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RESUMDPO

Objetivo: Avaliar a acdo cicatrizante de prépolis verde e vermelha, correlacionando ao teor de flavonoides Métodos: Foi realizada
a quantificacdo de flavonoides totais dos extratos etandlicos de prépolis verde e vermelha para posterior incorporacdo em pomada
base a 20%. Utilizou-se 20 ratos Wistar distribuidos em quatro grupos: solucdo salina a 0,9% (S), pomada base (B), pomada prépolis
verde (G), pomada propolis vermelha (R), todos submetidos a confeccdo de lesdes excisivas na regido mediana do dorso. Os ratos
foram tratados diariamente durante 15 dias. Neste periodo foram observados peso; temperatura corporal; diametro das feridas.
Para anélise histoldgica, amostras das feridas foram coletadas. Ao fim do experimento foram realizadas coleta sanguinea e remocao
do rim e figado para andlises bioquimica e histologica. Resultados: Os teores de flavonoides totais das prépolis verde (4,50 %) e
vermelha (5,92 %) foram elevados (>2 %), mas, embora a segunda apresente teor maior que a primeira, a evolugdo da propolis
verde, macro e histologicamente, foi melhor na reparacao das feridas. Nao foram observadas nefro ou hepatotoxicidade, resultado
corroborado pelos ensaios bioguimicos (TGP e albumina). A prépolis influiu na reducao de colesterol total, triglicerideos e glicemia.
Conclusao: Nao foi possivel correlacionar o teor de flavonoides totais com a acdo cicatrizante da prépolis. O dado revela a
necessidade da elucidacao dos flavonoides encontrados em cada classe de prépolis para desvendar qual (ou quais) flavonoide(s)

seria(m) representativo(s) no processo cicatricial.

Descritores: Propolis. Agentes biolégicos. Cicatrizagdo. Flavonoides. Ratos.

INTRODUCAO

atores como a biodiversidade nacional e a possibilidade
de acesso com menor custo fazem dos produtos natu-
rais e seus subprodutos importantes alternativas terapéuti-
cas. A propolis é um opoterapico, que tem seus primeiros
registros de utilizacdo pelo homem, remetidos a 300 a.C".
Desde a década de 80 este produto vem sendo
largamente utilizado em suplementos alimentares como
preventivo de enfermidades, devido as suas boas caracte-
risticas organolépticas. A composicdo da prépolis é deter-
minada principalmente pelas caracteristicas fitogeogréficas
existentes ao redor da colmeia, mas também sofre influén-
cia sazonal em uma mesma localidade?.
Ja foram identificadas mais de 200 substancias
em proépolis de diferentes localidades, incluindo acidos
fendlicos, flavonoides, ésteres, diterpenos, sesquiterpenos,

lignanas, aldeidos aromaticos, alcoois, aminoacidos, aci-
dos graxos, vitaminas e minerais?. Isso justifica a gama de
propriedades bioldgicas obtidas, como antimicrobiana,
antioxidante, anti-inflamatéria, imunomodulatéria,
hipotensiva, cicatrizante, anestésica, anticancer, anti-HIV,
anticariogénica, dentre outras. Seu uso como anti-inflama-
tério e cicatrizante com sucesso ¢ atribuido ao alto teor de
flavonoides®.

Dada a importancia dos flavonoides para a
propolis, eles sao considerados como uma espécie de
marcador, de forma tal que um ensaio que comprova a
qualidade desta propolis é a quantificacdo de flavonoides
totais. A atividade farmacolégica desses compostos se deve,
principalmente, as suas caracteristicas estruturais, enquan-
to composto triciclico, e a presenca de radicais ligados aos
seus anéis®. No entanto, havendo na regiao Nordeste gran-
de diversidade de grupos de prépolis, classificados em fun-
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cdo de sua composicao fisico-quimica, ha também,
consequentemente, grande variancia no teor de
flavonoides, o que deve, entdo, influenciar na atividade
cicatrizante, sendo o objeto da presente investigacao.

