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RESUMO: Avaliou-se a atividade antiinflamatdria do extrato etanélico de prépolis — EEP,
sobre o edema desencadeado por carragenina, dextrana e histamina. O EEP apresentou
dose eficaz (DE,;) de 650 mg/kg (v.0), inibindo significativamente o processo inflamatdrio
desencadeado pela carragenina, mas n&o inibiu o produzido por dextrana. O EEP antagonizou
ainda o efeito edematogénico produzido por histamina. Nas tiiceras produzidas por estresse,
o EPP inibiu de forma significativa a geragéio dos diversos tipos classificados. Em todos os
pardmetros analisados no estudo da toxicidade em fase de tratamento subcrénico
(hematolégicos, bioquimicos e histopatol6gicos), o grupo tratado com o EEP nao apresentou
diferen¢a significativa em relagéo ao grupo controle. Desta forma, sugere-se que na dose
de 650 mg/kg (dose eficaz) ndo existe a presenga de efeitos toxicos que possam compromeater
a utilizagdo deste extrato.

Unitermos: extrato etandlico de propolis, antiinflamatdrio, antiilcera gastrica, toxicidade.

ABSTRACT: The antiinflammatory activity of Ethanolic Extract of Propolis — EEP was
evaluated on edema induced by carrageenan, dextran and hystamine. The inflammatory
process induced by carrageenan was significantly reduced by the treatment with EEP (650
mg/kg, p.o), while it did not interfere in the response induced by dextran. The EEP antagonized
the edematous effect produced by hystamine. The EEP promoted a significant inhibition in
the generation of the ulcers induced by stress (p < 0.05). The hematological, biochemical
and histopathological parameters presented no differences between treated and control
groups. Therefore it can be concluded that the effective dose of 650 mg/kg of the EEP has
no toxic effect which may compromise the use of this extract.

Key words: ethanolic, extract of propolis, anti-inflammatory, gastric anti-ulcer, toxicity.

INTRODUGAO )

A prépolis é um produto de composigdo complexa constituida de material gomoso, resinoso
e balsamico. As abelhas usam a prépolis para recobrir a parede da colméia, reforgar os favos,
preencher as fissuras, restringir a entrada, e embalsamar animais. Esta ultima operagio impede o
processo de putrefacéio, devido a atividade antimicrobiana da prépolis (Gallo e Savi, 1995)

Analises laboratoriais revelam que a prépolis é composta de 55% de resina e balsamo,
30% de cera, 10% de Gleos voléteis e 5% de pélen. Estes dados podem variar de acordo com a
regido geogréfica e flora existente. Nas resinas encontram-se vérios componentes que ja foram
isolados e suas estruturas quimicas determinadas. Os principais componentes da propolis séo
flavondides, especialmente flavonas, flavongéis e flavanonas. Foram identificados também acidos
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a-acetoxibetulénico, caféico e ferdlico, e aideidos aromaticos (Putkammer, 1987), entre outros.
A propolis tem grande aplicagao terapéutica e industrial. Suas principais propriedades
sdo: antibidtica, cicatrizante, antiviral, antiinflamatéria, antioxidante, bactericida, analgésica e
anestésica (Putkammer, 1987), entre outras.
Baseado em todos estes aspectos, este trabalho teve como objetivos avaliar a atividade
antiinflamatdria do extrato etanélico de prépolis (EEP), determinando sua dose eficaz a 50%, sua
* possivel agéo antidlcera gastrica, e sua toxicidade com tratamento subcrdnico.

MATERIAIS E METODOS

Obtencéo da matéria-prima (prépolis)

A matéria-prima foi obtida na regido de Oliveira e Bambui no Estado de Minas Gerais, no
més de abril de 1997. As espécies vegetais mais utilizadas pelas abelhas nesta regiao, envolvidas
na produgdo da prépolis, séo as seguintes: Lantana microphyila Cham. (Verbenaceae),
Heterothalamus brumoides Less. (Asteraceae), Lippia microphylla Cham. (Verbenaceae), Vernonia
brevifolia Less. (Asteraceae), Boehmeria candata Sw. (Urticaceae), Vernonia grandifiora Less.
{Asteraceag), e Vernonia ruficoma Schiech. (Asteraceae).

Obtencéo do extrato da prépolis e preparo das amostras.

