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EFEITO DE EXTRATOS DE PROPOLIS VERDE E GEOPROPOLIS DE ABELHA
CANUDO (Scaptotrigona sp.) E JANDAIRA (Melipona subnitida) NA RESPOSTA
INFLAMATORIA E VIABILIDADE DE TRANSPLANTES CUTANEOS
ALOGENICOS E AUTOLOGOS, BRITO, Parménedes Dias de. Efeito de extratos de
propolis verde e geoprépolis de abelha Canudo (Scaptotrigona sp.) e Jandaira
(Melipona subnitida) na resposta inflamatoria e viabilidade de transplantes cutaneos
alogénicos e autdlogos, 2020. 111f. TESE (Doutorado em Ciéncia Animal, Sanidade
Animal) Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2020.

RESUMO - A propolis e a geopropolis sdo produtos resinosos elaborados a partir de
exsudatos, 6leos e resinas colhidas de plantas pelas abelhas. Esses produtos sdo conhecidos
por apresentarem efeitos bioldgicos e sdo utilizados por populares devido as propriedades
medicinais, inclusive no tratamento de feridas. Objetivou-se avaliar o efeito do extrato
hidroalcodlico de prépolis verde (EHPv), geoprépolis de abelha canudo, Scaptotrigona sp.,
(EHG-Can) e geopropolis de abelha jandaira, Melipona subnitida, (EHG-Jan) sobre a
inflamacéo aguda, inflamag&o crénica por corpo estranho, cicatrizagdo e transplante cutaneo
alogénico e autélogo em ratos wistar. Para tanto, foram utilizados 36 ratos adultos saudaveis,
de ambos os sexos, distribuidos em cinco grupos: animais tratados com formulacdo contendo
20% de EHPv; tratados com 20% de EHG-Can; tratados com 20% de EHG-Jan; grupo
controle positivo (GC+) com farmaco registrado, e; apenas veiculo como controle negativo
(GC-). Anteriormente as analises in vivo, foi feita uma andlise fisico-quimica das para
caracterizagdo preliminar dos extratos. A inflamagéo aguda foi induzida por carragenina a 1%
(n = 36), a inflamacéo crénica foi realizada por corpo estranho (lamina de vidro) (n = 16) e a
cicatrizacdo foi acompanhada a partir de ferida circular de 8 mm de didmetro (n = 16). Os
transplantes (n = 20) foram feitos com a incisdo e realocacdo de dois enxertos cutaneos
quadrados (1cm?), um para autoenxerto e outro para aloenxerto, respectivamente. Sobre o teor
de flavonoides, amostra do grupo EHG-Jan apresentou a maior quantidade (p<0,05), EHPv
guantidade intermediaria e a do grupo EHG-Can apresentou a menor. Verificou-se um efeito
positivo antiedematoso pronunciado do EHPv, moderado efeito nos grupos EHG-Can e EHG-
Jan. Na inflamagéo crbnica, o grupo EHG-Jan destacou-se por acelerar a formacéo do
granuloma. Houve aceleracdo da cicatrizacdo com reepitelizacdo completa por efeito dos
extratos EHPv e EHG-Can em 16 dias. Os extratos aumentaram a protecdo das areas
lesionadas e induziram retardo na rejeicéo (necrose) dos enxertos autélogos. De modo similar,
porém menos acentuado ocorreu com os transplantes alogénicos. Provavelmente as diversas
classes quimicas, com substancias biologicamente ativas especificas, presentes na geoprépolis
foram responsaveis pelo satisfatério desempenho nas analises. Além disso, é provavel que o
efeito protetor contra infecgdes oportunistas tenha colaborado com os bons resultados. Os
extratos hidroalcodlicos de prdpolis e geoprdpolis apresentaram efeitos positivos sobre os
processos inflamatorios e reparo de ferida, assim como promoveram protecdo do enxerto e
retardo na rejeicéo.

Palavras-Chave: Autoenxerto, aloenxerto, granuloma, abelha sem ferrdo, Apis mellifera.



EFFECT OF GREEN PROPOLIS AND GEOPROPOLIS EXTRACTS FROM
CANUDO BEE (Scaptotrigona sp.) AND JANDAIRA (Melipona subnitida) ON THE
INFLAMMATORY RESPONSE AND FEASIBILITY OF ALLOGENIC AND
AUTOLOGOUS CUTANEOUS TRANSPLANTS, BRITO, Parménedes Dias de. Effect of
green propolis and geopropolis extracts from canudo bee (Scaptotrigona sp.) and
jandaira (Melipona subnitida) on the inflammatory response and feasibility of allogenic
and autologous cutaneous transplants, 2020. 111f. Doctoral thesis (Doctorate in Animal
Science, Animal Health) Postgraduate Program in Animal Science (PPGCA), Federal Rural
Semi-Arid University (UFERSA), Mossoré-RN, Brazil. 2020.

ABSTRACT - Propolis and geopropolis are resinous products elaborated starting from
exudates, oils and picked resins of plants by the bees. Those products are known for they
present biological effects and they are used for popular due to the medicinal properties,
besides in the treatment of wounds. The aim of this work was to evaluate the effect of the
hydroalcoholic extract of green propolis (HEP), canudo bee geopropolis (Scaptotrigona sp.)
(HEG-Can) And the geopropolis of bee jandaira (Melipona subnitida) (HEG-Jan) on acute
inflammation, chronic inflammation, cicatrization of wounds and autogenic and allogenic skin
flaps. 36 healthy adult wistar rats, of both sexes, were distributed in five groups: treated
animals with formulation containing 20% of; agreements with 20% of HEG-Can; agreements
with 20% of HEG-Jan; group positive control (CG+) with pharmaceutical products registered
as a positive control group (CG +); only vehicle as a negative control (CG-). Previously the
analyses in vivo, was made a physical-chemical analysis for preliminary characterization of
the extracts. The acute inflammation was induced by 1% carrageenan, chronic inflammation
caused by a foreign body (circular sight glass) and wound healing was accompanied starting
from wound circular of 8mm of diameter. Transplants were made with the incision and
reallocation of two grafts cutaneous squares (1cm?), first to autograft and second to allograft,
respectively. On the flavonoides content, the HEG-Jan group has a large amount (p<0.05), an
intermediate amount of HEP and a lower amount of HEG-Can. HEP presented a pronounced
effect on the acute inflammation (anti-edematous effect), moderate effect of the HEP-Can and
HEG-Jan groups was registered. In chronic inflammation, the group HEG-Jan accelerated the
process of formation of the granuloma when compared to the other extracts (HEP and HEP-
Can). In healing wounds, there was acceleration of the cicatrization due to effect of the
extracts of HEP and HEP-Can in 16 days. The extracts show the protection of the skin graft
area and discreet retard in the graft rejection (necrosis) of the autografts. In a similar way,
however fewer accentuated it happened with the allografts. The several chemical classes of
the geopropolis were probably responsible for the satisfactory acting in the analyses. Possibly
the effects are biologically related to the presence of substances specific active. Besides, it is
probable that the protecting effect against infections opportunists has collaborated with the
sastisfatory results. The hydroalcoholic extracts of propolis from geopropolis have positive
effects on the inflammatory processes and | repair of wound, as well as they promoted
protection of the graft and retard in the graft rejection.

