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Introducere

Dezvoltarea societatii umane a permis cunoasterea unor resurse naturale
deosebit de valoroase — produsele albinelor. Multi vindecdtori din antichitate au
folosit mierea, polenul cules de albine, propolisul si laptisorul de matca, ceara de
albine si veninul pentru tratarea unor boli.

In epoca moderna, studiile si cercetirile efectuate asupra resurselor
naturale capabile sd asigure organismului uman echilibrul nutritional si buna
functionare, au evidentiat valoarea biostimulentd, nutritiva si terapeutica a acestor
valoroase produse. Intre acestea, propolisul reprezinti la ora actuald una din cele
mai puternice provocari pentru lumea nutritionistilor i cea medicala.

Calitatile curative ale propolisului au fost cunoscute inca din vremea
antichitatii. Produsul era foarte bine cunoscut in Egiptul antic. Cu cateva milenii
inainte de Cristos, propolisul era cunoscut de marii preoti, singurii ce posedau
cunostinte de medicina si de chimie si chiar arta de imbalsamare a cadavrelor.

Faptul ca propolisul era cunoscut si de grecii antici este dovedit de Tnsasi
denumirea greaca a produsului : “pro” — Inaintea , “polis” — cetate. Exista o dovada
foarte veche ce face aluzie directa la propolis. Faimosul filosof grec Aristotel care
dorea sa cunoasca indeaproape activitatea albinelor a construit un stup transparent.
Albinele nu au vrut insd sa-si dezvaluiasca “secretul” si au acoperit partea
interioard a peretelui transparent cu o substantd de culoare inchisd — probabil
propolis.

Originea propolisului a fost obiectul unei polemici intre doi scriitori
romani — Plinius si Dioscoride. Primul credea ca albinele recolteaza propolisul din
rasinile secretate de mugurii de salcie, de plop, de castan si de la alte plante, in
timp ce cel de-al doilea afirma ca acesta este recoltat din styrax. Mult mai tarziu
date despre propolis se regasesc in lucrarile Iui Galenus si ale lui Varron.

In bine cunoscuta lucrare “Canonul stiintei medicale” Abu Ali Ibn Sina
(Avicenna) vorbeste de doua tipuri de ceara: ceara purd si ceara neagri. In opinia
sa, ceara purd este cea folositd la constructia peretilor fagurilor in care albinele
cresc puietul si depoziteazd mierea; ceara neagra este partea de debriuri din stup.
Este foarte clar ca ceara neagra nu este altceva decat propolisul.
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Asadar, propolisul sau “cleiul de albine”, in stare naturala sau sub forma
de extracte obtinute prin aplicarea unor procedee blande, reprezintd o sursad
naturald deosebit de interesanta de produsi cu actiune biologica complexa si care,
asa cum s-a demonstrat, prezinta o paletd deosebit de largd de actiuni terapeutice,
chiar in afectiuni cu care se confruntd civilizatia secolului nostru.

Pe plan international, studiile efectuate la nivelul unor cunoscute
laboratoare de farmacologie si medicind au confirmat rolul deosebit pe care acest
produs al stupului 1l poate juca pentru organismul uman in profilaxia si tratamentul
unor afectiuni.

In acest sens, cunoasterea si folosirea empiricd si conform traditiei
medicinei populare a “cleiului de albine” a fost treptat Inlocuitd de studii stiintifice
aprofundate care au confirmat nu numai complexitatea compozitiei sale biochimice
ci si efectele deosebite pe care le oferd acest produs natural in prevenirea si
tratamentul unor afectiuni degenerative, boli infectioase, virale etc.

Descoperirea rolului esential pe care 1l detine echilibrul dintre factorii pro-
oxidanti si sistemele antioxidante in viata organismelor aerobe in general si a
omului in mod special — care trdieste intr-un mediu deosebit de complex si expus
unei palete largi de factori de agresiune — a condus la cautarea acelor resurse
naturale capabile s asigure un aport cantitativ, dar mai ales calitativ, de compusi
cu actiune antioxidantd care sd permita protejarea structurii vitale celulare — acidul
deoxiribonucleic si intregul sistem de transmitere a informatiei genetice si
membranele celulare. Prin marea afinitate a antioxidantilor fatd de radicalii liberi,
acesti compusi constituie tinta preferatd a actiunii oxidative, protejand astfel
microstructurile celulare sau alti compusi esentiali.

In acest sens, propolisul, care s-a dovedit a fi o sursa extrem de interesanti
din punct de vedere al compozitiei sale in compusi cu actiune antioxidantad - cu
deosebirecompusi flavonoizi — poate contribui sub formd de supliment in
alimentatie, la prevenirea la om a mortalitatii premature, prin corectarea deficitului
din interactiunile dintre antioxidantii endogeni.

In stare naturali sau sub formi de extracte, tincturi si diferite forme
farmaceutice, propolisul reprezinta la ora actuala pe plan mondial unul dintre cele
mai importante mijloace de studiu si de lucru pentru apiterapie.

Aplicarea apiterapiei este cunoscutd, aga cum s-a amintit, din vremuri
stravechi si astazi, interesul pentru aceasta variantd a medicinei naturale este din ce
in ce mai larg in intreaga lume.

Prezenta lucrare se constituie intr-o prezentare generald a compozitiei
biochimice complexe a propolisului si a extractelor sale precum si a catorva dintre
mecanismele de actiune ale principalelor componente ale acestui produs natural la
nivelul organismului uman.
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I. Notiuni generale despre propolis
1.1. Propolisul si rolul siu in cadrul coloniei de albine

Cei ce nu cunosc prea multe despre albine, le asociaza pe acestea adeseori
numai productiei de miere. Dar apicultorii stiu foarte bine ca albinele, pe langa
miere recolteaza si polen, apa si propolis.

Este foarte probabil ca acesta sa fie ultimul dintre aceste patru produse ale
stupului cu care apicultorii au facut cunostintd. Destul de des apicultorii isi dau
seama de existenta propolisului cand lucreaza la stupi si observa ca pe mainile lor
sau pe daltd se acumuleaza o substantd foarte lipicioasd. Aceastd substantd este in
general de culoare brun-roscatd si adera puternic la piele. Pentru a indeparta
aceastd substantd se foloseste un solvent — de obicei alcool — dar benzina sau
terebentina sunt la fel de eficiente.

Propolisul se gaseste lipit (depus) in fisurile stupului, la capetele ramelor,
in gaurile din stup si chiar pe partile cu suprafata neteda. In general, albinele nu
folosesc propolisul pentru a umple spatiile superioare dar il folosesc intotdeauna
pentru a micsora dimensiunile urdinisului.

1.2. De ce recolteaza albinele propolis ?

Propolisul poate fi folosit in stup in 5 scopuri. In primul rand el este
utilizat la astuparea fantelor sau fisurilor din adapostul ocupat de colonia de albine.
in al doilea rind, in regiunile cu climat rece, propolisul este utilizat de citre albine
pentru reducerea urdinisului. Al treilea scop este acela de a face provizii pentru
situatiile critice cum ar fi nevoia de a-1 combina cu ceara pentru a Imbélsdma un
oaspete nedorit care a murit in interiorul stupului si care a fost izolat ca intr-un
sarcofag pentru ca acesta a fost prea mare sau prea greu pentru a fi evacuat. De
multe ori apicultorii gisesc astfel de mumii care pot fi soareci sau soparle ucise si
tratate astfel.

In al patrulea rand propolisul este utilizat de catre albine pentru fixarea
ramelor verticale la baza podisorului. In fine, in al cincilea rand si poate cel mai
important din punct de vedere al proprietatilor sale este acela de a acoperi fagurii
noi i mai ales interiorul celulelor acestora cu o pelicula fina din aceasta substanta.
Cercetarile au ardtat cd propolisul utilizat pentru aplicarea acestei pelicule poate fi
constituit din substante asemanatoare diferitelor materii riginoase obisnuite
recoltate de pe mugurii plantelor si numai putin modificate prin addugarea de
enzime secretate de glandele faringiene si mandibulare ale albinelor lucratoare.
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Pelicula de substanta aplicata de albine pe fagurii noi, pe peretii interiori ai
celulelor precum §i pe o mare parte din suprafata interioarad a stupului, care
adaposteste cuibul de puiet a fost denumita de P.W.PHILLIP (1928)[1] “balsam”.
Unii cercetdtori considerd cd pentru fabricarea “balsamului” albinele folosesc
polenul ca sursa principald de materie prima.

1.3. Recoltarea propolisului de citre albine

Recoltarea propolisului pare a fi rezervatd unui numar restrans de albine
lucratoare care prezintd o predispozitie genetica exclusiva. Din numaérul total de
albine al unei colonii numai cateva sunt angajate in aceasta activitate iar acestea nu
efectueaza decat foarte rar alte activitati cum ar fi colectarea de nectar si acest lucru
nu se intampla de obicei chiar daca el este foarte necesar coloniei.

Culegatoarele de propolis pot fi deturnate de la eforturile lor si angajate in
recoltarea de nectar daca in apropierea sursei de propolis existd o sursa de nectar
atractiva care contine o cantitate ridicatd de zaharuri; in general 1nsa, ele isi reiau
rapid activitatea de colectare de propolis. Culegatoarele de propolis sunt foarte rar
mai in varstd de 15 zile. Din acest punct de vedere ele se aseamand celorlalte
lucratoare din stup.

1.4. Tendinta de propolizare la citeva rase de albine

Cercetatorii care au studiat albina Apis indica, Apis florea si Apis dorsata,
afirma cd acestea nu propolizeaza. Acelasi lucru se afirma si despre albina africana.
In lucrarea sa intitulatd “In cdutarea celor mai bune suse de albine: calitorii
concludente”,[2] calugarul ADAM de la Manastirea St. Mary, Buckfast, South
Devon, Anglia, aratd cd anumite rase de albine si in particular cele din zona Asiei
Mici manifestd o tendinta foarte puternica de propolizare.

De fapt, acesta vorbeste de o albina galbena frecvent intalnita in regiunea
muntilor Atlas si Sahara, cunoscutd sub denumirea de Apis sahariensis. El
presupune cd aceasta albind a fost adusa in Orientul Mijlociu de catre evreii
emigranti. Vorbind despre albina autohtona din Anatolia Centrald in Asia Mica,
unde iernile sunt foarte aspre, calugdrul Adam spune cd aceastd albind, cunoscuta
sub denumirea de Apis mellifera var. anatolica utilizeazd propolisul pentru
protectie la fel ca toate celelalte specii care fac acest lucru in zonele cu climat
foarte aspru. Tot el este cel care spune ca :”nu se poate spune cd in Egipt albinele
nu propolizeazd. La Fayum unde se cresc albine italiene, am vazut interiorul
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stupilor captusiti cu propolis din cel mai rasinos”. Se cunoaste de asemenea ca
albina gri caucaziand de munte are o tendinta de propolizare mult mai pronuntata
decat cea italiana.

1.5. Teorii asupra formarii propolisului

La inceputurile activitatii de crestere a albinelor, propolisul a fost in
general identificat cu ceara. Mai tarziu, cercetarile asupra vietii albinelor au aratat
ca propolisul este un material de constructie si de protectie cu care albinele astupa
orificiile din stup dar care are si alte calitati. Aceasta este perioada in care au aparut
intrebari asupra formarii propolisului.

Primele teorii asupra formarii si originii propolisului au fost foarte simple
dar pe masura obtinerii de noi cunostinte asupra vietii albinelor, acestea au fost
respinse astazi ele fiind doar etape parcurse pana la stabilirea teoriilor actuale.

In prezent, exista doua teorii privitoare la originea propolisului.

O teorie afirmé cé albinele recolteaza propolisul din rasinile si secretiile de
pe mugurii i scoarta anumitor arbori din familia rasinoaselor si foioaselor din zona
de amplasare a stupilor. Adeptii acestei teorii afirmd cd albinele colecteaza
propolisul astfel: intr-o prima etapa albinele desprind cu mandibulele o mica bucata
de rasina sau de secretie pe care o trateazd ulterior prin masticare la nivelul
mandibulelor. Materialul astfel recoltat si prelucrat este transportat de picioarele
anterioare si medii in corbiculele de polen aflate pe picioarele posterioare. Albinele
formeaza deci niste pelote, in acelasi mod ca si la polen. Apoi zboarad spre stup
unde alte albine le ajutd sa se debaraseze de aceste incarcaturi pe care le transporta
in locurile in care ele sunt necesare. Principalii adepti ai acestei teorii sunt ROSCH,
EVENIUS, BERLEPSCH, CIESELSKI si altii. $i intrucat ROSCH a fost cel ce a
pus bazele acestei teorii, teoria este cunoscutd sub denumirea de “teoria lui Rosch”.
Bl

In 1907, o noua teorie [4] a fost avansata de Dr. KUSTENMACHER care
explicd formarea si originea propolisului intr-o altd maniera. Conform acestei
teorii, propolisul provine din polen; albinele lucritoare inghit polen si 1l
acumuleaza ntr-o portiune din intestin denumita “chylus magen”, adica “stomac de
polen”. Procesul propriu-zis de formare a propolisului incepe prin absorbtia unei
mari cantitdti de apa. Grauncioarele de polen suferd un proces de umflare datorita
cantitatii de 5 ori mai mare de apa decét propria lor greutate si de dezintegreaza.
Din peretele grauncioarelor de polen rezultd un balsam pe care albinele 1l elimina
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sub formad de picaturi cu diametrul de 2 pand la 3 mm. Conform pérerii
Dr. Kustenmacher acest balsam constituie materia prima si esenta propolisului.

Trebuie totusi remarcat faptul ca nu toate grauncioarele de polen sunt de
aceeasi calitate si o parte dintre acestea nu se dezintegreaza ca urmare a umflarii si
din acest motiv ele reprezintd un balast in hrana albinelor, de care acestea incearca
sd se debaraseze. Din cauza densitatii specifice mai reduse, acest balast de polen
ajunge in partea posterioara a intestinului unde se combind cu balsamul. Prin
miscari de “unduire” ale “stomacului de polen”, albinele lucratoare elimina aceasta
masé de balsam si grauncioare de polen nedigerate pe care o depun pe peretii sau in
crapaturile stupului. Acolo, materialul capata consistentd formdnd o masd de
culoare galbend sau galben-rosiatica. Acestui material albinele 1i adauga — inainte
de a se modifica — praf si impuritati mecanice dand propolisului o consistenta care
permite transportul lui dintr-un loc in altul.

Deci, conform dr. KUSTENMACHER propolisul este format din balsamul
provenit din partile exterioare ale grauncioarelor de polen pe care albinele il
amesteca cu ceara si alte materiale, impuritati n cantitati variabile.

