenta-
ram citotoxicidade em relação ao controle celular. A partir 
da concentração de 0,78µg/mL, a citotoxicidade foi obser-
vada nos extratos de própolis marrom (PM) e verde (PV), 
ao passo que para o própolis jataí (PJ), a mesma foi obser-
vada na concentração de 1,57µg/mL.

Ensaio da atividade antiviral
Os extratos de própolis foram adicionados após ino-

culação viral sobre as células MDBK (método I), ou antes, 
da inoculação viral (método II). Nas avaliações feitas com 
o BoHV-1, atividade antiviral pôde ser observada quando 
os extratos foram acrescentados às células MDBK antes da 
inoculação viral (Fig.2C), o que permitiu maior percentual 
de células viáveis.

Nessa análise, quanto maior o percentual de células viá-
veis, menor a replicação viral, ou seja, maior ação antiviral 
dos compostos avaliados. A própolis marrom, neste caso, 
numa concentração de 0,19µg/ml, permitiu viabilidade 
de 90% das células, resultado estatisticamente superior 
(P<0,01) aos demais tratamentos e ao controle de células 
e vírus. A inoculação do BoHV-1 nas células com posterior 
inoculação dos diferentes extratos de própolis não resul-
tou em efeito antiviral (Fig.2A), sugerindo que o vírus, uma 
vez no interior da célula, não é destruído. É possível, por-
tanto, que ao inocular-se a própolis previamente ao vírus 
em células da linhagem MDBK, este extrato torne a célula 
refratária ao vírus, impedindo a sua penetração, através da 
modificação de receptores de superfície, por exemplo. Ain-
da, outro mecanismo que pode explicar os resultados deste 
estudo é de que ao entrar em contato com a própolis sobre 
as células, o vírus seja destruído antes mesmo de penetrar 
a célula.

Quadro 1. Análise qualitativa e quantitativa (mg/g) dos extratos 
hidroalcoólicos de própolis verde, marrom e de abelhas jataí por cromatografia 
líquida acoplada a espectrometria de massas em modo negativo (ESI negativo)

	 Composição Química	 m/z-	 Tempo de Retenção	 Própolis	 Própolis	 Própolis
	 e respectivo grupo	 [M-H]	 (minutos)	 verde	 marrom	 Jataí

	 Ácido fenólico
	 Derivados do Ácido benzoico 					   
	 Ácido galico 	 169.0132	 5.41	 n.d.	 n.d.	 n.d.
	 Ácido 4-Hydroxybenzoico	 137.0233	 11.17	 +	 +	 +
	 Ácido siringico	 197.0445	 12.45	 n.d.	 +	 n.d.
	 Ácido vanílico	 167.0339	 12.12	 n.d.	 +	 n.d.
 	Derivados do Ácido Hydroxycinamico
	 Ácido cafeico 	 179.0338	 12.05	 0.61	 0.17	 +
	 Ácido clorogênico 	 353.0867	 11.27	 0.96	 0.36	 0.26
	 Ácido p-Coumarico	 163.0390	 13.67	 52.09	 3.39	 6.6
	 Ácido ferúlico	 193.0495	 14.01	 0.64	 0.20	 0.09
	 Derivados do Ácido Hydroxydiphenico
	 Ácido elágico	 300.9978	 15.21	 +	 +	 +
	 Flavonoide
	 Flavanone
	 Catequina 	 289.0707	 10.25	 n.d.	 n.d.	 n.d.
	 Hesperetina 	 301.0707	 17.33	 +	 +	 +
	 Pinocembrina 	 255.0652	 19.49	 +	 +	 +
	 Flavone					   
	 Apigenina 	 269.0445	 18.24	 +	 +	 +
	 Crisina	 253.0495	 20.12	 +	 +	 +
	 Luteolina 	 285.0394	 17.30	 +	 +	 +
	 Flavonol
	 Epicatequina 	 289.0707	 11.74	 n.d.	 n.d.	 n.d.
	 Galangina 	 269.0444	 20.53	 +	 +	 +
	 Kaempferol 	 285.0393	 18.00	 +	 +	 +
	 Myricetina 	 317.0292	 15.52	 n.d.	 n.d.	 n.d.
	 Quercetina 	 301.0343	 16.89	 +	 +	 +
	 Rutina 	 609.1450	 14.64	 3.71	 0.81	 0.65