A proépolis do arbusto alecrim-do-campo
(Baccharis dracunculifolia), conhecida como prépolis ver-
de, é produzida nos apices vegetativos desta planta, que é
invasora em varias regides do Brasil®. A propolis vermelha
é classificada como o 13° tipo de propolis brasileira, desco-
berta em colmeias localizadas no caule de arbustos de
manguezais, nos estados de Alagoas, Paraiba, Pernambuco,
Sergipe e Bahia, situados no Nordeste do Brasil. Foi obser-
vado que as abelhas coletam o exsudato vermelho da su-
perficie dos buracos feitos pelos insetos no tronco de
Dalbergia ecastophyllum (L) Taub., conhecida como “rabo-
de-bugio”, sendo essa a origem botanica atribuida a propolis
vermelha’.

Assim, o presente trabalhou buscou comparar a
acao cicatrizante das propolis verde e vermelha,
correlacionando ao teor de flavonoides.

METODOS

O projeto deste estudo foi submetido ao Comité
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de
Alagoas e aprovado sob n° 010200-2011-82,

A avaliacao do teor de propolis foi feita a partir
da quantificacdo de flavonoides totais. Para tal, foi
construida uma curva padrao com quercetina di-hidratada,
tomada como substancia de referéncia (Figura 1).

Foi feita uma solucdo de cloreto de aluminio a
2,5 %, retirado TmL desta solucdo e adicionado 9,1 ou
8,8ml das prépolis vermelha e verde e em seguida coloca-
dos em baldes de 25 ml, completando o volume com etanol.
Seguiram-se diluicoes até concentracdes finais de 0,174 e
0,184 mg/ml de prépolis vermelha e verde, respectivamen-
te. Decorridos 30 minutos, foi tomada a leitura de cada
solucdo a 425nm em espectrofotémetro Shimadzu.

A pomada base foi preparada misturando-se
lanolina e vaselina (3:7) fundidas. Os extratos etandlicos
de propolis verde e vermelha foram incorporados na base
na concentracdo de 20% para aplicacao topica®.
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Figura 1 - Curva padrdo de quercetina di-hidratada.

Neste experimento, foram utilizados 20 ratos
machos Wistar (Rattus norvegicus albinus) com idade de
trés meses e peso corpoéreo de 200 + 25g, provenientes do
biotério central da Universidade Federal de Alagoas. Os
animais foram mantidos em ambiente climatizado (20 -
22°C), sob iluminacao artificial, com ciclo claro-escuro a
cada 12 horas, acondicionados em gaiolas individuais, con-
tendo forro de maravalha, com livre acesso a racdo e agua.

Os primeiros 15 dias antes da operacdo foram
considerados como periodo de quarentena, visando identi-
ficar possiveis variaveis que interferissem nos resultados.
Apos esse periodo, os ratos foram distribuidos aleatoria-
mente em quatro grupos: solucao salina a 0,9% (S), po-
mada base (B), pomada propolis verde (G) e pomada
propolis vermelha (R).

Para realizacdo do procedimento cirdrgico, 0s
animais foram pesados e, em seguida, anestesiados com
thiopental sédico 40mg/kg por via intraperitoneal. Apds
inducdo anestésica, procedeu-se a epilacdo, seguida de
antissepsia do local com clorexidina a 2% e confeccao
das lesdes com o auxilio de um punch com diametro de
1,2cm.

Em cada animal foram realizadas quatro lesbes
excisivas na regido mediana do dorso, com retirada do te-
cido cutaneo, expondo a aponeurose. Em seguida, os ra-
tos foram submetidos aos seus respectivos tratamentos com
o auxilio de seringas estéreis de 1ml de pomada especifica
para cada grupo. Os curativos foram realizados diariamen-
te durante 15 dias; a cada nova reposicao da medicacao,
as feridas eram lavadas com solugao fisiolégica 0,9% para
a remocao de crostas e residuos. No decorrer desta quin-
zena, no segundo, sexto, 11° e 15° dias pds-operacao fo-
ram observados: peso do animal; temperatura corporal;
diametro das feridas e retirada de peca das lesdes (n=1
por grupo), identificadas e armazenadas em formaldeido a
10% para realizacao da andlise histologica. Ao fim do ex-
perimento, os animais foram pesados, anestesiados
(thiopental sédico 40mg/kg), submetidos a toracotomia,
seguida da puncao cardiaca para coleta sanguinea, foram
coletados 3 ml de cada animal, apos a laparotomia foram
removidos rins e figado para analise bioquimica e
histolégica, respectivamente.

