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RESUMO

A propolis ¢ um produto resinoso quimicamente complexo que as abelhas
produzem a partir de exsudatos e brotos de plantas. Suas atividades biologicas ja
catalogadas (efeitos anti-tumorais, anti-inflamatérios e anti-angiogénicos) sao
heterogéneos ¢ variam de acordo com o tipo de extrato e a composicdo quimica da
propolis. Nesse trabalho foram caracterizados quimicamente os principais componentes
do extrato aquoso da propolis verde do municipio de Jaguaraci (Minas Gerais-Brasil)
para que fossem avaliados os efeitos deste extrato na angiogénese inflamatdria no
modelo murino de implante de esponjas. A analise quimica realizada por HPLC/MS/MS
revelou como principais compostos os dacidos mono e di-O-cafeoilquinicos;
fenilpropanoides, assim como artepilina C e drupanin sendo esses ultimos detectados
em menores quantidades no extrato aquoso. Camundongos Swiss fémeas foram
implantados subcutaneamente com discos de esponja de poliéster-poliuretano para
induzir os eventos inflamatdrios e angiogénicos da cicatrizagao. Os animais receberam
por via oral (500 mg/kg) de extrato aquoso de propolis verde. A formacdo dos vasos
sanguineos foi avaliada pelo contetido de hemoglobina e pela analise morfométrica do
nimero de vasos nos implantes. Ambos os pardmetros foram significativamente
reduzidos no grupo tratado em relacdo ao grupo controle. Os niveis de fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) aumentaram progressivamente no grupo
tratado, mas diminuiram apés o dia 10° dia no grupo controle. A analise histologica da
matriz esponjosa revelou um aumento progressivo no influxo celular e da deposic¢ao de
colageno em ambos os grupos ao longo de todo o periodo experimental, entretanto, no
grupo tratado, nos dias 4 e 7, o processo inflamatério foi reduzido em comparagdo ao
grupo controle. O acimulo de neutréfilos e macréfagos foi determinado pela medig¢ao
das atividades da mieloperoxidase (MPO) e da N-acetil-B-d-glucosaminidase (NAG)
respectivamente, ¢ a atividade dos neutrofilos ndo foram afetadas pela propolis, mas a
atividade de NAG foi reduzida pelo tratamento no 14° dia. Os niveis de TGF-BI
aumentaram progressivamente em ambos os grupos, sendo maior (40%) no 14° dia nos
implantes do grupo controle. Os niveis da citocina proé-inflamatoria TNF-a
apresentaram um pico no 7° dia no grupo controle, ¢ no 14° dia no grupo tratado com
propolis. Nossos resultados indicam que os efeitos antiinflamatdrio/anti-angiogénico da
propolis estdo associados com a modulagdo da expressdo dessas citocinas, € que 0s

fatores-chave do processo de cicatrizagdo podem ser modulados por seus constituintes.
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ABSTRACT

Propolis is a chemically complex resinous bee product which has gained
worldwide popularity as a means to improve health condition and prevent diseases. The
main constituents of an aqueous extract of a sample of green propolis from Southeast
Brazil were shown by HPLC/MS/MS to be mono- and di-O-caffeoylquinic acids;
phenylpropanoids known as important constituents of alcohol extracts of green propolis,
such as artepillin C and drupanin were also detected in low amounts in the aqueous
extract. The anti-inflammatory activity of this extract was evaluated by determination of
wound healing parameters. Female Swiss mice were implanted subcutaneously with
polyesther-polyurethane sponge discs to induce wound healing responses, and
administered orally with water extract of green propolis (500 mg/kg). The effects on
various components of inflammatory angiogenesis (cell recruitment, blood vessel
formation and extracellular matrix deposition) were evaluated at 4, 7 and 14 days post-
implantation,. Blood vessel formation as assessed by hemoglobin content and by
morphometric analysis of the implants was reduced by WEP compared to the untreated
group. The levels of vascular endothelial growth factor (VEGF) increased progressively
in the treated group but decreased after day 10 in the control group. Accumulation of
neutrophils and macrophages was determined by measuring myeloperoxidase (MPO)
and N-acetylglucosaminidase (NAG) activities, respectively. The fibrovascular stroma
and deposition of extracellular matrix were evaluated by histopathologic and
morphometric analyses. In the propolis-treated group at days 4 and 7 the inflammatory
process in the sponge was reduced in comparison with control. Neutrophil accumulation
was unaffected by propolis, but NAG activity was reduced by the treatment at day 14.
The levels TGF-B1 intraimplant increased progressively in both groups but was higher
(40%) at day 14 in the control implants. The pro-inflammatory levels of TNF-a peaked
at day 7 in the control implants, and at day 14 in the propolis-treated group. A
progressive increase in cell influx and collagen deposition was observed in control and
propolis-treated groups during the whole period. However, these effects were attenuated
in the propolis-treated group at days 4 and 7, indicating that key factors of the wound
healing process are modulated by propolis constituents. Our results indicate that the
anti-inflammatory/anti-angiogenic effects of propolis are associated with cytokine

modulation.
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Introducdo
1. INTRODUCAO

1.1. Propolis
1.1.1. Historico

Ao longo da histéria, o homem apreendeu a utilizar os produtos naturais na
medicina. Das vérias formas de utilizagdo destacam-se as plantas brutas (ex. ervas) além
das tradicionais preparagdes galénicas (ex. extratos). Um dos muitos produtos naturais
utilizados durante séculos pela humanidade tem sido a propolis, a qual ¢ administrada sob
diversas formas (Pereira et al., 2002).

A palavra propolis ¢ derivada do grego onde pro significa “em defesa de” e polis
“cidade”, isto €, em defesa da cidade ou da colméia (Marcucci, 1996; Burdock, 1998). As
abelhas de fato usam esta substancia para protegé-las contra insetos € microorganismos,
empregando-a no reparo de frestas ou danos a colméia (isolamento térmico e contra
inimigos), no preparo de locais assépticos para a postura da abelha rainha e na
mumificacdo de insetos invasores. Costuma-se encontrar na colméia pequenos animais ou
parte deles envoltos em prépolis, em perfeito estado de conservacdo (Marcucci, 1996), ja
que a propolis ¢ também atribuida acdo antimicrobiana, o que impede a decomposi¢do do
cadaver (Park et al., 1998).

A propolis ¢ conhecida e utilizada pelo homem desde os tempos mais remotos. Seu
emprego ja era descrito pelos assirios, gregos, romanos, incas ¢ egipcios. No primeiro texto
médico conhecido por "Livro de producao de Medicamentos para todas as partes do Corpo
Humano", narrado no papiro de Ebers e escrito ha cerca de 1.700 a.C., se faz men¢do a
prépolis como produto medicinal (Apicultura, 2004). No antigo Egito era utilizada como
um dos materiais para embalsamar os mortos ("cera negra") (Pereira et al., 2002).

Os gregos, entre os quais Hipocrates, a adotaram como cicatrizante interno e
externo. Plinio, historiador romano, refere-se a propolis como medicamento capaz de
reduzir inchagos e aliviar dores, enquanto a elite feminina da época utilizava esta multi-
droga no alivio da sindrome pré-menstrual e de célicas. Para médicos europeus dos séculos
XVI em diante, particularmente russos e poloneses, a propolis encontrou emprego como
antibacteriano, tuberculostatico e agente dermatologico antieczematoso e antiacne. Na

odontologia, a propolis era empregada no tratamento de abscesso e gengivas hemorrégicas,
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Introducdo

bem como nos casos de candidiases bucais e halitoses. A propolis também ¢ encontrada
nos receitudrios chineses antigos como medicamento ativo contra moléstias corondrias e
hipertensdo (supondo-se atividade hipolipémica) e disfun¢des hematoldgicas (Nothenberg,
1997).

O termo propolis ja era descrito no século XVI na Franga. Na Africa do Sul, na
guerra ao final do século XIX, a prépolis foi amplamente utilizada devido as suas
propriedades cicatrizantes e na segunda guerra mundial foi empregada em varias clinicas
soviéticas. Na antiga URSS, a propolis mereceu especial atencdo em medicina humana e
veterindria, com aplicagdes inclusive no tratamento da tuberculose, observando-se a
regressao dos problemas pulmonares e recuperacao do apetite (Pereira et al., 2002).

Em 1908, surgiu o primeiro trabalho cientifico sobre suas propriedades quimicas e
"composicao", indexado no Chemical Abstracts (referéncia n° 192). Em 1968 surgiu no
Chemical Abstracts o resumo da primeira patente utilizando a propolis romena, para a
produgdo de logdes para banho (Pereira et al., 2002). Anos atrds, famosos fabricantes de
violinos na Italia, incluindo Stradivarius, usavam a propolis como um ingrediente na
composi¢do de vernizes. Foi descrita a coloragdo especial de alguns violinos feitos por
antigos mestres de Cremona devido ao uso de propolis nos polidores e vernizes (Marcucci,
1996; Burdock, 1998). Hoje em dia a propolis ainda ¢ utilizada na resina de instrumentos

encordados e para o reparo de acordedes (Burdock, 1998).

1.1.2. Prépolis: importancia, perspectivas e indicadores da origem botanica

Comercialmente, a propolis tem ocupado lugar de destaque no mercado nacional e
internacional de produtos apicolas. Sua inser¢do se deve, essencialmente, as inimeras
constatagoes das diferentes atividades bioldgicas atribuidas aos seus constituintes quimicos.
Como conseqiiéncia, observou-se incremento do valor agregado ao produto, sendo este um
dos importantes indicadores que representam a cadeia produtiva da apicultura.

Ilustrando esta afirmagdo, Northenberg (1997) mencionou diferengas da ordem de
até 30 vezes nos valores de venda do produto ja beneficiado e comercializado no Brasil e
no Japao, podendo esta discrepancia ser explicada pela sua grande popularidade em paises

da Europa Oriental e, particularmente, nos asiaticos como Japao, Coréia do Sul e China.
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Segundo Pereira e colaboradores (2002) 92% de toda a propolis in natura
consumida no Japao é de origem brasileira, o que gera faturamento em torno de US$ 20
milhdes/ano as exportagdes nacionais.

No panorama atual, o Brasil ocupa a posi¢do de terceiro maior produtor mundial,
perdendo apenas para a Russia e para a China (Pereira et al., 2002).

A importancia da propolis ¢ comprovada ndo somente em termos econdmicos, mas
principalmente cientificos, com centenas de artigos publicados nas ultimas décadas.
Todavia, segundo constatagdes de Pereira e colaboradores (2002), apesar da posi¢ao de
destaque na produ¢do de propolis, e de possuir a quinta maior produtividade cientifica no
assunto, a atividade de pesquisa no Brasil ndo reflete, nem em niimero nem em contetdo, o
interesse internacional que a propolis brasileira possui, principalmente para os japoneses.

Os estudos, desenvolvidos em praticamente todo o mundo, atribuem a
complexidade de sua composi¢do, propriedades farmacologicas importantes, considerando
alguns compostos isoladamente, ou o sinergismo existente entre eles. Os resultados
indicam atividade de amplo espectro contra diferentes microorganismos (fungos, bactérias,
virus, protozodarios etc.) de distintos graus de patogenicidade para o homem e outros
animais. Ainda, importantes propriedades bioldgicas foram comprovadas, como a
antioxidante, a citotoxica a antiinflamatoria ¢ a imunomoduladora. Tais resultados
encontram-se bem documentados em revisdes bibliograficas especificas, como a conduzida
por Banskota et al. (2001), na qual sdo apresentados dados compilados desde os citados por
Guisalberti (1979) até os dias atuais.

Contudo, a exemplo de muitos produtos naturais, falta a propolis garantia de
parametros essenciais quanto a sua eficacia, seguranca e qualidade, de forma a permitir o
uso racional do produto. Para tanto, avaliagdes fitoquimicas e farmacotoxicoldgicas se
fazem necessarias. Embora ainda incipientes alguns trabalhos também vém sendo
desenvolvidos no intuito de se estabelecer dosagens de ingestdo diiria consideradas
seguras (Burdock, 1998).

Ainda, deve-se considerar que a associacdo da origem botanica aos fatores
climaticos do local de produg¢do implicam diferencas marcantes, tanto no aspecto
qualitativo como quantitativo da composi¢ao quimica do produto final (Guisalberti et al.,
1979; Jéanne, 1984; Greenaway et al., 1990; Cheng & Wong, 1996; Asis, 1991; Bankova
et al., 1992; Gary, 1993; Tomas-Barberan, 1993) dificultando a obtencdo de regularidade

na eficacia farmacologica do produto.
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Conforme discutido por Pereira et al. (2002), faz-se necessario definir quais
parametros terapéuticos minimos os diferentes tipos de propolis devem possuir, ou
idealmente que composicdo quimica minima deveria ser exigida para que apresentem as
propriedades farmacoldgicas desejadas, devendo-se responder a um questionamento antigo:
qual propolis serve para qual acdo terapéutica?

Neste sentido, uma das etapas primordiais a serem galgadas ¢ a identificagdo das
espécies vegetais que estariam contribuindo como fontes potenciais de compostos
bioativos constituintes da propolis. Dessa forma, o produto poderia ser considerado nao so
provedor de modelos de moléculas que apresentem atividades bioldgicas importantes, mas
também como fonte de tais constituintes.

Se por um lado a defini¢do do produto evidencia a complexidade de sua origem e
composi¢do, por outro demonstra a importancia da utiliza¢ao de bases cientificas e aportes
tecnoldgicos no suporte e orientacdo de investigacdes relativas a propolis. Esta afirmacao
justifica-se pelo carater multidisciplinar que permeia a pesquisa de biofarmacos, havendo
envolvimento e complementaridade de conhecimentos advindos de diversas ciéncias, tais
como Farmacologia, Quimica Organica, Botanica, Etnobotanica, Etnofarmacologia,
Quimiossistematica, dentre outras (Di Stasi, 1996).