Keywords: Autograft, allograft, granuloma, stingless bee, Apis mellifera.



LISTA DE FIGURAS

Revisao de literatura

Figura 1 — Arvore taxondmica das abelhas fornecedoras de propolis e geopropolis
para estudo imunolégico, abelha africanizada (Apis mellifera L.), abelha Jandaira
(Melipona subnitida Ducke) e abelha canudo (Scaptotrigona Sp.).......ccccererereriennnn

Figura 2 — Abelha africanizada (A. mellifera L.) em diversas atividades tipicas para a
SODIEVIVENCIA A COLONIA. ......eiuiiiieiieieie e

Figura 3 — Féssil e figura esquematica reconstituida do féssil mais antigo de abelha
sem ferrdo (Cretotrigona prisca) encontrada nas Américas (Nova Jersey - EUA).........

Figura 4 — Abelha Jandaira (Melipona subnitida DUCKE)............cccceveiieiieiieiieiiecieens

Figura 5 — Abelha canudo (Scaptotrigona depillis) protegendo a entrada da coldnia
que apresenta projecdo cerigena em forma de Canudo............ccecvvvveieverein e ce e,

Figura 6 — Desenho esquematico das etapas do processo cicatricial de lesbes
CULANBAS. ..ottt ettt ettt sttt s et e et bbb e bt e st e st et e b et e st e e bt e be e Rt e ne e st e b e benbenbeeneeneenees

Capitulo 1

Figura 1 — Diferencas em milimetros (mm) da regido subplantar de ratos Wistar no
periodo de 5 horas ap6s aplicagdo da Carragenina 1% e tratados com prépolis verde
(EHPvV), geopropolis de abelha canudo (EHG-Can), geopropolis de jandaira (EHG-
Jan), com dexametasona (controle positivo, GC+) e apenas veiculo (controle
NEJALIVO, GC-).iniiiiii ittt bbbttt bbb bbb

Figura 2 — Média * desvio padrdo da temperatura superficial das mucosas de ratos
Wistar, até o tempo de 5 horas apés aplicacdo da Carragenina 1% e tratados com
prépolis verde (EHPV), geoprépolis de abelha canudo (EHG-Can), geoprépolis de
jandaira (EHG-Jan), com dexametasona (controle positivo, GC+) e apenas veiculo
(CONLrole NEGALIVO, GC-). .ottt

Figura 3 — Cicatrizacdo de feridas circulares avaliadas por reducéo da area (cm?) com
plotagem em valores médios + desvios obtidos de ratos de linhagem Wistar tratados
com propolis verde (EHPv), geoprépolis de abelha canudo (EHG-Can), geopropolis
de jandaira (EHG-Jan), medicamento cicatrizante registrado (controle positivo, GC+)
e apenas creme base (controle Negativo, GC-).....coiveiiiiiiiie e

24

25

26

27

28

37

63

64



Figura 4 — Aspecto macroscopico das feridas circulares de ratos wistar tratadas com
prépolis verde (EHPv), geoprépolis de abelha canudo (EHG-Can), geopropolis de
jandaira (EHG-Jan), formulacdo comercial (controle positivo, GC+) e apenas veiculo
(CONLrole NEGALIVO, GC-). .ottt

Figura 5 — Fotomicrografia de feridas de ratos Wistar tratados com propolis
verde (EHPv), geoprépolis de abelha canudo (EHG-Can), geoprépolis de jandaira
(EHG-Jan), formulacdo comercial (controle positivo, GC+) e apenas veiculo
(controle negativo, GC-), em coloragcdo HE em 10X........ccccoveiiiieiieiecie e

Figura 6 — Apresentagdo macroscopica dos corpos estranhos conectados aos
envoltorios recuperados de ratos Wistar tratados com propolis verde (EHPvV),
geopropolis de abelha canudo (EHG-Can), geoprépolis de jandaira (EHG-Jan),
formulacdo comercial (controle positivo, GC+) e apenas veiculo (controle negativo,
[ SOOI SEUSPRSTSPRPR

Figura 7 — Fotomicrografias dos granulomas por corpo estranho, ndo imunogénico,
em ratos Wistar tratados com prépolis verde (EHPV), geoprépolis de abelha canudo
(EHG-Can), geoprépolis de jandaira (EHG-Jan), formulacdo comercial (controle
positivo, GC+) e apenas veiculo (controle negativo, GC-), em coloracdo HE em

Capitulo 2

Figura 1 — Esquema experimental de troca de enxertos em ratos Wistar tratados
com extrato hidroalcodlico de propolis e geopropolis ........ccoevvrerereireieee e

Figura 2 — Média £ desvio padrdo da temperatura superficial das mucosas de ratos
wistar submetidos a alotransplante e autotransplante cutédneo e tratados com
extratos de propolis verde (EHPv), geoprépolis de abelha canudo (EHG-Can),
geopropolis de jandaira (EHG-Jan), formulacdo comercial (controle positivo, GC+)
e apenas creme base sem principio ativo (controle negativo, GC-)........c.ccccvvevveennee.

Figura 3 — Aspecto macroscopico dos enxertos cutaneos autogénicos de ratos
Wistar tratados com extratos de préopolis verde (EHPv), geoprépolis de abelha
canudo (EHG-Can), geoproépolis de jandaira (EHG-Jan), formulacdo comercial com
dexametasona e ciclosporina (controle positivo, GC+) e apenas creme base sem
principio ativo (controle Negativo, GC-)......ccoveiiiiiiicieee e

Figura 4 — Fotomicrografia de tecidos cutaneos de ratos Wistar autotransplantados
e tratados com extratos de prépolis verde (EHPv), geopropolis de abelha canudo
(EHG-Can), geoprépolis de jandaira (EHG-Jan), formulacdo comercial com
dexametasona e ciclosporina (controle positivo, GC+) e apenas creme base sem
principio ativo (controle Negativo, GC-)......cciiiiiiriii e

66

67

68

89

92

93

95



Figura 5 — Aspecto macroscopico dos enxertos cutaneos alogénicos de ratos Wistar
tratados com extratos de prépolis verde (EHPv), geoprdpolis de abelha canudo
(EHG-Can), geopropolis de jandaira (EHG-Jan), formulacdo comercial com
dexametasona e ciclosporina (controle positivo, GC+) e apenas creme base sem
principio ativo (controle Negativo, GC-)......coveiiieiieieee e

Figura 6 — Fotomicrografia dos tecidos cutaneos de ratos Wistar alotransplantados
e tratados com extratos de préopolis verde (EHPv), geoprdpolis de abelha canudo
(EHG-Can), geoprépolis de jandaira (EHG-Jan), formulacdo comercial com
dexametasona e ciclosporina (controle positivo, GC+) e apenas creme base sem
principio ativo (controle Negativo, GC-)......cccvcviiiiiiciece e

96



LISTA DE TABELAS

Revisao de literatura

Tabela 1 — Diferenciacdo de prépolis e geoprdpolis segundo sua composicdo de
exsudatos de plantas, cera, anexos e possibilidade de presenca de compostos
silicosos, baseado no levantamento de Cunha et al. (2010).........ccccccvvvvevveveeieiieenn,

Capitulo 1

Tabela 1 — Média + desvio padrdo dos dados da andlise fisico-quimica dos extratos
de propolis verde (EHPvV), geoprépolis de abelha canudo (EHG-Can) e geopropolis
de jandaira (EHG-JAN) .....ccooiiiieece ettt

Capitulo 2

Tabela 1 — Média * desvio padrdo dos dados da analise fisico-quimica dos extratos
de propolis verde (EHPvV), geoprépolis de abelha canudo (EHG-Can) e geopropolis
de jandaira (EHG-Jan), média seguida dos respectivos desvios-padréo.....................