+ Detectável, porém não quantificado, n.d. = não detectável e não quantificado. 
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Fig.1. Citotoxicidade dos extratos de própolis marrom (PM), própolis verde (PV) e de abelhas jataí (PJ) frente a células MDBK (Contdecel).

Fig.2. Efeito antiviral dos Extratos de própolis sob dois métodos distintos de infecção (Método I = após inoculação viral e Método II = 
antes da inoculação viral), frente ao BoHV-1 e ao BVDV; Método I (Fig.2A = BoHV-1 e Fig.2B = BVDV); Método II (Fig.2 C = BoHV-1 e 
Fig.2D = BVDV). Valores obtidos dentro do espaço cinza (dois desvios padrão acima da linha pontilhada (células e vírus), significam 
ação antiviral significativa (P<0,01).
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Ensaio da atividade virucida
Atividades biológicas importantes são conferidas à pró-

polis brasileira, como por exemplo, a atividade virucida de 
extratos etanólicos, atribuída principalmente à presença de 
ácidos fenólicos como Ácido p-cumárico, Artepillin C e deri-
vados do ácido cinâmico (Akao et al. 2003).

Os valores obtidos da atividade virucida das amostras 
de própolis estão expostos na (Fig.3). Quando o vírus es-
tudado foi o BoHV-1, mantido por até 24 horas em tempe-
ratura de 22oC, não se observou efeito virucida de nenhum 
dos extratos avaliados, ao final das 24 horas de observação. 
No entanto, quando a temperatura foi de 37oC, após 24 ho-
ras de incubação do vírus com os diferentes extratos, a pró-
polis verde proporcionou redução de (1,5 log) em relação 
ao controle PBS, passando de (log 4,16) para (log 2,66). Os 
extratos de própolis marrom e de jataí também demonstra-
ram efeito virucida, reduzindo o título do vírus para (log 
3,5) e (3,76), respectivamente.

DISCUSSÃO
Bankova & Marcucci 2000 descrevem que o perfil químico 
da própolis de A. mellifera varia conforme sua região de ori-
gem. As própolis marrom, verde e de abelhas jataí no pre-
sente estudo são oriundas da região sul do Brasil, regiões fi-
togeográficas semelhantes, fato que justifica a semelhança 
na composição química qualitativa entre as três amostras 
estudas. No entanto, a própolis jataí não apresentou ácido 
cafeico em sua composição, e quanto à análise quantitativa 

apresentou valores inferiores quando comparados a verde 
e marrom, respectivamente.

Sawaya et al. (2004) avaliaram a composição de pró-
polis utilizando amostras de Apis mellifera e Tetragonis-
ca angustula de diferentes regiões do Brasil, observaram, 
por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), que 
a amostra produzida por T. angustula obteve composi-
ção química semelhante ao de Apis melífera. No entanto, 
os autores observaram diferença na composição entre as 
amostras produzidas por Apis mellifera, variando de acordo 
com a região de coleta. Resultados estes semelhantes ao do 
presente trabalho, uma vez que as amostras apresentaram 
similaridade na avaliação qualitativa, e as própolis verde e 
marrom oriundas de A. mellífera, apresentaram significati-
va diferença na quantificação dos compostos encontrados.