Vale ressaltar que, embora as plantas sejam uma fonte importante de produtos
biologicamente ativos, os quais se constituiem em modelos para sintese de um grande
numero de farmacos, muitas vezes, a sintese de certos compostos por vias quimicas
artificiais € tecnicamente invidvel, seja pela dificuldade metodologica ou pelo elevado
custo que apresentam.

Recentemente, varios estudos tém sido conduzidos na tentativa de se identificar
efetivamente a origem da propolis nos tropicos, por meio de diferentes técnicas, sejam elas
(diretas) observagdo de coleta no campo ou (indiretas) analise de constituintes quimicos e
estruturas vegetais presentes.

Sem duvida, a observacdo direta de abelhas no campo coletando matéria-prima para
a produgdo de propolis seria a técnica mais adequada e cujos resultados seriam
incontestaveis no intuito de gerar informacgdes de fontes vegetais utilizadas para producao
de propolis pelas abelhas.

No Brasil, o grande desafio nesta area ¢ justamente a grande diversidade floristica e
a disponibilidade de espécies potencialmente atrativas para as abelhas para a coleta de

propolis. De acordo com Joly (2001), o pais ¢ recordista em termos de biodiversidade,
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detendo cerca de 20% das espécies do planeta. Aproximadamente 55.000 espécies de
plantas estdo catalogadas em territdrio nacional, de um total estimado entre 350.000 e
500.000 espécies (Guerra & Nodari, 2001).

Banskota et al. (1998), por meio de comparagdes dos resultados de andlises
quimicas efetuadas em amostras de propolis e informagdes da literatura de constituintes
quimicos presentes em diversas espécies vegetais, sugeriram que Baccharis spp seria uma
importante fonte de propolis no Brasil, além de Clusia minor, Clusia major e Araucéria
heterophylla.

Os primeiros resultados de observagdes de forrageamento de propolis por Apis
mellifera (africanizada) no Brasil foram apresentados inicialmente por Santos (1996) ¢ em
seguida por Santos & Message (1997). Os autores constataram que a coleta em Baccharis
dracunculifolia, conhecido popularmente como “alecrim do campo”, ocorria nas gemas
apicais e axilares da planta, com o auxilio das mandibulas e do primeiro par de patas,
sendo depois transferida para a corbicula e transportada para a colonia. Foi observado
ainda que as abelhas coletoras sdo capazes de recrutar outras operarias pelo
comportamento de danca.

Ao detectarem fragmentos de epiderme de um sé tipo de tricomonas tectores e
glandulares de B. dracunculifélia em amostras de propolis produzidas em areas de cerrado
de Minas Gerais, Brasil, Bastos (2001) também sugeriu grande participacao dessa espécie
na composi¢do da propolis. Esse mesmo autor avaliou que a propolis verde dos locais
investigados origina-se de Baccharis dracunculifolia, por possuir inimeros fragmentos
dessa planta em seu sedimento. Essa confirmagdo foi realizada por meio de estudo
anatomico, utilizando microscopia de luz e microscopia eletronica de varredura. Segundo a
autora, a préopolis verde, com aspecto resinoso ¢ quebradi¢o, apresenta em sua analise
microscopica 90 a 100% de fragmentos epidérmicos, tricomas glandulares e tectores

somados e até 1% de outras fontes resiniferas.

1.1.3. Composicdo quimica

A composi¢do exata da propolis pura varia com o tipo de solvente utilizado na
extracdo. Em geral ¢ composta por 50% de resina e balsamo vegetal, 30% de cera, 10% de
6leos essenciais e aromaticos, 5% de polen e 5% de outras substancias variadas, incluindo

restos organicos. E considerada uma das misturas mais heterogéneas encontradas em fontes
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naturais; hoje mais de 300 constituintes j4 foram identificados e/ou caracterizados em
diferentes amostras de propolis. De longe, o maior grupo de compostos isolados da
propolis sdo os flavondides, encontrados em todas as partes do reino vegetal, os quais junto
com os acidos carboxilicos modificados sdo componentes estratégicos na propolis, pois sao
responsdveis pela bioatividade contra varios microorganismos patogénicos (Burdock,
1998).

Os materiais disponiveis para as abelhas coletarem a prépolis sdo produzidos por
uma enorme variedade de processos botanicos em diferentes partes das plantas. Ha grande
controvérsia em relacdo ao teor de flavondides nas amostras brasileiras (Pereira et al.,
2002). Bankova et al. (1995) concluiram que as propolis brasileiras tém uma baixa
concentragdo de flavondides e ésteres de acidos fenolicos, possuindo altas concentragdes
de acido dihidroxicinamico, acetofenonas preniladas e alguns terpendides especificos.
Ainda Bankova et al. (2000) citam que em alguns casos os flavonodides sdo importantes
componentes presentes na propolis brasileira. Marcucci et al. (2001) determinam os
compostos prenilados como os maiores constituintes da propolis brasileira, e relatam que a
atividade antibacteriana destes compostos pode ser aumentada com o aumento do niamero
de residuos prenil na molécula.

A composicdo heterogénea da propolis engloba enquanto grupos quimicos de
acordo com os seguintes autores (Walker e Crane, 1987; Greenaway et al., 1990;
Marcucci, 1995; Fontana et al., 2000; Bankova et al., 2000; Pereira et al., 2002):

a) hidrocarbonetos superiores (penta-, hexa-, nonacosanoshexanos);

b) alcoois (cindmicos, fenetilico, prenilico, isobutenol, benzilico);

C) acidos alifaticos (acético, angélico, butirico, fumarico, isobutirico,

metilbutirico) e ésteres derivados (acetatos de isobutila, isopentila e isopentelina);

d) acidos aromaticos (benzoico, cafeico, cinimico, cumaricos (-0, -m, -p), feralico,
galico, salicilico, 3-4-dimetoxicindmico, gentisico, hidroxicindmico, isoferulico, vanilico)
e ésteres aromaticos derivados (acetato de benzila, benzoato de benzila, cafeato de benzila,
cumarato de benzila, cafeato de fenil etila, ferulato de prenila, salicilato de benzila, cafeato
de butenila, cafeato de butila, cafeato de cinamila, cafeato de butila, benzoato de etila,
benzoato de metila, salicilato de metila; ésteres do acido cafeico com dalcoois graxos de

cadeia longa - dodecanol, tetradecanol, tetradecenol, hexadecanol);
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e) acidos graxos superiores tipicos de ceras (araquidico, behénico, cerdtico,
lignocérico) e wusuais (palmitico, oleico, laurico, miristico) e seus ésteres
(hexacosilhexadecanoato);

f)  aldeidos  (benzaldeido, aldeido  caprdico, vanilina, isovanilina,
phidroxibenzaldeido);

g) cetonas (acetofenona e seus derivados);

h) flavonas e flavonois (acacetina, apigenina, apigenina-7-metil éster, crisina,
galangina, galangina-3-metil éster, quercetina, canferol, tectocrisina, canferid;
3,7,4°,5’tetrametil éter da quercetina);

1) flavanonas (naringenina, pinobanksina, pinobanksina-3-acetato, pinobanksina-3-
butirato, pinobanksina-3-metil éter, pinocembrina, pinostrobina);

Jj) chalconas e diidrochalconas (de alpinetina, naringenina, pinobanksina,
pinobanksina-3-acetato, pinocembrina, pinostrombina); terpenodides (farnesol, geraniol,
cimeno, limoneno, estireno, naftaleno, B-bisabolol, 1,8-cineol, derivados de clerodane,
derivados do labdane, f-amirin, sesquiterpenoéides, ledol, spatulenol, germacren);

m) esterdides (acetatos de estigmasterol e calinasterol);

n) aminoacidos (alanina, B-alanina, acido a-aminobutirico, acido—6-aminobutirico,
arginina, asparagina, acido aspartico, cistina, cisteina, acido glutamico, glicina, histidina,
hidroxiprolina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, ornitina, fenilalanina, prolina, acido
piroglutamico, sarcosina, triptofano, valina, serina, treonina, tirosina);

0) agucares (d-ribofuranose, d-frutose, d-glucitol, d-glucose, talose, sacarose e
xilitol, xilose, galactose, manose, acido galacturdnico, lactose, maltose, melibiose, eritritol,
inositol);

p) lignanas (sesamina, aschantina, sesartenina, dihidrobenzofuran);

q) vitaminas (A, B1, B2, B6, C ¢ E);

) minerais (sodio, potassio, magnésio, bario, estroncio, cadmio, chumbo, cobre,
mangangs, ferro, calcio, vanadio, silicio, aluminio, niquel, zinco, cromo, titdnio, prata,

molibdénio, cobalto).

1.1.4. Atividades antiinflamatoria, cicatrizante e anti-angiogénica da prépolis

A atividade antiinflamatéria da propolis ja estd bastante reconhecida,

principalmente contra doengas do sistema musculo-articular e outros tipos de inflamagdes,
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infecgdes e reumatismos (Marcucci, 1996). Apesar do mecanismo exato de a¢do e dos
principais compostos responsaveis ainda ndo terem sido estabelecidos (Rossi et al., 2002),
as pesquisas tém revelado um importante papel da propolis no metabolismo do acido
araquidonico (Rossi et al., 2002). Os metabodlitos do acido araquidonico exercem uma
variedade de atividades biologicas. Varios estudos tém comprovado que os metabdlitos da
ciclooxigenase modulam a proliferacdo celular, crescimento de tumores e respostas
imunes, enquanto que os metabolitos da lipooxigenase podem influenciar em varias
respostas bioldgicas incluindo quimiotaxia, secrecdo de hormdnios, transporte de ions,
estimulo de adesdo de células tumorais, desenvolvimento de tumores e regulacdo do
potencial metastasico de células tumorais. Deste modo véarios estudos estabelecem os
metabolitos do acido araquidonico como moduladores de patogénese de varias doengas
imunologicas e inflamatodrias (Rao et al., 1995). Sud’ina et al. (1993) demonstraram que o
CAPE, um composto ativo nos extratos de propolis, contribui para a atividade
antiinflamatéria da propolis in vivo por inibir a lipooxigenase e por agir como um
antioxidante.

Seqiiencialmente Rossi et al. (2002) relataram que os extratos etandlicos de
propolis inibem também a atividade da ciclooxigenase em pulmao de ratos de forma dose-
dependente, além disso, entre os compostos isolados testados apenas o CAPE e a galangina
tiveram efeito, sendo o primeiro mais eficaz que o segundo.

Borrelli et al. (2002) observaram que os extratos etanolicos de propolis com CAPE
e o CAPE isolado inibem de forma dose-dependente o edema de pata em ratos, o volume
de exsudato, a migracdo dos leucocitos e a artrite induzida por carragenina.

Além disso, os extratos de propolis sem CAPE e a galangina ndo demonstraram
efeitos antiinflamatdrios, sugerindo que este efeito da propolis se deve ao seu conteudo de
CAPE. Uma explicacdo para a maior atividade do CAPE isolado do que a préopolis que o
contém ¢ que varios flavonodides que em altas concentragdes sdo capazes de inibir a sintese
de prostaglandinas, também sdo capazes em baixas concentragdes, de estimular a enzima
para a producdo de prostaglandinas (Borrelli et al., 2002).

Trabalhos mais recentes, (Ghisalbert, 1979; Kayyal et al., 1993; Hu et al., 2005;
Paulino et al.,, 2008) utilizando diferentes modelos para o estudo da inflamacdo
demonstraram que a propolis e a artepilina C sdo capazes de inibir a mobilizacdo de
neutrofilos e diminuir os efeitos da oxidacdo causada durante a explosdo respiratéria. Sehn

et al.,(2009) demonstraram que a propolis também foi capaz de acelerar a cicatrizagdao por
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estimulacdo dos queratindcitos e da proliferagdo celular. Temiz et al. (2008) e Kilicoglu et
al., (2008) em experimentos com modelo de anastomose de coélon verificaram que nos
grupos tratados com propolis a cicatrizagdo foi mais rapida.

Além disso, foi demonstrado por Hepsen et al. (1999) que a prépolis suprimiu a
neovascularizagdo da cornea em coelhos, através das vias ciclo- e lipooxygenase. Estudos
in vitro usando células endoteliais humanas de veia umbilical t€m demonstrado que o
extrato de propolis atua na formagdo do tubo capilar por inibi¢do da proliferacao celular e
migracao de forma dose-dependente (Ahn et al., 2007).

Muitas outras propriedades biologicas e farmacéuticas da propolis foram relatadas,
dentre inUimeras outras: propriedades imunogénicas, acdo desintoxicante do figado,
atividade anti-ulcerativa in vivo, anticaries em ratos, agao imunomoduladora por funcionar
como adjuvante na imunizacao do toxodide tetdnico (Marcucci, 1996), agente protetor
contra radiagdes gama, anti-leishmaniose em hamster, inibidor da atividade da
dihidrofolato redutase (Marcucci, 1995), efeito de cicatrizagdo de feridas e reparo tissular
agindo em dermatites devido aos acidos alil-cafeicos e no tratamento da varicose cronica

trofica (Fontana et al., 2004).

1.2. O processo de reparo tecidual

Danos tissulares de qualquer natureza (fisica, quimica ou bioldgica) desencadeiam
de imediato uma série de eventos que de forma simplista se traduzem como rubor, tumor,
calor e dor. Esses sinais resultam da ativacao de células nervosas, estromais, vasculares e
circulatérias por estimulos fisicos ou por sinalizagdo quimica feita por estruturas das
células rompidas, fragmentos dos elementos inertes dos tecidos (coldgeno, elastinas e
outros), proteinas séricas que extravasam dos vasos rompidos e por agdo de mediadores
inflamatorios pré-formados (Kumar et al., 2005).