Tabela 2 — Valores (média * desvios) hematologicos de ratos Wistar tratados por
via topica com extratos de propolis verde (EHPv), geopropolis de abelha canudo
(EHG-Can), geopropolis de jandaira (EHG-Jan), formulacdo comercial contendo
dexametasona e ciclosporina (controle positivo, GC+) e apenas creme base sem
principio ativo (controle Negativo, GC-).......coviiieieiiirieeeee e

Tabela 3 — Valores (média + desvios) bioquimicos séricos de ratos Wistar tratados
por via tépica com extratos de propolis verde (EHPv), geopréopolis de abelha
canudo (EHG-Can), geopropolis de jandaira (EHG-Jan), formulagdo comercial
contendo dexametasona e ciclosporina (controle positivo - GC+) e apenas creme
base sem principio ativo (controle Negativo - GC-).....cccvvveivericeceeeee e

32

62

91

99



LISTA DE GRAFICOS

Revisao de literatura

Gréfico 1 — Valores médios da composicéo tipica da propolis produzida por abelhas
(ApiS MEIITEra LINNABUS).......ccviiuieieiieesieeie st e et et re e ae e sraeneenee e



LISTA DE PRANCHAS

Revisao de literatura

Prancha 1 — A planta alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia) frequentada
pelas abelhas (A. mellifera L.) e o processo coleta de resina para formacdo de
propolis verde. (A) abelha frequentando, (B) o broto, (C) resina na corbicula, (D)
coleta, (E) coleta (F) - Lamina de prépolis verde em formacao. ..........ccccccevvevverrennnnn.

31



AST
BHT
CAPE

CE
CEUA

COBEA
CsA
DNA

DPPH
EAG
EDTA

EHG-Jan
EHP-Can
EHPv
EQ

FCs

GC-
GC+

HE

IC50

IL

LEIAS
MAC
MCHC
MCV
MEC
MHC
NaCl
PAF
PB
PGE2
pH
PPT
RN
TNF-a
UFERSA
VEGF

LISTA DE ABREVIATURAS

Aspartato aminotransferase
Butil-hidroxitolueno
Acido caféico fenetil éster

Estado do Ceara, Brasil

Comissdo de Etica no Uso de Animais
Cadigo Brasileiro de Experimentacdo Animal
Ciclosporina A

Acido desoxirribonucleico

Radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
Equivalentes de acido galico por grama
Acido etileno diamino tetra-acético

Estrato hidroalcéolico de geopropolis de abelha jandaira
Geoprdpolis Abelha canudo

Propolis Verde

Equivalente Quercitina em miligrama

Fatores de Crescimento

Grupo controle negativo

Grupo controle positivo

Hematoxilina e Eosina

Concentracdo apropriada para inibir a metade da inibi¢do maxima
Interleucina

Laboratorio de Estudos em Imunologia e Animais Silvestres
Complexo de ataque a membranas

Concentracdo de hemoglobina corpuscular média
Volume Corpuscular Médio

Matriz Extra Celular

Complexo principal de histocompatibilidade
Cloreto de Sadio

Fator de ativacdo plaquetaria

Estado da Paraiba, Brasil

Prostaglandina E2

Potencial de hidrogenioibnico

Proteina plasmatica total

Estado do Rio Grande do Norte, Brasil

Fator de necrose tumoral alfa

Universidade Federal Rural do Semi-Arido

Fator de crescimento endotelial vascular



LISTA DE SIMBOLOS

% Porcentagem

= Igual

< Menor

> Maior

* Mais ou menos

< Menor igual

> Maior igual

® Marca Registrada

°C Grau Celsius

pum Micrémetros

Kg Quilogramas

mg Miligramas

mL Mililitros

cm? Centimetros quadrados
mm Milimetros

um Micrometro

uS Microsiemens

uL Microlitro

nm Nanometro

ppm Parte por milhdo

g/L Grama por litro

N Normalidade (quimica)
kg-1 Por kilograma (1/kg)
uS/cm Microsiemens por centimetro

uL/mL Microlitro por mililitro



SUMARIO

1. INTRODUGAO . ...ttt eanens 21
2. OBIETIVOS. ...t e e e e et e e et e e e nneaeanes 23
2.1 OBJIETIVO GERAL.....ciiee ettt bbb ne e 23
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS......ooiiieeieeeseieee st sesass s ses s sasnensenssness 23
3. REVISAO DE LITERATURA . .......oiietceeeeeee sttt anen s 24
3.1 ABELHAS PROPOLIZADORAS, PROPOLIS E GEOPROPOLIS..........cccovevnnee. 24
3.1.1 Abelhas produtoras de propolis e geopropolis..........ccccvevveieiiieieeiieie e 24
3.1.2 Produtos resinosos das abelnas............ocoeiiiiiiiciicee e 28
B L2 L PrOPOLIS. ...ttt 28
3.1.2.2 Geoproépolis de abelhas Sem ferrao..........ccooviiiieiiiieecee e 31
3.1.3 Composi¢do quimica da propolis € geopropolis..........ccccvverrienereineneieseieas 32
3.2 PROCESSO INFLAMATORIO........coeviieieieiiesesieeiesesiesessestenessesesss s ssensenesnens 33
3.2.1. INFlamagao aQUAA............ccueiiiiiee e s 34
3.2.2. INFlIaMAGCA0 CrONICA........cceeivieiecicciecce e 35
3.3 CICATRIZACAD. ... oo eeeeee e sa s 37
A TRANSPLANTES. ...t e e b sae e 38
REFERENCIAS. ..ottt 40

4. CAPITULO 1 - Efeito de extratos de propolis verde e geopropolis de abelha
Canudo (Scaptotrigona sp.) e Jandaira (Melipona subnitida) sobre aspectos
patologicos em ratos Wistar (Rattus norvegicus): inflamagdo aguda, inflamagdo g9
(o 0 T [or- Wl o [or= 1 4= Lor- Lo PSSR

5. CAPITULO 2 — Efeito de extratos de propolis verde e geoprépolis de abelha
canudo (Scaptotrigona sp.) e jandaira (Melipona subnitida) sobre a viabilidade de
transplante cutaneo autogénico e alogénico em ratos (Rattus norvegicus) da gq
[INNAGEM WISTAT ........iiiiiiiee bbb

6. CONSIDERAGCOES FINAIS.......oovoveeeeeeeeeeeeeeee e ves e esees s, 110
T ANEXOS. ... 111



1. INTRODUCAO

A propolis e a geopropolis sdo produtos resinosos produzidos por abelhas e utilizados
na estrutura das colmeias para vedagdo de frestas, calafetacdo, protecdo e higienizacdo do
ambiente interno da coldnia assim como das proprias abelhas (SAWAYA et al., 2011;
BANKOVA et al., 2000). De modo geral, a propolis e a geoprdpolis sdo resinas misturadas
com cera e, especialmente na geopropolis, ocorre adicdo de barro (KERR, 1987). Esses
materiais apresentam ampla variacdo de cor, odor, sabor e consisténcia, sendo influenciados
pela estacdo do ano e caracteristicas fitogeograficas existentes ao redor da colmeia
(FILHO,1998; KUMAZAWA; HAMASAKA; NAKAYAMA, 2004).