Cunostintele obtinute in domeniul apiculturii de la aparitia acestor teorii si
pand in prezent sustin dar $i neagd anumite parti sau detalii ale acestora; de aceea
este necesar sa se faca o analiza critica asupra lor.

Daca polenul este — conform teoriei dr. Kustenmacher — la baza formarii
propolisului ar trebui ca in acesta sa se regaseasca mai multe substante sub forma
de compusi azotati, zaharuri si lipide pe care polenul le contine in cantitati relativ
mari. Rezultatele analizelor chimice nu confirma catusi de putin aceasta tezi. In
plus, nici una din aceste substante continute in polen nu a fost identificatd in
propolis. Multe aspecte fiziologice, morfologice, biologice si anatomice legate de
propolis — expuse de HAYDAK, EVENIUS si ROSCH contrazic teoria lui
KUSTENMACHER. [5]; [6]

In ultima vreme, cercetirile efectuate asupra propolisului au furnizat
numeroase date obiective in favoarea teoriei dr. ROSCH. Studiul compozitiei
chimice a propolisului au demonstrat clar ca baza acestei teorii este mai realistad si
mai bine fondata.

Conform acestei teorii se sustine cd mai ales substantele identificate de o
maniera indiscutabild In propolis se regasesc intr-una sau mai multe specii de plante
vizitate de albine §i ca secretiile acestor plante pot fi sursa de producere a propolisului.

Un lucru deosebit de important pus in evidenta este participarea activa a
albinei la formarea propolisului. Prin secretiile sale glandulare pe care le adauga
materiilor vegetale se obtine propolisul recoltat de apicultor din stup.
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Se demonstreaza c& majoritatea substantelor de natura flavonoida
identificate si separate din propolis (GHISALBERTI, 1979) [7] se gasesc in stare
libera ca agliconi si nu ca glicoside, forma sub care acestea se gasesc in sursele
vegetale. Se pare deci ca albina dispune 1n secretiile sale salivare de o substanta ce
are capacitatea de a descompune glicosidele sau componentele lor principale pe
care le transforma apoi in propolis si in hrana.

1.6. Surse naturale de propolis

Asa cum s-a mentionat, componentele propolisului pot fi identificate in
sursele vegetale vizitate de albine. Adeseori albinele viziteaza plante din familia
coniferelor, plopi (Populus sp.) precum si alte specii: fagul (Fagus sylvatica),
castan (Aesculus hippocastanum) pentru a colecta rasini de pe scoarta si mugurii
acestor arbori.

In Europa, principalele surse de propolis cuprind: alunul (Alnus spp.),
mesteacanul (Betula spp.), alunul de padure (Corylus spp.), stejarul (Quercus spp.),
plopul (Populus spp.) si salcia (Salix spp.).

In Statele Unite ale Americii, principalele specii sunt plopul si pinul
(conifere).

Conform lucrarilor lui KONIG (1985) [8], mugurii de plop reprezinta
principala sursa de propolis in Europa, America de Sud, Asia de Vest si Africa de
Nord.

Intre sursele secundare, acelasi autor mentioneaza: mesteacanul, stejarul,
salcia si alunul, iar pentru alte zone geobotanice situatia este urmatoarea:

- arborele Acacia Karroo in Africa de Sud

- Xanthorrhoea pressii si Xanthorrhoea australis in Australia si zonele de climat
tropical

- Mugurii si scoarta arbustilor Plumeria accuminata, Plumeria acutifolia,
Schinus terebinthifolius si Psidium guajava in insulele Pacificului, indeosebi in
Hawaii

Studiile recente asupra originii botanice a propolisului din continentul sud
american, mai ales din Brazilia au demonstrat prezenta de compusi specifici unor
plante ca: Araucaria angustifolia, Eucalyptus globulus si Rosmarinus officinalis.

1.7. Proprietati fizice ale propolisului
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Din punct de vedere al aspectului, propolisul se prezintd ca o masa
heterogena rasinoasa de consistenta solida, uneori compacti ceroasa provenind din
particule maleabile si aderente, alteori granuloasa ori friabild, luand aspectul unor
sfaramaturi pulverulente. Aceastd masd ce prezintdi o oarecare duritate la
temperatura ambiantd devine friabila la temperaturi scazute, sub 15°C, chiar si
pentru sorturile ceroase. La temperaturi ridicate se inmoaie §i devine rasinos si
lipicios, iar in intervalul de temperatura cuprins intre 60 — 69°C sau dupa
VELESCU si MARIN (1975), [9] 81 — 83°C. Asa cum s-a mai mentionat,
propolisul mai este cunoscut si sub denumirea de “clei de albine”.

Culoarea propolisului este insa deosebit de variabild in functie de sursa
vegetald vizitatd de albine. Conform studiilor efectuate de RICCIARDELLI
D’ALBORE (1979)[10] pe esantioane de propolis provenind din 5 continente, din
diferite regiuni ale acestora a demonstrat ca:

- propolisul din zonele cu climd temperatd prezintd o gama de culoare ce
variaza de la brun deschis la brun inchis, uneori cu reflexe galben verzui;

- in Australia si in zonele cu climat tropical culoarea propolisului poate ajunge
pana la negru;

- propolisul din zonele apropiate de cercul polar (Finlanda) are o culoare
portocalie

- propolisul cubanez prezintd mai multe varietdti: rosu, brun, verde si violet
inchis.

- propolisul brazilian are o culoare predominant verzuie cu nuante galben-
brune.

Mirosul propolisului este foarte specific in general, complex, balsamic
amintind ceara, mierea si vanilia. Si acest parametru este insa variabil in functie de
sursa de cules. Fumul pe care il scoate la ardere poartd o aroma de balsamuri si
ragini de cea mai fina calitate (HEGAZI, 1998) [11].

Greutatea specifica a propolisului variaza mult: se citeaza valori cuprinse
intre 1,033 si 1,145.

Gustul este deasemenea un parametru specific dependent tot de sursa
vegetald dar este In general iute, arzator.

Solubilitate - Propolisul este insolubil in apa si partial solubil in alcool,
acetond, eter, cloroform, propilenglicol, benzen, dimetilsulfoxid, etilendiamina. In
functie de temperatura, variaza nu numai viteza de dizolvare ci si trecerea in solutie
sau nu a unor fractiuni cum ar fi de exemplu ceara — care se dizolva in alcool
fierbinte, dar este greu solubila in alcool la rece.
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Reziduurile de la dizolvare cuprind in majoritate impuritati §i corpuri
strdine, aldturi de una sau sau mai multe dintre fractiunile care raman partial
solubile sau insolubile, 1n functie de selectivitatea dizolvantului.

Trecerea partiald intr-un anumit solvent este luatd in considerare atat la
obtinerea extractelor de propolis, cat si la stabilirea calittii propolisului prin
aprecierea substantelor solubile, proportia acestora putdnd fi datd ca indice de
control calitativ in farmaceuticad. Conform parerii lui POPRAVKO (1975)[12],
caracteristica este solubilitatea intr-un amestec de cloroform + acetona (2+1).
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2. Compozitia chimica a propolisului
2.1. Compozitia generala a propolisului

In compozitia chimicd a propolisului brut au fost semnalate in principal
rasini, ceruri, uleiuri volatile, polen, glucide, aminoacizi, vitamine, enzime, saruri
minerale si impuritati.[7, 11]

Un tablou general de compozitie cantitativa prezintda urmatoarele
concentratii ale grupelor majore de substante:

- 55% rasini si balsamuri (balsamurile sunt definite ca substante naturale lichide
sau semi-lichide obtinute de obicei prin metode speciale din scoarta unor arbori
— OPRIS, 1990) [13]

- 7,5 — 35% ceruri de natura vegetala cu solubilitati diferite si ceard de albine
(cerurile sunt intotdeauna prezente in compozitia propolisului)

- 10% uleiuri volatile (esentiale) sunt compusi caracterizati de obicei prin
prezenta unor arome specifice

- 5% polen

- 5% acizi grasi

- 4,40 — 19% impuritati

- terpene

- vitamine: A, B, E, PP

- oligoelemente: aluminiu, argint, crom, cobalt, fier, magneziu, etc.

- aminoacizi liberi: prolina si arginina

- substante taninice, secretii ale glandelor salivare de la albine si componente
prezente in mod accidental in propolis (agchii de lemn, fragmente de corp de
albina etc.

In propolis se poate gisi un numir foarte mare de compusi. in 1990
GREENAWAY et al., [14] a constatat cd In timp ce exudatele de pe mugurii
diferitelor specii de plop sunt frecvent asemanatoare din punct de vedere al
compozitiei calitative, acestea pot fi foarte diferite din punct de vedere cantitativ,
diferente ce se regasesc la nivelul compozitiei propolisului in care este incorporat
exudatul respectiv. Aceste variatii cantitative pot fi uneori considerabile.

2.2. Compozitia calitativa a propolisului

Se poate afirma cd In general, orice compus identificat in exudatele
vegetale pe care le colecteaza albinele, poate fi regasit in propolis.

Cea mai mare parte a componentelor prezente in exudatele vegetale sunt
incorporate in propolis fard a fi alterate, desi este posibil ca unele glicozide sa fie
supuse unei hidrolize enzimatice efectuatd de albine prin secretiile lor salivare in
timpul colectarii exudatelor sau 1n cursul adaugarii de ceard pentru obtinerea
propolisului.
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Conform autoarelor WALKER si CRANE (1987) [15], compusii
individuali sunt prezenti in unul sau mai multe esantioane de propolis care provin
de la una sau mai multe specii vegetale; unii compusi sunt probabil prezenti in
toate esantioanele de propolis si contribuie la proprietatile sale caracteristice; unii
compusi pot fi prezenti in multe esantioane de propolis de origini diferite, dar altii
aproape sigur sunt prezenfi numai in propolisul recoltat dintr-o anumitd specie
vegetala.

Studiile de spectroscopie in infra-rosu au relevat prezenta in diferitele
sorturi de propolis a urmétoarelor grupuri de radicali organici (MAKASHVILI,
1978) [16]:

- legaturi duble C-C
- gruparea CH a nucleului furanic
- gruparea carbonil
- gruparea CH2-O-CH2
- grupul furan
- gruparea ariloxi In compusi ce contin gruparea metoxi
- grupurile — (CH3)2C si «(CH3)3C
- gruparea =C-OH
- sisteme ciclice aromatice
- sisteme aromatice
- gruparea delta-lactona a butandienolilor
- grupdri CH3 si CH2
- gruparea CH aromatica
- grupari OH asociate hidrogenului molecular
- monooxiflavone care nu contin grupari OH in pozitiile C3 si C5
- inele piranice cu C, H beta (antrachinone cu 3 grupari alfa)

2.3. Principalele grupe de substante izolate din propolis

Constituentii farmacologic activi din propolis se gasesc in fractiunile
solubile 1n diferiti solventi organici, cum este cazul alcoolului etilic — principalul
solvent utilizat la obtinerea de extracte de uz farmaceutic.

Cei mai importanti sunt flavonoizii in grupa carora intra flavonele,
flavonolii si flavanonele precum si diferiti compusi fenolici si aromatici.

Din punct de vedere biochimic flavonoizii sunt derivati ai benzo-gamma-
piranului prezenti in toate celulele vegetale apte de fotosinteza. Localizati in
membrana tilacoida a cloroplastelor, aceasta grupa de compusi participa in calitate
de catalizatori in lantul transportor de electroni in faza luminoasd a fotosintezei
si/sau ca reglatori ai canalelor ionice implicate in procesele de fosforilare. Acest
lucru are o semnificatie deosebitd din punct de vedere al activitatii lor chimice.
Larg reprezentati in regnul vegetal, pana In prezent au fost recenzati peste 100 de
reprezentanti.
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Cand celulele vegetale mor, flavonoizii sunt “deversati” in sucurile, sevele,
raginile si chiar in nectarul recoltat de insecte (un astfel de exemplu este
pinocembrina incorporatd in miere care contribuie la activitatea antibacteriana a
acesteia).

Produsele lor de degradare sunt in mare masura responsabile de colorarea
frunzelor copacilor toamna.

Tabel nr.1
Flavonoizi din propolis

Denumirea comunad Denumirea biochimica
Flavone
Crizina 5,7-dihidroxiflavona
Tectocrizina 5-hidroxi-7-metoxiflavona
Galangina 3,5,7-trihidroxiflavona
Galangin-3-metil eter 5,7-dihidroxi-3-metoxiflavona
Acacetina 5,7-dihidroxi-4’-metoxiflavona
Isalpinina 3,5-dihidroxi-7-metoxiflavona
Kaempferol 3,5,7,4’-tetrahidroxiflavona
Luteolina 5,7,3’,4’-tetrahidroxiflavona
Kaempferida (kaempferol-kaempferol-7,4’-dimetil eter)
Rhamnocitrina 3,4’ 5-trihidroxi-7-metoxiflavona
Ermanina 5,7-dihidroxi-3,4’-dimetoxiflavona
Pectolinarigenina 5,7-dihidroxi-4’ ,6-dimetoxiflavona
Quercetina 3,5,7,3’,4’-pentahidroxiflavona

Quercetin-3,3-dimetil eter
Quercetin-3,7-dimetil eter
Betuletol

Apigenina 5,7,4’-trihidroxiflavona
Apigenin-7-metil eter
Rhamnazina

Rhamnetina
Isorhamnetind

Alnusina

Fisetina

Flavanone

Alpinetina

Alnustinol

Pinocembrind
Pinostrobina
Pinobanksina
3-acetil-pinobanksina
pinobanksin-3-butirat
pinobanksin-3-hexanoate
pinobanksin-3-metil eter

sakuranetina
isosakuranetina 5,7-dihidroxi-4’-metoxiflavanona
naringenind 5,7,4’-trihidroxiflavanona
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Conform studiilor lui PAPAY si col., (1985)[17] si DONADIEU (1994)
[18] flavonoizii din propolis pot fi clasati n:

Flavone:
e acacetind
e crizina

e tectocrizind

e apigenind

* pectolinarigenina etc.
Flavonoli:

e galangina

* galangin-3-metil eter
* isalpinina

e kaempferida

e kaempferol

* quercetind

e quercetin-3,3-dimetileter
¢ rhamnocitrina

e rhamnetind

e isorhamnetina
Flavonone:

e pinostrobina

* sakuranetina
Flavononoli:

* pinobanksina etc.