A propolis bruta foi, apés congelamento, triturada até pé fino, em seguida submetida a
maceragio por 72 horas na presenga de solugdo hidroalcdolica a 70%, e percolada por trés vezes
com fluxo de 50 ml/min. A concentragéo final foi de 10% de sélidos sollveis no extrato etandlico
obtido (residuc seco). Amostras do extrato etandlico de prépolis (EPP) foram colocadas em
placas de petri e deixadas a temperatura ambiente para evaporagéo do conteldo etanclico. Apds
a evaporagdo, o residuo restante foi empregado nos diversos ensaios. As solugbes do EEP para
o tratamento dos animais foram obtidas solubilizando-se o residuo da evaporagéo em solugao de
Tween a 5%.

Perfil cromatografico do extrato etandlico de prépolis (EEP)

Para a andlise do EEP por cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizaram-se as seguintes
condigdes cromatogréficas: sistema de eluigio gradiente multi-linear com fase mével de solugao
de &cido acético 0,8% em agua; 5% de metanol; 0,3% de acetato de aménio (bomba A) e acetonitrila
{(pomba B), comegando com o gradiente contendo 75% do sistema da bomba A/ 25% da bomba
B e terminando com 100% de acetonitrila, com tempo total de andlise de 60 min. O fluxo foi de
iml/min e a detecgdo de varredura entre 250-350 nm. O tempo de reequilibrio da coluna de fase
reversa C-18, utilizando-se a fase mével inicial, foi de 15 min.

Para a andlise de triterpenos, inicialmente o EEP foi resuspenso em solugéo hidrometandlica
5% e deixado em baixa temperatura (4 ¢C) por 24 h. para precipitagéo das ceras. Em seguida, foi
filtrado e submetido & partigéo liquido-liquido com hexano. A fragio hexénica foi concentrada em
evaporador rotatério e analisada por cromatografia em fase gasosa com coluna capilar frente a
padrdes de esterdides e triterpenos de origem vegetal. Para as anélises fot utilizada coluna capilar
de silica fundida HP-50 (50% fenilmetilsilicone), 30m x 0,25mm (didmetro interno), e hidrogénio
na vazdo de 1,5 ml/min como gds de arraste. As temperaturas do injetor e do detector foram
mantidas a 260 °C e 290 °C, respectivamente. O programa de temperatura do forno iniciou com
270 °C, mantidos por 5 min, seguidos de incremento de 1,5 °C/min até atingir 285 °C. A injecéo foi
manual, feita no modo “split” 40:1 e para detecgdo utilizou-se detector por ionizagéo de chamas.
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Avaliagéo das atividades antlinflamatéria e antitilcera géstrica, e da toxicidade subcronica
do EEP '

Animais

Foram utilizados ratos Wistar (machos) com peso em+ormno de 140 - 180 g e camundongos
Swiss albinos {(machos) com peso em tomo de 20-25 g. Os mesmos foram mantidos em jejum por
24 h antes dos experimentos, com livre acesso a dgua.

Via de administragédo do EEP

- O EEP foi administrado inicialmente 30 min antes da injegac do estimulo inflamatério, por
via oral, através de gavage. Para a determinagio da DE_, o tratamento foi realizado 30 min
depois da aplicagdo do agente inflamatdrio.
Determinagao da dose eficaz 50 (DE_))

A DE,, foi determinada baseando-se no edema provocado por carragenina. Para tanto,
grupos de ratos foram tratados por via oral com doses crescentes do EEP
(200, 400 e 800 mg/kg) 30 min depois da aplicagio do estimulo inflamatério. A DE,, foi determinada
a partir da anzlise dos probitos, referente as doses e suas respectivas percentagens de inibigao.

Medida do edema

Como agente flogistico, foi utilizada carragenina (1000 mg/pata, lota-Fluka Biochemika) ,
dextrana (100 mg/pata, T-70, MW 70.000, Pharmacia) ou histamina (50 mg/pata, dihidrocloreto,
Sigma) no volume de 0,1 ml. Estes agentes inflamatérios foram aplicados na regiéo plantar de
uma das patas posteriores dos ratos, sendo a outra pata, controle, na qual foi injetado idéntico
volume de solugéo salina. A medida do edema foi baseada na técnica descrita por Carvalho
(1998), a qual consiste na utilizagdo do pletismémetro da Hugo Basile (Mod. 7140). Assim, a pata
do rato foi imersa até a regido tibio-tarsica em uma cuba contendo solugdo de lauril-sulfato de
sddio a 0,2%, e o registro foi realizado no sistema computadorizado. A diferenca entre a pata
edemaciada e a que recebeu somente solugdo salina forneceu o volume do edema em mi. No
edema causado por dextrana e histamina foi utilizado como controle positivo cloridrato de
ciproepitadina (10 mg/kg, v.0, Sigma).