Os efeitos terapéuticos desses produtos resinosos sdo relacionados aos seus diversos
constituintes biologicamente ativos, como os compostos polifendlico, sendo os flavonoides e
acidos fendlicos os principais (LUSTOSA et al., 2008; MARCUCCI, 1995; NASCIMENTO
et al., 2008; SOUSA, 2007). A correlacao existente entre os niveis de compostos fenolicos de
extratos de propolis brasileiras e atividade antimicrobiana pode, entre outras coisas, colaborar
com a cicatrizacdo (SILVA et al., 2006). Também ha relatos a respeito dos efeitos benéficos
que sdo atribuidos ao uso de propolis e seus derivados, como alimento funcional, analgésico,
anti-inflamatorio, antimicrobiano, antioxidante, estimulante imunol6gico e até acdo
antitumoral (PEREIRA; SEIXAS; AQUINO NETO, 2002; PINTO; DO PRADO; DE
CARVALHO, 2011). Esses relatos impulsionam pesquisas variadas com a prépolis, em
contradicdo, trabalhos com geoprépolis frente a seu potencial farmacoldgico ainda sdo
escassos, principalmente, pesquisas que envolvem beneficios em aspectos imunoldgicos
relacionados a cicatrizacdo e transplantes.

O transplante é uma terapia verdadeiramente presente na medicina humana e aplicavel
no tratamento de uma ampla variedade de anormalidades (VALENCIA et al., 2006). Evoluiu
primeiramente da experimentagdo animal no inicio século XX, quando foi transplantado um
coracdo de um filhote para o pescogco de um cdo de grande porte (CARREL; GUTHRIE,
1905). Desde entdo, existe uma crescente demanda por novos produtos que possam proteger
os tecidos com o minimo de neurotoxicidade e nefrotoxicidade (MENDES; BURDMANN,
2002), bem como, evitar a citotoxicidade que ocorre com o uso de antibidticos (FERREIRA,
2008). Além disso, buscam-se farmacos que promovam a integracdo doador-receptor com a
finalidade de obter maior eficicia do transplante e que promova retardo na destruicdo de

tecidos estranhos ao organismo. Nesse contexto, a prépolis surge com indicios de minima
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citotoxicidade, aliado ao poder antioxidante, assim como propriedades antimicrobianas,
cicatrizante e imunomoduladora (FISHER et al., 2008). Paralelamente, a geopropolis vem
demonstrando efeitos tdo benéficos quanto a prépolis e seu potencial sobre enxerto é
desconhecido. Diante disso, oportuniza-se elucidar quais efeitos benéficos da propolis e
geopropolis sdo igualmente observados e vidveis quando utilizados em transplantes cutaneos.

Visando elucidar os efeitos da propolis e da geopropolis sobre processos
correlacionados ao reparo tecidual e transplantes cutaneos, verificar se as diferencas da
geopropolis ndo representam desvantagem sobre algumas propriedades bioldgicas quando
comparada a propolis, investigar a intensidade de influéncia da prépolis e a geoprépolis sobre
a inflamacdo aguda e cronica, cicatrizacdo, transplante autélogo e alogénico; e apresentar 0s
produtos resinosos de abelhas nativas como possivel fonte de farmacos e opcao auxiliar no
tratamento de enfermidades veterinarias, entdo, se faz necessario desenvolver um trabalho de
maltiplas comparagdes, por meio de uma abordagem continuada sobre varios aspectos do
reparo tecidual.

Portanto, objetivou-se ampliar o conhecimento dos efeitos de extratos hidroalcodlicos
de propolis verde de abelha africanizada (Apis mellifera Linnaeus), geopréopolis de abelha
canudo (Scaptotrigona sp.) e geoprépolis de abelha jandaira (Melipona subnitida Ducke) em
estudo comparativo sobre fendmenos inflamatdrios, cicatrizacdo de feridas e a viabilidade de
transplantes cutaneos autélogos e alogénicos em ratos (Rattus norvegicus) da linhagem
Wistar.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Analisar os efeitos dos extratos hidroalcodlico de prépolis verde de abelha
africanizada (Apis melifera Linnaeus), geopropolis de abelha canudo (Scaptotrigona
sp.), geopropolis de abelha jandaira (Melipona subnitida Ducke) sobre inflamag&o
aguda, inflamacdo cronica, a cicatrizacdo de feridas, e a viabilidade e alteragdes em
enxertos cutaneos autélogos e alogénicos de em ratos (Rattus norvegicus) da linhagem
Wistar.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar macroscopicamente e microscopicamente a influéncia do extrato
prépolis verde e geopropolis na morfologia e dindmica celular do tecido

cuténeo de ratos wistar submetidos a inflamacéo aguda e cronica;

e Auveriguar a influéncia do extrato propolis verde e geopropolis na morfologia e

dindmica celular durante a cicatrizacao de lesdes cutaneas em ratos Wistar;

e Examinar o efeito sobre a dindmica celular, protecéo e integracdo em tecidos
cuténeos transplantados (aut6logo e alogénico) causados pela acdo dos extratos

de propolis verde e geoprdpolis em ratos Wistar;
e Realizar comparagdo dos tratamentos contendo os extratos hidroalcoolicos de

propolis verde e geoprdpolis com farmacos registrados para estimar o sentido

dos efeitos dos extratos.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 ABELHAS PROPOLIZADORAS, PROPOLIS E GEOPROPOLIS

3.1.1 Abelhas produtoras de propolis e geopropolis

As abelhas sdo insetos que pertencem a ordem Hymenoptera, da superfamilia
Apoidea, subgrupo Anthophila (SILVA et al., 2014) e familia Apidae (Figura 1). Sobre as
espécies deste trabalho, ha uma diferenca filogenética maior em relacdo as abelhas-sem-
ferrdo, que pertencem a tribo Meliponini (BUENO, 2010). Estes insetos trazem varios
beneficios a natureza, principalmente, pelo seu papel natural de polinizacdo de plantas
nativas, exoticas e de cultivares de alta relevancia para alimentacdo diaria de milhares de
pessoas e animais (SANTOS, 2010).

Figura 1 — Arvore taxondmica das abelhas fornecedoras de propolis e geopropolis para estudo
imunoldgico, abelha africanizada (Apis mellifera L.), abelha Jandaira (Melipona subnitida
Ducke) e abelha canudo (Scaptotrigona sp.).