Na continuidade do processo, ocorrem no tecido lesado a infiltragdo de células
circulantes (neutr6filos e mondcitos) e a migracdo de células das areas adjacentes como
células epiteliais, queratinocitos e fibroblastos. Essas ultimas, em cooperacdo com as
células locais, anteriormente ativadas, serdo as protagonistas da fibroplasia (producio de
colageno pelos fibroblastos) e deposicao de matriz extracelular, angiogénese (formacao de
novos vasos), cicatrizagdo e reepitelizagdo da regido da ferida (Singer & Clark, 1999).

Clark (2001) dividiu o reparo em trés fases: (1) inflamacdo, (2) formacao de tecido de
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granulagdo, (3) remodelacdo. De acordo com Singer & Clark (1999), essas ndo sao
mutuamente excludentes, mas sobrepostas no tempo. O reparo completo de tecidos resulta
de alternancias sucessivas de reagdes anabolicas e catabolicas que tém os leucocitos como
um de seus mais importantes protagonistas. Essas células, além de suas conhecidas
atividades imunes, estdo intimamente envolvidas com as reagdes catabolicas de degradacao
dos tecidos pela producdo de proteases e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e
também com as reagdes anabolicas de formacdo de tecidos pela produgdo de fatores de
crescimento (Riches, 1996). Tais fatores sdo responsaveis pela reposi¢ao da celularidade

regional ou restabelecimento da sua homeostasia pela formacao da cicatriz.

1.2.1. A cascata da cicatrizacdo

A cascata da cicatrizacdo inicia-se imediatamente apds a lesdo quando as plaquetas
entram em contato com o colageno exposto. Com a agregacdo plaquetdria, fatores de
coagulacdo sdo produzidos resultando na deposi¢ao de um coagulo de fibrina no local da
lesdao. O coagulo de fibrina serve como uma matriz proviséria e estabelece um “palco” para
os acontecimentos posteriores de cicatrizagao (Clark, 2001). Plaquetas ndo somente levam
a producao de fatores de coagulacdo necessarios para controlar o sangramento e a perdas
de fluidos e eletrolitos, mas também proporcionam uma cascata de sinais quimicos,
conhecidos como citocinas e fatores de crescimento, que iniciardo a resposta cicatricial. Os
dois mais importantes sinalizadores sdo fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)
e o fator de crescimento transformante beta (TGF-f) (Kim et al., 1998). O PDGF inicia a
quimiotaxia de neutrdfilos, macréfagos, células musculares lisas e fibroblastos. Além disso,
ele também estimula a mitose de fibroblastos e de células musculares lisas.

O TGF-p acrescenta sinais importantes para a iniciacdo da cascata de cicatrizagao
pela atracdo de macréfagos e estimula-os a secretar outras citocinas tais como, fator de
crescimento fibroblastico (FGF), PDGF, fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina-
1(IL-1). Além disso, o TGF-B promove a quimiotaxia de fibroblastos e células musculares,
além de modular a expressdo de colageno e colagenase. O resultado final desses sinais
redundantes ¢ uma vigorosa resposta das células produtoras de matriz para garantir uma
deposicdo rapida de um novo tecido conjuntivo no local da lesdo durante a fase

proliferativa que se segue a fase inflamatoria (Kim et al., 1998).
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Neutroéfilos s@o as primeiras células a aparecerem na ferida 24 horas apos a lesdo. A
principal fun¢do dos neutrdfilos ¢ remover corpos estranhos, bactérias, células ndo
funcionais do hospedeiro e componentes lesados da matriz que possam estar na ferida
(Hart, 2002; Sylvia, 2003).

Por volta de 48 horas apods a lesdo, mondcitos sdo ativados e nos tecidos lesados
tornam-se macrdofagos. Esses macrofagos especializados da ferida s3o talvez, as mais
importantes células inflamatorias em uma cicatrizagdo normal (Diegelmann et al., 1981).
Uma inibig¢do na funcdo dos macrdéfagos ird atrasar a cicatrizacao (Leibovich et al., 1975).
Uma vez ativados esses macrofagos da ferida também irdo produzir PDGF e TGF-§ que
atrairdo ainda mais fibroblastos e células musculares lisas para o local da lesdo. Esses
grandes fagdcitos também s3o responsaveis por remover células ndo funcionais do
hospedeiro, neutrofilos repletos de bactérias, restos da matriz, corpos estranhos e quaisquer
remanescentes de bactérias da ferida. A presenga de macrofagos na ferida ¢ um marcador
de que a fase inflamatoria estd proxima do final e que a fase proliferativa estd comegando.
Os linfocitos aparecem na lesdo em uma fase mais tardia, mas ndo sdo consideradas as
principais células envolvidas na cicatrizagdo; sua funcdo precisa no processo de
cicatrizacdo de feridas permanece obscuro (Diegelmann et al., 1981).

Com o progresso da fase proliferativa, o TGF-B liberado pelas plaquetas,
macrofagos e linfocitos T torna-se um sinalizador critico. O TGF-f ¢ considerado um
sinalizador mestre das fungdes dos fibroblastos (Roberts et al., 1993). TGF-B tem um efeito
tridimensional na deposicdo da matriz extracelular (Roberts et al., 1992). Primeiro, ele
aumenta a transcri¢do de genes para o coladgeno, proteoglicanos e fibronectina aumentando
desta forma a produgdo de proteinas da matriz. Ao mesmo tempo o TGF-f diminui a
secrecao de proteases responsaveis pela degradagdo da matriz e também estimula a
producao do inibidor de proteases ¢ do inibidor tecidual de metaloproteases (TIMP) (Hall
et al., 2003).

A cicatrizagdo avanga e varias outras respostas sdo ativadas. O processo de
epitelizacdo ¢ estimulado pela presenga do fator de crescimento epidérmico (EGF) e do
fator de crescimento transformante alfa (TGF-a) que ¢ produzido por macrofagos ativados
na ferida, plaquetas e queratinocitos (Hunt et al., 1984; Yates et al., 1991, Schultz et al.,
1991). Uma vez que a ponte epitelial estd concluida, enzimas sdo liberadas para dissolver a
ligagdo na base da crosta, resultando na sua remog¢do. Devido a alta atividade metabolica

no local da ferida, ha uma crescente demanda de oxigénio e nutrientes. Fatores locais do
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microambiente da ferida como o baixo pH, a reducdo da tensdo de oxigénio e o aumento
dos niveis de lactato, efetivamente, iniciam a liberagcdo de fatores necessarios para trazer
um novo suprimento sangiiineo (Knighton et al., 1983; Lavan et al., 1990). Este processo ¢
chamado angiogénese ou neovascularizacdo e ¢ estimulado pelo fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento basico de fibroblastos (bFGF) e TGF-p.
Células epidérmicas, fibroblastos, macrofagos e células endoteliais produzem estes fatores.
Um interessante mecanismo de sinalizacdo envolve a baixa tensdo de oxigénio que, por sua
vez, estimula a expressao de um fator nuclear de transcri¢do denominado “fator hipdxia-
induzido” (HIF) pelas células do endotélio vascular. (Gerber, 1997). O HIF, por sua vez, se
liga a seqiiéncias especificas de DNA que regulam a expressdo de VEGF o qual estimula a
angiogénese. Os novos vasos entram na area do reparo e a tensdo de oxigénio retorna ao
nivel normal, o oxigénio se liga ao HIF e bloqueia sua atividade levando ao decréscimo na
sintese do VEGF.

Com o avango da fase proliferativa, a célula predominante na ferida ¢ o fibroblasto.
Essa célula de origem mesenquimal é responsavel por produzir uma nova matriz necessaria
para restauracao estrutural e funcional do tecido lesado. Os fibroblastos aderem a matriz
provisoria de fibrina e iniciam a produgdo de colageno (Clark, 2001). Existem mais de 23
tipos individuais de colageno, mas o colageno tipo I é o predominante na cicatriz da ferida
cutanea (Prockop et al., 1998). Apds a transcrigdo e processamento do RNAm do colageno,
esse se adere aos poliribossomos do reticulo endoplasmatico e novas cadeias de colageno
sao produzidas. Durante esse processo, existe um importante passo envolvendo
hidroxilagdo da prolina e residuos de lisina (Peterkofsky, 1991). A molécula de colageno
inicialmente caracteriza-se por uma estrutura helicoidal tripla e cadeias nascentes sofrem
uma nova alteragdo pelos processos de glicosilagdo (Blumenkrantz et al., 1984). A
molécula de pro-colageno € secretada no espago extracelular onde € processada (Prockop
et al.,, 1998). A hidroxiprolina no coldgeno ¢ importante devido ao fato dela dar
estabilidade a sua conformacao helicoidal (Zanaboni et al., 2000). Totalmente hidroxilado
0 colageno possui uma alta temperatura. Quando a hidroxiprolina ndo estd presente,
quando por exemplo, o colageno ¢ produzido sob condi¢des anaerdbicas ou na deficiéncia
de vitamina C, esse tem sua estrutura alterada e pode sofrer desnatura¢do muito mais
rapidamente em altas temperaturas (Peterkofsky, 1991, Woodruff, 1975). Finalmente o
colageno liberado no espago extracelular sofre uma transformacao posterior por clivagem

do pré-colageno N e C terminal. No espaco extracelular uma importante enzima, lisil-
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oxidase, atua no colageno formado estaveis ligagdes cruzadas. A medida que o colageno se
torna maduro e mais velho mais destas ligagdes cruzadas intramoleculares e
intermoleculares sdo adicionadas dando ao coldgeno uma maior estabilidade ao longo do
tempo (Hornstra et al., 2003).0 colageno depositado inicialmente ¢ mais fino que o
colageno de um tecido sem lesdo e esta orientado paralelamente a pele. Também com o
passar do tempo, o colageno inicial é reabsorvido e um coldgeno mais grosso ¢ depositado
e organizado paralelamente as linhas de tensdo. Essas alteracdes sdo acompanhadas
também por um aumento da forga tensil da ferida indicando uma correlacao positiva com a

espessura do colageno/orientagdo e forca tensil.

1.2.2. A influéncia da inflamacéo no reparo tecidual

A inflamagdo ¢ uma reacdo complexa a varios agentes, que consiste de respostas
vasculares, celulares (migracao e ativagdo de leucocitos) e reagdes sistémicas. A resposta
inflamatoria estd intimamente ligada ao processo de reparo (Kumar et al., 2005).

A reacao inflamatéria cronica difere acentuadamente da reacdo aguda na
cicatrizacdo de feridas. A fun¢do normal da inflama¢do em feridas agudas ¢ preparar o
leito da ferida para a cicatrizagdo pela remogdo de tecidos necréticos, debris e
contaminagdo bacteriana bem como o recrutamento e ativagdo de fibroblastos. Sob
condigdes normais, a inflamagao ¢ um processo auto-limitante. Em contraste, a inflamacao
cronica nas feridas serve apenas para causar mais danos e promover mais inflamacao. Em
feridas agudas, a ativagdo de neutréfilos ¢ virtualmente ndo existente apds as primeiras 72
horas, enquanto que na ferida cronica, os neutrdfilos estdo presentes ao longo de todo
processo de cicatrizagdo (Simpson et al., 1972; Leibovich et al., 1975).

Durante todo o processo de reparo, as células inflamatdrias sdo claramente um
abundante componente ativo da resposta cicatricial, mas por que elas sdo essenciais se em
alguns casos seus efeitos deletérios superam seus efeitos bons?

A mais recente série de estudos utilizando animais “knockout” e outras abordagens
tem permitido testes mais precisos da fun¢do de cada uma das linhagens de células
inflamatorias no local da ferida. Esses experimentos tém mostrado vérias surpresas e abriu
a porta a novas terapias para melhorar a inflamacdo e promover a cicatrizagdo. Eles

demonstram que algumas linhagens de células ndo sdo absolutamente necessarias para
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dirigir o reparo, e, quando alguma delas estd ausente, as feridas podem fechar mais
rapidamente e com menos cicatriz (Martin et al., 2005).

Em contraste com o reparo tecidual em adultos, feridas cutdneas de fetos entre o
segundo e o terceiro trimestre sofrem reparo sem deixar cicatriz, alem de reparar os
foliculos pilosos e demais anexos sem que haja excessiva e desorganizada deposicdo de
colageno. E importante ressaltar que, este fendmeno de reparo cicatricial sem marcas,
somente ocorre na auséncia de resposta inflamatoria. Embora o exato mecanismo pelo qual
a inflamacao promove a cicatrizagao nesse modelo ndo seja conhecido, ¢ evidente que a
partir dos estudos realizados em fetos e adultos que a fase inflamatoéria dirige a producao
do tecido cicatricial e que esta, influencia na qualidade da nova pele produzida na éarea da

ferida (Wilgus et al., 2003).

1.2.3. A angiogénese inflamatoria

A angiogénese ¢ um componente vital para o reparo dos tecidos. O controle preciso
da formacao de novos vasos sanguineos durante o reparo nao esta claramente entendido.
Sabe-se que a angiogénese ¢ um processo complexo que envolve intensa intercomunica¢ao
entre células, fatores soliveis e componentes da matriz extracelular (Liekens et al., 2001)

Para que a angiogénese se inicie ¢ necessaria a presenca de estimulos que podem
ser lesdes teciduais, hipoxia, alteragdes isquémicas ou liberagdo de citocinas e de fatores de
crescimento. A ativagdo de células endoteliais originadas de vasos sanguineos pré-
existentes consiste na primeira etapa do processo angiogénico. Essas células ativadas
liberam enzimas proteoliticas que degradam a membrana basal adjacente (Mignatti &
Rifkin, 1996). A seguir, as células endoteliais “livres” iniciam a migra¢do em dire¢do a
matriz extracelular degradada.