Avaliagéo da atividade antitlcera géstrica do EEP

As Ulceras foram induzidas segundo método de Rainsford e Whitehouse (1977). Os animais
ficaram em jejum com livre acesso a d4gua por um periodo de 24 horas e, ap6s este procedimento,
foram tratados oralmente com agua (controle), EEP (teste, 650 mg/kg) ou indometacina (10 mg/
kg, Sigma). Imediatamente os animais foram transferidos para um banho com agua corrente
(25 °C) permanecendo individualmente em um tubo contensor, por um periodo de 17 horas. Depois
deste tempo, cada animal foi morto e o estdmago foi removido e aberto pela grande curvatura.
As lesDes foram examinadas através de lupa estereomicroscopica biocular com amplitude de
10 x. O numero e severidade das lesdes induzidas pelo estresse foram contadas, e avaliadas em
tipos: Tipo |: presgnga de edema, hiperemia e hemorragia puntiformes (petéquias); Tipo Il: presenga
de lesOes hemorragicas com pequenas erosdes na submucosa; e Tipo IlI: presenga de erosdes
severas com bordas hemorragicas e algumas lesGes invasivas. O indice de leso foi determinado
a partir do método descrito por Basile et al. (1990).

Estudo da toxicidade do EEP
Determinagao da DL,

Para a determinagéo da dose letal média, foram utilizados grupos de camundongos
(n = 10) pesando 20 a 25 g que receberam, por via oral, doses Unicas de diferentes concentragbes
do EEP. Estes animais foram observados por um periodo de 72 horas. O nimero de animais
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mortos foram expressos em percentagem e a DL, estabelecida pelo metodo dos probitos.

Estudo da toxidade subcrdnica do EEP

Para esta avaliagdo foram utilizados dois grupos de ratos com peso inicial em torno de
140 g, os quais foram mantidos em gaiolas metabélicas, e seus pesos controlados a cada 5 dias
no periodo de 30 dias. Diariamente um dos grupos (n = 10) recebeu por via oral (gavage) dose

. Unica (650 mg/kg - 0,5 ml) do EEP, e o outro grupo {controle, n = 10) foi tratado com solugéo de
Tween 5% (solugio utilizada para veiculagao do EEP).

Apos os 30 dias, os animais foram sacrificados e submetidos & necropsia completa e o
sangue & andlise hematoldgica e bioguimica. Na necrépsia foi dada énfase, com andlise mais
detalhada, aos figados e rins. Toda alteragdo macroscopica encontrada foi analisada por
microscopia de luz. De cada animai foi retirado todo o tubo digestivo desde o eséfago até o anus.
O estémago foi aberto pela grande curvatura, e o intestino, na implantagdo do mesentério. O
tubo digestivo foi colocado em solugdo fixadora (Formol 10% tamponado), distendido e preso,
com auxilio de alfinetes, sobre placas de cortiga de 3 mm de espessura, tomando-se o cuidado
para a serosa permanecer em contato intimo com a mesma. Os conjuntos tubo digestivo e
cortica foram colocados em solugéo fixadora de tal maneira que a mucosa ficasse imersa na
solugdo. Com auxilio de lupa, examinou-se todas as mucosas e na suspeita de qualquer tipo de
lesdo, a regido afetada foi incluida em parafina e, foram realizados cortes seriados que foram
corados com hematoxilina-eosina. O figado de cada animal foi retirado, pesado, examinado e trés
ou quatro fragmentos dos diferentes lobos, medindo cerca de 1cm® cada, foram imersos em
solugdio fixadora (Formol 10% tamponado) durante 24 a 48 horas. Apés este tempo, foram incluidos
em parafina e, em série, cortados com auxilio de micrétomo. O restante do material hepatico foi
armazenado a -5 °C para futuras andlises. Os rins foram retirados, examinados e cortados
longitudinalmente, fomecendo ampla visdo macroscépica das regides corticais e medulares.
Fragmentos destas partes foram imersos em solugdo fixadora (Formol 10% tamponado) e,
posteriormente, incluidos em parafina para cortes histolégicos corados com hematoxilina-eosina.
O parametro utilizado para o registro das alteragdes observadas nos dois grupos, por microscopia
Optica, foi a percentagem de ocorréncia.

Andlise estatistica

Para andlise estatistica dos resultados obtidos nos diversos experimentos foi utilizada
anélise da varidncia (ANOVA), e para a determinagédo do coeficiente de correlagéo foi utilizada
regressao linear. Resultados com valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. Também foram aplicados os testes “t" de Student e “U” de Mann-Withney para
andlise comparativa das médias encontradas, com nivel de significancia para p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela cromatografia liquida de alta eficiéncia, foram identificados o fenilpropandide &cido
p-hidroxicumaérico e os flavonéides kaempferideo, aromadendrina-4'-metil éter e isosakuretina, e
pela cromatografia capilar de fase gasosa: sitosterol, a-amirina e B-amirina.