Animalia
Arthropoda
Insecta

‘ b frymenoprers |

1 Apoidea
Apid

ae
>| Meliponini
? |—> Melipona ‘—>| Scaptotrigona

7,\

Abelha Abelha Jandaira Abelha Canudo

Fontes: Abelha Apis (primeira da esquerda para a direita) https: //www .cpt.com.br/ cursos-criacaodeabelhas/artigos/abelhas-
funcoes-da-rainha. Abelha jandaira (a do meio) https: //docplayer.com.br/68611074- A- abelha- jandaira-no-passado-no-
presente-e-no-futuro-vera-lucia-imperatriz-fonseca-dirk-koedam-michael-hrncir.html. Abelha canudo (a terceira da esquerda
para a direita) https: // www. inaturalist.org/taxa/ 252854~ Scaptotrigona.
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Os produtos produzidos por esses insetos, como mel, cera, prépolis, geoprdpolis,
apitoxina e geleia real, podem ser aproveitados pelo homem de maneira econémica, sendo que
alguns desses produtos contam com o conhecimento popular de que sdo produtos naturais que
podem ser usados na medicina caseira (MARCUCCI et al., 1996).

As abelhas mais exploradas economicamente no Brasil, com ampla distribuicdo, sdo
as abelhas africanizadas (DO NASCIMENTO et al., 2008). Esse poli-hibrido nacional (Figura
2) é resultado do cruzamento de racas europeias com a subespécie africana, A. mellifera
scutellata, e prevaleceu sobre as espécies originais com elevada eficiéncia (COUTO;
COUTO, 2002; GONCALVES, 1974).

Figura 2 — Abelha africanizada (A. mellifera L.) em diversas atividades tipicas para a
sobrevivéncia da colbnia.

Legenda: (A) Preenchimento dos alvéolos; (B) a rainha com tamanho diferenciado; (C) abelha no alvado fazendo a patrulha;
(D) abelha fazendo a coleta de resinas para producdo de prépolis. Fontes: (A) http: // www. xapuri.info/meio-
ambiente/ecologia/ o0s-potes-de-mel-de-onde-vem-nossas-abelhas/ (B) http:// revistagalileu.globo.com/revista/common/0,
,emi2285  21-17770,00-cientistas+descobrem+proteina+que+transforma+abelha  +em+rainha.html  (C) http://abelhade
buckfast. blogspot.com.br /p/nossa-abelha-buckfast -apis-mellifera.html (D) http://www. g-sat.net/showthread.php?109453-
Abelha.

Esta abelha hibrida apresenta elevada rusticidade; capacidade enxameatoria,
produtiva e defensividade maiores que as observadas nas outras subespécies de Apis mellifera
(SOUZA, 2006). Dispersou-se rapidamente em todo territério brasileiro e ganhou os apiarios

em todas as regides nacionais, havendo predominéncia das caracteristicas das abelhas
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europeias na regido sul do Brasil e das abelhas africanas no norte do pais (PEREIRA,;
SEIXAS; AQUINO NETO, 2002).

As abelhas apresentam glandulas mandibulares que produzem enzimas que
dissolvem a cera e ajudam na elaboracéo de geleia real, assim como participam da elaboragéo
da propolis. Outra estrutura importante desse inseto € a corbicula, concavidade (bolsa) que
auxilia no transporte de polen e resinas necessarios para elaboracdo da prépolis, presente no
ultimo par de membros (MEYER; ULRICH, 1956, SIMONE-FINSTROM; SPIVAK, 2010).

Os meliponineos, também chamados de abelhas sem ferrdo (Apidae: Meliponini),
compdem um grupo diverso de abelhas abundantemente encontrados em regides tropicais e
subtropicais do planeta e amplamente difundido no Brasil (KERR, 1987; MICHENER, 2007;
NOGUEIRA-NETO, 1997). As abelhas sem ferrdo sdo abelhas sociais, mas também podem
ser solitarias. Seu processo de polinizacdo apresenta grande importancia para a natureza,
auxiliando na manutencéao da biodiversidade e na producédo de alimentos (MAIA et al., 2015).
Hé& aproximadamente 300 espécies de meliponineos na fauna brasileira (SILVEIRA; MELO;
ALMEIDA, 2002). Sua existéncia data do periodo Cretaceo, a aproximadamente 120 milhdes
de anos. Segundo Velthuis (1997) essa estimativa decorre da descoberta de fossil de abelha
operaria da Cretotrigona prisca (previamente chamada de Trigona prisca, Figura 3) na
América do norte.

Figura 3 — Fossil e figura esquematica reconstituida do féssil mais antigo de abelha sem ferréo
(Cretotrigona prisca) encontrada nas Américas (Nova Jersey - EUA).

Fonte: https://sweetesthoneybees.wordpress.com/about/, com modificacéo.

A abelha jandaira (Melipona subnitida Ducke) é uma abelha sem ferrdo (Figura 4),
eussocial, nativa do nordeste brasileiro (NOGUEIRA-NETO, 1997). E difundido entre a

populacdo do nordeste, principalmente a da zona rural, que o mel e pdlen apresentam
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propriedades medicinais (KERR, 1987). Também constitui uma fonte alternativa de ganhos
para entusiastas (hobby) e meliponicultores (VENTURIERI et al., 2003). Apesar de seu
potencial econdmico e ecoldgico, € uma espécie que se encontra ameacada (DA SILVA et al.,
2014).

Figura 4 — Abelha jandaira (Melipona subnitida Ducke).

:“

»

AT AT

Fonte: http:/iIovenaturelZS.bIogsot.com.br/2012/03/abe|ias-nativas.html.

A abelha canudo (Scaptotrigona sp.) € uma abelha sem ferrdo (Figura 5), que
apresenta cerca de 4 mm, eussocial e de col6nia pouco populosa com aproximadamente 2-4
mil insetos (LINDAUER; KERR, 1960). A produgdo de mel anual é baixa, no entanto é
relativa produtora de pdlen (FERREIRA; REBELLO, 2005). Elas sdo chamadas dessa
maneira devido a caracteristica de construir um canudo na entrada da coldnia, 0 que constitui
uma barreira fisica eficiente contra pilhagem e predadores (DE OLIVEIRA LIMA;
SILVESTRE; BALESTIERI, 2013).

27



Figura 5 — Abelha canudo (Scaptotrigona depilis) protegendo a entrada da coldnia que
apresenta projecdo cerigena em forma de canudo.

Fonte: A) http://www. abelhasdobrasn com.br/2011/06/as-abelhas-solitarias-semi-sociais-e.html. (B)
http://www.biofaces.com/post/21220/abelha-canudo/

3.1.2 Produtos resinosos das abelhas

A elaboracdo da propolis e da geoprépolis depende de uma matriz de natureza
resinosa obtida de plantas. Essas resinas sdo produzidas naturalmente pelas plantas, quer seja
de modo fisioldgico, quer seja de modo patoldgico (SILVA, 2017), este ultimo ocorrendo
geralmente como resposta protetiva a injarias (LAMBERT; POINAR, 2002). Os exsudatos
induzidos por injarias ndo devem favorecer o crescimento de microrganismos, ao contrario,
geralmente apresentam diversos efeitos bioldgicos, ndo raro com efeito defensivo contra
microrganismos (LIMA, 2006). E igualmente importante destacar que alguns pesquisadores
encontraram consideravel similaridade entre as resinas das plantas com as respectivas
amostras de propolis (SALATINO et al., 2005; TEIXEIRA et al., 2005).