Embora as própolis verde e marrom produzidas pela A. 
mellifera tenham apresentado semelhança química, obser-
vou-se a detecção do ácido siríngico e ácido vanílico somen-
te na própolis marrom, os quais variaram em decorrência 
da região de coleta. Em relação à própolis jataí, a princi-
pal fonte vegetal é a Schinus terebinthifolius, popularmente 
conhecida por “aroeira vermelha” (Sawaya et al. 2004) e, 
por ser de ampla distribuição no Brasil, também é utilizada 
como de fonte para a elaboração das demais própolis, como 
a verde, o que contribui para a semelhança na composição 
química de ambas amostras.

Pereira et al. (2003) avaliaram a composição química 
de extratos etanólicos de várias amostras de própolis de 

Fig.3. Atividade virucida dos extratos de Própolis Marrom (PM), Própolis Verde (PV) e Própolis Jataí (PJ) frente ao Herpes vírus bovino 
tipo 1 (BoHV-1) a 22 e 37°C (A) e (B) e ao Vírus da Diarreia Viral Bovina 22 e 37°C (C) e (D), respectivamente.
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T. angustula e A. mellifera dos Estados do Paraná e Minas 
Gerais através da CLAE: identificaram altas concentrações 
de ácido fenólicos como os derivados do ácido cinâmico e 
ácido p-cumárico nas própolis oriundas de A. mellífera. En-
tretanto, nas amostras de própolis de T. angustula, foram 
identificadas baixas concentrações destes compostos.

Os resultados do efeito citotóxico dos extratos de pró-
polis marrom, verde e de jataí utilizados no presente estu-
do são distintos com os dados encontrados na literatura, 
uma vez que as concentrações não tóxicas obtidas foram 
superiores aos valores da bibliografia científica (Amoros et 
al. 1992, Vynograd et al. 2000, Bankova et al. 2014). Ain-
da que a própolis seja considerada um produto natural e 
a possível ausência de toxicidade para o homem e animais 
seja relatada como um de seus benefícios (Vynograd et al. 
2000), os resultados demonstram que os extratos avaliados 
apresentaram toxicidade em células MDBK e a própolis de 
abelhas jataí demonstrou ser a menos tóxica, enquanto a 
marrom, altamente tóxica.

Em estudos que avaliam a atividade antiviral utilizando 
cultivos celulares, deve-se estimar a toxicidade dos com-
postos em relação às células, uma vez que as concentrações 
de própolis utilizadas em ensaios antivirais, descritos na 
literatura, variam desde 5% até 0,0003% (Amoros et al. 
1992). Estes percentuais equivalem à maior concentração 
que não promove alterações morfológicas nas células (Vy-
nograd et al. 2000).

Essa maior toxicidade apresentada pelos extratos de pró-
polis do presente trabalho pode ser justificada pela forma 
de extração utilizada neste estudo (Paulino et al. 2002). Se-
gundo os autores, esta forma de extração remove uma maior 
quantidade de substâncias bioativas presentes na própolis, 
fato que justifica esta maior toxicidade dos extratos avalia-
dos frente aos dados de literatura utilizando outras formas 
de extração que não esta descrita no presente estudo.

Em trabalho semelhante, em que Bankova et al. (2014) 
avaliaram a atividade antiviral de um extrato hidroalcoó-
lico de própolis canadense, a concentração não citotóxi-
ca máxima tolerada da própolis em células MDBK foi de 
0,032mg/mL. Este valor é inferior aos obtidos no presente 
estudo que foi de 0,097µg/mL para própolis marrom e ver-
de e 0,39µg/mL própolis jataí.

Ainda que os mecanismos de ação da própolis sobre os 
vírus ainda não estejam totalmente elucidados, Bankova et 
al. (2014) avaliaram um extrato alcoólico de própolis frente 
ao Herpes simples tipo 2 (HSV2) antes do contato com a cé-
lula, e sugerem que a ação da própolis ocorre na estrutura 
do envelope viral ou modificando componentes estruturais 
necessários para adsorção ou entrada do vírus na célula. 
Os mesmos autores, ao avaliarem o mesmo extrato frente 
a Herpes simples tipo 1 (HSV1), sugerem que o vírus livre 
apresenta maior sensibilidade à própolis, e descrevem que 
a administração da própolis antes ou no momento da in-
fecção promove maior efeito de inibição do vírus (Banko-
va et al. 2014). No presente estudo, dois extratos (própolis 
marrom e de jataí) também tiveram maior atuação quando 
inoculadas às células previamente ao vírus.