A etapa seguinte consiste na proliferacdo das células endoteliais e formacao do
broto capilar, que sera estimulado por uma variedade de fatores de crescimento, alguns dos
quais foram liberados pela propria degradagdo da matriz extracelular (Petterson et al., 2000;
Liekens et al., 2001; Dvorak et al., 2003; Dvorak, 2005).

A fase final do processo angiogénico inclui a formagdo das “algas” capilares e a
determinagdo da polaridade das células endoteliais, que sera importante para a formacao do
limen capilar e para as interagdes célula-célula e célula-matriz (Bischoff, 1997). A

estabilizacdo do vaso sanguineo neoformado ¢ atingida apos a migracao de células
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mesenquimais ao redor dos neovasos, e sua posterior diferenciagdo em pericitos ou células
musculares lisas (Hirsch & D amore, 1997). As células periendoteliais sdo essenciais para
o amadurecimento dos vasos, pois estabilizam os vasos, estimulando a produgdo de matriz
e protegem os vasos contra a regressao (Carmeliet, 2000; Veale & Fearon, 20006).

O crescimento de novos vasos sanguineos ¢ fundamental para a inflamagdo e se
associa a alteragcdes ultra estruturais, incluindo a ativa¢do e proliferacdo das células
endoteliais e o remodelamento dos capilares e vénulas, o que resulta em expansdo da rede
da microvasculatura do tecido (Majno, 1998; Bagli et al., 2004). Uma conseqiiéncia
funcional dessa expansdo ¢ a promoc¢do da inflamagdo através de varios mecanismos
correlacionados. Primeiro, o influxo de células inflamatorias deve aumentar, segundo, deve
haver um aumento do suprimento de nutrientes que ird alimentar o processo imune
metabolicamente ativo, e terceiro o endotélio ativado contribui para a producao local de
citocinas, quimiocinas e metaloproteases (Szekanec & Koch, 2004). Por isso a expansdo
anatomica da rede microvascular combinada com essa ativacdo funcional pode continuar
recrutando células inflamatorias. A angiogénese e a inflamac¢do devem se tornar processos
cronicamente co-dependentes (Bagli et al., 2004; Szekanec & Koch, 2004; Campos et al.,
2006).

A angiogénese ¢ um processo de suma importdncia em vdarias condigdes
fisiolégicas e patologicas. Durante processos fisiologicos, como, por exemplo, o
desenvolvimento embriondrio (ex. vascularizagdo do cérebro e do rim), o ciclo reprodutivo
feminino (ex. proliferacdo endometrial, desenvolvimento do foliculo ovariano e formacao
da rede capilar placentdria) e processos reparativos (ex. cicatrizagdo de feridas), os
neovasos contribuem para o suprimento de oxigénio e de nutrientes, bem como para
remocao de produtos de excregdo (Nissen et al., 1998; Ribatti et al., 2001).

Paralelamente, um grande numero de diferentes processos patologicos estd
associado a forma¢do de novos vasos sanguineos (Folkman, 1995). O crescimento
excessivo e persistente de neovasos ¢ caracteristico de varias condi¢cdes patologicas
categorizadas como “doengas angiogénicas” (Folkman & Klagsbrum, 1987) e, nesse caso,
esta geralmente associado a continuidade e a cronicidade de tais enfermidades. Dentre
estas se incluem artrite reumatdide (Szekanecz et al., 1998), tumores solidos, tumores
hematologicos, psoriase (Creamer et al., 1997; Konstantinova et al., 1996), retinopatia

diabética e ateroesclerose (Ruderman et al., 1992).
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Prevenir ou reverter a angiogénese ¢ uma abordagem que promete ajudar no
combate ao cancer (Bergens & Benjamin, 2003) e doengas inflamatérias, pois a
angiogénese ¢ um componente critico dessas doengas, e induzir a angiogénese através da
administracao de fatores angiogénicos exdgenos ¢ uma terapia em potencial para o reparo

de tecidos isquémicos ou lesados. (Benjamin, 2000; Keshet, 2003).

1.3. Modelo de implantacdo subcutanea de discos de esponja na inducdo da

angiogénese inflamatoria

A implantacdo de matrizes sintéticas induz uma reagdo inflamatoria, do tipo corpo
estranho, com conseqiiente formagdo de tecido de granulagdo rico em novos vasos
sanguineos, representando um sistema que tem sido apropriado para o estudo da
angiogénese inflamatoria.

O modelo de implantacdo subcutanea de matrizes esponjosas em animais foi
descrito inicialmente por Grindlay & Waugh (1951) e modificado por Andrade et al., em
1987. Assim, processos naturais como a vascularizacdo de feridas na cicatrizacdo podem
ser mimetizados utilizando-se esse modelo. Outros fatores como desnutri¢ao, doencgas
inflamatorias sistémicas diabetes e tumores ja mostraram afetar o processo de reparo neste
e em outros modelos (Andrade et al., 1987; Teixeira et al., 1999; Brashaw et al., 2001;
Ferreira et al., 2004; Belo et al., 2005; Campos et al., 2006).

Além disso, o modelo permite o estudo temporal do infiltrado inflamatoério, a
analise bioquimica dos fluidos coletados, os efeitos de drogas sobre o processo, além de
estudos histoldgicos e morfométricos (Andrade et al., 1987; Bailey, 1988; Barcelos et al.,
2004). Utilizando-se essa abordagem metodologica, tem sido possivel caracterizar varios
componentes envolvidos na neoformacgdo vascular bem como sua associacdo com eventos
inflamatoérios (recrutamento e ativagao de leucocitos).

A avaliagdo do desenvolvimento de estruturas vasculares na esponja pode ser feita a
partir da estimativa do desenvolvimento do fluxo sanguineo utilizando-se marcador
radioativo (Andrade et al., 1987) ou fluorescente (Andrade et al., 1987) ou a partir da
dosagem do conteudo de hemoglobina (indice indireto de vascularizacdo) (Plunkett &
Hailey et al.,, 1990). A analise histoldgica associada a estudos imunohistoquimicos e
morfométricos apresenta-se também, como aliada importante para a avaliagdo da

angiogénese.
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Embora existam trabalhos que evidenciam que os extratos de propolis possuam
substancias capazes de atuar inibindo a resposta inflamatdria, seu exato mecanismo
antiinflamatdrio até agora é obscuro, necessitando de estudos mais consistentes. Assim de
posse das informagdes acima relacionadas, pretende-se nesta proposta de trabalho
empregar o extrato aquoso da propolis verde de Minas Gerais, para o estudo dos seus
efeitos nos fendmenos inflamatorios e angiogénicos usando o modelo de implante

subcutaneo de esponja.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
v’ Caracterizar quimicamente os componentes dos extratos etanélico e aquoso da propolis
verde e avaliar os efeitos do extrato aquoso na inflamacéo e angiogénese induzidas por
implante de esponja em camundongos.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Caracterizacdo organoléptica e quimica da prépolis de Jaguaracl, MG;

v Avaliar o componente inflamatério (neutréfilos e macréfagos) do tecido conjuntivo
fibrovascular induzido por implante de esponjas e sua modulacédo pela prépolis.

v’ Caracterizar através de parametros bioquimicos e histomorfométricos, a cinética da

angiogénese e sua modulacgdo pela propolis.
v' Avaliar o efeito desse composto na producdo de citocinas pré-inflamatoria e proé-
fibrogénica no implante de esponja bem como o efeito da prépolis nos niveis destas

citocinas.

v' Avaliar o efeito da propolis no processo de reparo (deposicdo intra-implante de

colageno).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. APIARIOS

Para o desenvolvimento da pesquisa foi instalado um apidrio no municipio de
Jaguaragl,, regido leste de Minas Gerais. A escolha de tal local baseou-se nas
caracteristicas distintas da propolis ali produzida, fato que se adequa aos interesses
propostos nos objetivos especificos deste trabalho de pesquisa.

No apiario foram instalados 3 enxames de Apis mellifera (africanizada). Para
estimular a produgdo de propolis pelas colonias, foram confeccionadas melgueiras
especiais com abertura de 3 cm de largura, denominado coletor de prépolis inteligente, ao

longo das duas laterais (CPI).

3.2. PROCEDIMENTO DE COLETA DA PROPOLIS

Trinta dias ap6s a instalacdo dos apiarios experimentais, foram feitas as raspagens
de todas as colonias. A propolis coletada foi desprezada, com o objetivo de isentar a
primeira amostragem de qualquer contaminagdo eventualmente existente, advinda dos
locais de onde os enxames foram transferidos.

Durante doze meses consecutivos (setembro de 2005 a setembro de 2006), foi
coletada, mensalmente, toda propolis produzida pelas 3 coldnias no apiario. Caracteristicas
organolépticas das amostras (cor, maleabilidade e odor) foram anotadas em fichas de
campo.

Apds a coleta, a propolis bruta foi triturada, homogeneizada e acondicionada em

ambiente controlado com temperatura de -18° C.
3.3. CARACTERIZACAO ORGANOLEPTICA DA PROPOLIS
Foi feito o acompanhamento do comportamento de coleta, desde a chegada do

inseto a planta, até o vOo para a colonia, registrando-se fotograficamente o processo de

coleta.
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O material vegetal assim coletado, correspondendo a fragmentos vegetais aderidos
as diferentes partes do corpo da abelha e o que restava dos apices coletados, foi observado

e fotografado em lupa (leica MZ6).

3.4. AVALIACAO DA PRESENCA DE FLAVONOIDES NOS DIFERENTES
EXTRATOS DA PROPOLIS

Esta andlise tem por finalidade determinar o padrdo de qualidade da propolis, de
acordo com os diferentes solventes utilizados e seguindo as especificagdes feitas pelo
Ministério da Agricultura do Brasil.

Com o objetivo de pesquisar a atividade bioldgica dos demais compostos presentes
na propolis foi escolhido para a realizagdo desse trabalho, o extrato que apresentou a
menor concentragao de flavonoides.

A determinacao do teor de flavonodides foi feita pela leitura em espectrofotometro a
425 nm, utilizando-se cloreto de aluminio (AICls) a 5% em metanol. O cétion aluminio
forma complexos estaveis com flavondides em metanol, ocorrendo na andlise
espectrofotométrica um desvio para maiores comprimentos de onda e uma intensificagao
da absor¢do. Nessas condi¢des, o complexo flavonoide-aluminio absorve em comprimento
de onda bem maior do que os flavonodides sem a presenca do agente complexante. Os
acidos fendlicos, mesmo os que formam complexos com AICl;, absorvem em
comprimentos de onda muito inferiores, evitando-se dessa maneira interferéncias nas
medidas de absorbancia (Marcucci et al.,1998).

Para a determina¢ao da concentracao de flavonoides nas amostras, foi utilizado 1
mL do sobrenadante que foi separado, sendo este diluido 25 vezes, para que os valores
encontrados se enquadrassem na curva padrdo, ndo ultrapassando a faixa da linearidade.
Deste sobrenadante diluido foram recolhidos 2 mL, que foram misturados a 1 mL de
solucdo metanolica de cloreto de aluminio a 5%, sendo o volume completado para 50 mL
com metanol. Essa preparagdo ficou por 30 minutos em ambiente escuro para estabilizagao
do complexo, e logo apds foi medida a absorbancia a 425 nm. Para o branco foi utilizado 1
mL da solugdo de cloreto de aluminio a 5% e o volume completando para 50 mL com
metanol, a fim de evitar qualquer interferéncia na absorbancia. Com a utilizagdo da curva
padrao pdde-se determinar a concentracdo de flavonodides presentes nas amostras de

propolis.
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3.5. DETERMINACAO DA CURVA PADRAO DE FLAVONOIDES

Foram preparadas solugdes metanolicas de quercetina nas concentragdes de 4,0-
12,0 pg/mL, para comparacao. Para cada 2 mL da solugdo de referéncia, foram adicionados
20 mL de metanol, 1 mL de solucdo de Cloreto de Aluminio a 5% e completado o volume
para 50 mL com metanol a 20°C. Apds 30 minutos em ambiente escuro, foi medida a
absorbancia por analise espectrofotométrica a 425 nm. Através dessa absorbancia pdde-se

determinar a curva padrao para a dosagem de flavonoides (Woisky & Salatino, 1998).

3.6. PREPARO DOS EXTRATOS DE PROPOLIS

Como demonstrado na Figura 1, foram trituradas 200g da amostra de propolis, em
seguida foram acrescentados 500mL de dgua destilada. A solugdo formada foi mantida por
um periodo de 30 a 60 minutos a uma temperatura de 70°C sob agitagdo até a completa
incorporacdo da propolis. O material foi filtrado em papel whaltman #1 para obtengdo da
primeira fragdo do extrato e residuo. O residuo recebeu o mesmo tratamento obtendo assim
a segunda fracdo do extrato. As duas fragdes do extrato foram misturadas e posteriormente
liofilizadas (FIG. 1A-F). Repetiu-se o mesmo procedimento para os demais solventes

(etanol, cloroférmio, metanol, éter e acetona) (Park, et al., 1998).
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Propolis bruta

LR

Aquecimento e agitacdo Filtragem do extrato

Aliquotas para liofilizacao

FIGURA 1- Seqiiéncia da obtengao do extrato aquoso da propolis verde
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3.7. ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA DO EXTRATO AQUOSO DE
PROPOLIS USANDO HPLC/DAD/ESI/MS

A partir do estudo do teor de flavonoides realizados elegeu-se o extrato aquoso da
propolis verde para o estudo dos principais compostos quimicos presentes.