3.1.2.1 Prépolis

A propolis é um produto oriundo de substancias resinosas, gomosas e balsamicas,
colhidas pelas abelhas de brotos, flores e exsudatos de plantas, nas quais as abelhas
acrescentam secrecdes salivares, ceras e pélen para elaboracdo final do produto (BRASIL,
2001). A palavra prépolis tem origem grega, “pro” que significa “em defesa de” e “polis”, que

significa “cidade”. Dessa forma, a propolis tem como finalidade a protecdo da colmeia,
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vedando frestas e orificios, servindo como barreira fisica contra invasores naturais e
intempéries. Ela também ¢é utilizada para mumificar cadaveres e revestir os favos, mantendo a
assepsia do ambiente da colmeia internamente, assegurando o local de postura dos ovos e
reparando favos danificados (BANKOVA; DE CASTRO; MARCUCCI, 2000; SAWAYA et
al., 2011).

A prépolis € um produto que sofre variagdo de composicdo e, portanto, também varia
caracteristicas sensoriais como: sabor, cor, odor e consisténcia. Isso se deve, principalmente, a
caracteristica fitogeografica existente ao redor da colmeia (FILHO, 1998; KUMAZAWA,
HAMASAKA; NAKAYAMA, 2004), j& que aproximadamente 70% de sua composi¢do sdo
dependentes das plantas. No geral a prépolis é constituida por um pool de resinas (Grafico 1),

escolhidos pelas abelhas por afinidade sensorial e pela praticidade na coleta.

Gréafico 1 — Valores médios da composicdo tipica da propolis produzida por abelhas (Apis
mellifera Linnaeus).

Proépolis

Pélen

Oleos essenciais 5%

10%

Fonte: Ghisalberti (1979), Thomson (1990) e Banskota et al. (2001).

A prépolis é um dos varios produtos obtidos naturalmente e que vem sendo utilizado
ao longo dos anos pela humanidade de varias maneiras e finalidades. Ja foi utilizada pelos
assirios, gregos, romanos, incas e egipcios, principalmente para embalsamar 0s mortos no
Antigo Egito (PEREIRA; SEIXAS; AQUINO NETO, 2002). E atualmente estd sendo
bastante usada em tratamentos de diversas afec¢ées, incluindo bucais, na forma de solucéo

extrativa (etanolica), por via oral, ou através de preparacfes semissolidas (BRUSCHI, 2006),
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além de ser utilizada de modo auxiliar no tratamento de processos inflamatérios, diabetes,
cancer e também problemas cardiacos (LIMA, 2006).

No Brasil existe uma gama muito ampla de plantas que as abelhas usam para obter
resinas, extratos e 0leos. Por causa dessa ampla biodiversidade é possivel obter propolis muito
variavel tanto nos aspectos organolépticos quanto na composicdo quimica. Nesse sentido, foi
admitida no Brasil a existéncia de 12 tipos de propolis (ALENCAR et al., 2005;
HAYACIBARA et al., 2005), divididas pela composicdo quimica e aspectos sensoriais
(BERRETTA et al., 2017; PARK; ALENCAR; AGUIAR, 2002). Ha relatos que desde 2007
um novo tipo (13° tipo) de propolis foi possivel de ser diferenciada: a prépolis vermelha,
sendo ela proveniente dos manguezais da Paraiba até a Bahia (BATISTA et al., 2012; DE
MENDONCA et al., 2015). As prépolis mais populares sdo: a verde, a vermelha, a marrom e
a amarela.

Especificamente sobre a propolis verde, que é produzida pelas abelhas africanizadas
A. mellifera, ela tem como espécie vegetal fornecedora da resina a Baccharis dracunculifolia,
também conhecida popularmente como “alecrim do campo” (Prancha 1), uma espécie nativa
do sudeste brasileiro, que é a responsavel por lhe conferir sua cor verde (PARK; ALENCAR,;
AGUIAR, 2002).

E importante ressaltar que a propolis verde possui varias propriedades medicinais ja
evidenciadas, como acdo antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatoria, cicatrizante,
antitumoral e imunossupressora (FISHER et al, 2008; MELLO, 2012; CHEUNG et al,
2011; HATTORI et al., 2011, MUTTON et al., 2014). Os flavonoides séo os constituintes
que mais se destacam nesse contexto, por possuirem efeitos positivos quanto a sua atividade
bioldgica, além de possuir baixa toxicidade (LAPPE, 2004). Além disso, propolis verde
possui relevante quantidade de éster fenetilico do acido cafeico (CAPE), que esta relacionado
a atividade antioxidante e anti-inflamatoria, assim como inibidora da lipoxigenase (SUD’INA
et al., 1993). E também possui um composto fendlico chamado de Artepillin C (&cido 3-(4-
hidroxi-3,5-di  (3-metil-2-buten-1-il)fenil)-2-(E)-propendico) que apresenta consideravel
atividade apoptética em células tumorais (KIMOTO et al., 1996; KIMOTO et al., 1998).
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Prancha 1 — A planta alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia) frequentada pelas
abelhas (A. mellifera L.) e o processo coleta de resina para formacéao de propolis verde.

Legenda: (A) abelha frequentando, (B) o broto, (C) resina na corbicula, (D) coleta, (E) coleta (F) - Lamina de prépolis verde
em formacgdo. Fontes: Prancha fotografica modificada de Silveira (2019). Foto (A) https: //senhoranatureza.eco.br/alecrim-
do-campo-alecrim-do-cerrrado-vassoura-vassourinha-baccharis-dracunculifolia /. Foto (C) www. greenme.com.br/usos-
beneficios/4828-alecrim-do-campo-propolis-verde/. Foto (E) https: //produto.mercadolivre.com.br/MLB-709775630-alecrim-
do-campo-150-sementes-baccharis-dracunculifolia-_ JM.

3.1.2.2 Geopropolis de abelhas sem ferrdo

A geopropolis € um tipo especial de propolis. Esse termo € utilizado para diferenciar
a prépolis produzida pelas abelhas sem ferrdo daquela produzida por outras espécies
(BANKOVA; DE CASTRO; MARCUCCI, 2000; PEREIRA; BICALHO; AQUINO NETO,
2003), incluindo abelhas Apis, criou-se o termo geopropolis (BARTH et al., 2013; PINTO;
DO PRADO; DE CARVALHO, 2011). A geopropolis é composta por materiais resinosos e
cera, assim como a propolis, no entanto, ha também um pequeno percentual de terra ou barro
(Tabela 1, CUNHA et al., 2010).
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Tabela 1 — Diferenciagéo de propolis e geopropolis segundo sua composicao de exsudatos de
plantas, cera, anexos e possibilidade de presenca de compostos silicosos, baseado no
levantamento de Cunha et al. (2010).