A análise química por CLAE dos extratos de própolis 
apresentou semelhança qualitativa entre as amostras, va-

riando a quantitativa, uma vez que a própolis verde apre-
sentou maiores concentrações dos compostos químicos 
quando comparada a marrom e a própolis de abelhas jataí, 
respectivamente. Estes dados justificam os resultados da 
eficiência dos extratos frente aos vírus avaliados, pois os 
compostos identificados e quantificados no presente estu-
do são descritos na literatura como os principais respon-
sáveis pela atividade antimicrobiana, dentre elas a ativi-
dade antiviral e virucida (Duran et al. 2011, Yildirim et al. 
2016).

Quando a análise da atividade antiviral dos extratos 
avaliados se deu frente ao BVDV, a própolis marrom, tam-
bém na concentração de 0,19µg/mL, demonstrou capaci-
dade antiviral (P<0,01), mesmo após a inoculação prévia 
do vírus (Fig.2B), sugerindo a sua destruição no interior 
da célula. O mesmo desempenho não foi observado quan-
do esta amostra de própolis foi inoculada previamente ao 
BVDV (Fig.2D). No entanto, a inoculação prévia de 0,39µg/
mL do extrato hidroalcoólico de própolis de abelhas jataí 
teve efeito pronunciado frente ao BVDV (Fig.2D), com 50% 
de viabilidade celular.

A toxicidade dos extratos de própolis estudados apre-
sentou-se variável entre as diferentes amostras analisadas. 
Por isso, no presente estudo utilizou-se duas concentrações 
consideradas tóxicas e duas não tóxicas para as células. A 
consequência disso pode ser observada na mensuração da 
atividade antiviral, uma vez que este efeito pôde ser obser-
vado nas concentrações mais baixas de própolis. É provável 
que nas concentrações mais altas, a viabilidade celular seja 
menor por que o próprio extrato, em concentração tóxica, 
tenha causado a destruição das células.

O extrato de própolis verde, neste estudo, não demons-
trou atividade antiviral significativa em nenhum dos parâ-
metros analisados. Estes dados diferem daqueles obtidos 
por Fischer et al. (2007), que avaliaram o efeito da ativi-
dade antiviral de uma amostra de própolis verde brasilei-
ra frente ao Herpesvírus bovino tipo 1 e BVDV. Os pesqui-
sadores utilizaram duas suspensões de uma amostra de 
BoHV-1 e de uma amostra de BVDV, que foram incubadas 
com 1000μg da própolis. O tempo de incubação foi de zero 
e seis horas para a suspensão 1 do BoHV-1 e BVDV, e duas 
a oito horas para a suspensão 2 do BoHV-1 e BVDV. Como 
resultados, os autores obtiveram a inativação do BoHV-1 
nas duas suspensões, nos tempos de incubação de seis ho-
ras e oito horas nas suspensões 1 e 2, respectivamente. No 
entanto, frente ao BVDV, não obtiveram resultados signifi-
cativos. No presente estudo, a ausência de efeito antiviral 
possivelmente tenha ocorrido pela concentração mais bai-
xa utilizada do extrato.