O tratamento com doses crescentes do EEP (200, 400 e 800 mg/kg), por via oral, 30 min
ap6s a aplicagio do estimulo inflamatério (carragenina), produziu efeito dose-dependente, cujo
coeficiente de correlagdo foi de r = 0,912, e o efeito méximo observado foi para a dose de
800 mg/kg. A DE,, determinada pelo método dos probitos foi de 650 mg/kg (Tabela 1).
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TABELA 1. Efeito da administragéo oral do Extrato Etanélico de Prépolis - EEP - (200, 400,650 e

800 mg/kg) sobre o edema provocado por carragenina (1000 mg/pata), dextrana (100
mg/pata) ou histamina (50 mg/pata), no pico maximo de edemna (120 min apds aplicagdo
do estimulo (carragenina), 90 min (dextrana) e 60 min (histamina)).

Grupo Dose (mg/kg) | Carragenina Dextrana Histamina
Controle (sol. 0,5 mi 2520 + 210 _ —
Tween 80)

EEP 200 2275 +175* _ _
EEP 400 1925 + 175* _ -
EEP 800 1715 £ 178* _ _
Controle  (sol. 0,5ml _ 3326 £ 84 -
Tween 80)

EEP 650 - 2694 + 126 -
Ciproeptadina 10 _ 1305 + 85* -
Controle (sol. 0,5 ml — _ 1591 + 57
Tween 80)

EEP 650 _ _ 1194 + 171*
Ciproeptadina 10 — - 853 + 95*

DE_, = 850 mg/kg. r = 0,912,
Os nimeros representam a Média + EPM (W) de n = S/grupo. * p < 0.05 (teste “” de Student).

O edemna por carragenina foi escolhido como modelo para o estudo do EEP por tratar-se
de modeio bem conhecido aliado ao fato de desencadear um estado inflamatério decorrente da
liberagao de prostaglandinas, serotonina e outros mediadores (Di Rosa, 1972). Baseado no
resultado encontrado, cujo efeito foi do tipo dose resposta, pode-se sugerir que o EEP atua inibindo
o processo inflamatério desencadeado por carragenina.

Por outro lado, no edema por dextrana, deve-se considerar gue a injegao deste agente
inflamatério na pata de rato € um modelo experimental conhecido, e gue o edema produzido é
conseqliéncia da liberagdo de histamina e serotonina dos mastécitos (Rowley e Benditt, 1956), o
que o diferencia do edema induzido pela carragenina. Quando administrado por via oral
(650 mg/kg), 30 min antes da injegdo de dextrana (100 mg/pata), o EEP nio produziu inibigio
significativa do edema. Entretanto, quando avaliado sobre 0 edema desencadeado por histamina
(50 mg/pata), o EEP antagonizou a resposta inflamatéria desenvolvida por este mediador
inflamatdrio de forma significativa, até o final da mensuragéo. Tanto no edema por dextrana, quanto
no edema por histamina, utilizou-se a ciproeptadina como farmaco padrio, substincia essa
bloqueadora de receptores H1, a qual inibiu significativamente ambos os processos
edematogénicos. Farmacos antiinflamatérios ndo esteroidais, tal como a indometacina, sio
altamente usados no tratamento de inlimeras condigdes inflamatérias, mas o aparecimento de
lesdes gastrintestinais tem limitado sua utilizagfo clinica (Rainsford, 1975: Carson e Stron, 1993).

No experimento de Ulcera por estresse, observou-se que o tratamento dos animais com
indometacina (10 mg/kg, v.0.) produziu um maior nimero de lesées, quando comparado aos
tratados com o EEP, na dose de 650 mg/kg (v.0.) (Tabela 2).
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TABELA 2. Efeito da administragdo oral do Extrato Etandlico de Prépolis - EEP (650 mg/kg),
solugao de Tween 5% e indometacina sobre a incidéncia de lesdes gastricas agudas, produzidas
por estresse (17 h), utilizando restrigao de movimentos mais imersao em agua.