Substancias Propolis Geopropolis
1 Resinas e balsamos de plantas. Sim Sim
2 Cera Sim Sim
3  Epiderme e anexos (tricomas) Sim* N&o?
4 Glandulas Sim Né&o
5 Barro ou areia Né&o Sim

Legenda: T (BARTH, 1998; BASTOS etal., 2001;); 2(NOGUEIRA NETO, 1997; BARTH; LUZ, 2003; BARTH, 2006).

A geopropolis é caracterizada, de modo geral, por fragmentos rigidos, de tamanhos
variados e com granulos de consisténcia heterogénea. Normalmente apresenta coloracdo
marrom escura, sabor amargo e sem cheiro. O método de preparo dos extratos pode interferir
em sua atividade, pois, como ocorre com a propolis, diferentes solventes sdo capazes de
extrair distintos compostos (CUNHA et al., 2004).

3.1.3 Composicéo quimica da prépolis e geoprépolis

A composi¢do quimica da propolis é muito complexa, podendo variar na quantidade
e até na variedade quimica. Sobre essa variacdo, ja foram identificados mais de 300
componentes que também variam com a sazonalidade da flora local (CHANG et al., 2009;
NUNES et al., 2009). Dentre os componentes destacam-se: flavonoides (galangina, crisina,
tectocrisina, pinocembrina, canferol e quercetina), aldeidos aromaticos (vanilina e
isovanilina), cumarinas, acidos fendlicos (acido caféico, ferdlico, cindmico e cumarico),
acidos organicos (&cido benzoico), acidos e ésteres alifaticos e aromaticos, agucares, alcoois,
acidos graxos, aminoacidos, esteroides, cetonas, chalconas e diidrochalconas, terpenoides,
proteinas, 6leos essenciais e outros (BANKOVA; CHRISTOV; MARCUCCI, 1998;
FUNARI; FERRO, 2006; MARCUCCI et al., 2001; SALGUEIRO; CASTRO, 2016). E
importante frisar que pode ocorrer variagdo de teores de flavonoides de acordo com a flora
visitada, a fitogeografia e fatores climaticos (BANKOVA, 2005; GOMES-CARAVACA et
al., 2006; TEIXEIRA et al., 2003), por essa razdo ha uma falta de padronizacdo e a ocorréncia

de propolis mais rica em fendis numa mesma colmeia.
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Quando se trata de prépolis, a atividade antioxidante dos flavonoides constitui o
aspecto mais importante, isso em decorréncia da atividade bioldgica mais diversificada desse
tipo de composto, pois existe uma correlacao entre o alto conteddo de flavonoides totais e a
atividade antirradical livres em extratos de propolis (AHN et al., 2007). Ainda que Choi et al.
(2006) tenham destacado que outros compostos colaborem para a atividade antioxidante da
propolis, e importante enfatizar que os flavonoides desempenham um papel mais relevante na
atividade antioxidante em extratos de propolis brasileira. Markham et al. (1996) ao analisarem
as propriedades antioxidantes de prépolis acreditavam ser possivel aplicar topicamente para
auxiliar o tratamento de pele lesionada.

A composicdo quimica da geopropolis também pode variar muito, dependendo da
flora e da regido geografica onde é coletada (ARAUJO et al., 2015). No geral, a geoprépolis é
composta principalmente de carboidratos e seus derivados, compostos fenolicos
(benzofenonas, acidos fendlicos e pinobancsina), &cidos aromaticos, triterpenos, diterpenos,
saponinas, acUcares e acidos graxos, sendo que suas quantidades dependem da florada e da
maneira que foi realizada a extracio (ABREU, 2011; BANKOVA; CHRISTOV;
MARCUCCI, 1998; KUIUMGIEV; TSVETKOVA; SERKEDJIEVA, 1999).

Dutra et al. (2008) ao avaliarem geoprépolis de abelha Titba (Melipona fasciculata
Smith) encontraram o teor de flavonoides variando entre 0,17 - 2,67%, esse percentual, de
acordo com a legislacdo brasileira para classificacdo de prépolis de A. mellifera, pode ser
considerado como de alto teor de flavonoides (BRASIL, 2001; FUNARI; FERRO, 2006). Os
autores ressaltaram a falta de legislacdo para produtos de outras espécies de abelhas que nédo
sejam A. mellifera, o que dificulta definir um padrdo de identidade e qualidade para o

geopropolis.

3.2. PROCESSO INFLAMATORIO

O processo inflamat6rio consiste em uma resposta a um trauma e sua cascata de
eventos, com multiplos mediadores, tende a seguir uma via conhecida de manifestacdo com
sintomas variando pouco, ainda que mude o agente lesivo. A inflamag@o ocorre em tecidos
com vascularizacdo, como no tecido conjuntivo vascularizado, no plasma, nos vasos
sanguineos e nos componentes extravasculares do tecido conjuntivo (COTRAN; KUMAR,;
ROBBINS, 1996; DI ROSA; WILLOUGHBY, 1971; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005;
PHILLIPS; MURRY; CROCKER, 1995). Este processo é importante no reparo tecidual, pois

sem a inflamacdo ndo haveria migracdo celular, nem configuracdo de cenario quimico para
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dar sequéncia ao reparo, tampouco para criar condi¢des locais adversas aos microrganismos
patogénicos. Nesse sentido, 0 processo se caracteriza por alteracbes morfofuncionais da
microcirculacdo na area que sofreu a agressdo, desse modo, afetando e envolvendo as células,
tecidos, vasos sanguineos e vasos linfaticos. As alteracdes tipicamente conhecidas podem ser
determinadas pela intensidade ou persisténcia da injaria, caracteristica do 6rgao ou tecido
atingido e pela capacidade de reagéo do organismo (PEGORARO, 1994; ABBAS, 2000).

A percepcdo da ocorréncia da inflamacdo € conhecida desde antiguidade, e o
primeiro a estuda-la foi Aulo Cornélio Celso, na Roma antiga, cerca de 50 a.C.,
caracterizando a inflamag@o por quatro sinais cardinais “rubor, calor, tumor ¢ dor”. Ja no
século XIX, o patologista alemdo Rudolf Virchow acrescentou um quinto sinal, a perda da
funcdo (MONTENEGRO et al., 1999). O processo inflamatorio pode se manifestar de uma
forma transitéria (inflamacdo aguda) ou de forma persistente (inflamacao cronica). Na forma
transitoria ocorre o predominio de alteracbes vasculares exsudativas, ja na forma persistente
ocorre grande proliferacdo celular, que ndo raramente levara a lesdo funcional do drgao
afetado (GARCIA LEME, 1979; ABBAS, 2000).