Datele din care rezulta ca flavonoidele din propolis sunt bine reprezentate
cantitativ, iar sub acest aspect ele capatd importanta unor componente principale,
cu proportii de 15-20%, au fost publicate abia recent (POLINICENCU si col.,
1981)[19]. Astfel de concentratii flavonoidice au fost determinate de autori §i in
mostre reprezentative de propolis din Ungaria si Uruguay.

Crizina sau 5,7-dihidroxiflavona sau 5,7-dihidroxi-2-fenilcromona a fost
fost descoperita in 1927 de G.T.JAUBERT[20] atat in propolis cat si Tn mugurii de
plop, ea fiind prezentd, de asemenea, In miere si In ceard. Cu toate ca nu este
singurul flavonoid de culoare galbena din amestecul prezent in propolis, ceara,
miere — fiind din punct de vedere cantitativ componenta majoritard — a fost la
inceputuri singura semnalata si astfel culoarea galbena a cerii de albine si a mierii
se atribuia numai crizinei.

Tectocrizina sau tectogenina, a carei prezentd in propolis a fost semnalata
de G.T.JAUBERT [20] este 7-metil-eterul crizinei. In studiile ulterioare efectuate
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asupra acestui compus au demonstrat proprietatile sale diuretice, pentru care s-a
eliberat un brevet de inventiec SUA din 1964, al firmei Laroche Navarron, autor
PERRAULT (1976) [21].

Galangina este flavonolul crizinei, adicd 3-hidroxicrizina. Concentratia sa
in propolis o plaseaza aldturi de crizina, intre bioflavonoizii bine reprezentati
cantitativ. Ea a fost evidentiata de VILLANUEVA si col., (1964) [22] iar in
mugurii de plop — diferite specii — de EGGER si col., (1969) [23].

Izalpinina a fost prima data evidentiata in propolis de VILLANUEVA si
col., in 1964 [22].

Pinocembrina isi datoreazd numele descoperirii sale in mugurii speciei
Pinus cembra (Pinaceae) de catre ERDTMAN (1946)[24]. Ca si crizina,
pinocembrina este prezentd intre componentele rasinii de pe mugurii de plop. Ca
structura este flavanona corespunzatoare crizinei.

Pinostrobina, descoperita in 1946 in mugurii speciei Pinus strobus apoi
separata si din specia Prunus avium (Rosaceae).

Pinobanksina este 3-hidroxi-pinocembrina, adica un flavanonol din seria
flavonoidelor specifice din propolis, caracterizate prin lipsa oricdrei functiuni
fenolice pe inelul B. A fost descoperitda In compozitia unor specii de Pinus intre
care Pinus banksiana. Abia in 1979, SCHNEIDEWIND si col.,[25] o citeazd in
propolis.

3-acetatul de pinobanksini este la randul sdu identificat in totalul
flavonoidic al propolisului si pare sé nu fi fost identificat in vreo planta.

Existd opinia conform céreia principiile active cel mai bine reprezentate
cantitativ si Intotdeauna prezente in propolis, implicit susceptibile de a da cele mai
constante §i mai caracteristice efecte farmacologice ale acestui produs, sunt
bioflavonoidele care au ca particularititi de structura starea libera, de compusi de
neglicozidati, precum si lipsa vreunei functii fenolice in inelul B.

Este poate important de mentionat faptul cd toate aceste componente
mentionate, fara exceptie, se regasesc in compozitia chimica a multor specii de
Pinus, raspandite in cele mai Indepartate si variate regiuni de pe glob si mai ales in
mugurii de pin, la rAndul lor utilizati pretutindeni pentru proprietati terapeutice bine
cunoscute. Pe de alta parte, este cunoscuta si utilizarea raginii unor muguri, ca cei
ai speciilor Populus, Prunus, ca materie primd pe care albinele o asociaza unor
ceruri si altor componente, la elaborarea propolisului. Este de asemenea e adaugat
cad i mugurii de plop sunt medicinali §i impreund cu mugurii de prun si de
Zingiberaceae sunt depozite de astfel de bioflavonoizi.

Alti compusi flavonoidici prezenti in propolis in cantitdti mai mici sunt:

- acacetina sau linarigenina izolata de POPRAVKO (1975) [12];

- 7-metil-eterul-acacetinei, separat din mugurii de Betula verrucosa;
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- campferida — izomer de pozitie al rhamnocitrinei identificatd de
POPRAVKO (1969) [26];

- pectolinarigenina sau 6-metoxi-acacetina sau 6-metoxi-linarigenina,

- 4’-metil-eterul-sakuranetinei — o flavanona a carei origine si structura
se afld In pinostrobind de la care derivd prin metoxilare a fost
semnalata 1n propolis de catre METZNER si col., (1975) [27].

Toate aceste flavonoide semnalate frecvent in propolis sunt prezente sub
forma de agliconi si care au ca specificitate — prezenta de functiuni fenolice libere,
reactive, grefate pe inelul B.

Cvercetina (quercetina) — agliconul rutozidei si al mai multor alte
glicozide flavonoidice este foarte raspandita in regnul vegetal. A fost descoperita in
stare pura de PERKIN si HUMMEL 1n 1896 [28] in hamei Humulus lupulus si in
cojile de ceapa (Allium cepa). Este utilizata in terapie, alaturi de alte bioflavonoide,
ca substantd activd pentru mentinerea starii normale a vaselor sanguine prin
descresterea permeabilitatii si fragilitatii capilarelor BUDAVARI (1989) [29]

Alte grupe de compusi prezente 1n propolis sunt chalconele si
dehidrochalconele, acizi alifatici si esterii lor, uleiuri volatile cu catena scurta
si esteri ai acestora, acizi aromatici si esteri ai acestora, acid benzoic si derivati
ai acestuia, aldehide, alcooli, acid cinnamic si derivatii acestora, alti acizi si
derivati, cetone, fenoli si ompusi heteroaromatici, terpene, alcooli
sesquiterpenici si derivati ai acestora, terpenoizi si alti compusi, hidrocarburi
sesquiterpenice si triterpenice, compusi volatili, hidrocarburi (C21-C33),
hidrocarburi alifatice, steroli si hidrocarburi steroidice, zaharuri, lactone,
aminoacizi, derivati de acizi nucleici, vitamine, minerale, transhidrogenaze
anaerobe, substante donoare de H.

Intre chalcone si dehidrochalcone GREENAWAY si col.,(1990) [14] se
pot mentiona:

- chalcona alpinetinei

- chalcona pinostrobinei

- chalcona pinocembrinei

- chalcona pinobanksin-3-acetatului

- chalcona sakuranetinei

- 27,6’ —dihidroxi-4’-metoxi dihidrochalcona

Acizi alifatici si esteri ai acestora (GREENAWAY si col., 1990) [14]:

- acid butiric, 2-metoxi-butiric, succinic, crotonic, angelic,, fumaric,
behenic, acetic, benzil-acetat, izobutil-acetat, izopentil-acetat, izopentenil-
acetat,

- acid palmitic, cerotic, montanic, stearic, oleic, linoleic, miristic, lignoceric,
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Uleiuri volatile cu catena scurta:
- acid butiric, acid 2-metil-butiric
- acid crotonic
- acid angelic
- acid acetic
- acid izobutiric

Esteri ai uleiurilor volatile cu catena scurta:
- izobutil-acetat
- izopentil- acetat
- izopentenil-acetat

Acizi aromatici si esteri ai acestora:
- acid benzoic
- benzil-benzoat
- acid protocatechic
- acid veratric
- etil-benzoat
- metil-salicilat
- benazil-salicilat
- acid hidroxibenzoic
- acid vanilic
- acid p-anisic
- metil-benzoat
- cinnamil-benzoat
- acid hidroxicinnamic
- acid cinnamic
- acid metoxicinnamic
- acid p-metoxicinnamic
- acid 3,4-dimetoxicinnamic
- benazil-3,4-dimetoxi-cinnamat
- acid caffeic si esteri
- acid cumaric, acid p-cumaric si esteri ai acestora
- acid ferulic, acid izoferulic si esteri ai acestora
- derivati ai acidului benzoic: acid salicilic, acid gentisic, protocatechic, acid
galic
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Aldehide:
- benzaldehida
- aldehida protocatechica
- p-hidroxibenzaldehida
- vanilina
- izovanilind
- aldehida caproica

Alcooli:
- alcool cinnamic
- alcool benzilic
- hidroquinona
- alcool prenilic
- izobutenol
- alcool fenetilic
- alfa-glicerofosfat
- beta-glicerofosfat
- glicerol

Alti acizi si derivati ai acestora:
- esterul metilic al acidului 2,8-dimetilundecanoic
- esterul fenilmetilic al acidului 14-metilpentadecanoic
- esterul etilic al acidului palmitic
- acid sorbic
- esterul butil-2-metilpropilic al acidului ftalic
- metil esterul acidului alnustic

Cetone, fenoli si compusi heteroaromatici:
- acetofenona si derivati
- p-acetofenol si derivati
- eugenol
- pterostilben
- xanthorrhoeol
- cumarind
- esculetol
- scopoletol
- pinosilvina
- trigliceride fenolice
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Alcooli terpenici, sesquiterpenici si derivati:
- geraniol
- nerolidol
- guaiol
- farnesol
- dihidroeudesmol
- beta-bisabolol
- alfa-acetoxibetulenol

Terpenoide si alti compusi:
- cimen
- limonen
- alfa-copaen
- stiren
- 1,8-cineol

Hidrocarburi sesquiterpenice si triterpenice:
- beta-burbonen
- cariofilen
- patchoulen
- selen etc.

Hidrocarburi alifatice:
- eicosan, eicosind, heneicosan
- l-octadecen
- tricosan
- pentacosan
Steroli si hidrocarburi steroidice:
- cholestrilen
- cholinasterol
- stigmasterol
- beta-dihidrofucosterol
- lanosterol
- colesterol

Zaharuri:
- d-ribofuranoza
- d-fructoza
- d-glucitol
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- d-guloza

- taloza

- zaharoza

- d-glucoza

- polizaharide

Aminoacizii determinati cantitativ 16 (KARDAKOV, 1980) [30] sau 24
(GABRYS, 1986) [31] au ca reprezentanti semnificativi acidul piroglutamic,
arginina §i prolina. Provenienta acestora in propolis este pusad atdt pe seama
polenului dar si a secretiilor salivare ale albinelor.

Acelasi lucru se poate afirma si despre prezenta vitaminelor cu
reprezentanti: B1, B2, B6, C, E, acid nicotinic, acid pantotenic, vitamina A.

Elementele minerale sunt determinate din reziduul obtinut dupa
calcinarea propolisului. In diferite esantioane de propolis provenind din diferite
regiuni ale globului, VANHAELEN si VANHAELEN-FRASTRE (1979) [32] au
determinat urmatoarele proportii: 0,51-0,86% in mostre din Franta, 0,55% - China,
0,67% - SUA, 0,68%- Australia.

Principalii reprezentanti ai acestora sunt: sodiul (Na), potasiul (K),
magneziu (Mg), calciul (Ca), bariu (Ba), bor (B) — urme, strontiu (Sr), zinc (Zn),
cadmiu (Cd), aluminiu (Al), siliciu (Si), plumb (Pb), - urme (datorate mai ales
poluarii din traficul rutier sau prin amplasarea stupinelor in aceste zone sau zone
industriale), seleniu (Se) — urme, fer (Fe), nichel (Ni), crom (Cr), mangan (Mn),
titan (T1), argint (Ag), cupru (Cu), cobalt (Co), molibden (Mo), vanadiu (V).

Substantele rasinoase. Desi in datele curente de specialitate nu sunt
informatii foarte clare despre izolarea fractiunii rasinoase din propolis si
caracterizarea ei, prezenta rasinilor nu este pusd la Indoiald de nimeni. Multe
dintre proprietatile propolisului se pot raporta la continutul mare de rasini. Se
citeaza si prezenta unor acizi rezinici, ca acidul abietic si acidul pimaric care fac
parte din constituentii cei mai caracteristici ai raginilor naturale.

Alte componente amintite deja, frecvent intdlnite in rasini, ca acidul
benzoic, acidul cinamic, acidul ferulic, acidul cafeic, cumarine si triterpenoide
pentaciclice au fost identificate in propolis. Acidul benzoic atinge 1,33-20%
(BRAILEANU si col., 1978)[33] si alaturi de acidul cinamic este una dintre
substantele cele mai caracteristice din rasina de Styrax benzoin de la care isi trage
numele, fiind totodatd o componentd comuna a mai tuturor rasinilor de pe muguri,
ca si acizii ferulic si cafeic.

Cercetarea esterilor aromatici din propolis de tipul celor citati anterior si
chiar mai complicati ca structurd (prin identificarea unor acizi polifenolici
esterificati) a condus la descoperirea deosebit de valoroaselor proprietati
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antimicrobiene ale propolisului, prin prezenta sau absenta lor, putdnd fi explicata
inconsecventa de activitate antimicrobiana a diferitelor sorturi de propolis
(METZNER si col., 1975, 1977, 1978) [27, 34, 35].

Din punct de vedere cantitativ, fractiunea rasinoasd se considera ca
reprezintd cca. 55% din propolis, cu mentiunea cuprinderii in aceasta fractiune si a
unor balsamuri. Se stie cd balsamurile se definesc ca amestecuri de ragini si uleiuri
volatile (esentiale) in care ultimele, ca regula generald, trebuie si fie in proportie de
cel putin 40%. Este posibil ca numai mirosul balsamic al propolisului sa fi generat
aceastd exprimare deoarece studiile efectuate nu au relevat prezenta de uleiuri
volatile in astfel de proportii.

3. Extracte de propolis — tehnologii de obtinere a extractelor
standardizate

3.1. Tehnologia prelucrarii propolisului

Asa cum se poate observa din prezentarea compozitiei chimice a
propolisului, principalele grupe de componente ale propolisului brut, in ordinea
descrescanda a concentratiilor, sunt: substantele rasinoase, ceara, bioflavonoizii,
impuritatile si corpurile strdine, sarurile minerale, vitaminele, enzimele etc.

Fiind un amestec atdt de complex, primele incercari de caracterizare a
acestuia au avut ca scop fractionarea sa.

Urmare a extractiei alcoolice se obtine asa numita “fractiune rezinica”.
Dupa extractie ramane fractiunea insolubila in alcool sau fractiunea de ceruri.

Fractiunea cunoscutd sub denumirea de “balsam” se referd la
componentele ce pot fi extrase cu alcool de concentratie 70%.