O extrato liofilizado foi tratado com MeOH:H,O (1:1, v/v) na concentracdo del0

mg/mL e filtradas através de um filtro de a 0.45 pm (German Sciences, Tokyo, Japan).
A solugao (10 pL) foi injetada em um sistema DAD SPD-M10AVP SHIMADZU HPLC
(high pressure liquid chromatography) acoplado a um sistema de espectrofotdmetro de
massas (ESQUIRE 3000 PLUS, BRUKER DALTONICS) através de uma fonte
eletrospray ionizante (ESI). Dados do espectro UV de todos os picos sdo acumulados na
faixa de 240-400 nm e cromatogramas sao registrados em 270 e 340 nm para compostos
fenolicos. O instrumento foi controlado por um computador utilizando o programa SCL-
10A VP. A fase movel consistiu de um eluente A (0.1% aq. HOAc) e um eluente B
(MeOH) utilizando a fase reversa C18 Zorbax-5B-RP-18 column (4.6 x 250 mm, 5 pum)
(Hewlett Packard).

Um gradiente linear de 20-90% de B (v/v) na mistura A/B foi utilizada para as
analises, de acordo com o seguinte gradiente 0 min, 20%; 10 min 30%; 20 min, 50%; 30
min, 70%; 40 min, 90%; 45 min, 40%; 50 min, retornando a condicdo inicial (20%) para
reequilibrar a coluna antes de uma nova corrida. A vazao foi constante em 0.5 mL/min e a
temperatura da coluna foi de 28°C. As condigdes de ionizagdo foram ajustadas da seguinte
forma: a ionizagdo eletro spray foi obtida utilizando-se uma fonte com voltagem de — 40 V
e uma compensacao de tensdo capilar de 4500 V. A nebulizacdo foi feita em uma coluna
coaxial de gas nitrogénio a uma pressao de 27 psi. Dessolvatacdo i6nica feita utilizando um
contador de fluxo de nitrogénio fixado em um fluxo de 7.0 L/min e a temperatura capilar
foi de 325°C. Os parametros de fluxo do LC/MS foram de 100 pL/min. ESI/MS dados
foram obtidos por meio de ions positivos e negativos. A verificacdo completa das massas
adquiridas foi realizada por varredura de m/z 100 to 900. A fragmentagdo-choque dos
experimentos foi realizada utilizando um dispositivo i6nico He, um gas de choque, em
ciclos de coluna mével a uma voltagem de 0.3 até¢ 2 V.

As andlises foram realizadas em parceria com a Universidade Federal de Sao Paulo

no Laboratério de Fitoquimica do Departamento de Botanica
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3.8. ANIMAIS

Foram utilizados para este estudo, 90 camundongos SWISS, fémeas com idade
entre 6 ¢ 8 semanas, pesando entre 35 ¢ 40 gramas, provenientes do Centro de Bioterismo
(CEBIO) da UFMG. Esses animais foram mantidos no biotério do Departamento de
Patologia — ICB e alimentados com ragdo padrdo e agua ad libitum. Os animais foram
separados aleatoriamente (n=10) e distribuidos nos seguintes grupos apds o implante de
disco de esponja:

A eutanasia foi realizada através de deslocamento cervical em animais anestesiados
conforme estabelecido pelo CETEA (Comité de ética animal) registrado no protocolo de

aprovagao numero 161/05 (ANEXO 2).

+ Controle - os animais receberam por via oral 200uL de solugéo salina diariamente.
+ Tratados - os animais receberam diariamente por via oral 200uL de extrato aquoso
de propolis na dose de 500mg/kg.
Os tempos avaliados foram 4, 7 e 14 dias pos-implantacao.

O Esquema 1 mostra a distribui¢do dos grupos.
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ESQUEMA 1. Experimentos para o estudo dos efeitos do extrato aquoso administrado por

via oral

TEMPOS AVALIADOS APOS O IMPLANTE DO DISCO DE ESPONJA
4,7 e 14 DIAS

Grupo controle: Animais tratados por via oral com

GRUPOS solucao salina estéril a 0,9%

EXPERIMENTAIS | Grupo tratado: Animais receberam 200pL de extrato
aquoso de propolis por via oral (dose de 500mg/Kg)

|

Implante de esponia
|
|

W

Controle Tratado
Solucéo salina via oral Prépolis via oral

4 .7 e 14 dias

Sacrificio e retirada do implante para analises
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3.9. IMPLANTE DOS DISCOS DE ESPONJA

Discos de esponjas de poliéster-poliuretano medindo 8,4 mm de diametro, 5 mm de
espessura, ¢ 4,64 mg de peso (Vitaform, Manchester UK), foram preparados ¢ colocados
em alcool 70°GL por até 4 dias. No dia do implante, as esponjas foram lavadas e fervidas a
95 °C em 4gua destilada por 20 minutos.

Os animais foram anestesiados, a regido dorsal tricotomizada, e a assepsia foi feita
com alcool 70°GL. Foi realizada uma incisdo com cerca de 1 cm de comprimento na pele
da regido dorso-lombar. O tecido subcutaneo foi divulsionado e o implante inserido a 2 cm
acima da regido de incisdo, conforme apresentado na (FIG. 2A-B). Os animais foram

colocados em gaiolas individuais com livre acesso a dgua e ragao.

FIGURA 2- Esponja antes e apos ser implantada e seu posicionamento na regido subcutanea
dorsal dos animais. Disco de esponja antes da implantagdo (A); Disco de
esponja com 14 dias pos-implante com presenga de tecido fibrovascular (B).
Implante inserido no tecido (setas grande) e incisdo cirlirgica ja cicatrizada do
local da inser¢do (seta pequena).
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3.10. AVALIACAO HISTOLOGICA DOS IMPLANTES DE ESPONJA

A avaliagdo histologica foi realizada nos tempos de 4, 7, 14 dias pos-implante nos
grupos tratados e controle. Os tecidos coletados para avaliagdao histologica foram fixados
em solu¢do formol-salina a 10% durante 48 horas e posteriormente, processadas para
inclusdo em parafina. Apos estes procedimentos os blocos foram cortados a Sum e corados
com hematoxilina-eosina (HE).

A coloragdo Picro-sirius red foi utilizada para caracterizagdao do tipo de colageno
presente na matriz, ¢ foi analisada em microscopio de luz polarizada. Os cortes
histologicos foram analisados e digitalizados por uma microcamera JVC-TK 1270/JGB e a
imagens transferidas para o analisador (Kontrom eletronis, Carls Zeiss-KS300 versao 2). O
indice de vascularizag¢do do tecido e a quantidade de coldgeno do tipo III e tipo I presente
nos implantes foram avaliados, por meio de analises morfométricas. Para a contagem dos
vasos sanguineos, esses foram definidos como estruturas com luz e com presenca ou nao
de hemacias.

O ntimero minimo de campos contados (amostra) para a determinagdo do numero
de vasos foi determinado pela técnica de estudo da varia¢do da instabilidade de valores
médios em relacdo a amostra. Em uma lamina representativa de cada grupo experimental
foi determinado o nimero de vasos em 50 campos (aumento de 400x). Com os dados
dessas 50 amostras foram criados, através de sorteio com reposicao, grupos de 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45 e 50 amostras. A média e o desvio padrao foram calculados para cada
grupo. O numero minimo representativo de campos microscopicos por tratamento foi
obtido quando o aumento no numero de campos nao resultou em consideravel redugdo (<
5%) no respectivo valor do desvio padrdo. Os resultados foram expressos em média +
e.p.m. do numero total de vasos/15 campo.

A area fibrovascular e a quantidade de fibras colagenas foram feitas a partir da
captura e binarizagdo de imagens obtidas dos campos histologicos em microscopio de luz
polarizada e a andlise densitométrica foi realizada em todos os campos da esponja nos

diferentes grupos experimentais.

3.11. DOSAGEM DA ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE (MPO)

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima encontrada nos granulos azuréfilos de

neutrofilos. A dosagem de MPO ¢ uma técnica que tem sido usada com sucesso como um
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marcador bioquimico de recrutamento de neutrofilos na lesdo e permite demonstrar o
componente inflamatorio de forma quantitativa (Mullane et al., 1985; Cross et al., 2003).

Apo6s a dosagem da hemoglobina, o sedimento obtido foi pesado e solubilizado em
2,0 mL de tampao fosfato de sodio a 80 mM, pH 6,0. Transferiram-se 300 pL. da amostra
para um microtubo e foram acrescidos 600 uL de HTAB (Brometo de
hexadeciltrimetilamonio-Sigma) a 0,75%, em tampao fosfato de sodio a 80 mM, pH 5.4,
misturada, sonicada durante 10 segundos e centrifugada a 2.700g por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi usado no ensaio enzimatico.

O ensaio enzimatico foi feito da seguinte maneira: em um microtubo foram
adicionados 100 pL de perdxido de hidrogénio (H,O) a 1,2mM em tampdo fosfato de
sodio 80 mM pH 5.4; 100 pL de substrato TMB (3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina-Sigma) a
6,4 Mm diluido em DMSO (dimetilsulfoxido-Merck) e 200 pL do sobrenadante das
amostras. Esses reagentes foram incubados a temperatura ambiente durante 1 minuto. Apds
este periodo, foi adicionado H,SO4 (4cido sulfurico) a 4M para paralisar a reagdo.
Transferiram-se 200 pL do produto da reacdo para a placa de ELISA e foi feita a leitura em
espectrofotometro a 450 nm. A atividade de MPO foi expressa em densidade optica (OD) /

mg de tecido.

3.12. DOSAGEM DA ATIVIDADE DA N-ACETIL-B-D-GLICOSAMINIDASE
(NAG)

A N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG) ¢ uma enzima lisossdmica produzida por
macrofagos ativados. A dosagem do NAG ¢ uma técnica utilizada como indice da
infiltracdo dessas células nos sitios inflamatorios (Bailey, 1988).

Ap6s a dosagem da hemoglobina, o sedimento obtido foi pesado e solubilizado em
2,0 mL de solug¢ao de NaCl a 0,9% w/v contendo 0,1% v/v de Triton X-100. Procedeu-se a
centrifuga¢do a 3000g durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi separado para o
ensaio enzimatico.

Para o ensaio enzimatico foram adicionados 100 pL. do sobrenadante das amostras
(diluido quando necessario) a placa de Elisa. As amostras foram adicionados 100 pL do
substrato (p-nitrofenil-N-acedtil-B-D-glicosamina) (Sigma) a 2,24 mM diluido em tampao
citrato-fosfato pH 4,5 (200 mL de 4cido citrico a 0,1M; 310 mL de Na,HPO4 a 0,1M).

Sobrenadante e substrato foram incubados a 37°C durante 60 minutos. Para paralisar a
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reagdo foram adicionado 100 puL de tampao glicina pH 10,6 (misturados volumes iguais de
glicina a 0,8M; NaCl a 0,8M e NaOH a 0,8M) em cada poco. A absorbancia foi medida
por espectrofotometria em leitor ELISA a 400nm. Os resultados foram expressos como

atividade NAG em densidade 6ptica (OD)/mg tecido.

3.13. QUANTIFICACAO DE HEMOGLOGINA (Hb) PARA AVALIACAO DA
ANGIOGENESE

A avaliagdo da angiogénese foi realizada através de método colorimétrico a partir
da medicao do contetido de hemoglobina dos implantes pelo método de Drabkin & Austin
(1932) adaptado como indice de neovascularizacao por Plunkett et al., (1990). As amostras
foram analisadas nos tempos de 4, 7 e 14 dias. No dia da retirada dos implantes os animais
foram sacrificados e os implantes removidos avaliados. Aqueles implantes que na analise
macroscopica apresentaram indicios de hemorragia ou infec¢des foram descartados.

Os implantes foram pesados € homogeneizados em 2 mL de reagente de Drabkin
(Kit de dosagem hemoglobina-Labtest). O homogenato foi centrifugado por 20 min a
4000g e o sobrenadante filtrado em filtro 0.22 pm (Millipore). A concentracdo de
hemoglobina das amostras foi determinada através de leitura espectrofotométrica a 540 nm,
usando leitor de ELISA. A concentragdao de hemoglobina foi obtida comparando-se as
leituras obtidas com uma curva padrdao previamente estabelecida e foi expressa em pg

Hb/mg de tecido.

3.14. AVALIACAO DA CINETICA DE CITOCINA TNF-o, VEGF e TGF-pl
PRODUZIDAS NOS IMPLANTE DE ESPONJA

O implante retirado apds 4, 7 e 14 dias foi homogeneizado para a dosagem de
hemoglobina. Foram adicionados 100 uL do sobrenadante em 500 uL de PBS pH 7.4
contendo 0,05% de Tween-20 e centrifugado a 12.000g a 4°C durante 30 minutos. O
sobrenadante foi usado para realizagdo do imunoensaio.

As concentragdes de VEGF, TNF-a e TGF-B1 foram determinadas no sobrenadante
utilizando-se o kit da R&D Systems (USA) especifico para cada citocina e de acordo com
o protocolo do fabricante. O ensaio foi realizado usando placa de microtitulagao (ELISA)

sensibilizada com anticorpo primario (policlonal anti-camundongo) especifico para a
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citocina a ser avaliada e incubada a 4 °C durante a noite. Apos lavagem foi adicionado
tampao de bloqueio para bloquear os sitios de ligag¢ao inespecificos. Os padrdes e amostras
foram adicionados a placa ap6s lavagem e incubados a 4 °C durante a noite. Nova lavagem
foi seguida da adicdao de anticorpo de deteccao apropriado e incubagdo durante 2 horas a
temperatura ambiente. Seguiu-se a lavagem e adicdo do conjugado estreptavidina-
peroxidase e incubacao por 30 min. a temperatura ambiente. A placa foi novamente lavada,
foi adicionado OPD (1,2-Diaminobenzidina) diluido em tampao citrato a 0,03M pH 5,0
contendo 0,02% de H,O, 30 v/v. A placa foi incubada abrigada da luz durante 30 min. A
reacdo foi paralisada por adi¢do de H,SO4 a 1M. Todas as amostras foram ensaiadas em
duplicata. A leitura das amostras foi feita em espectrofotometro a 492 nm. Os resultados

foram expressos em pg (picogramas)/mg de tecido.