Cueto et al. (2011) descreveram a atividade antiviral de 
dois extratos etanólicos de própolis (EP1 e EP2) oriundos 
de um apiário do município de Santa Maria, Rio Grande do 
Sul, frente ao Calicivírus felino (FCV), Adenovírus canino 
tipo 2 (CAV-2) e Vírus da Diarréia Viral Bovina (BVDV). Ob-
tiveram o perfil químico das amostras por meio da CLAE e 
identificaram a presença de flavonóides como rutina, quer-
cetina e ácido gálico. Além disso, ambos os extratos eviden-
ciaram atividade antiviral frente ao BVDV e CAV-2 quando 
acrescidos ao cultivo celular anteriormente à inoculação 
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viral. Resultado semelhante foi encontrado no presente es-
tudo ao utilizar-se o extrato de jataí que apresentou perfil 
químico semelhante ao dos autores, e atividade antiviral 
significativa frente ao BVDV quando no tratamento antes 
da inoculação viral.

Coelho et al. (2015) avaliaram a ação antiviral de um 
extrato hidroetanólico de Scaptotrigona postica oriundo da 
região de Barra de Corda, estado do Maranhão, Brasil fren-
te ao Herpes Simplex Vírus (HSV-1). A análise química da 
própolis foi realizada por meio de HPLC-DAD-ESI /MS, e a 
mensuração da atividade antiviral da própolis foi realizada 
através da quantificação do DNA e microscopia eletrônica. 
Na análise química estres pesquisadores encontraram, em 
maiores quantidades, alcalóides pirrolizidínicos e flavonas 
C-glicosilo, este composto detectado pela primeira vez em 
amostra de origem de abelhas melíponas. Também detec-
taram ação antiviral significativa. A amostra de própolis de 
Scaptotrigona postica apresentou significativa ação frente 
ao HSV1- (98% de redução da replicação) na quantificação 
do DNA viral em todas as condições e concentrações tes-
tadas da própolis, como ainda na microscopia eletrônica, 
no qual as imagens não demostraram partícula ou o com-
plexo da replicação viral. No presente trabalho também se 
avaliou própolis de abelhas melíponas (jataí - T. angustula), 
frente a vírus DNA (BoHV-1) e RNA (BVDV). Entretanto, os 
melhores resultados obtidos da amostra foram frente ao 
vírus RNA (BVDV), quando se fez a inoculação prévia em 
células MDBK (0,39 µg/mL) do extrato hidroalcoólico, com 
50% de viabilidade celular.

Yildirim et al. (2016) avaliaram a atividade antiviral 
de diferentes concentrações de Hatay Própolis (25, 50, 
100, 200, 400μg/mL) frente a replicação do vírus herpes 
simplex tipo 1 (HSV-1) e tipo 2 (HSV-2) em células HEp-2 
, e ainda o sinergismo entre a presença dos efeitos sinér-
gicos de própolis com Aciclovir® em 3 titulações de vírus 
diferentes (1, 10, e 100 TCID50). A própolis demosntrou ser 
citotóxica nas concentrações 200 e 400μg/mL, enquanto 
que concentrações de Hatay própolis 25, 50, 100μg/mL fo-
ram consideradas não tóxicas. Quanto ao efeito de própolis 
frente a replicação viral, obtiveram significativa supressão 
da replicação do HSV-1 e HSV-2 nas concentrações não tó-
xicas de 25, 50, e 100μg/mL de própolis Hatay. Também 
encontraram diferentes tempos de inibição para os dois ví-
rus. A amostra de própolis começou a inibir a replicação de 
HSV-1 após 24 h de incubação e, contra o HSV-2, após 48 h 
de incubação. Quanto o sinergismo da própolis e Aciclovir®, 
o fármaco associado a própolis apresentou maior eficácia 
frente ao HSV-1 e HSV-2 do que isoladamente testado.