Propolisul brut este supus maruntirii la dimensiuni a particulelor cat mai
mici pentru a se putea mari suprafata de contact a solventului cu materialul
extractibil. Pentru a facilita maruntirea, dar si pentru a pastra cdt mai bine
fractiunea volatild de compusi, propolisul este pastrat la temperaturi foarte scazute
— chiar congelat dupa care este micinat (devenind friabil). In instalatii speciale —
specifice industriei farmaceutice — instalatii de extractie — percolatoare, produsul
este supus extractiei cu alcool etilic absolut la temperatura ambientala. Alcoolul
etilic absolut prezinta avantajul unei foarte bune selectivitati . extrdgand cel mai
bine flavonoidele si substantele rasinoase, eliminind din extract ceara. Prin acest
procedeu se obtine totusi o mica fractiune de ceara, solubild in alcool, respectiv
ceroleina, care insa in propolis nu este prezenta decat In cantitati de 0,78 — 1,63%
(POLINICENCU si col., 1981, 1984) [19, 36].
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Capacitatea extractiva a etanolului absolut este secondatd de alcoolul etilic
de 70°, acetond, metanol, alcool etilic de 50°, cloroform si clorura de metilen.

Tehnologia de preparare prin aplicarea acestei metode urmareste realizarea
a doua variante : un extract fluid cu continut de 10% bioflavonoide exprimate In
crizind §i un extract uscat cu continut de 5% bioflavonoide exprimate in crizina
(POPESCU si col., 1985) [37].

Prepararea extractului de propolis fluid standardizat cu 10% bioflavonoide
exprimate in crizind — tehnologie 1.C.C.F-Cluj-Napoca

In principiu procedeul de preparare a EPS fluid se bazeazi pe obtinerea
unei solutii extractive din propolisul brut, concentrarea acestei solutii sub presiune
scazutd, la temperaturi mai mici de 50°C si standardizarea extractului obtinut la
concentratia de 10% bioflavonoide exprimate in crizina.

Un detaliu important in obtinerea EPS fluid este calitatea propolisului brut
luat in lucru: propolisul trebuie sa fie de uz medicinal — caracterizat deci prin lipsa
corpurilor straine (impuritati) vizibile cu ochiul liber i printr-un continut minim de
15% bioflavonoide specifice.

Cercetarile efectuate au demonstrat necesitatea combindrii a doua procedee
exxtractive: macerarea repetatd si percolarea. Utilizdnd numai macerarea repetata,
extractia principiilor active din propolis nu este cantitativa. La aplicarea combinata
a percoldrii se obtine extragerea cantitativd a principiilor active, operatia Insa
decurgdnd foarte Incet datoritd continutului ridicat de substante rdsinoase din
propolis si a colmatarii filtrelor. Deaceea aplicarea preliminard de macerari repetate
si apoi a percolarii conduc la cele mai bune rezultate.

In vederea extractiei, propolisul brut trebuie maruntit la finetea sitei cu
latura ochiurilor de 6,3 mm (sita I, FR.IX.). Maruntirea se realizeaza cu ajutorul
unor dispozitive mecanice de tdiere §i razuire. Deoarece 1n timpul acestei
operatiuni propolisul se Incélzeste si devine plastic, se recomandd inghetarea
(rdcirea) propolisului brut prin mentinerea 6 — 12 ore la temperaturi cuprinse intre
10 — 20°C, cand acesta devine casant, iar operatiunea se desfasoard cu mai multa
usurinta.

Propolisul maruntit se supune la trei macerari repetate, fiecare a cate 24
ore, intr-o prima etapd utilizandu-se o cantitate dubla de alcool concentrat fata de
cantitatea de propolis luata in lucru, apoi incd de doud ori cu o cantitate egala de
alcool fatd de cantitatea initiald de propolis. In timpul macerarii, solutia se agita
ocazional. Solutiile extractive obtinute se decanteaza, se filtreaza si se reunesc.

Materia prima extrasd partial prin macerare repetatd, este supusd, in
continuare, extractiei prin percolare. Reziduul de la macerarea repetatd se introduce
in percolator, se acopera cu alcool, se elimind aerul si se regleaza astfel viteza de
curgere a percolatului, incat in 24 de ore sa se percoleze 1,5 parti fatd de cantitatea
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de propolis introdusd in percolator. Se continud percolarea panda la epuizarea
propolisului, respectiv pand la obtinerea unui lichid de culoare slab galbuie, cu
indicele de refractie cuprins intre 1,3720 — 1,3655. Solutia extractiva obtinuta prin
percolare se colecteazd separat de solutia extractivd obtinutd prin macerare
repetata.

Faza urmatoare cuprinde determinarea concentratiilor de bioflavonoide ale
celor doud solutii extractive obtinute prin macerare repetatd si respectiv prin
percolare, stabilindu-se volumul aproximativ la care trebuiesc concentrate pentru a
realiza extractul fluid cu continutul standard de 10% bioflavonoide specifice.

Concentrarea solutiilor se face la presiuni reduse si temperaturi care sa nu
depaseasca 50°C. Cele doua concentrate obtinute se omogenizeaza, se determind
continutul de bioflavonoide si se aduce extractul fluid la concentratia finala de 10%
bioflavonoide exprimate in crizina. (Figura 1)

Alcoolul etilic concentrat, recuperat prin distilare, se poate utiliza la o noua
extractie.

Prepararea EPS uscat cu 5% bioflavonoide exprimate in crizind (tehnologie
ICCF- Cluj Napoca)

Obtinerea EPS uscat se face pornind de la EPS fluid; acesta se adsoarbe pe
o pulbere inerta, se usuca, se pulverizeazd si se aduce la concentratia de 5%
bioflavonoide specifice. Dintr-o parte EPS fluid se obtine 2 parti EPS uscat.

Procedeul de preparare este urmatorul: se amesteca 1 parte EPS fluid cu
1,5 parti pulbere adsorbantd (amidon). Amestecul obtinut se intinde pe tavi si se
usucd la temperaturi sub 50°C, iar daca este posibil si la presiune redusa. Extractul
uscat obtinut se pulverizeaza, se omogenizeaza, se face determinarea cantitativa a
flavonoidelor si se aduce la concentratia de 5% principii active exprimate in
crizind, adaugandu-se pulbere adsorbanta. Extractul uscat se reomogenizeaza si se
aduce 1n final la finetea sitei cu laturile ochiurilor de 250 (sita VI, FR.IX).

Tehnologia de obtinere a extractului moale (spiss) de propolis pentru uz
farmaceutic (tehnologie originali ICDA-Bucuresti) (PALOS i col., 1975) [38]

Toate produsele cu destinatie terapeuticd pe bazd de propolis realizate
pentru prima oara in lume in Romania, folosesc ca materie prima activa extractul
de propolis spiss (moale). Prin extract moale (spiss) de propolis se intelege
preparatul obtinut prin extractia selectivd a principiilor active din propolis cu
ajutorul alcoolului etilic utilizat ca solvent si concentrarea solutiei extractive
obtinute pana la realizarea unei mase vascoase care prezinta cel mult 20% solventi.
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Procesul tehnologic de fabricatie a extractului de propolis spiss cuprinde

urmatoarele etape:

selectarea propolisului ( acesta nu trebuie s contind un procent ridicat de
ceard, impuritati sau semne de degradare);

maruntirea blocurilor de propolis pand la o granulare de 2-4 mm care
permite cresterea suprafetei de contact cu solventul facilitind extractia.
Maruntirea propolisului este o operatie foarte dificild avand in vedere
consistenta sa durd, lipicioasa, care face ca echipamentele folosite In mod
obignuit in acest scop sd nu dea rezultate pozitive. Procesul se maruntire se
face in doud etape: maruntirea blocurilor de propolis pana la dimensiuni de 20-
30 mm, dupa care granulele mari sunt aduse la dimensiunea de 3-4 mm. Pentru
prima operatiune se foloseste o presd mecanica de 150 kg/cm? la care se
adapteaaza stante cu cutite din otel foarte dur. Pentru faza a doua se foloseste o
moara cu cutite prevazutad cu un tambur robust, mobil, pe care sunt fixate
cutitele si care in timpul rotirii tamburului trec printre cutitele unei pléci fixe.
Macerarea: extractia principiilor active din propolis se realizeazd cu alcool
etilic de 90° in sarje formate din 70 litri alcool si 30 kg propolis in granule.
Materiile prime se introduc intr-un extractor din inox cu pereti dubli prin care
circuld apa calda la temperatura de 40°C. masa este agitatdi mecanic cu un
agitator de turatie micd (1 rpm); folosirea agitarii si a temperaturii moderate
accelereaza si Tmbunatateste procesul de extractie; dupa 48 ore se obtine o
cantitate de 75-80 kg extract fluid de propolis care este supus filtrarii;
Filtrarea se executi in scopul separirii reziduurilor nedizolvate. Intr-o prima
faza se aplica o decantare, apoi filtrare grosiera printr-un filtru de vid tip nuce
si in final o filtrare fina prin hartie de filtru la aparat prevazut cu pompa de vid.
Concentrarea extractului constd in reducerea cantitatii de solvent pana la
limita de 20% si recuperarea acestuia cu ajutorul unui aparat de concentrare la
vid. Aparatul este format dintr-un blaz de distilare, din tabla de inox, cu pereti
dubli prin care circuld apa incalzita la temperatura de 70-80°C. evaporarea la
vid si incdlzirea moderatd asigura conservarea principiilor active ale
propolisului In conditiile unei concentrari rapide. Vaporii de solvent trec din
blazul de distilare Intr-un condensor format dintr-o serpentina cufundata in apa
rece cu circulatie continud; condensatul recuperat se colecteaza intr-un vas
special la care este conectatd pompa de vid.

Verificarea calititii produsului se face prin determinarea densitétii care este
cuprinsa intre 1,096 - 1,159, identificarea flavonelor conform specificatiilor din
farmacopee si identificarea acizilor aromati. Extractul de propolis spiss este
caracterizat din punct de vedere calitativ g§i cantitativ prin determinarea
concentratiei in flavonoizi totali exprimati in quercetind, procedeu aprobat de
Agentia Nationala a Medicamentului.
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Tehnologia de obtinere a extractului de propolis hidrosolubil liofilizat —
procedeu original brevetat la ICD Apiculturid — Bucuresti

Extractul de propolis moale (spiss) este folosit ca materie prima pentru
obtinerea extractului hidrosolubil liofilizat — produs obtinut printr-un procedeu
original si care permite solubilizarea propolisului in solventi aposi cu destinatie
terapeutica — apa distilatd, ser fiziologic, solventi specifici cu destinatie in
oftalmologie, etc.(OITA si col., 1981) [39]

Principiul metodei de preparare se bazeazd pe solventarea compusilor
activi din propolis intr-un solvent organic (etilendiamind sau dietilaminoetanol),
solubilizarea extractului obtinut in solutie fiziologica, filtrarea reziduurilor de
ceard, si apoi liofilizarea extractului in flacoane de tip antibiotic. Extractul
hidrosolubil obtinut se prezinta sub forma unei mase de consistenta spumoasa care
se solubilizeaza in orice proportie cu apa distilata, serul fiziologic si solventi aposi
specifici destinatiei terapeutice pentru care este folosit.

Cu acest extract hidrosolubil se prepara solutii pentru aerosoli in
tratamente ORL si bronhopulmonare precum si solutii si aerosoli de uz oftalmic.

3.2. Solventarea principiilor active din propolis

Prin aplicarea metodelor de inalta performantd — cromatografie lichida
(HPLC) (BANKOVA si col, 1982) [40] gaz-cromatografie cuplatd cu
spectrometriec de masda (ABD EL-HADY si col., 1994 (a,b) [41,42] au izolat din
propolis urmatoarele grupe de compusi:

- esteri ai acizilor fenolici - 72, 7%
- acizi fenolici - 1,1%
- acizi alifatici - 2,4%
- dihidrochalcone - 6,5%
- chalcone - 1,7%
- flavanone - 1,9%
- flavone - 4,6%
- derivati de tetrahidrofuran - 0,7%

Pentru detectarea acestor compusi, propolisul a fost supus extractiei 1n
urmatorul amestec de solventi: metanol-eter etilic-acetona-cloroform in raport 1:1:1:1.

Alte extractii aplicate propolisului brut au utilizat ca solventi alcoolul etilic
15% (v/v), alcool etilic 70% si alcool etilic absolut rece sau fierbinte.

Asa cum aratd rezultatele obtinute, in extractele alcoolice de propolis se
regasesc compusi flavonoizi, terpene, derivati ai acidului cinamic, acizi alifatici si
acizi fenolici.
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Fractiunea volatilda de distilat prin antrenare cu vapori de apa a prezentat
urmatorii compusi: acid benzoic, alcool benzilic, acid sorbic, vanilind si eugenol.
Distilatul prin antrenare cu vapori contine: eter fenil vinilic, anisil-vinil-eter si
ciclohexil benzoat — compusi presupusi a fi artefacte experimentale.

Studiile efectuate pe propolisul recoltat de pe mugurii si scoarta de eucalipt
— specific Braziliei si zonelor cu climat mediteraneean — s-au identificat un mare
numar de hidroxi si metoxi stilbeni, explicatia unei astfel de prezente putand fi
faptul ca albinele la recoltarea materialului rasinos transforma stilbenii naturali prin
metilare sau demetilare in pterostilbeni.

Alte tipuri de extractii aplicate propolisului brut au fost cele care utilizeaza
ca solventi apa si diferite concentratii de etanol. Capacitatea de extractie a acestor
solventi se poate estima prin masurarea spectrului de absorbtie 1n UV.

Prepararea extractelor apoase §i etanolice de propolis

PARK si col., (1998) [43] au incercat obtinerea unui extract etanolic de
propolis pentru care s-a aplicat urmatorul procedeu: propolisul brut, uscat, a fost
mdécinat pentru obtinerea unei pudre fine din care s-au prelevat mostre a cite 2 g
tratate cu cate 25 ml solutie apoasa de etanol 80%. Amestecul obtinut este mentinut
timp de 30 de minute sub agitare continua la temperatura de 70°C. Dupa extractie,
amestecul este centrifugat, iar supernatantul obtinut este denumit extract etanolic
de propolis.

Pentru obtinerea extractului apos MATSUSHIGE si col., (1996) [44] au
folosit esantioane de 2 g de propolis care au fost tratate cu 25 ml apa deionizata,
agitate timp de 2 ore la temperatura de 95°C, dupd marcarea prealabila a nivelului
din tuburile de testare; dupa agitare, extractele se racesc la temperatura camerei §i
se revine la nivelul initial al solutiei prin addugarea de apa deionizata. Continutul
tuburilor este centrifugat pentru obtinerea supernatantului desemnat ca fiind
extractul apos de propolis. Este important de mentionat ca s-a lucrat pe esantioane
de propolis recoltat din diferite regiuni ale Braziliei.