3.15. ANALISE ESTATISTICA

Para estabelecer o numero de animais por grupo de tratamento foram conduzidas
analises estatisticas para determinag¢do do tamanho da amostra, a um nivel de significAncia
de p<0,05.

A analise do intervalo de confianca da média nos experimentos pilotos (para as
dosagens bioquimicas e analises morfométricas) mostrou que as varidveis estudadas
apresentaram baixos valores de erro padrdo e que com n=10 animais e n=15 campos ha
confiabilidade nos resultados.

Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade utilizando o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Os resultados foram representados pelas médias + erro padrao. A
comparagao entre os dois grupos foi feita utilizando-se o teste t de Student. Todos os
resultados foram considerados significativos para p<0,05 utilizando-se o programa

GraphPad Prism 4.0.
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4. RESULTADOS

4.1. CARACTERIZACAO ORGANOLEPTICA DA PROPOLIS DE JAGUARACU
Considerando-se a cor, o aroma e o aspecto das amostras de propolis coletadas,
poucas variacdes foram observadas (TABELA 1). A propolis produzida de setembro de
2005 a agosto de 2006 apresentava coloracdo totalmente verde, bastante aromatica e
maleédvel a temperatura ambiente (quebradica, mas ndo ressecada). Nos meses de junho a
agosto observou-se um pequeno acimulo de umidade na face interna da préopolis produzida
nas frestas, passando de totalmente verde a para verde na face externa e amarela a marrom

na superficie da face interna (TABELA. 1)

A (FIG. 3) ilustra o momento do pouso e coleta de abelha Apis mellifera (africanizada)

sobre apices vegetativos de Baccharis dracunculifolia.

FIGURA 3- Coleta apice vegetal (CA = coleta de apice, FJ = folha jovem; GI= glossa; MC =

Material coletado).
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TABELA 1- Caracteristicas organolépticas das amostras de propolis coletadas no Municipio

de Jaguaract.

MES/ANO COR AROMA ASPECTO
Setembro/2005 Verde arlc\)/[n?;(i)ca Res(ir?;s?r:scsff:;:;ﬁga
Outubro/2005 Verde a rlc\)/[nzl;(i)ca Res(ir?;s?r:scsff:;:;ﬁga
Novembro/2005 Verde arlc\)/[n?;(i)ca Res(ir?gs?r:sg:::ézghga
Dezembro/2005 Verde arlg/lrrlllaiifc(i)ca Res(ir?gs?r:sg:::ézghga
Janeiro/2006 Verde arlg/lrrlllaiifc(i)ca Res(ir?gs?r:sg:::ézghga
Fevereiro/2006 Verde arlg/lrrlllaiifc(i)ca Res(ir?gs?r:sg:::ézghga
Mar¢o/2006 Verde arl(\)/lnlll ;(i)ca Res(irrllgs?r:scsl:ce:gz?iga
Abril/2006 Verde arl(\)/lr;ll ;(i)c a Res(irrllgs?r:sg:f:gz?iga

Resinosa e quebradica

Maio/2006 Verde Muito (ndo ressecada ou
aromatica ressecada)
Verde na face externa e
Junho/2006 amarelada ou marrom Muito Resinosa e quebradica
na face interna aromatica (ndo-ressecada)
Verde na face externa e
Julho/2006 amarelada ou marrom Muito Resinosa e quebradica
na face interna aromatica (ndo-ressecada)
Verde na face externa e
Agosto/2006 amarelada ou marrom Muito Resinosa e quebradica
na face interna aromatica (ndo-ressecada)
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4.2. ANALISE DO TEOR DE FLAVONOIDES EM FUNCAO DO SOLVENTE

No presente estudo comparativo, pode-se determinar o teor de flavondides de
extratos de amostra de propolis verde utilizando diferentes solventes e misturas de
solventes, podendo assim correlacionar os resultados encontrados.

Aplicando-se a metodologia apropriada, foi obtida a curva padrao (TABELA 2, GRAF. 1).

TABELA 2- Absorbancia das diferentes concentracdes de flavonoides

das amostras para determinacdo da curva padrao.

Concentracao das Absorbancia a 425
Amostras nm
4 pug/mL 0,007
6 ng/mL 0,010
8 ug/mL 0,022
10 pg/mL 0,025
12 pg/mL 0,028

Absorbancia a 425nm
o
o
=y
o

R?2=0,9756 [
O T ! T T 1
2 4 6 8 10 12 14

Concentragéo de quercetina (ug / ml)

GRAFICO 1-. Curva padrao de flavonoides
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Apds a obtengdo da curva padrio, tornou-se possivel a anélise da concentracdao de

flavondides nos extratos, demonstrando que o extrato etandlico a 70% foi o melhor

solvente para extracdo de flavondides da propolis verde. Em contra partida, o extrato

aquoso foi aquele que apresentou a concentracdo mais reduzida de flavonoides como

mostrado na (TABELA 3).

TABELA 3- Concentragdo de flavonoides nos varios tipos de solventes usados nas

extracdes da propolis.

Concentracao
Amostra | Solvente Absorbancia

de flavonoides
Tubo 1 Aquoso 0,022 0,2375 g/L
Tubo 2 Etanol 50% 0,203 1,7875g/L
Tubo 3 Etanol 70% 0,280 2,4450g/L
Tubo 4 Etanol 80% 0,275 2,4025g/L
Tubo 5 Cloroférmio 70% 0,060 0,5625¢g/L.
Tubo 6 Metanol 70% 0,212 1,8625 g/L
Tubo 7 Eter 70% 0,043 0,4175g/L
Tubo 8 Acetona 70% 0,223 1,9575g/L
Tubo 9 Etanol 70% e éter 30 % 0,184 1,6250 g/L

Etanol 70% e acetona
Tubo 10 0,214 1,8800g/L
30%
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4.3. ANALISES QUIMICAS

Conforme mostra a (TABELA 4), os principais constituintes da amostra do extrato
aquoso propolis analisados foram: os cafeoilquinicos: acidos 4,5-di-O-cafeoilquinicos (%
27,2), 3,4-di-O-(E)-cafeoilquinicos (15,8 %), didihydrocaffeoylquinic (13,8%) e 3,5-di-O-
(E)-cafeoilquinicos (8,0%). Outros 4cidos cafeoilquinicos, tais como 4-O-(E)-
cafeoilquinicos, acido 5-O-(E)-cafeoilquinicos, acido cindmico e derivados, tais como
artepilina C e drupanin constituintes aparecem em menor quantidade respectivamente (2,6,
4,4,5,0e2,0%)(TABELA 4).

Os picos 1, 2 e 3, com tempos de reten¢do (TR) 14,4, 17,6 e 20,9, respectivamente
(TABELA 4), apresentam / z 353, no meio negativo, em conformidade com a féormula
molecular C;6H309. Os correspondentes espectros UV sdo caracteristicos de derivados de
acido cafeoilquinicos (UV = 298 e 325 nm). As intensidades relativas dos ions em cada
espectro de acido clorogénico isdmeros foram significativamente diferentes, utilizando a
condicdo MS/MS. MS/MS, de 5-O-(E)- acido cafeoilquinicos foi indicado por um unico
pico m/z191, enquanto MS/MS, de acido 4-O-(E)-cafeoilquinicos foi indicado por m/z 173
com base no pico (100) e, além disso, mostrou fragmentos em m/z 179 (50) e 191 (60).
MS/MS de 3-O-(E)- 4cido cafeoilquinicos foi dominada por m / z 191 como base pico,
acompanhado de um fragmento em m / z 179 (60). Esteres do acido caféico nas posi¢des 3,
4 e 5 também sdo conhecidos respectivamente como neoclorogenico, criptoclorogenico e
acido clorogénico.

Picos 5, 6 ¢ 7 (TR 29,0, 31,5 e 32,5, respectivamente, (TABELA 4) mostraram
espectros UV de acidos cafeoilquinicos idéntico aos descritos acima. Suas massas foram
medidas de acordo com as massas protonadas ([M + H] +) e deprotonadas ([M - H] -) de
di-O-(E)- acidos cafeoilquinicos, 517,3 e 515,2, respectivamente (Tabela 1). Os dados
sugerem identidade com isdmeros posicionais de di-O-(E)- acido cafeoilquinicos, com a
férmula molecular C;sH,401, € peso molecular 516,0.

Picos 5 e 6 foram identificados por semelhanga como 3,4-di-O-(E)-cafeoilquinicos
e 3,5 - di-O-(E)- acido cafeoilquinicos, respectivamente. O pico de 7, foi idéntico ao seu
corresponde acido 4,5-di-O-(E)- cafeoilquinico. A base de pico de MS/MS dos espectros
dos compostos 5/7 ¢ m / z 353, que resulta da perda de um fragmento caffeoyl; é, portanto,
coerente com os acidos cafeoilquinico. O MS/MS do 4cido 3,4-di-O-(E)- cafeoilquinicos

no pico 5, (TABELA 4) foi indicado por m/z 353 (100) e continha fragmentos em m/z 191
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(30), 179 (60) e 173 (25), MS/MS de 4cido 3,5-di-O-(E)-cafeoilquinicos (pico 6, TABELA
4) foi indicado por m/z 353 (100) e continha fragmentos em m/z 191 (45), 179 (40) e 173
(20), enquanto a MS/MS do acido 4,5-di-O-(E)- cafeoilquinicos, pico 7, (TABELA 4) foi
indicado por m/ z 353 (100) e continha fragmentos em m / z 191 (20), 179 (20) e 173 (20).

O pico 4 foi identificado por semelhanga como um derivado do acido didihidro-
caffeoilquinico. O seu espectro UV ¢ idéntico aos espectros dos acidos cafeoilquinicos. O
composto mostrou [M - H] -am/z 5192 e [M+ H] + em m / z 521,4, coerente com a
formula molecular C25H28012 e massa molecular 520,0, o que corresponde a 4 Da acima
das massas moleculares dos acidos di-O- (E)- cafeoilquinicos. Os picos 8 ¢ 9 tém
caracteristica de espectros UV de derivados do acido cinamico (315 nm)e[M-H]-am/z
231,2 e 299,5, respectivamente, consistentes com os conhecidos componentes drupanin e

artepilina C, da propolis verde respectivamente.
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TABELA 4- Dados cromatrograficos e espectométricos dos constituintes presentes no

extrato aquoso da prépolis verde de Minas Gerais (Sul do Brasil) obtidos por

HPLC/ESUMS  (high  pressure liquid chromatography/electronspray
inozation/mass spectroscopy).
Tempo de | Quantidade N )
Picos Reteggéo Relativa UV (nm) [M+H]" | [M-H]" | [dentificagdo Proposta
: m/z m/z
(min) (%)

1 14.4 1.2 ND 355.2 3534 3-0-(E)-acido cafeoilquinico

2 17.6 4.4 gggsh, 3552  |353.1 | 5-O-(E)-4cido cafeoilquinico

3 20.9 2.6 gggsha 3552  |353.1 | 4-O-(E)-4cido cafeoilquinico

4 27.1 13.8 gggsha 5214 | 519.2 | 4cido dihidrocaffeilquinico

5 29.0 15.8 gggsh, 5173 | 5152 | 4cido3,4-di-O-caffeoilquinico
acido3,5-di-O-(E)-

6 31.5 8.0 300sh, 15173 |5152 T

330 caffeoilquinico

acido4,5-di-O-(E)-

7 32.5 27.2 330 ND 515.2
caffeoilquinico
acido4-hidroxi-3-prenil-

8 41.3 2.0 315 ND 231.2 ) . ]
cindmico (drupanin)
acido4-hidroxi-3,5-diprenil-

9 47.0 5.0 315 ND 299.5
cindmico (artepilina C)

ND: nao determinado
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4.4. CARACTERIZACAO DA ANGIOGENESE INFLAMATORIA

O processo de formacgao do tecido fibrovascular instalado na matriz esponjosa e os
efeitos do extrato aquoso de propolis (500mg/kg) foram evidenciados através de exame
histologico e morfométrico dos implantes, estudos da infiltracdo de células inflamatdrias
(neutrofilos e macréfagos) e da cinética de vascularizacdo. Além disso, evidenciou-se a
participagdo de citocinas durante o processo de angiogénese inflamatdria induzido pelo

implante de esponja.

4.5. AVALIACAO HISTOLOGICA DA ANGIOGENESE INFLAMATORIA

A matriz esponjosa foi bem tolerada por todos os animais. Nenhum sinal de
infec¢do ou rejei¢do do implante foi observado no compartimento da esponja durante os 14
dias do experimento. A administragdo sistémica da propolis (500 mg/kg), durante todo
periodo experimental (4, 7 e 14 dias) ndo mostrou sinais de toxicidade, tais como perda de
peso, sedacdo, ou alteracdes na atividade motora dos animais.

Os implantes de ambos os grupos, apo6s coloragdo com (HE) mostraram
crescimento de um estroma fibrovascular nos trés intervalos de tempo estudados (4, 7 ¢ 14
dias apds o implante de esponja). As altera¢des histologicas durante o desenvolvimento do
tecido fibrovascular sdao ilustradas na (FIG.4A- F). No dia 4, os implantes do grupo
controle mostraram um acumulo de células inflamatoérias aparentemente maior em
comparagdo com o grupo tratado. Do 7° até o 14° dia, as esponjas apresentavam- se mais
vascularizadas e continham muito mais células inflamatorias, células gigantes
multinucleadas e fibroblastos no tecido de granulagdo quando comparadas as esponjas do

grupo tratado com propolis.