Amoros et al. (1992) avaliando a atividade virucida de 
própolis de abelha Apis mellifera, demonstraram a eficácia 
da ação de amostras distintas sobre Herpes Vírus tipo1 re-
sistente a aciclovir, Herpes Vírus tipo 2, Vírus da Estomatite 
Vesicular, Adenovírus e vírus da doença de Newcastle. Ain-
da, os autores verificaram que o 3-Metil-2-butenil cafeato 
apresentou eficácia frente aos Herpes Vírus. Resultados 
distintos obtidos no presente estudo, uma vez que, a amos-
tra da própolis que demosntrou ação virucida significativa, 
foi à própolis de abelhas meliponas, a jataí, e menor pro-
porção à própolis marrom, de origem de abelha africani-

zada. Ainda, o melhor resultado, constituiu frente ao BVDV, 
um vírus RNA, e não se obteve efeito frente ao BoHV-1.

Como pode ser visualizado nas Figuras 3C e 3D, o extra-
to de própolis de abelhas jataí apresentou atividade viru-
cida ao BVDV nas duas temperaturas quando comparado 
aos controles negativos (PBS) e aos extratos de marrom e 
verde. A própolis de jataí demonstrou efeito virucida frente 
ao BVDV, após 24 horas de incubação. Quando o vírus e o 
extrato foram incubados a 22°C, o título do vírus caiu de 
(3,16 log) para (2,3 log). A 37°C, a redução foi ainda mais 
pronunciada, (3,5 log) para (2,3 log). Além disso, após uma 
hora em contato com o vírus, a temperatura de 22°C, esta 
amostra permitiu uma redução de (2,1log) sugerindo que 
esta amostra foi efetiva já com pouco tempo de incubação. 
O extrato de própolis marrom, a 22°C também resultou em 
queda no título viral, de (4,58) para (3,75 log). A própolis 
verde, no entanto, independente da temperatura avaliada, 
não demonstrou efeito virucida. Apesar de avaliarem-se 
duas temperaturas de incubação (22°C e 37°C), não se ob-
servou diferença nos títulos que possa ser atribuída a este 
parâmetro, uma vez que em ambos os casos o decréscimo 
dos títulos virais seguiu uma mesma tendência.

A ação pronunciada da própolis de jataí frente ao BVDV, 
em relação aos demais extratos avaliados, pode estar rela-
cionada à constituição química desta amostra, bem como a 
características do próprio vírus. O genoma do BVDV con-
siste uma fita simples de RNA, envolto por um envelope 
lipídico, o que se constitui numa diferença estrutural em 
relação ao BoHV-1, que é um vírus DNA. Este fato pode ter 
determinado a maior sensibilidade deste vírus à ação viru-
cida do extrato de jataí (Cueto et al. 2011).

A atividade virucida da própolis foi avaliada por Vyno-
grad et al. (2000), comparando-a ao Aciclovir® para o tra-
tamento de Herpes genital. Na análise química da própolis 
identificaram como compostos majoritários, a galangina e 
a crisina. Como resultados, encontraram a maior eficácia da 
própolis quando comparada ao antimicrobiano comercial 
em reduzir as lesões e sintomas locais. No entanto, os va-
lores encontrados no presente estudo, são distintos, onde 
para o Herpes Vírus, o extrato que apresentou melhor efi-
cácia foi à amostra verde.

Os compostos majoritários descritos anteriormente 
como virucidas (Galangina e crisina), da mesma forma fo-
ram encontrados na amostra de abelhas jataí, embora os 
autores tenham avaliado frente a Herpes, no presente estu-
do houve expressiva atividade frente ao BVDV.

CONCLUSÕES
Os três extratos de própolis utilizados no presente estu-

do, quando avaliados frente ao BoHV-1 e BVDV, apresenta-
ram significativa atividade antiviral e virucida.

Pode se observar semelhança qualitativa e variação na 
quantidade dos compostos químicos dos extratos de pró-
polis avaliados.

Atividade inibitória dos extratos de própolis frente ao 
BVDV e BoHV-1 sugere a utilização destes como alternati-
vas naturais ao uso de produtos comerciais, no combate a 
infecções por estes micro-organismos de importância em 
Medicina Veterinária.
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