Pentru determinarea continutului in principii active din extractele obtinute
s-a aplicat metoda de méasurare a spectrelor de absorbtiei in UV . Extractele au fost
scanate la lungimile de unda cuprinse intre 200 — 500 nm, la un spectrofotometru
UV. Pentru determinarea spectrelor de absorbtie analiza s-a efectuat pe complexul
metal (aluminiu)-flavonoid (chelatizare). Reactivul folosit a fost azotatul (nitratul)
de aluminiu 10% - 0,1 ml, 0,1 ml acetat de potasiu 1M si 4,3 ml etanol 80%. Cate
0,1 ml din fiecare extract de propolis au fost tratati cu cate 0,5 ml de amestec de
reactivi.

Nivelul de absorbtie (absorbanta) al extractelor etanolice si a extractului
apos de propolis sunt prezentate in tabelul 2. Toate probele analizate au prezentat
un maxim de absorbtie la lungimea de unda de 290 nm. Totusi gradul de absorbtie
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la 290 nm a fost variabil in functie de concentratia solutiilor de etanol. Extractul
apos a prezentat cea mai scdzuta valoare a absorbtiei, care totusi a crescut progresiv
cu concentratia de etanol pana la 80%. Extractele cu concentratii de etanol de 90%
s1 95% au prezentat o scddere a absorbtiei la 290 nm. Asa cum s-a mentionat in
lucrari anterioare (MARKHAM, 1982; KUNO, 1987), [45, 46] aparitia benzilor de
absorbtie la lungimile de unda de 270 — 330 nm este atribuitd flavonoizilor si
fenolilor. Cu alte cuvinte cea mai mare concentratie de flavonoizi a fost eliberata la
utilizarea etanolului de 80%. Pe de altd parte, amestecurile de extracte etanolice de
propolis cu nitrat de aluminiu si acetat de potasiu modificd complet spectrele de
absorbtie, cu formarea unui nou peak de absorbtie maxima la lungimea de unda de
310 nm. Modificarea maximului de absorbtie se datoreazd formarii complexului
(chelat) metalic cu flavonoizii. Cea mai mare parte a flavonoizilor naturali sunt
polifenoli care contin una sau mai multe grupéri O-dihidroxil si hidroxiceto care
sunt implicate in formarea complecsilor metalici. Formarea complexului
metal.flavonoizi induce o schimbare a spectrului de absorbtie maxim (JURD si
GEISSMAN, 1956; PORTER si MARKHAM, 1970) [47, 48].

Tabelul nr.2
Absorbanta extractelor etanolice si apos de propolis

Extracte de propolis Absorbanta extractelor ~ Absorbanta complex
La 290 nm la 310 nm
Extract apos 0,4434 0,4341
10% etanol 0,5115 0,4782
20% etanol 0,5965 0,5471
30% etanol 0,7401 0,7002
40% etanol 1,0575 0,9290
50% etanol 1,7802 1,5637
60% etanol 2,4668 2,1455
70% etanol 2,6931 2,2860
80% etanol 2,9844 2,7154
90% etanol 2,6334 2,2692
95% etanol 2,5298 2,1980
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Asa cum se poate observa din acest tabel, s-a concluzionat cu extractele de
propolis in solutie etanolica 80% contin cea mai mare concentratie de flavonoizi.

Pentru determinarea activitatilor biologice ale propolisului, in Japonia
(MIYATAKA si col., 1997)[49] propun prepararea unor extracte etanolice si
apoase de propolis, aplicand tehnici de laborator specifice.

Conform acestor autori propolisul este supus extractiei in etanol de
concentratie de 99,5%. 5 parti (volume) de etanol 99,5% sunt introduse intr-un
recipient etans ce contine 1 parte (greutate) propolis brut. Amestecul obtinut este
lasat In repaus timp de 10 zile, cu agitari ocazionale. Solutia obtinuta dupa perioada
de extractie este supusa filtrarii printr-un filtru No.2 (dimensiunea porilor 5p).
Reziduul de pe hartia de filtru este spalat cu solventul de extractie. Solutia de
spalare este combinata cu filtratul obtinut si volumul total al solutiei obtinute este
adus la 200 ml cu etanol 99,5%. Reziduurile au fost in prealabil uscate pe sulfat de
sodiu anhidru. Dupd mésurarea greutdtii reziduului obtinut cantitatea extrasd in
fiecare extract si concentrare in etanol de 99,5%, se determina prin scaderea valorii
obtinute din masa initiald a propolisului luat in lucru. Concentratia extractului de
propolis — accesibila pe piata internationald este cuprinsa intre 2,7 — 12,5%.

In cazul extractului apos, 5 parti (volumetric) de apa distilata degazata prin
incélzire i apoi racitd la temperatura camerei sunt introduse intr-un vas etans cu 1
parte (in greutate) de propolis. Amestecul obtinut este lasat in repaus timp de 10
zile cu agitari ocazionale. Toate operatiile ulterioare sunt identice celor pentru
prepararea extractelor etanolice.

Teste asupra actiunii biologice a propolisului au fost efectuate si cu alt tip
de extract de propolis — respectiv cu un extract apos de concentratie 13% w/v
produs in Danemarca de firma Propharma A/S.

In Cuba se prepara un extract de propolis rosu — prin suspendarea a 1 g
produs brut in etanol 95% (v/v). suspensia este decantatd dupa 48 ore de pastrare la
temperatura camerei. Extractul obtinut are o concentratie de 70% (w/v) si se
recomanda pastrarea sa la temperatura de 4°C (NELSON MERINO si col., 1996) [50].

Tot pe propolisul brazilian s-au efectuat teste pe extracte obtinute cu apa
fierbinte. Alte extracte obtinute — In metanol si cloroform au fost preparate prin
reluarea reziduului de la filtrare cu acesti solventi. (BASNET si col., 1996) [51].

4. Activitatea biologica a extractelor de propolis si a diferitelor
fractiuni ale acestora

Propolisul este cunoscut astdzi ca unul dintre cele mai surprinzatoare
produse naturale datorita studiilor si cercetarilor efectuate care atribuie acestuia si
diferitelor sale fractiuni nenumdrate actiuni biologice si efecte terapeutice. Intre
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actiunile terapeutice se pot enumadra: antimicrobiand, antibiotica, antifungica,
antiinflamatorie, analgezica, antioxidanta si anti-tumorala.

La ora actuald, pe plan mondial, propolisul este utilizat pe scara larga in
diferite formule de medicamente (indeosebi in Europa rasariteand), suplimente sau
aditivi alimentari si bauturi pentru a imbundtdti starea de sandtate si pentru
prevenirea unor afectiuni: inflamatorii, boli cardiace, hepatice, diabetul si chiar
unele forme de cancer.

Cu toate aceste dovezi asupra virtutilor sale terapeutice, sansa de a se
transforma dintr-un remediu empiric intr-un medicament, depinde foarte mult de
purificare, standardizare si supunerea sa la toate celelalte etape de cercetare si
control: chimic, tehnologic, toxicologic, preclinic si clinic.

Progresul realizat in domeniul chimiei, farmacodinamiei si a tehnologiilor
farmaceutice au condus la stabilirea anumitor reguli pentru medicamente, Intre
care cea mai severa este cea privitoare la o anumita relatie ce trebuie sa existe intre
produsul respectiv si efectele sale asupra organismelor. Din aceasta relatie se naste
notiunea de doza terapeuticd, mai ales pentru substantele active pure, indiferent de
forma farmaceutica in care acestea sunt prezentate.

Prin standardizarea extractelor, tincturilor, etc., notiunea de doza poate fi
extinsd §i la medicamentele sau produsele care sunt amestecuri naturale de
substante active. Standardizarea inseamna deci uniformizarea concentratiei In
principii active din produsele finite — dimensiune ce poate fi exprimatd prin
componentul cel mai caracteristic.

Atunci cand metodele fizico-chimice nu pot fi aplicate, standardizarea se
poate face utilizdnd o metoda de control biologic. Oricum, standardizarea
extractelor naturale este de multd vreme o conditie de la sine Inteleasa.

Propolisul este cunoscut ca fiind activ la nivelul organismelor, dar in cursul
ultimelor decenii, s-a raportat o larga varietate a compusilor sédi. De aceea extractele de
propolis de uz medicinal trebuie sa raspunda cerintei privitoare la raportul dintre
cantitatea administratd si efectul obtinut; aceasta Tnseamna ca atat experimentele de
laborator cét si cele clinice trebuiesc efectuate numai cu extracte standardizate.

Orice extract, presupune Inainte de orice altceva, sd se obtind un produs
mai pur; un extract standardizat ofera posibilitatea de a fi administrat in anumite
cantitdfi ce contin concentratii controlate de substante active, astfel incat cu
siguranta el sa fie lipsit de toxicitate, sd ofere o eficienta terapeutici maxima §i sa
permita individualizarea tratementelor.

Extractul de propolis standardizat, departe de a fi un produs toxic, este
totusi capabil sa prezinte o serie de efecte secundare atunci cand anumite doze sunt
depasite. Modificarea dozelor poate induce efecte diferite sau chiar esecuri
terapeutice.
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In acest sens, experienta Roméniei — prin Centrul Medical de Apiterapie al
Institutului de Cercetare si Dezvoltare pentru Apiculturd, a dovedit ca rezultatele
experimentelor biochimice si farmacologice efectuate pe organisme sanitoase
precum si efectele sale pe organisme animale cu stari patologice induse — sunt
elemente fundamentale in planificarea si efectuarea unui experiment clinic.

Extractul de propolis standardizat (extractul moale sau spiss) a fost supus
unor experimente biochimice pentru a i se demonstra eficacitatea asupra ficatului,
sangelui, sistemului muscular, organelor limfatice, glandelor suprarenale,
metabolismul general al glucidelor precum si in anumite aspecte imunobiologice.

Datele privitoare la efectele propolisului asupra organismului animal cu
conditii patologice induse privesc actiunile hepatoprotectoare si antiinflamatoare
precum si investigatii asupra actiunii epitelizante, asupra permeabilitdtii vasculare
si actiunea antivirala (testatd pe anumite virusuri multiplicate 1n culturi de tesuturi).

4.1. Actiuni fundamentale ale flavonoizilor si consecintele lor fiziologice

Efectele observate ca urmare a consumului de flavonoizi isi pot avea
originea din cele trei principii fundamentale ale actiunii lor:

- modificarea activitatilor enzimatice prin fosforilare

- antioxidare

- represie genica

Consecintele fiziologice ale acestor 3 actiuni principale sunt:

- actiunea antialergica

- actiunea antivirala

- actiunea anestezica

- actiunea anti-tumorala

- actiunea antiinflamatoare (aspirin-like)

Actiunea antialergicd

Simptomele reactiilor alergice ca dispneea — obstructia cdilor aeriene prin
contractia musculaturii brongice — Inrosirea pielii, secretia excesiva a nasului
(rinitd) si de suc gastric precum si cresterea temperaturii, apar ca rezultat al
eliberarii de histamind din mastocite. Histamina este eliberata atunci cand agentul
patogen (alergenul) este legat de imunoglobulina E din membrana externa a
mastocitelor. Ca rezultat, pe fondul consumului de ATP, canalele specifice pentru
ionii de calciu din membrana externd a mastocitelor se deschid, permitand
penetrarea acestora in celule. Datoritd sarcinii lor pozitive duble, ionii de calciu
permit eliberarea a doud molecule de histamind, care la randul lor poarta fiecare
cate o singura sarcind pozitiva.
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Datorita marii capacitati de reactie, adenozintrifosfatul (ATP) care
deschide canalele de calciu, va actiona preferential pentru fosfat. Ca urmare, in
prezenta flavonoizilor, canalele de calciu rdman inchise si mastocitele nu mai pot
elibera histamina astfel incat simptomele reactiei alergice nu se mai produc. Este
cunoscut faptul cd chromoglycan-ul si medicamentul Intal constau dintr-un inel
cromanic §i un flavonoid. Aceste substante sunt folosite de multd vreme ca
medicamente in combaterea alergiilor ( KLIMMEK, 1988) [52].

Dupa cum se stie, propolisul contine o anumita cantitate de polen si atunci
cand acesta nu este eliminat prin procedee corespunzitoare, unii pacienti mai
sensibili pot dezvolta alergii la propolis. Este unul din motivele pentru care
propolisul este suspectat a fi un potential alergen. Propolisul poate fi insa
incriminat de aparitia alergiilor si datoritda continutului (in unele sorturi) in esteri ai
acidului cinamic si ai acidului cafeic (HAUSEN si col., 1987, SCHULER si col.,
1988; ITOH si col., 1994) [53, 54, 55].

O alta potentiald sursd de alergenicitate este veninul de albine prezent
deasemenea in propolis in cantitdti foarte mici. De obicei, veninul de albine este
extras cu solventi aposi, motiv pentru care si acesta poate fi incriminat pentru
actiunea alergica a propolisului.

Actiunea antivirald

Se stie ca virusurile constau dintr-un nucleu infectios ce contine un acid
nucleic (DNA sau RNA) si o manta proteica. Adeseori, acestea pot penetra usor in
celulele umane. Pentru a deveni active, mantaua lor proteica trebuie sa fie digerata
de enzimele prezente in lizosomi. Lizosomii sunt vezicule acoperite de o
membrana lipidica care in prezenta flavonoizilor nu poate fi penetrata de virusuri.
Fondul acestui fenomen nu este inca deplin inteles, dar se poate emite o ipoteza.
Un exemplu ar putea fi neutralizarea gruparilor amino din mantaua proteica prin
fosforilare — o prezumtie pentru penetrarea membranelor lipidice lizosomale.

DEBIAGGTI si col., (1990)[56] au testat efectele antivirale a 5 specii de
flavonoizi specifici prezenti in propolis: crizina, kaempferol, acacetina, galangina
si quercetina. Utilizdnd culturi de celule in vitro, s-a determinat replicarea si
infectivitatea unor tulpini de virus herpetic, adenovirus, coronavirus §i rotavirus.
Crizina si kaempferolul au prezentat o actiune inhibitorie dependentd de doza
asupra replicarii virale intracelulare a tuturor tulpinilor virale testate dar nu
afecteazd infectivitatea acestora. Ambii flavonoizi se dovedesc foarte activi In
inhibarea replicarii diferitelor tipuri de virusuri herpetice (HSV — herpes simplex):
HSV-2 (0,2 pg/ml si 0,1 pg/ml), HSV-1 (0,5 pg/ml si 2 pg/ml). La 10 pg/ml
crizina §i kaempferolul reduce replicarea virusurilor in proportii de 45% si
respectiv 65% la coronavirusul bovin, 30% si 50% la coronavirusul uman,
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rotavirusul SA-II 25% si respectiv 35%. Quercetina la doza de 60png /ml si crizina
la 10 pg/ml au redus infectivitatea virusurilor herpetice (HSV-2, HSV-1 si TK-
HSV-1) cu aproximativ 65% si respectiv 50%. (CHENG si WONG, 1996) [57].