54



Resultados

55



Resultados

FIGURA 4 A-F -Cortes histologicos (5 pm, HE) representativos dos implantes de esponja
dos grupos controle e tratado com prépolis durante 4 (A e B), 7 (C e D) e 14
dias (E e F) respectivamente. O implante de esponja (*) foi progressivamente
preenchido por células inflamatorias, vasos sangiiineos, fibroblastos e fibras
colagenas (tecido de granulacdo). A intensidade do infiltrado inflamatoério nos
implantes ¢ maior nos grupos controle (A, C e E) em comparacdo com os
grupos tratados (B, D e F) em todos os tempos estudados. O tecido de
granulacdo do grupo controle ¢ mais denso e mais vascularizado quando
comparado com o grupo tratado. Os destaques (400x) mostram células
inflamatorias em A (seta), célula gigante em C (seta), vaso sangiliineo em E

(seta). Barra= 16 um.
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4.6. INFILTRADO INFLAMATORIO

A infiltracdo celular e a deposicdo de matriz extracelular nos implantes foram
avaliadas quantitativamente a partir do peso umido das esponjas e analise morfométrica em
cortes histologicos corados pelo HE.

O peso tmido dos implantes dos animais do grupo controle foi significativamente
superior ao do grupo tratado no tempo de 7 dias pés-implante (GRAF. 2A).

A analise morfométrica da area ocupada pelo tecido fibrovascular (um?) cresceu ao
longo de todo periodo de implantacio em ambos os grupos. No entanto, a d4rea
fibrovascular no grupo tratado foi significativamente menor em comparagao com o grupo
controle nos tempos 4 e 7 dias pés-implante (GRAF. 2B). Ambos os parimetros, portanto,

corroboram a avaliagdo histologica (FIG.4).
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GRAFICO 2- Peso umido (A) e area fibrovascular (B) dos implantes dos grupos controle e
tratado com propolis. No grupo tratado o peso umido foi significativamente
menor do que no grupo controle no 7° dia. A area fibrovascular no grupo
tratado foi significativamente reduzida em comparag¢do ao grupo controle nos
tempos de 4 e 7 dias pos-implante. Os resultados estdo representados como

média £ e.p. m. (n= 8-10). * P <0,05.
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4.7. AVALIACAO DA INFLAMACAO NOS IMPLANTES DE ESPONJA

Os componentes inflamatérios do tecido fibrovascular induzidos pelo implante de
esponja foram avaliados através de ensaios que correlacionam a atividade enzimdtica com
a quantidade de células inflamatérias recrutadas na lesdo durante a inflamacdo. A
quantidade de neutrofilos recrutada (avaliado como atividade MPO) (GRAF. 3A) nio foi
afetada pelo tratamento com préopolis em nenhum dos tempos avaliados. Entretanto, o
recrutamento de macrofagos (avaliado como atividade NAG) diminuiu (50%) no 14° dia no

grupo tratado em comparagio ao grupo controle (GRAF. 3B).
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GRAFICO 3A-B- Atividade de MPO (A) e NAG (B) nos implantes de esponja em animais

dos grupos controle e tratado. O recrutamento de neutroéfilos (atividade MPO)

entre os dois grupos estudados foi progressivamente reduzido e sem diferengas

significativas entre eles. O numero de macrdéfagos ativados (atividade NAG) foi

alterado tendo seu valor aumentado no tempo de 7 dias e niveis menores no

tempo de 14 dias em relacao ao grupo controle. Os resultados foram expressos

em média + e.p.m. (n=8-10). *P<0.001.
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4.8. AVALIACAO DA ANGIOGENESE NOS IMPLANTES DE ESPONJA

Utilizando-se a dosagem do conteudo de hemoglobina (Hb) das esponjas
implantadas como um indice indireto da formac¢dao de novos vasos sanguineos, pode-se
estimar a vascularizagdo do implante.

Dose didria de extrato aquoso de propolis (500mg/kg) administrada por gavagem
para os diferentes grupos de camundongos causaram redugdo no contetido de hemoglobina
dos implantes indicando uma diminuicdo do numero de vasos. Uma diminuicao
significativa no conteido de hemoglobina foi observada nos dias 7 e 14 apos o tratamento
com prépolis (GRAF. 4A). Essa diferenca foi confirmada pela andlise morfométrica dos
implantes mostrando um numero de vasos significativamente menor no grupo tratado em
comparagio ao grupo controle (GRAF. 4B).

Tendo em vista que o VEGF ¢ considerado um marcador molecular da
angiogénese, foram avaliados os niveis dessa citocina nos implantes. Curiosamente, os
niveis de VEGF aumentaram progressivamente no grupo tratado com propolis, mas

diminuiram no grupo controle (GRAF. 4C).
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GRAFICO 4A-C. Avaliagdo da angiogénese no implante de esponja em camundongos dos
grupos controle e tratado com extrato aquoso de propolis. Os niveis de
hemoglobina (Hb) (A) e o nimero de vasos por campo (B) mostram uma
reducdo significativa da angiogénese no grupo tratado quando comparado
ao grupo controle, em todos os tempos avaliados. O grupo tratado
apresentou nivel de VEGF crescente e significativamente elevado no 14°
dia. No grupo controle esse nivel foi decrescente e reduzido no 7° e 14°

dias (C). Os resultados foram expressos em média + e.p.m. (n=8-10).

*P <0.001.
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4.9. AVALIACAO DAS CITOCINAS TNF-a E TGF-f1 NOS IMPLANTES

O TNF-a ¢ uma citocina com agdes pro-inflamatoria, pro-angiogénica e fibrolitica.
O nivel de TNF-a no implante foi maior no 7° dia no grupo controle € no 14° dia no grupo
tratado com propolis (GRAF. 5A). O nivel de TGF-B1 aumentou progressivamente em
ambos os grupos, mas no grupo tratado no 14° dia pés-implante houve uma significativa

redugio de seu nivel (GRAF. 5B).
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GRAFICO 5A-B- Niveis do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (A) fator de crescimento
transformante beta (TGF-B1) (B) nos implantes de esponja. Os niveis de
TNF-a foram crescentes em relagdo ao grupo controle e
significativamente maior no 14° dia nos animais tratados com propolis.
Os niveis de TGF-B1 foram crescentes do em ambos os grupos. Nos
animais tratados nos tempos de 4 e 14 dias o nivel de TGF-B1 foi menor
que no grupo controle. Os resultados foram expressos em média + e.p.m.

(n=8-10) . *P < 0.05.
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4.10. FORMACAO DA MATRIZ EXTRACELULAR E DEPOSICAO DE
COLAGENO

A cinética da deposicao e o tipo de coldgeno nos implantes de esponja nos grupos
controle e tratado do 4° ao 14° dia foi determinado por anélises morfométrica e
densitométrica usando coloracdo com Picrosirius-red (FIG. 5A-F; GRAF. 6A-B). Os
resultados mostraram um aumento significativo e progressivo da deposi¢dao de colageno
(tipo IIT e I) na matriz extracelular nos grupos controle e tratado. Entretanto, no grupo
tratado com propolis a deposi¢do de colageno tipo III e I ¢ significativamente menor
(GRAF. 6A- B). A analise densitométrica dos implantes corados com Picrosirius-red (FIG.
5A-F) mostra um aumento progressivo dos dois tipos de colageno o fino (area verde, tipo
I) e o denso (4rea amarela e vermelha, tipo III) confirmando os achados observados no

(GRAF. 6A-B).
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GRAFICO 6A e B. Analise morfométrica da deposi¢do de colageno fino, tipo III (A) e denso,

tipo I (B) nos implantes de esponja. A deposi¢do de colageno III nos

implantes ¢ significativamente menor no grupo tratado nos tempos de 4 a

14 dias e o tipo I é menor do 4° e 7° dia pos-implante. Os dados estdo

representados como média + e.p. m. (n=8-10). * P <0,05.
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FIGURA 5 A-F Cortes histologicos (Sum, Picrosirius-red) dos implantes de esponja para
avaliagdo do tipo de colageno. A deposi¢do de coldgeno tipo III fibras de finas
(4rea verde) ocorre até o 7° dia pds-implante, em ambos os grupos. No 14° dia a
matriz esponjosa ¢ predominantemente ocupada por fibras tipo I de colageno
denso (area amarela e vermelha) nos implantes dos grupos tratado e controle. A
area de coldgeno do grupo tratado com propolis foi significativamente reduzida
em comparagao ao grupo controle nos tempos de 4, 7 ¢ 14 dias pds-implantagao.

(Setas mostram as areas de maior deposi¢ao).
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5. DISCUSSAO

Nesse estudo foram caracterizados bioquimicamente os principais componentes dos
extratos etanodlico e aquoso da propolis verde obtida em Jaguaragu/MG, também foram
avaliados os efeitos da administracdo sistémica do composto aquoso na angiogénese

inflamatéria em um modelo murino de implantes de esponjas.

O aspecto panoramico tipico da prépolis oriunda de Jaguaragi demonstrou riqueza
de grandes fragmentos de folhas, sendo a mais abundante a Baccharis dracunculifolia que
¢ a espécie predominante da regido. Bastos (2001), estudando amostras de prépolis
também produzidas em Minas Gerais, por meio de procedimento analitico proposto por
Warakomska & Maciejewicz (1992), confirma nossos achados de que a propolis verde das
localidades avaliadas originaram-se de B. dracunculifolia, por possuirem inumeros
fragmentos dessa planta em seu sedimento. Essa confirmagdo foi realizada por meio de
estudo anatdomico, utilizando microscopia fotdnica e microscopia eletronica de varredura.
Segundo a autora, a propolis verde de aspecto resinoso e quebradigo apresenta em sua
analise microscopica 90 a 100% de fragmentos epidérmicos, tricomas glandulares e
tectores somados e até¢ 1% de outras fontes resiniferas, o que comprova a preferéncia de
apices de B. dracunculifolia, por abelhas A. mellifera africanizada para a produgdo de

propolis no Brasil onde essa espécie vegetal ¢ freqiiente.

No presente estudo comparando-se o teor de flavondides dos extratos etanolico e
aquoso da amostra de propolis verde utilizando diferentes solventes e misturas de
solventes, foi possivel observar que o teor de flavondides no extrato aquoso foi menor
(aproximadamente 10 vezes) em relagdo ao extrato etandlico. Além disso, foram
detectados 4cidos clorogénicos (uma familia de ésteres contendo acido quinico trans-
cinamico e certos acidos, mais comumente cafeico, p-cumarico e feralico). Nos residuos de
acidos trans-cinamico, que podem ser fixados a um ou mais hidroxilas nas posigoes 1, 3, 4
e 5 do acido quinico, originam-se uma série de isomeros posicionais. Esses compostos
predominaram no extrato aquoso analisado. Embora amplamente estudado por muitos
anos, a identifica¢do precisa destes compostos nos extratos vegetais ¢ dificil devido a falta
de padrdes comerciais e as limitacdes em se distinguir fielmente isdmeros posicionais
quando multiplas formas estdo presentes em baixas concentragdes (Clifford et al., 2006).

Acidos mono e di-cafeoilquinicos tém sido relatados como principais compostos do extrato
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aquoso da prépolis brasileira (Shimazawa et al., 2005). A familia Asteraceae ¢ conhecida
por ser particularmente diversificada quanto ao conteudo de 4cidos clorogénicos. Algumas,
mas nem todas as suas espécies sdo capazes de esterificar todas as quatro hidroxilas do
acido quinico, ndo s6 em varios acidos cindmicos, mas também em dacido succinico
(Clifford et al., 2006). A fonte de propolis verde, Baccharis dracunculifolia, ¢ de um
membro da familia Asteraceae (Salatino et al., 2005; Teixeira et al., 2005). Portanto, para
que a identificagcdo dos constituintes quimicos presentes em amostras de propolis possa ser
utilizada na determinac¢do da sua origem botanica, faz necessario o estabelecimento de um
paralelo entre os compostos quimicos presentes nas amostras € aqueles presentes em
secrecOes ou em extratos obtidos de partes de vegetais do local de coleta, enfocados como
possiveis fontes visitadas para esse fim. Sem este tipo de avaliagdo conjunta, a estratégia
de analise exclusivamente das amostras torna-se insuficiente: por um lado, em funcao da
amplitude com que certos compostos encontram-se distribuidos no reino vegetal, e por
outro, em fungao das dificuldades vigentes sobre a possibilidade do uso de certo composto
essa sistematica s6 ¢ valida se todas as espécies de um género forem investigadas, sendo
necessaria a garantia de uma amostragem adequada, com um grande numero de membros
de uma espécie avaliados, em diferentes estagios de desenvolvimento e em diferentes

ambientes (Vickery & Vickery, 1981).

Considerando que grande parte dos estudos biologicos com a propolis foi feita
utilizando-se o extrato etandlico e, portanto indiretamente investigando os efeitos dos
flavandides nosso principal interesse no presente trabalho foi avaliar as acdes do extrato
aquoso cujos componentes mais abundantes identificados foram membros da familia do
acido clorogénico. Tem sido relatado que compostos fenolicos exercem uma grande
variedade de propriedades biologicas, tais como capacidade para realizar atividade
antioxidante pelo seqiiestro de radicais livres, dentre eles os derivados do 6xido nitrico, o
que pode acelerar a cicatrizacao de feridas cutdneas (Nakajima et al., 2007; Serarslan et al.,
2007; Sehn et al., 2009). Outras atividades da propolis avaliadas em animais experimentais
tém revelado efeitos benéficos em inflamagdes agudas, cronicas (Hu et al, 2005; de Barros,
2007; Paulino et al., 2008) e na angiogénese. Embora alguns estudos ja tenham avaliado o
efeito do extrato aquoso de outras amostras de propolis e de componentes do acido cafeico
em processo inflamatérios, ndo encontramos na literatura qualquer trabalho que investigou

componentes relevantes da angiogénese inflamatoria (recrutamento celular, formagao de
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novos vasos sanguineos e deposicdo de matriz extracelular). O modelo de implante de
esponja utilizado neste trabalho tem sido eficaz em induzir a formacdo de um tecido
fibrovascular caracterizado por parametros bioquimicos, funcionais e histologicos

(Walsh,et al., 1997; Andrade et al., 1987).