Na andlise macroscépica das feridas, verificou-
se a ocorréncia de inflamacao, granulacdo e epitelizacao.
No estudo de microscopia 6ptica, foram avaliados os se-
guintes parametros: células inflamatérias (macréfagos),
neovascularizacdo, rede de fibrina, tecido de granulagao,
fibras colagenas, vasos completos e epitelizacdo. Em ambas
as avaliacoes atribuiram-se quatro graduacdes pelo méto-
do de cruzes: 0 (ausente), + (pouca), ++ (moderada) e
+++ (intensa)®. Nas andlises bioquimicas, utilizaram-se
métodos enzimaticos de tais parametros: colesterol total,
triglicerideos, glicose, albumina e transaminase glutamica
pirdvica (TGP). Os resultados foram obtidos por
espectrofotometria de absorbancia em 500nm, 505nm,
630nm e 340nm.
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RESULTADOS

A tabela 1 traz os resultados dos ensaios
espectrofotométricos realizados com a prépolis verde e
vermelha para determinagao dos teores de flavonoides to-
tais, expressos como equivalentes de quercetina. Observa-
se que o teor de flavonoides totais da propolis vermelha
(5,92 %) é maior do que o verde (4,50 %).

A figura 2 mostra as curvas das médias obtidas
apos a avaliacdo do diametro das lesdes (A), do peso do
animais(2B) e da temperatura média(2C).

Pela figura 2A pode-se observar a reducao dos
diametros médios das lesées durante o tratamento dos gru-
pos e que as diferencas encontradas nao sao estatistica-
mente significativas. No entanto, em nenhum dos grupos
foi observada re-epitelizacao total das feridas.

Na figura 2B, que ilustra a média dos pesos dos
animais por grupo no decorrer do experimento, observa-se
qgue o peso diminuiu, mas, a medida que os respectivos

Tabela 1 - Quantificacdo do teor de flavonoides totais.

tratamentos eram feitos, ele foi sendo restabelecido. O
comportamento foi o mesmo em todos os grupos.

A temperatura foi um fator que variou conforme
05 grupos, pois seus valores mantiveram-se estaveis ao longo
do experimento quando o tratamento foi a salina ou po-
mada base, mas foi observada elevacdo no tratamento
com a propolis apds a realizacao da operacao, que se res-
tabeleceu com o tempo (Figura 2C).

A tabela 2 relaciona as fases da cicatrizacao. A
inflamacao esteve presente em todos os grupos até o final
do experimento. A granulagdo esteve ausente no 11° dia
pds-operacao nos grupos tratados com proépolis verde.e
vermelha, uma vez que a epitelizacdo moderada ja tinha
se instalado. No 15° dia pds-operacao a epitelizacdo com-
pleta foi observada nos animais tratados com a pomada
de propolis verde.

A andlise das lesdes do grupo da pomada de
propolis verde mostra que os dados macroscépicos (diame-
tro das lesdes, peso e temperatura média dos animais)

Tipo de prépolis Absorbancia Média = Desvio-padrao Concentragdao (mg/ml) Teor (%)
Vermelha 0,632
0,676 0,580 = 0,106 0,174 5,92
0,431
Verde 0,413
0,426 0,440 = 0,029 0,184 4,5
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Legenda: S = solucdo salina a 0,9%, B = pomada base; G = pomada prdpolis verde; R = pomada prépolis vermelha

Figura 2 - Curvas das médias dos pardmetros observados: A- didmetro das lesées; B- peso; C- temperatura.

Tabela 2 — Fases da cicatrizacdo observadas com a utilizacdo de solucao salina a 0,9% (S), pomada base (B), pomada de propolis
verde (G) e pomada de prépolis vermelha (R), em dois, seis, 11 e 15 dias de tratamento.

Fases da 2 dias 6 dias 11 dias 15 dias

Cicatrizagao S B G R S B G R S B G R S B G R

Inflamacao + + o + ++ o+ ++ ++ +++ +++ + ++ + o+ o+ +

Granulacao 0 0 0o + + o+ o+ + +  ++ 0 0 0 + 0 0

Epitelizagao 0 0 0 O 0 0 0 0 + + ++ o+t ++

Legenda: ausente: O; pouca: +; moderada: ++ ou intensa: +++
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Figura 3 - Transaminase glutamica piravica (A) e albumina sérica (B) verificada no ultimo dia de experimento.
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Legenda: S = solucao salina a 0,9%, B = pomada base; G = pomada prdépolis verde; R = pomada prépolis vermelha

Figura 4 -

corroboram com os histolégicos conforme a presenca de
macréfagos, neovascularizacdo, rede de fibrina e tecido
de granulacdo, vasos completos, fibras coldgenas e
epitelizacdo. A andlise histolégica do figado e rim estavam
em suas normalidades, nao apresentando toxicidade.