AMOROS si col., (1992a) [58] au observat ca propolisul este foarte activ
in vitro impotriva virusului polio si herpetic. La o concentratie de 30 pg/ml
propolisul reduce titrul virusurilor herpetice de 1000 de ori, inhiba replicarea HSV
cu 99,5% si inhiba total formarea plagii de poliovirus. S-a observat de asemenea
si o actiune virulicidd asupra virusurilor incapsulate, herpes simplex si virusul
stomatitei veziculare (VSV). In acest caz se sugereaza cd flavonoizii galangina si
crizind — majoritari in esantioanele de propolis recoltat din Franta (si in general din
zona europeand) actioneaza sinergic 1n actiunea antivirala a propolisului.

Intr-un studiu mai aprofundat asupra actiunii inhibitoare a flavonoizilor
asupra virusurilor, AMOROS si col., (1992b) [59] au observat efecte sinergice
individuale si binare ale flavonolilor (galangind, kaempferol si quercetind),
flavonelor (crizind, apigenina, luteolind si tectocrizind) si a flavanonelor
(pinocembrind §i izosakuranetind) asupra infectiei cu virus herpetic de tip I si
replicarea acestuia in celule renale de maimutd in vitro. Tot aceastd echipa a
constatat ca flavonolii sunt mai eficienti in reducerea titrului virusurilor; totusi s-a
constatat cad galangina este activd In timp ce crizina nu prezintd activitate,
contrazicand astfel rezultatele obtinute de DEBIAGGI si col., (1990)[56]. Autorii
au atribuit contradictia:

» diferentei intre tulpinile de HSV-1

« diferentei dintre timpii de incubatie (48 de ore mai putin decat Debiaggi si
col., 1990) [56]

» diferitilor parametri de lucru

Activitatea flavonolilor descreste in ordine inversda cu numarul de grupari
hidroxil substituite: galangina > kampferol > quercetina. Afinitatea compusului la
lipide (lipofilie) pare sd aiba o importantd deosebitd pentru activitatea biologica.
Numai galangina, kaempferolul si balsamul de propolis pare sd fie activi cu
adeviarat impotriva HSV-1. Alti constituenti de tipul metoxiflavonelor minore sau
conjugati de tip cafeoil pot contribui la randul lor la actiunea antivirald. in plus,
atunci cand doi flavonoizi diferiti au fost administrati impreund, s-a observat un
sinergism semnificativ impotriva HSV-I, cu combinatii de flavonoli si flavone care
produc o reducere semnificativa a virusului. Cele mai importante combinatii binare
au fost: kaempferol + luteolind; quercetind + crizind; galangind + apigenind;
kaempferol + apigenind; quercetind + apigenind. Adeseori sinergismele indica
diferite moduri de actiune dar intrucat mecanismul (ele) inhibitiei virale mai
trebuie incé elucidate, se fac inca speculatii.
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Propolisul si extractele sale precum si o serie de solutii de flavonoizi s-au
dovedit mijloace eficiente In sistarea replicarii agentului patogen al hepatitei virale
HbsAg (MORFEI si col., 1980) [60].

Actiunea analgezicd

Unele procese dureroase apar ca rezultat al producerii de prostaglandine la
locul leziunii (ranii). Formarea acestor prostaglandine poate fi stopatd de flavonoizi
prin actiunea lor de inhibare a actiunii enzimei prostaglandin-ciclooxigenaza (PG-
ciclooxigenaza).

Actiunea anti-tumorald (anti-cancer)

Una dintre explicatiile acestei actiuni a flavonoizilor este urmatoarea:
celulele tumorale sunt caracterizate printr-o activitate insuficientd a pompelor
ionice ale ATP-azei. Ca urmare, in timp, enzima ATP-azd devine inactiva,
deoarece centrul sau activ este blocat prin fosforilare. Flavonoizii modifica acest
proces de fosforilare probabil prin captarea gruparilor fosfat. Prin acest proces,
activitatea celulelor poate reveni la normal (KLIMMEK, 1988) [52]

In 1991 (MATSUNO si col.)) [61] a raportat prezenta in propolisul
brazilian a trei compusi cu actiune anti-tumorald. Acesti compusi sunt quercetina,
esterul fenetilic al acidului cafeic si un nou compus — clerodan-diterpenoid —
ultimul fiind centrul atentiei. Clerodan-diterpenoidul a demonstrat stoparea
dezvoltarii celulelor tumorale in faza S si a prezentat o degradare masiva asupra
celulelor tumorale HuH13 in nu mai putin de 3 zile — in medii de culturd. Pe de
altd parte, un slab efect citotoxic a fost observat asupra celulelor renale de iepure
aflate in stadiu primar — fara transformari, si asupra celulelor diploide umane.
Urmarind aceasta substantd s-a demonstrat ca ea prezintd si actiune antibacteriana,
poate ucide celulele tumorale hepatice fara a le leza pe cele normale. Un an mai
tarziu, 1992 [62], acelasi autor a ardtat ca prin administrarea de propolis brazilian
la un pacient afectat de cancer, s-a produs o activare a limfocitelor T-killer si a
macrofagelor din tesutul afectat — fapt ce a produs inhibarea cresterii tumorii.

In 1993, ARAI si col., [63] de la laboratoarele biochimice Hayashibara au
ajuns la concluzia cad propolisul activeaza macrofagele, induce productia de
citokine si restringe dezvoltarea de metastaze in cancerul de colon. In rapoartele
lor ei au aratat clar ca propolisul actioneaza direct asupra macrofagelor pentru a le
amplifica functiile si lucrand impreuna cu antigenul induce productia de factor de
necroza tumorald, interleukin-1 s§i interferon, tinand metastazele la nivelul
plamanilor la valori sub 60%.
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KIMOTO si col., (1994, 1995) [64, 65] au reusit sa identifice si sd izoleze
din propolisul brazilian — artepillina C — un compus cu o puternicd actiune anti-
tumorald — prezentd in produs in concentratii de aprox. 5%. Artepillina C s-a
dovedit extrem de eficientd indeosebi asupra celulelor leucemice si se asteapta ca
in viitor ea sd fie administratd prin injectii intravenoase ca adjuvant in
chemoterapia acestei afectiuni.

Studiile efectuate au demonstrat ca constituentii propolisului care prezinta
0 puternicd actiune anti-tumorala sunt:

- derivati ai acidului cafeic

- flavonoizi

- acidul 2,2-dimetil-8-prenil-cromen-6-propendioic

- artepillina

- acidul  17-hidroxicleroda-3m(13Z)-dien-15-oic =~ (MARCUCCI,  1995;
MATSUNO si col., 1995, 1996, 1997) [66, 67, 68, 69]

Actiunea de tip aspirind (aspirin-like)

Aspirina — acidul acetilsalicilic — inhiba, in acelasi mod ca si
flavonoizii, actiunea enzimelor reponsabile pentru sinteza prostaglandinelor —
PG-ciclooxigenaza si lipooxigenaza. Acesta este principalul motiv pentru care
flavonoizi sunt recunoscuti ca “aspirind naturald”.

4.2. Mecanisme de actiune ale flavonoizilor
Inhibarea sau activarea unor enzime

Asemanarea dintre aminoacidul tirozind (Tyr) si structura de baza a
flavonoizilor poate conduce la un proces competitiv de fosforilare. Fiind mai
nucleofili decét tirozina, flavonoizii sunt fosforilati inaintea aminoacidului. Acesta
este un posibil mecanism prin care se poate produce inhibarea sau activarea unor
enzime. Tot acest proces poate fi o posibila explicatie pentru oprirea evolutiei
tumorilor.

Actiunea antioxidanti

Structura de baza a flavonoizilor contine un inel cromanic care in conditii
de oxidare poate fi deschis cu usurintd pentru a forma un radical liber (RL).
Radicalul liber format poate distruge cu usurintad alti radicali liberi pe care fi
gaseste Tn organism si care produc distrugerea tisulard. Radicalii liberi pot fi
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produsi ca rezultat al iraadierii cu raze X (raze Roentgen) sau iradiere cu substante
radioactive.

Actiunea reducdtoare a flavonoizilor stopeaza distrugerea acidului ascorbic
(vitamina C) prin oxidare si tansforma ionul de fier trivalent (Fe3+) in forma sa
fiziologica — bivalenta. In plus, flavonoizii se pot lega puternic de ioni de metale
grele (cupru bivalent, mercur bivalent si plumb bivalent). Altfel, unele metale grele
vor avea tendinta de a cere autooxidarea anumitor elemente esentiale : substante
nutritive, acizi grasi polinesaturati si de asemenea de a inhiba activitatea anumitor
enzime.

Represia genicd

Represia genica este o actiune importantd a anumitor hormoni cum sunt
estrogenii §i glucocorticoizii.

Hormonii glucocorticoizi controleaza metabolismul carbohidratilor. Unii
flavonoizi prezinta astfel de actiuni de tip hormon-like. Flavonoidul sylibina si
cortizonul au o foarte apropiatd asemanare structurald, fapt ce ar putea explica
actiunea lor comuna.

Actiunea flavonoizilor in diabetul zaharat

In aceastd boald zaharoza este transformatd in grasimi si astfel circulatia
sanguind la nivelul organelor — ochi si intestin, de exemplu — este opritad. Cu cit
glucoza este mentinutd mai mult timp la nivelul unui organ, ea este redusda de
enzima aldosereductazd la hexitol — un compus stabil ce nu mai sufera
transformari. Prin osmoza hexitolul atrage multa apa din sange si o retine in celule,
care la nivel functional sunt marcate. La nivelul ochilor se produce o suprapresiune
in timp ce la nivelul intestinului absorbtia compusilor nutritivi este diminuata.

Flavonoizii inhiba activitatea aldosereductazei, diminuand astfel tulburarile
la nivelul ochilor si normalizand functia intestinala.

Actiunea antimicrobiand a flavonoizilor din propolis

Extractul etanolic de propolis (EEP, 70% extract etanolic) cunoscut dupa s-
a mentionat si sub denumirea de “balsam de propolis” a fost utilizat de GRANGE
si DAVEY (1990) [70] in culturi bacteriene 1n placa, demonstrandu-se eficacitatea
sa in inhibarea dezvoltarii unor tulpini de Staphylococcus aureus — mai ales cea
care a devenit rezistenta la antibioticul methicillind. Mai mult, balsamul de propolis
actioneaza preferential in inhibarea cocilor si bacililor Gram-pozitivi la o
concentratie de 3 mg/ml. Se speculeazd ca compusii activi din balsamul de propolis
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cuprind flavonoidul galangina (3,5,7-trihidroxiflavona) si CAPE (esterul fenetilic
al acidului cafeic — caffeic acid phenethyl ester) si cd aceste sinergisme, in care
efectele mai multor componente se combind pentru a obtine un efect mai
puternic, sunt posibile intrucat componentele singulare au efecte inhibitorii mult
mai reduse.

Mecanismul de actiune este considerat a fi o inhibare a RNA-polimerazelor
bacteriene dependente de DNA prin actiunea unui component hidrosolubil din
propolis cu absorbtie in UV (GRANGE si DAVEY, 1990; SIMUTH si col., 1986)
[70, 71].

BRUMFIT si col., (1990) [72] au observat ca extractele de propolis
obtinute in apa si solutii tampon la pH 5 si 6, sau extractele in petrol nu prezinta
nici un fel de activitate asupra tulpinilor bacteriene testate. Totusi extractele in
solutii tampon la pH 7 sau 8, extractele etanolice, cele in DMSO (dimetil-sulfoxid),
cloroform sau acetond au inhibat tulpini de Staphylococcus aureus, Bacteroides
subtilis si Candida albicans. Zonele de inhibitie variaza intre 7 — 14 mm in
diametru. Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus faecalis si grupul B de coci
nu au fost inhibati de nici unul dintre extractele mentionate. Extractele obtinute cu
solventi organici au fost slab active asupra unor tulpini de Staphylococcus aureus
(3 sensibile la methicillind si 2 rezistente la acest antibiotic), Streptococcus
epidermis, Clostridium spp. si Candida albicans, dar inactive asupra streptococilor,
Corynebacterium xerosis si speciile Gram-negative. Intr-un alt studiu, efectuat in
vivo nu s-a constatat nici un fel de activitate in urina prelevata de la 3 voluntari care
au consumat 500 mg de pudra de propolis, de 3 ori pe zi, timp de 3 zile.

O buna actiune antibacteriana (mai ales asupra bacteriilor Gram-pozitive),
antifungicad (in special asupra fungilor responsabili de aparitia infectiilor
superficiale ale pielii) si antiinflamatoare (fatd de modele de inflamatii acute si
cronice) au fost observate de DOBROWOLSKI si col., (1991) [73].

4.3. Actiunea esterilor acizilor fenolici

CAPE (esterul fenetilic al acidului cafeic) este un alt constituent al
propolisului cu actiune biologicd importantdi. GRUNBERGER si col., (1988) [74]
au observat efectul CAPE asupra celulelor canceroase umane in vitro prin
masurarea gradului de incorporare a timidinei tritiate in structura DNA a
caarcinoamelor umane de san (MCF-7) si linii de celule de melonoame (SK-MEL-
28, SK-MEL-170). Concentratiile de CAPE de 5 pg/ml si 10 pg/ml inhiba si
blocheazd complet incorporarea de timidind ftritiatd. Acelasi tip de inhibitie a fost
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Tabel nr.3

Actiunea antibacteriand si antifungica a propolisului

Organisme Gram-pozitive

Staphylococcus aureus

Streptococcus pyogenes
Streptococcus viridans

Streptococcus pneumoniae
Corynebacterium diphteriae

Actiunea antifungica
Microsporum canis
Microsporum gzpseum

Phialophora jeanselmei

Piedraia hartae

Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton rubrum
Trichosporon cutaneum

- comun in infectiile localizate producatoare de
puroi

- infectii ale gatului

- flora normald a tractului respirator superior ce
poate produce infectii la bolnavi cu imunodeficienta
- cauza comund a pneumoniilor bacteriene

- produce difteria

- viermi inelari la pisici si caini ce se transmit la om
- infectii al pielii capului si corpului in America de
Sud

- urmare injectarii acest fung poate provoca moartea
tesuturilor profunde din corp

- fung parazit la nivelul parului

- ataca parul, unghiile si pielea

- atacd parul unghiile si pielea

- se gaseste 1n intestin, tractul respirator si pe piele
si poate afecta pacientii cu debilitati, rar fatal.