Os experimentos que avaliaram os efeitos sist€émicos do extrato aquoso de propolis
mostraram que a técnica de implanta¢ao induziu a formac¢do de um estroma fibrovascular
que diferiu importantemente do grupo controle quanto ao desenvolvimento seqiiencial da
inflamacao, angiogénese, produgdo de citocinas e deposicao da matriz extracelular.

O tecido fibrovascular ocupou progressivamente os poros da matriz esponjosa
preenchendo os implantes com células inflamatdrias, vasos sangiiineos, fibroblastos e
fibras colagenas. O tecido de granulagdao nos implantes do grupo controle era mais denso e
mais vascularizado, em comparagdo ao grupo tratado com prépolis. Isto refletiu no peso
umido dos implantes que foi mais leve no grupo tratado. Outra confirmagdo deste achado
foi dada pelo tamanho da 4rea fibrovascular que foi de 35% (4° dia) a 70% (7 ° dia) maior
no grupo controle na fase inicial do processo. Os resultados obtidos estdo de acordo com o
trabalho de outros autores, que utilizando diferentes modelos de cicatrizagdo, mostraram
uma diminui¢do no recrutamento celular ap6s o tratamento com propolis (Ghisalbert, 1979;

Khayyal et al.,1993; Hu et al., 2005; Paulino et al., 2008;)

Os componentes inflamatorios dos implantes foram avaliados por enzimas e
citocinas inflamatorias. No grupo tratado com propolis a atividade de MPO (representado
pelo numero de neutrofilos ativados) nao foi afetada pelo tratamento. O composto, porém
foi capaz de inibir acentuadamente a atividade NAG (representada pelo nimero de
macrofagos/mondcitos ativados) no 14° dia pos-implantagdo, sugerindo um grau de
seletividade da prépolis nesta populacao celular. Nossos resultados estdo de acordo com os
de Orsolic, 2005 que mostrou uma diminui¢ao no recrutamento de macrofagos na cavidade

peritoneal de animais tratados com extrato aquoso de propolis.

A avaliagdo da angiogénese pelo conteido de Hb (indice vascular indireto) das
esponjas e pela analise morfométrica mostrou aumento progressivo em ambos 0s grupos,
porém com menor intensidade no grupo tratado com propolis. Ja foi demonstrado que o
extrato da propolis foi capaz de suprimir a angiogénese na cornea de coelhos lesada por

cauterizacdo com nitrato de prata e também em experimentos com membrana corio-
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alantdide de embrido de galinha (Song et al., 2002; Ahn et al., 2007). Nosso modelo de
angiogénese difere importantemente dos sistemas acima mencionados, particularmente
pelo seu componente inflamatdrio, portanto ¢ possivel atribuir & propolis efeitos tanto no
componente inflamatorio quanto vascular. Curiosamente, os niveis da citocina pro-
angiogénica, VEGF, apresentaram um padrao diferente de producao em ambos os grupos.
Assim, enquanto no grupo tratado com prépolis os niveis aumentaram progressivamente,
no grupo controle a produgdo desta citocina diminuiu no 7° dia pos-implantagio. Esta falta
de correlacdo entre os niveis de VEGF e o conteudo Hb do grupo controle ¢ totalmente
compativel com a idéia de que na auséncia de hipoxia e / ou estresse oxidativo, os niveis de
VEGF poderiam diminuir (Ikeda et al., 1995; Ferrara, 1999). E possivel que o
fornecimento de sangue (conteudo de Hb e nlimero de vasos), no compartimento do
implante a partir do 7° dia no grupo controle tenha sido suficiente para atender a demanda
metabolica local resultando em um efeito inibitério do sinal para producdo do VEGF.
Inversamente, no grupo tratado (propolis) a diminuicdo da angiogénese estimulou a
producdo de VEGF para compensar o suprimento sanguineo deficiente no compartimento
do implante.

O padrao de producdo do TNF-a e TGF-B1 (duas relevantes citocinas pro-
inflamatoéria/fibrolitica e fibrogénica) também foi influenciado pelo extrato aquoso da
propolis. O pico do TNF-a no grupo controle se deu no 7 °dia enquanto que no grupo
tratado com propolis o pico ocorreu no 14 dia. Diferentemente, a cinética da produgdo de
TGF-B1 nos implantes apresentou cursos paralelos em ambos os grupos, mas a produgdo
desta citocina foi aproximadamente 1,5 vezes maior no grupo controle em relagdo ao grupo
tratado no 14 °dia. Esses resultados indicam claramente que os efeitos da propolis em
nosso sistema possam ter ocorrido através da modulacdo destas citocinas fibrogénica
versus fibrolitica que s3o totalmente compativeis com seus efeitos na regulacdo da
deposicao da matriz extracelular na cicatrizagao de feridas (Leask & Abraham, 2004).

A deposi¢do do colageno apos uma lesdo ¢ um marco do reparo tecidual. Tem sido
demonstrado que as fibras que compdem a area cicatricial sdo de coldgeno do tipo I (fibras
densas), e colageno tipo III (fibras finas) (Kyriakides et al., 2005). Nesse trabalho, a
coloragao com Picrosirius red mostrou dois padrdes distintos de coldgeno depositados no
interior da matriz esponjosa. A deposicdo deste componente extracelular aumentou
progressivamente a partir do 4° dia até o 14° dia, e as fibras se tornaram espessadas,
mudando de verde (Tipo III) para amarelo/vermelho (tipo I), em ambos os implantes. Esse

73



Discussdao

perfil da deposi¢ao de coldgeno nos implantes de esponja ¢ compativel com trabalhos
anteriores no modelo, bem como em outros tipos de matrizes sintéticas e em feridas abertas
e incisionais (Opalenik & Davison, 2005; Campos et al., 2006). No grupo tratado com
prépolis, no entanto, houve um retardo na taxa de deposi¢do de coldgeno na fase inicial
(dias 4 e 7 pos-implantac¢io), mas atingiram os niveis do grupo controle no 14 ° dia. Os
resultados estdo em contraste com os achados de Killicoglu et al., (2008) que mostraram
uma acelerag@o da cicatrizacdo em anastomoses de colon apds administracao sistémica da
propolis. Uma possivel explicacdo para essa discrepancia pode ser devido a natureza
intrinseca dos tecidos avaliados. Outra possibilidade estd relacionada com a variagao
espécie-geografica da propolis, que pode determinar a sua composi¢do quimica e
atividades biologicas. Além disso, os métodos de extracdo (aquoso ou etandlico)
constituem outra fonte de variabilidade. No entanto, os resultados obtidos mostram que,
embora a propolis tenha suprimido importantes componentes do tecido fibrovascular
(recrutamento celular, formacio de vaso) a deposicdo de colageno no 14° dia ndo foi
afetada pelo composto.

Este trabalho avaliou os efeitos do extrato aquoso da propolis verde nos multiplos
parametros dos principais componentes da angiogénese inflamatdria revelando uma fungao
moduladora na produgdo das citocinas pré-inflamatéria e pro-fibrogénica sem
comprometimento do reparo. Além disso, sugere que o extrato aquoso de propolis verde
(Jaguaraci/MG) poderd ser usado para controlar a resposta inflamatdria prevenindo a

formacao de cicatrizacdo hipertréfica, queldide e processos cicatriciais deficientes.
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6. CONCLUSOES

Este trabalho permitiu as seguintes conclusdes:

v Os principais componentes do extrato aquoso da propolis verde de Jaguracu
(Minas Gerais-Brasil) identificados pelo HPLC/MS/MS sdo: mono e 4cidos
di-O-cafeoilquinicos; fenilpropanoide, sendo a artepilina C e drupanin

detectados em pequenas quantidades.

v O tratamento sistémico com extrato aquoso de propolis (500mg/kg) induziu
alteracdes importantes no desenvolvimento seqiiencial da inflamacao,

angiogénese e no reparo tecidual.

v' Mecanismos compensatorios de controle da fibrose e ativagdo da fibrolise
foram estimulados pela propolis através das citocinas (VEGF, TNF-a e

TGF-p).

v A propolis  exerceu atividade  antiinflamatoéria  seletiva  na

recrutamento/ativacao de macrofagos.

v O extrato aquoso da propolis verde brasileira pode ser usado para controlar a

resposta inflamatdria, sem comprometer o processo de reparo.

v A propolis apresenta-se como um potencial agente terapéutico para
prevencao da cicatrizagdo hipertréfica, formacdo de queldide e processos

cicatriciais deficientes.
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8. ANEXOS

ANEXO 1. CROMATOGRAFO

Amostra: Sanaquoso (31458)

Equipamento: Esquire 3000 Plus Bruker Daltonics
Capilaridade: 4000V

Nebulizacdo: 27 psi

Dry Gas: 570 I/min

Dry Temp: 300C

Fluxo para massa de 90uL/min
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ANEXO 2. PROTOCOLO CETEA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 161/2005, relativo ao projeto intitulado
“Avaliaco dos efeitos do dcido caféico presente nos extratos de propolis
verde na inflamacdo e angiogénese induzidas em implantes de esponja’,
que tem como responsavel Denise Carmona Cara Machado , esta de acordo com
0s Principios Eticos da Experimentacsio Animal, adotados pelo Comité de Etica em
Experimentacio Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 5/
04/2006.

Este certificado expira-se em 5/ 04 f 2011.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 161/2005, related to the project entitled
* Evaluation of cafeic acid derived from green propolfis on inflammation and
angiogenesis in a sponge impland model’, under the supervision of Denise
Carmona Cara Machado, is in agreement with the Ethical Principles in Animal
Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation
(CETEA/UFMG), and was approved in April 5, 2006.

This certificate expires in April 5, 2011.

Belo Horizonte, 5 de Abril de 2006.

@MML

Prof. Humberto Pereira Qliveira
Presidente do CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Prédio da Reitoria — Campus Pampulha
Avenida Anténio Carlos, 6627 - 7 Andar, Sala 7018
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4592 — Fax: (31) 3499-4027
www.ufmg.br/prpg/cetea - cetea@prpg.ufmg.br

(Mod.Cert. v1.0)
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ESTUDO DO TEOR DE FLAV ONOIDES EM DIFERENTES EXTRATOS
DA PROPOLIS VERDE PRODUZIDA NO MUNICIPIO
JAGUARACU - MG

Analina Furtado Valadao.
Professora do Curso de Farmdcia - Unileste-MG.
Doutora em Bioguimica e Imunologia — UFMG.

Leonardo Ramos Paes Leme.
Professor do Curso de Farmdcia - Unileste-MG.
Doutor em Bioguimica Agricola. — UFV.

Sandra Aparecida Lima de Moura.
Professora do Curso de Farmdcia - Unileste-MG.
Mestre em Medicina Veterindria — UFV.

Juliermy Rabello Cota Senna.
Graduando do Curso de Farmdcia - Unileste-MG.

RESUMO

A propolis € uma substincia produzida pelas abelhas a partir de ceras e resinas coletadas de
diversas partes das plantas com o objetivo de forrar os alvéolos e vedar as entradas e orificios da
colméia. Possui propriedades terapéuticas, como atividade antimicrobiana, antiinflamatéria,
hipotensiva, anestésica, anticariogénica, dentre outras, e essas atividades estio diretamente
ligadas a sua composicio quimica. Entre as substincias isoladas, preponderam os flavonoides
como um dos principais responsaveis pelas propriedades farmacolégicas observadas na prépolis,
pois eles possuem acdo antioxidante, minimizando o efeito dos radicais livres. Visando obter
extratos da prépolis com elevados teores de flavonoides foi realizado um experimento utilizando
diferentes solventes em diferentes concentra¢des, além da mistura de alguns solventes. Os
extratos foram preparados e a concentracdo de flavonoides foi avaliada por absorvancia no
espectrofotémetro a 425 nm utilizando cloreto de aluminio a 5% em metanol. A concentragio foi
determinada a partir de uma reta padrio feita com solugdes de quercetina, um tipo de flavonodide.
Apds as leituras das absorvancias, constatou-se que o extrato etandlico a 70% foi o que
apresentou os melhores resultados em todos os testes realizados, sendo considerado o melhor
solvente e a melhor concentragio para a preparagdo dos extratos.

Palavras-chave: Propolis, flavonéides, absorvéncia, extrato etandlico 70%.

ABSTRACT

The propolis are the substance produced for the bees from waxes and collected resins of
diverse parts of the plants with the objective to line the alveoli and to forbid the entrances and
orifices of the beehive. It possess therapeutical properties, as anti-microbial, anti-inflammatory,
hypotensive, anesthetic, anti-tumoral activity, amongst others, and these activities are directly on
its chemical composition. Between isolated substances, they preponder the flavonoids as ones of
main the responsible ones for the observed pharmacological properties in the propolis, therefore
they possess anti-oxidant action, minimizing the effect of the free radicals. Aiming at to get
extracts of the propolis with raised texts of different flavonoids an experiment was carried
through using solvent in different concentrations, bevond the mixture of some solvents. The
extracts had been prepared and the concentration of flavonoids was evaluated by
spectrophotometric determination in the 425 nn having used ahuminum chiloride 5% in methanol.
The concentration was determined from a straight line standard made with quercetin solutions, a

PRINCIPIUM ONLINE: Iniciagio Cientifica no Unileste-MG, Coronel Fabriciano, v. 1, n. 3, p.51-58, dez. 2007.
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