Tipos de lesdes ;o -
Tratamento | N | Dose (mg/kg) l T i Indice de lesdo
Tween
5 g,5ml 57+4 [21+1 | 10+2 26
5% - Controle
EEP 5 650 2014 | 912" | 4+0,8* 9,5*
indometacina 5 10 25+3 (4314 3415 27

* p < 0,05, teste ‘" de Student (em relagéo ac grupo controle e a indometacina)

Com base nestes resultados, pode-se sugerir que, apesar do EEP atuar sobre 0 edema
por carragenina, cujos mediadores envolvidos s&o prostaglandinas, ele ndo provoca danos na
mucosa gastrica semelhantes aos antiinflamatérios nédo esteroidais.

A dose letal encontrada para o EEP, apés 24 horas do tratamento (v.0.), foi de 3000 mg/
kg, sendo que para doses menares gue a DL50, ndo foram observadas ocorréncias de sinais de
intoxicacao.

Quanto ao consumo de ragéo e agua, desenvolvimento ponderal e diurese ndo houve
diferenca significativa entre os grupos (Figuras 1, 2, 3 e 4), e todos os dados mantiveram-se
dentro dos parametros estabelecidos para esta espécie animal (Crhistensen, 1974).
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FIGURA 1. Consumo de ragao dos animais tratados com o Extrato Etandlico de Propolis - EEI
(650 mg/kg, v.0.) e solugao de Tween 5% (grupo controle), durante trinta dias. Cad
ponto representa o valor da média + EPM de 10 animais.
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FIGURA 2. Consumo de agua dos animais tratados com o Extrato Etandlico de Propolis - EEP

(650 mgrkg, v.0.) e solugdo de Tween 5% (grupo controle), durante trinta dias. Cada
ponto representa o valor da média = EPM de 10 animais.
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FIGURA 3. Desenvolvimento ponderal dos animais tratados com o Extrato Etandlico de Propolis
- EEP (650 mg/kg, v.0.) e solugdo de Tween 5% (grupo controle), durante trinta dias.
Cada ponto representa o valor da média = EPM de 10 animais.
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FIGURA 4. Controle da diurese dos animais tratados com o Extrato Etandlico de Prépolis - EEP
(650 mg/kg, v.0.) e solugdo de Tween 5% (grupo controle), durante trinta dias. Cada
ponto representa o valor da média + EPM de 10 animais.

Na analise hematoldgica e bioquimica sangiinea, as diferengas encontradas entre o grupo
tratado com o EEP (650 mg/kg, v.0.) e o tratado com solugdo de Tween 5% nao foram
significativas, nos testes estatisticos aplicados, e todos os parimetros mantiveram-se
dentro dos padrdes de referéncia para a espécie animal utilizada neste estudo (Tabela 3).
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TABELA 3. Parametros hematolégicos e bioquimicos dos animais tratados com o Extrato Etandlico
de Propolis - EEP (650 mg/kg, v.0.), e solugdo de Tween 5% (controle) durante
30 dias.

g%ﬁ Do
. .
79,8 £ 9,1 80+ 7,9
64 + 15,5 54,8 + 4,7
41 £ 4,3 358+3,8
454 £6.1 41,8 £ 2,6
0,3 +0,06 0.4 +0,03
51+0,3 4,8+0,3
12,1 £ 0.6 11,31+ 0,9
42,7 + 1,7 41,2+1,7
83,8+ 3,7 8665+ 2.1
236+1,2 23,5+ 0,6
28,3+0,8 27,2+1,0
1575,7 £ 313 2073,2 £ 584.,9
61,5+ 41,6 137,6 + 35,8
58256 £ 246,4 3614.,4 + 6947
618,3 + 35,7 472,6 + 43,3

Os valores representam a média + EPM de cada grupo (n = 5)
No teste “U" de Mann - Withney e teste ‘" de Student, as diferengas ndo foram estatisticamente significativas.

Nos exames microscdpicos dos tecidos estomacais dos animais dos grupos controle, tratado
somente com solugéo de Tween 80 a 5%, e o tratado com o EEP (650 mg/kg, v.0.) ndo foram
encontradas alteragbes na mucosa, na parede gastrica, como também alteragédo ao nivel de
mucosa e suas células, e de parede gastrica. Nao foram observadas lesoes, hemcorragias ou
infilttrado de células. O mesmo fato se repetiu quando anaiisado o tecido esofagiano, intestino
grosso, puimonar, baco, e cardiaco tanto do grupo controle, quanto do grupo tratado com o EEP,
Ou seja, nao foram encontradas quaisquer alteragdes dignas de nota.

A partir dos resultados obtidos, pode-se sugerir que o EEP apresenta efeito antiinfiamatério
semelhante ac dos antiinflamatérios ndo esteroidais; entretanto, no que se refere a danos na
mucosa gastrica e outros ao nivel sangliineo, este mostrou n3o interferir de forma significativa.
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