Propolisul in doze de 2 g/kg corp a fost bine tolerat de soareci.
Conform DOBROWOLSKI si col., 1991

observata si pentru carcinoamele de colon HT29 si renale desi autorii nu prezinta
aceste date. Invers, liniile de celule normale, necanceroase (1434 fibroblaste si
melanocite) necesita o cantitate de 50 ug/ml CAPE pentru incorporarea de timidina
tritiatd. Cu totul interesant, liniile de celule tumorale sunt mai sensibile decét liniile
de celule normale la actiunea CAPE. Toate proprietatile CAPE natural si sintetic au
fost identice.

In 1991, SU si col.,[75] au studiat toxicitatea CAPE fata de celulele
normale transformate in celule canceroase cu adenovirusul tip 5 ce contine o
fractiune de DNA genomic necaracterizat cu proprietati initiatoare de cancer.

102



Propolisul si extractele de propolis

Aceasta fractiune provoaca activarea transcriptiei genelor celulare si virale, induce
sinteza DNA si mitoza celulelor diferentiate. In mod clar, caracteristicile celulelor
transformate par a produce cancer. Rezultatele arata ca compusul CAPE inhiba
preferential sinteza DNA si cresterea in celulele transformate ADSEIA, iar la
concentratii ridicate de CAPE, celulele transformate sunt ucise. Mecanismul
inhibitiei competitive este necunoscut dar se crede cd este legat de starea de
transformare. Cand celulele au fost transformate cu alte gene cum ar fi de exemplu
Ha-ras oncogena si virusul papilomului bovin tip I, au fost la randul lor inhibate
selectiv. Probabil, celulele transformate au functii ale membranelor celulare
alterate sau o fiziologie celulara care permite activitatea CAPE.

Intr-un studiu de confirmare, GUARINI si col., (1992) [76] au determinat
efectele CAPE asupra a doua linii de celule tumorale, melanomul uman HO-I si
glioblastomul multiform uman GBM-18- rezultatele au fost comparate cu ale altor
modulatori, mezerein (MEZ), acidul micofenolic (MPA) si acidul retinoic (RA).
Mai mult, s-au studiat si combinatii ale CAPE cu acesti modulatori. Rezultatele
surprinzatoare aratd ca in combinatie cu MEZ , CAPE prezinta un foarte puternic
efect antiproliferativ si a fost singurul tratament care a suprimat complet cresterea
in linia de celule GBM-18.

4.4. Alti esteri aromatici

Derivatii sintetici ai esterilor acidului cafeic prezintd la randul lor efecte
similare cu CAPE. Cafeatul de metil (MC), fenetil cafeatul (PEC) si feniletil
dimetilcafeatul (PEDMC) au fost testati pe tulpini mutagenizate cu 3,2’- dimetil-4-
aminobifenil de Salmonella typhimurium (TA 98 si TA 100) si pe celule de
carcinom de colon (HT-29) (RAO si col., 1992) [77]. S-a aratat ca PEC si PEDMC
mai lipofili sunt mai eficienti in inhibarea cresterii celulare si a sintezei de DNA
decat MC, fapt ce aratd cd penetrarea prin membranele celulare este importanta
pentru activitatea esterilor acidului cafeic. Mai mult, acesti compusi au redus
activitatea ornitin-decarboxilazei si a protein-tirozinkinazei, doud enzime asociate
cu cresterea nelimitata a noilor celule si proliferarea acestora.

Detalierea ulterioara a efectelor acestor compusi, a mecanismelor, a
farmacocineticii §i a relatiilor structurd-activitate va permite realizarea de
experimente clinice pe subiecti umani.

5. Probleme legate de aplicarea extractelor de propolis si a
preparatelor acestuia in terapeutica umana

Asa cum s-a vazut, unii flavonoizi sunt hidrosolubili, altii nu sunt.
Solubilitatea lor depinde de starea in care se gisesc in natura: legati de zaharuri
(agliconi flavonoidici) sau nu.
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In plus, cunoscuti ca antioxidanti exogeni naturali (fenoli si derivati
fenolici), totusi flavonoizii nu se comporta ca antioxidantii fenolici clasici de tipul
alfa-tocoferolului ci prezintd activitdti moderate de rupere a catenelor (chain-
breaking). Ei pot fi “chain breaking — donors” ( fenolii si polifenolii — ce formeaza
un radical mai stabil ce nu mai reactioneaza) sau “chain breaking — acceptors” care
sunt activi la presiuni reduse de oxigen cand nivelul concentratiei de alkil este egal
cu cel al radicalului peroxid si actioneaza ca “radical scavenger”, cum este cazul
aminelor aromatice si din nou fenoli mascati.

Ca pentru toti antioxidantii fenolici si polifenolici — activitatea lor este
determinatd de gruparile OH mascate (aceastd categorie cuprinde si derivatii de
pirocatechol, trifenoli, tetrafenoli si in special tocoferolii si derivatii acestora care
sunt cei mai importanti antioxidanti biologici.

Eficacitatea lor antioxidanta este strans legatd de numerosi factori, intre
care foarte mult de etapa de reactie radicalica, tipul mecanismului de actiune si
cinetica reactiei in care sunt implicati.

In medicin, in vederea obtinerii unei mai bune stabilizari a substratului, se
folosesc pe larg amestecuri de antioxidanti. Eficacitatea de actiune a acestor
amestecuri se datoreazd actiunii antioxidante rezultantd din actiunea fiecarui
component. Propolisul este un astfel de amestec natural de antioxidanti cu actiune
sinergica. Actiunea sinergicad a compusilor din propolis se datoreazd de obicei
aceluiagi tip de mecanism de actiune (de exemplu — chain-breaking — chain-
breaking, sau unul diferit: chain-breaking — radical scavenger).

Actiunea antioxidantd a propolisului a fost demonstrata prin diferite studii
in vitro si in vivo. Aceasta activitate antioxidanta are ca rezultat multe efecte clinice
obtinute ca urmare a aplicarii preparatelor pe bazd de propolis (BASNETSi col.,
1996; RODRIGUEZ si col., 1997; MATSUSHIGE si col., 1996) [51 , 78, 44].

Unul dintre cele mai impresionante efecte ale propolisului este cel legat de
actiunea protectoare impotriva radiatiilor (in special radiatii gamma, dar si cele
impotriva radiatiilor UV — KROL si col., 1990; HERMANN si BRACAMONTE,
1990) [79, 80]. Producerea de radicali liberi in organismele expuse la aceste
radiatii are ca rezultat distrugerea tesuturilor.

Extractele apoase de propolis utilizate au prezentat un efect inhibitor
asupra cresterii asociate a peroxidarii lipidelor precum si o accentuare a activitatii
SOD Ia organismele expuse.

Studiile in vitro arata ca aceleasi extracte apoase de propolis prezintd prin
aceeasi activitate antioxidantd o buna protectie hepatici (RODRIGUEZ si col.,
1997; BASNET si col., 1996; LIN si col., 1997; BASNET si col., 1996(2);
MERINO si col., 1996; MARKHAM si col., 1996; GIURGEA si col., 1987) [78,
81, 82, 83, 50, 84, 85]. Aceste extracte protejeaza Tmpotriva eliberdrii de lactat-
dehidrogenaza glutathion-dependenta si impotriva formarii de peroxizi lipidici.
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Revenind asupra efectelor sinergice ale compusilor din propolis (CHENG
st WONG, 1996) [57] trebuiesc mentionate efectele antioxidante ale balsamului de
propolis in inhibarea linoleatului de metil de catre benzil-cafeat.

Flavonoizii i in acest caz propolisul s-au dovedit un excelent mijloc
natural in inhibarea puternica a xenobioticelor — cum este cazul intoxicarii induse
cu tetraclorura de carbon si intoxicatia alcoolica la nivelul ficatului (GIURGEA si
col., 1987) [85]. Tetraclorura de carbon CCl4 produce un radical foarte toxic si
foarte reactiv — CCl13 implicat In peroxidarea lipidelor sau legarea covalentd cu
macromoleculele esentiale la nivelul hepatocitelor.

Bioflavonoizii participd ca antioxidanti la metabolizarea acestor
xenobiotice prin sistemul enzimatic al oxidazelor cu functie mixtd; se stie ca
activitatea enzimaticd este prima tintd a substantelor toxice si ale derivatilor
acestora. Efectul de protectie este observat in special la nivelul activitatilor succinat
dehidrogenazei (SDH), glutamat dehidrogenazei (GDH) si citocrom oxidazei.

Efectele propolisului in afectiunile hepatice

Efectele propolisului asupra ficatului nu se datoreaza in exclusivitate
actiunii sale antioxidante. Actiunea hepatoprotectoare potentiald poate fi explicata
si printr-o scaddere a nivelului glucozei sanguine §i o crestere a nivelului
glicogenului.

Acizii nucleici (DNA si RNA) prezintd niveluri de concentratie usor
modificate. Scaderea usoarda a nivelului DNA la 10 zile dupa administrarea de
extract etanolic de propolis poate fi interpretatd ca rezultat al inhibarii sintezei
proteice. Se stie ca unele substante din grupa flavonoizilor inhiba sinteza proteica,
iar cei apartinand grupului flavonelor si flavonolilor cu grupari HO in pozitiile 3°-
4’ si 7 sunt potentiali inhibitori ai ribonucleazelor.

Transaminazele (GOT si GPT) cele mai comune enzime verificate n
analizele de laborator, prezintd niveluri variabile, cresteri si descresteri, ceea ce
reflectd fie o inhibare fie o activare a activitatii lor la nivelul tesutului hepatic. O
altd posibila explicatie poate fi si modificarea permeabilitatii membranelor celulare
ce favorizeaza intrarea sau eliberarea lor din celule.

Fosforilaza hepatica prezintd deasemenea niveluri variabile de activitate
la diferite intervale de timp: cresteri la intervale de 10, 30 si 60 de zile si scaderi la
intervalul de 20 si respectiv 90 de zile. In acest caz, flavonoizii intrd in competitie
cu procesul metabolic al adrenalinei, actiune ce este sinergicd cu cea a acidului
ascorbic (vitamina C). 1n acest caz, flavonoizii pot fi priviti ca factori de
economisire §i protectie pentru adrenalin.

Glucozo-6-fosfataza este o enzimd esentiald dar nu specifica pentru
gluconeogeneza. Activitatea acestei enzime reflectd capacitatea tesutului hepatic de
a sintetiza glucoza. Urmare a administrarii de extract de propolis se observa o
scadere dupa 10 zile si respectiv 90 de zile si o crestere a activitatii sale dupa un
interval de 30 de zile de la aplicare.
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Steatoza hepatica este rezultatul acumuldrii de acizi grasi la nivelul
tesutului hepatic ca sursd de energie pentru hepatocite, datoritd consumului excesiv
de alcool. O altd potentiald cauza este eliberarea de catecholamine, care prin
lipoliza periferica, genereazd producerea de acizi grasi ce sunt directionati spre
ficat pentru sinteza lipidelor.

Efectele propolisului asupra séingelui

Principalii parametri ce sunt studiati in testele sanguine sunt cei legati de
elementele figurate: eritrocite si leucocite.

Viteza de sedimentare a eritrocitelor (VSH = ESR) prezintd o puternica
descrestere dupa 10 zile de la administrarea extractului etanolic de propolis.

Continutul in hemoglobina prezintd o scadere dupd 10 zile si apoi o
crestere dupa 20 de zile de la administrare.

Leucocitele, in special limfocitele prezintd o crestere a numarului dupa 10
zile. O explicatie valabild atat pentru VSH si numarul de leucocite este efectul de
stimulare a sistemului imunitar a acestui preparat. Limfocitele elaboreazd globuline
serice 1n special fractiunile gamma si beta care detin o pozitie cheie in apararea
imund a organismului.

Efectele propolisului asupra pancreasului endocrin

Studiile efectuate pe animale de laborator prezintad o crestere a numarului
de insulite Langerhans si ca rezultat o hipersecretie de insulind. Nivelul crescut de
secretie de insulind determind o scddere a nivelului glucozei sanguine si o
acumulare sporitd de glicogen in ficat si alte organe. In acest caz se poate trage o
concluzie: extractul de propolis potenteaza actiunea hipoglicemianta a insulinei.

Studii recente care au folosit un derivat cu magneziu al rutozidului au
demonstrat efectul hipoglicemiant al acestui compus flavonoidic (RABINOVITCH
si col.,, 1994; YAMAUCHI si col., 1992) [86, 87]. Se stic de asemenea ca in
diabetul zaharat de tip I (IDDM - insulin-dependent diabetes mellitus) distrugerea
celulelor beta din insulele lui Langerhans este mediatd de un mecanism autoimun
sau un proces inflamator ce implica radicalii liberi. S-a propus ca interleukina 1B
(IL-1beta) joaca un rol important atdt in medierea distrugerii cat si a disfunctiei
celulelor beta ceea ce Inseamna generarea de specii reactive de oxigen — inclusiv
NO (monoxid de azot) si in final inhibarea functiei mitocondriale §i provocarea
mortii celulelor prin apoptoza (MATSUSHIGE si col., 1996; TURK si col., 1993;
UCHIGATA si col., 1982) [44, 88, 89]. Trei functii la nivelul celulelor beta cum
sunt:

* activitatea de radical scavenging
* actiunea de inhibare a IL-1B
* inhibarea actiunii NO sintazei
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au un rol foarte important in provocarea diabetului zaharat insulino-dependent.
Studiile au aratat ca extractul apos de propolis prezintd o foarte puternica actiune
de radical scavenging (MATSUSHIGE si col., 1995) [90], precum si de inhibare a
IL-1B si a NO sintazei.

Actiunea antiinfectioasd-antimicrobiand a propolisului

Asa cum s-a mentionat deja, cea mai mare atentie a fost acordatd
capacitatii propolisului de a combate starile infectioase locale si generale.
GRANGE si DAVEY (1990) [70] au aratat ca o fractie hidrosolubila termostabila
din propolis, care este stabila la liofilizare, este foarte eficientd impotriva infectiei
TBC produsa de Mycobacterium tuberculosis.