Os testes de albumina e transaminase glutamica
pirtvica (TGP), figura 3A, e albumina sérica, figura 3B,
ratificam o resultado, j4 que nao foi observado nenhum
comprometimento hepético, ou seja, da sua funcao.

Ja quando avaliada a acao dos grupos tratados
com as pomadas de propolis verde e vermelha sobre o
perfil lipidico dos animais, verificou-se que elas foram ca-
pazes de diminuir tanto os niveis de colesterol total (Figura
4A), quanto os de triglicerideos (Figura 4B). Ainda foi ob-
servada uma acao hipoglicemiante com estes mesmos tra-
tamentos, que pode ser conferida pela figura 4C.

DISCUSSAO

No presente estudo, os valores de flavonoides
totais encontrados para as propolis verde e vermelha fo-
ram superiores aos ja descritos na literatura, como reporta-
do para a amostra de propolis verde de Cabretva - SP
(2,641%)’ e para amostra de uma prépolis vermelha oriun-

Niveis de colesterol total (A), de triglicerideos (B) e de glicose (C) verificados no ultimo dia de experimento.

da de Macei6 - AL (3,291%) e de uma regiao de caatinga
em Cabo Verde - BA (3,148%)°. O resultado remete as
inUmeras variaveis que podem estar envolvidas, seja no
gue se refere aos fatores naturais, como a sazonalidade e
a flora de cada regido, seja no que se refere ao processo
extrativo e as condicdes utilizadas®.

O primeiro parametro avaliado no estudo in vivo
foi o diametro das lesdes dos animais durante o tratamen-
to dos grupos. Apesar da reducdo dos diametros médios
das lesdes com o tempo, resultante do processo cicatricial,
em nenhum dos grupos foi observada epitelizacdo total
das feridas. Este experimento obteve resultados diferentes
dos encontrados na literatura®>™. O grupo de Rahal, que
realizou um estudo em feridas limpas com ratos com po-
mada de prépolis verde (nao menciona a concentragao),
mostrou resultado mais significativo na reducao das lesoes
tratadas com propolis em relacdo as lesbes tratadas com
solucao fisiolégica a 0,9%. O tratamento também levou a
total epitelizacao no 14° dia do experimento.

Um estudo em feridas limpas com ratos, tratan-
do-os com creme base contendo propolis verde a 20% e
creme base contendo cha verde na concentracao de 20%
ndo mostrou diferencas significativas entre os compostos
avaliados (salina, creme base, creme de propolis 20% e
creme de cha verde 20 %), mas foi verificada total cicatri-
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zacdo no 15° dia de experimento em todos os grupos®. Um
dado interessante ja bastante conhecido é a importancia
de se manter a ferida limpa no processo de cicatrizacao,
visto que as lesdes tratadas com solucao fisiolégica a 0,9%
cicatrizaram na mesma proporcao das lesdes tratadas com
as pomadas testes.

O comportamento sobre a média dos pesos dos
animais também foi o mesmo em todos os grupos. A redu-
¢ao do peso nos primeiros dias é provavelmente atribuida
ao procedimento cirurgico, pois foi restabelecido no decor-
rer do experimento.

Outro estudo relata que, nas primeiras 48 horas
de pos-operatorio, pode se observar elevacdo da tempera-
tura até 38°C consequente a elevacao do metabolismo e
ao trauma cirdrgico''. Mas, como as temperaturas se ele-
varam somente nos grupos tratados com as prépolis, pode
se relacionar o resultado a sua atividade imunoestimulatéria.
A propolis promove a ativacdo de macréfagos, desempe-
nhando um papel fundamental na defesa do organismo,
através da fagocitose, geracdo de radicais livres, media-
cao de processos inflamatérios e secrecao de uma varieda-
de de substancias bioquimicamente diferentes, como
enzimas, citocinas e componentes do sistema complemento;
também pode ser observado o incremento das respostas
imunes celular e humoral™.