La utilizarea asociatd cu unele antibiotice, eficacitatea si durata de actiune
a extractului de propolis este mult accentuata iar respectivele microorganisme nu
dezvoltd rezistenta la antibiotice. La administrarea interna, propolisul nu produce
disbacterioze ci o stimulare a factorilor imuni specifici §i non-specifici si ca
rezultat o crestere a rezistentei generale a organismului.

Conform celor deja mentionate principalii compusi responsabili pentru
aceastd importantd actiune a propolisului sunt esterii acizilor fenolici cu alcooli
aromatici. Cand se constatd absenta unei cantititi dozabile de ulei volatil,
eficacitatea propolisului nu este aceeasi. Deaceea o importanta conditie de calitate
a propolisului este existenta fractiunii volatile. Cu cét propolisul este mai aromat cu
atat este mai eficient.

Actiunea antimicrobiand a propolisului 1l recomanda a fi aplicat in diferite
domenii medicale:

e boli digestive: enterite, diaree cronica, colibaciloza digestiva

* Dboli genito-urinare: orhite, orhiepididimite, prostatite etc.

* Dboli respiratorii: bronhopneumonie cronicd, TBC pulmonar, TBC
limfoganglionar, TBC renal

* boli ORL acute si cronice: rinite, rinofaringite, laringo-traheo-bronsite,
amigdalite, otite medii §i externe, mezotimpanite

* boli oftalmice: infectii bacteriene si virale ale polului anterior ocular:
blefarite, conjunctivite, rani la nivelul ochilor

e boli dermatologice: piodermitd profundd, TBC cutanat, rani infectate,
intertrigo cu diateza exudativd suprainfectat cu Candida albicans, acnee
juvenild, infectii streptococice

e Dboli ale noilor-ndscuti si sugarilor: tratamentul moniliazei (Monilia
albicans)

* boli ginecologice: infectii bacteriene mixte ale colului uterin si vaginale,
trichomoniaza si micoza vulvo-vaginala.
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Principalele tipuri de preparate cu propolis utilizate deja in domeniul

medical sunt prezentate ca:

unguente
solutii
spray-uri
aerosoli
ovule
supozitoare
tablete
capsule
siropuri
colutorii
colire
Pentru viitor specialistii din domeniul medicinei si farmacologiei trebuie sa

reflecteze asupra unor formule de preparate menite sa stimuleze reactia fagocitara.

Actiunea vulnerard a propolisului (capacitatea de vindecare a ranilor)

Aceastd capacitate este rezultanta a mai multor efecte diferite dar

competitive. Propolisul nu actioneaza numai ca agent epitelizant ci si ca:
antiinfectios, emolient, anestezic local si antiedematos (datorita cerii) ci §i ca agent
producitor de rapida refacere a circulatiei sanguine la nivelul capilarelor.

Aceste efecte au fost semnalate in tratamentul diferitelor rani:

arsuri induse experimental

aplicatii post-chirurgicale

rani perianale

necrozari de tesuturi

arsuri accidentale (chimice sau termice)

plagi atone (ulcere trofice ale membrelor inferioare)

Farmacodinamia capacitatii de vindecare a ranilor consta in 2 etape:
blocarea actiunii agentilor infectiosi inceperea proceselor mucolitice si de
descuamare in zona necrozata;

stimularea procesului de granulatie — favorizand astfel reactia naturala a
organismului de a activa procesele regenerative si intensificarea proliferarii
epiteliale.

Aceste procese sunt insotite de:
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Denumirea de vitamina P (factor de permeabilitate) a fost aplicata anterior
unui grup de flavone (hesperedina, eriodictina, quercetina si rutozidul).

In ulcerele cronice de gambi, propolisul contribuie la restructurarea
membranelor capilare, producerea vaselor de neoformatie si  imbunatatirea
proceselor metabolice celulare si tisulare locale prin:

* reducerea anorexiei tisulare
* reactivarea proceselor enzimatice
* favorizarea restructurarii substantei fundamentale dezorganizate.

Aplicarea propolisului limiteaza largirea cicatricelor si reduce o serie de

fenomene secundare ca: Inmugurirea, formarea de eczeme.

Actiunea antiedematoasd

Propolisul poate fi aplicat intern sau extern in diferite afectiuni
inflamatorii. Actiunea antiedematoasa este sustinuta de un complex de alte actiuni:
analgezica si anestezica.

Diferite preparate pe baza de propolis sunt aplicate pentru diferite procese
inflamatorii acute sau cronice ale urechii medii, conditii infectioase si toxice ale
membranei meningeale si ale gingiilor.

Actiunea anestezicd locald si generali

Propolisul este unul dintre produsele care s-a dovedit a fi un foarte bun
agent anestezic.

In aplicatii locale el prezinti o activitate de 3,5 ori mai mare decit a
cocainei si de 5,2 ori mai mare decat a procainei (GHISALBERTI, 1979) [7].

In doze constand in 0,012 g/kg corp, el produce la animale o anestezie
generald ce poate dura 45 minute. Aplicat oral, in chirurgia veterinard (la oi si
caini) efectul anestezic se instaleazd im 2-5 minute iar animalele nu prezintd
modificari de puls, respiratie si temperatura si nici disparitia excitabilititii de
reflex.

Alte actiuni ale propolisului: radioprotectoare, antiastmaticd

Studiile au aratat cd solutii radioopace de propolis pot fi aplicate in
tratamente topice ( unguent de propolis cu lanolind) pentru prevenirea aparitiei
radiodermitelor datorate terapiei cu raze X sau radioterapiei in tratamentul
cancerului. Produsele farmaceutice pe baza de propolis pot accelera vindecarea
leziunilor produse de aceste tipuri de terapii.
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Propolisul s-a dovedit de asemenea un excelent mijloc de tratament al
astmului bronsic, a tulburdrilor neuro-psihice etc. Rarirea sau incetarea atacurilor
de astm se datoresc unui complex de actiuni:

e anestezica

* antialergica

e antiinflamatoare

e eutrofica locala

e imunostimulatoare

e crestere a secretiei endogene de cortizol (in limite fiziologice) printr-o
hipertonie globala, lenta, minora, hipotalamo-hipofizara.

In tulburarile neuro-psihice (sindromul de stress, astenie, migreni si
restaurarea echilibrului somn-veghe, scleroza multipla (scleroza in placi), distrofie
musculara progresivéa, boala Parkinson, sindromul subiectiv de traumatism cranian,
anorexie mentald) propolisul s-a dovedit de asemenea a avea efecte benefice.

Extractele apoase de propolis sunt dovedite a avea un puternic efect asupra
sistemului nervos autonom cu actiune perifericd asupra transmiterii influxului
nervos si vasodilatatie la nivelul retelei sanguine.

Forme de aplicare a propolisului in diferite tratamente

Asa cum s-a mentionat anterior existd deja diferite forme de prezentare
pentru produsele pe baza de propolis.

Incepand cu suplimentele alimentare sau bauturi tonice, propolisul poate fi
introdus in diferite formule.

Produsele farmaceutice (tablete, unguente, aerosoli, solutii, spray-uri,
capsule, emulsii, suspensii, instilatii pentru nas si ochi, supozitoare, ovule,
pansamente etc.) pot fi obtinute folosind fie tincturi, extracte alcoolice (extract
fluid, extract spiss) sau extracte hidrosolubile de propolis, etc.

Propolisul poate fi utilizat si in forma sa naturala, ca produs brut, cu
conditia ca impuritdtile sa fie indepartate cu atentie. Multi apicultori care sunt
obignuiti cu propolisul, mestecd buciti mici de produs brut. Oamenii din epoca
noastra care sunt pusi fata in fata cu dezvoltarea societatii si ritmul vietii moderne
sunt din pacate fortati sa utilizeze produse mai usor de administrat — capsule,
tablete, spray-uri, etc.
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Propolisul poate fi de asemenea utilizat in asociere cu alte produse
farmaceutice, dietetice sau cosmetice, care in anumite cazuri poate imbunatati
efectele terapeutice ale acestora.

Acesta este principalul motiv pentru care multi cercetitori Incearca sa
dezvolte noi metode de extractie, preparare, analiza si conservare a propolisului
pentru a-i standardiza actiunile la nivel biologic si pentru a putea utiliza acest
produs, beneficiind de efectele sale terapeutice.

De fapt, aceasta este singura conditie prin care propolisul poate penetra in
productia de farmaceutice cu eficacitate uniforma si constantd si poate deveni un
mijloc valoros intre terapeuticele naturale.

Concluzii

Propolisul a devenit in ultimele decenii unul dintre produsele majore ale
stupului, el fiind utilizat pe scara larga in medicina traditionala.

Studiile asupra compozitiei sale au relevat o mare diversitate de compusi
cu actiune biologica nsemnaté la nivelul organismului uman. Totusi, compozitia
chimica a propolisului nu este constanta si nici reproductibila, ea variind in functie
de zona geografica si de sursa vegetald vizitatd de albine pentru colectarea
materiilor prime din care este produs.

Diversitatea de compozitie chimica presupune asa cum s-a aratat i gasirea
unor solventi specifici pentru grupele de compusi cu actiune biologicd si
farmacoterapeutica.

Primele Incercari de solventare au pornit tot de la activitatea din apicultura,
unde practicianul a constatat ca petele de maini produse de contactul si aderenta
puternica a produsului pot fi eliminate prin folosirea de alcool sau produsi
petrolieri.

Studiile comparative efectuate cu diferiti solventi organici : alcool metilic,
alcool etilic, acetond, propilen-glicol, dimetil-sulfoxid au relevat solubilitati diferite
ale diferitelor esantioane de propolis prelevate din diferite regiuni geobotanice.
Oricum in toate esantioanele de propolis studiate componentii predominanti sunt
compusi flavonoizi (flavone, flavanone, flavonoli), acizi fenolici si derivati ai
acestora — compusi care si-au demonstrat actiunea biologica puternicd 1in
experimente de laborator si clinice.

Intre toti solventii mentionati se pare ca cel mai activ si care a fost adoptat
de lumea stiintifica pentru majoritatea studiilor fundamentale este alcoolul etilic si
acesta folosit in diferite concentratii pentru prepararea de diferite tipuri de tincturi,
extracte, solutii hidroalcoolice, aceasta in mod deosebit pentru aplicatiile interne.
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Pentru aplicatiile externe, gama de solventi specifici cuprinde atat alcoolul etilic cat
si propilen-glicol, DMSO , etc.

Conform parerilor specialistilor japonezi, pentru propolisul de provenienta
braziliand — cea mai bund solventare a fost oferitd de o solutie alcoolica de 80% -
rezultate exprimate prin spectrele de absorbtie in UV si absorbanta maxima
obtinutd la lungimea de unda de 290 nm, stiut fiind faptul cd majoritatea
compusilor flavonoizi absorb 1n acest domeniu spectral.

Eficienta solventilor de extractie a fost verificatd si prin studii asupra
actiunii antioxidante a extractelor de propolis obtinute. $i in acest caz se pare ca
alcoolul etilic ofera cele mai relevante valori.

Marea diversitate de extracte de propolis obtinute in diferite laboratoare ale
lumii a fost riguros testatad pentru identificarea actiunilor biologice specifice. $i
aceste studii au fost determinate tot de evidenta rezultatelor obtinute empiric in
medicina traditionala din diferite regiuni ale lumii.

Extractele de propolis, dar mai ales fractiunile active ale acestui produs —
flavonoizii, compusii quinonici etc.- prezintd o paleta foarte largd de actiuni intre
se pot mentiona:

* actiunea bacteriostatica si bactericida

e actiunea antialergica dar paradoxal si alergena

e actiunea antivirald si antifungica

* actiunea antixidantd

e actiunea imunomodulatoare ( propolisul actioneazd ca un stimulent nespecific
dar si specific al sistemului imunitar, deci ca o substantda de BRM — biological
response modifier ( modificator al raspunsului biologic)

e actiunea citotoxica si antitumorald

e actiunea cicatrizanta si epitelizanta

si spectrul de actiuni se poate detalia ca rezultat al acestor actiuni principale, la

diferite niveluri ale organismului uman.

Evidentierea proprietatilor biologice si terapeutice ale propolisului a
condus la cautarea si realizarea unor solutii tehnologice originale de obtinere a unor
extracte standardizate cu aplicativitate in terapeutici. Marea lor majoritate de
bazeaza pe realizarea unor extracte alcoolice concentrate in principii active prin
aplicarea unor tehnologii blande, neagresive care sa permitd utilizarea fractiunilor
active in diferite aplicatii terapeutice. Problema majord a extractelor de propolis
ramane insa la nivel mondial gasirea unor solutii de standardizare a produsului.

Standardizarea propolisului este insd, la ora actuald o misiune destul de
dificila, avand in vedere diversitatea compozitionald a produsului. Incercarile de
standardizare In functie de originea geobotanicd reprezinta un astfel de parametru,
dar nici acesta nu oferda un maxim de reproductibilitate a rezultatelor, deoarece si
aici se produc variatii climatice, sezoniere, ponderea unor anumite specii vegetale,
etc. Totusi o caracterizare conform originii geobotanice reprezintd un parametru de
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pornire de la care se pot aprofunda studiile pentru caracterizarea componentei
biochimice cu actiune biologica.

Avand 1n vedere sinergismele de actiune dintre diferitele grupe de compusi
prezenti in produs, actiunea biologica ar putea constitui un parametru deosebit de
important indiferent de originea geografica. Un exemplu in acest sens 1l constituie
actiunea antibacteriana si antivirala a produsului recoltat atit din zona de climat
temperat (Europa si Asia) dar si a celui recoltat din zone tropicale si sub-tropicale (
cazul diferitelor tipuri de propolis cubanez a caror compozitie este complet diferitd
de cea a diferitelor alte tipuri de propolis european sau asiatic). Deasemenea,
actiunea anti-tumorald se pare cd este foarte specifica si puternicd pentru diferitele
tipuri de propolis brazilian in care compusi de tipul artepillinei C si a clerodan-
diterpenoidului actioneaza in diferite tipuri de tumori, fara nsa a neglija actiunea
esterului fenetilic al acidului cafeic si ai altor derivati ai acidului cafeic (esteri de
tipul CAPE), compusi specifici propolisului din zonele europene si asiatice.

Studiile viitoare ce stau in atentia specialistilor iIn domeniul nutritiei si
terapeutice au oricum ca scop principal gésirea unor solutii pentru standardizarea si
fundamentarea introducerii acestui valoros produs apicol in consumul uman sub
forma de suplimente alimentare cu rol de Intretinere a sanatatii (profilaxie) dar si in
practica medicald curentd, alternativa naturala lipsitd de efectele nocive sau
secundare produse uneori de chimioterapia unor afectiuni.
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