Segundo as avaliacdes macroscopicas e
histolégicas, o grupo dos animais tratados com prépolis verde
se destacou. E, apesar das analises histopatoldgicas indi-
carem que a propolis ndo apresentou toxicidade renal ou
hepatica (corroborada pela bioquimica), ela implicou em
alguns efeitos sistémicos.

No que diz respeito ao efeito sobre o perfil lipidico
dos animais, alguns estudos afirmam que substancias
antioxidantes possuem propriedades que revertem a
disfuncao endotelial causada pelo excesso de colesterol
total e também reduz o nimero de eventos coronarios. A
propriedade antioxidante é justificada pela presenca dos
flavonoides, que ainda ndo tem seu mecanismo de acao
conhecido, mas propde-se que haja relagdo com a inibicao

ABSTRACT

da oxidacado das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e
consequente protecdo da aterosclerose’'>. Outro meca-
nismo a ser apontado seria a atividade inibidora sobre a
enzima hidroximetilglutaril-CoA redutase (HMG-CoA
redutase), blogueando a conversdo do substrato
hidroximetilglutaril-CoA (HMG- CoA) em acido mevalonico,
inibindo a biossintese de colesterol, como atuam outros
farmacos, a exemplo das estatinas'®.

A acao hipoglicemiante observada pela propolis
pode ser atribuida aos flavonoides pelos seus efeitos em
doencas croénico-degenerativas, uma vez que estes
metabdlitos secundarios apresentam propriedades contra
os radicais livres, geradores de estresse oxidativo'’, interfe-
rindo, tanto no aumento da liberacdo de insulina pelas
ilhotas de Langherans, como por melhora nos receptores e
aumento no reconhecimento da insulina.

Assim, os resultados in vivo nao mostraram dife-
rencas significativas sobre o processo cicatricial, embora o
grupo tratado com pomada de proépolis verde a 20% tenha
mostrado evolucdo ligeiramente melhor. O dado parece
contradizer a relacdo entre teor de flavonoides e acédo
cicatrizante, relatada em literatura, mas cabe ressaltar que
foram quantificados flavonoides totais; entdo, percebe-se
gue esta correlacdo é inviavel e que provavelmente seria
mais representativa a elucidacdo dos flavonoides encon-
trados em cada grupo de prépolis para desvendar qual (ou
quais) flavonoide(s) seria(m) representativo(s) no processo
cicatricial.

Por fim, cabe ressaltar a importancia do traba-
Iho pela possibilidade de implicacao social, podendo influ-
enciar o acesso a medicamentos pela populacdo menos
favorecida e trazer beneficios a sociedade, ampliando seus
conhecimentos sobre a prépolis e suas aplicacoes.

Em conclusdo, ndo foi possivel correlacionar o
teor de flavonoides totais com a acdo cicatrizante da
propolis. O dado revela a necessidade da elucidacao dos
flavonoides encontrados em cada classe de prépolis para
desvendar qual (ou quais) flavonoide(s) seria(m)
representativo(s) no processo cicatricial.

Objective: To evaluate the healing action of green and red propolis, correlating it with the content of flavonoids. Methods: We
performed quantification of total flavonoids of green and red propolis ethanol extracts for subsequent incorporation in ointment
base to 20%. We used 20 Wistar rats divided into four groups: 0.9% saline (S), ointment base (B), green propolis ointment (G) and
red propolis ointment (R). All animals were submitted to excisional lesions in the midian back region. The rats were treated daily for
15 days. During this period we observed weight, body temperature and diameters of the wounds. For histological analysis, samples
were collected from wounds. At the end of the experiment we performed blood collection and removal of the kidney and liver for
biochemical and histological analyzes. Results: The levels of total flavonoids of green (4.50%) and red (5.92%) propolis were high
(> 2%), but, while the latter showed a content larger than the former, the evolution of green propolis was better in the repair of
wounds, both macroscopically and histologically. There were no nephrotoxicity or hepatotoxicity, a result confirmed by biochemical
tests (ALT and albumin). Propolis influenced the reduction of total cholesterol, triglycerides and glucose. Conclusion: There was no
correlation between total flavonoid contents and the healing action of propolis. This reveals the need for elucidation of the
flavonoids found in each class of propolis to unravel which one(s) would be important for the healing process.

Key words: Propolis. Biological agents. Wound healing. Flavonoids. Rats.
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