3.2.1. Inflamacéo aguda

A inflamagdo aguda se inicia instantaneamente ap0s a injuria ao tecido
vascularizado. Esse processo se caracteriza por fenémenos celulares e vasculares, tendo como
principais mudancas alteracdo de calibre e fluxo da microcirculacdo, que resulta em
vasodilatacdo das arteriolas; permeabilidade vascular aumentada das vénulas, em razdo do
afrouxamento das juncGes entre as celulas, acarretando a formacdo de exsudato rico em
proteinas, 0 que promove o edema; e migracédo de leucdcitos polimorfonucleares, por meio da
diapedese, até o local da lesdo (ALBERTINE, 2001; MONTENEGRO et al., 1999). Pode-se
dizer que o edema inflamatorio € a marca registrada da inflamacdo aguda em razdo da
vasodilatacdo (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

Esse tipo de inflamacdo tem sua duracdo relativamente curta, podendo ocorrer
solugcdo em minutos, horas ou até poucos dias, muito embora esteja sujeito a fatores que
concorrem para um agravamento ou demora na resolugdo do processo, como natureza da
injaria, intensidade, local e tecido acometido (ABBAS; KUMAR; FAUSTO, 2005; RUBIN et
al., 2006). O processo € iniciado e mantido por causa de mediadores quimicos como: aminas

vasoativas (e.g. histamina e serotonina), citocinas (e.g. IL-1, TNF-a), fator de ativacéo
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plaquetaria (PAF), radicais superoxidos e derivados do &cido araquidbnico (prostaglandinas,
leucotrienos e lipoxinas) e, também, proteinas plasmaticas (LEME et al., 1973). H& um
destague nas citocinas, por existirem tanto pro-inflamatérias como anti-inflamatorias
(MASTORAKOS; CHROUSOS; WEBER, 1993), em alguns casos com ambas as a¢fes (IL-
6). Entre todas as citocinas, a interleucina 1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
sd0 as mais importantes na resposta inflamatéria aguda (DINARELLO, 1991).

A respeito do mecanismo de acéo, ainda ndo se sabe 0 mecanismo exato de como a
prépolis age sobre a inflamacdo aguda. Naito et al. (2007), ao estudarem o efeito anti-
inflamatdrio de propolis em edema induzido por carragenina em ratos, afirmaram que uma
pomada com prépolis foi eficaz em reduzir edema e os autores relacionaram esse efeito a
inibicdo da quimiotaxia de células polimorfonucleares. O que se supbe é que alguns
componentes da propolis possam atuar sobre o metabolismo do &cido araquidénico,
fundamental para a cascata inflamatoria (ROSSI et al., 2002b). Sobre os metabdlitos do acido
araquidénico, Mirzoeva; Calder et al. (1996) reconheceram 0s compostos eicosanoides como
0s mais importantes sobre a inflamacao e, contra a atuacdo deles elencaram os flavonoides
(quercetina e naringerina), assim como é&cido cafeico fenetil éster (CAPE) presentes na
prépolis como os principais agentes anti-inflamatdrios. Rossi et al. (2002a) complementam
qgue o CAPE, provavelmente, inibe o metabolismo do acido araquidénico nos macréfagos,
assim como pode, possivelmente, inibir a ativacdo pelo fator de necrose tumoral e outros
agentes anti-inflamatérios, por interferir no fator de transcricdo NF-kB, posto que NF-kB

regula a expressao de muitos genes envolvidos na inflamacao.

3.2.2. Inflamacéo croénica

O termo cronico (do grego “khronos”, que significa tempo) ¢ usado quando um
processo ou doenga perdura por um periodo temporal longo. No caso da inflamagao cronica
ocorre a persisténcia do agente lesivo ou da incapacidade imunolégica de repelir a agressdo
numa cascata de eventos apropriadamente (ABBAS, 2000; RUBIN et al., 2006). A
inflamacéo crénica se caracteriza, também, pela manutencdo das alteragdes inflamatorias por
varios dias ou meses apos a fase aguda (LIMA, 2018).

Na avaliacdo histopatologica percebe-se o desvio de neutréfilos (PMN da inflamacao
aguda) para presenca de células mononucleares (macrofagos, linfocitos e plasmécitos) e

também de fendmenos proliferativos (angiogénese e fibrogénese). Nessas circunstancias
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ocorre reparacdo tecidual simultaneamente ao disparo de nova inflamacgdo aguda, seguida de
nova area com necessidade de reparo, por vezes presenca de necrose (ABBAS; KUMAR,;
FAUSTO, 2005).

Inflamacdo crénica por corpo estranho se caracteriza pela presenca de um material
inabsorvivel ndo imunogénico (vidro, fio de sutura, silicone, etc.) sem a presencga de agente
infeccioso (DALDON; ARRUDA, 2007). Inicialmente ha a presenca de neutréfilos que séo
incapazes de debelar o problema, por consequéncia, ocorre uma persisténcia do agente
estranho e, em resposta, sucede a ativacdo de macrofagos para a formacdo de um granuloma.
Esse tipo de granuloma promove acumulo e fusdo das membranas de varios macréfagos,
desse modo formando célula multinucleada — macréfago policarionte (MARIANO;
SPECTOR, 1974; RYAN; SPECTOR, 1970), essa formacdo ocorre de maneira variavel por
mecanismo ainda ndo bem compreendido (MARIANO, 1995; SAKABE, 2007). A ocorréncia
dessas células epitelidides e gigantes culmina no envolvimento do fragmento (material
inabsorvivel), contudo, sem a presenca consideravel dos linfocitos T ou plasmdcitos, por ser
minimo o estimulo especifico para a resposta humoral. A quase auséncia de linfocitos T é
comum nesse tipo de granuloma, sendo avaliado como um granuloma mais fraco (ROCHA et
al., 2007). Nao raro, os estimulos de crescimento (Fator de crescimento de fibroblastos)
promovem o desenvolvimento de uma camada de proliferacdo de fibroblastos que, por sua
vez, promove a limitagdo ou o encarceramento do corpo estranho (GRECA et al., 2004).

Abordando a inflamacdo cronica sob a perspectiva de influéncia bioldgica de
materiais resinosos produzidos pelas abelhas, fica evidente a necessidade de mais estudos.
Nesse contexto, os poucos estudos existentes sugerem algum efeito da prépolis sobre a
inflamacédo crénica. Barnes (1995), ao estudar um tipo de inflamacéo crénica das vias aéreas
(asma), verificou que pacientes submetidos a agdo da prépolis melhoraram de modo
semelhante aos que fizeram uso de glicocorticoides. Leddn et al. (1997), ao estudarem o efeito
do extrato de prépolis vermelha de Cuba sobre ratos (modelo experimental de psoriase),
perceberam que a propolis atuou positivamente, uma vez que apresentou efeito anti-
inflamatdrio no granuloma induzido por corpo estranha ndo absorvivel (fios de algodao).
Santos; Vianna; Gamba (2007), ao acompanharem 22 pacientes que estavam acometidos por
Ulceras cronicas (diabéticas, por pressdo e vasculares), observaram que uma pomada
elaborada a base de prépolis, aplicada diariamente, pode ter sido o Unico causador da

cicatrizacdo das feridas em até 20 semanas (média 13,1). Embora esse tipo de estudo nédo
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contivesse um grupo placebo, os resultados foram animadores, inclusive pela melhora,

destacada pelos autores, no aspecto externo das feridas.

3.3 CICATRIZACAO

A cicatrizagdo € um processo reparatorio de tecidos lesionados, que consiste na
capacidade do corpo de substituir células danificadas ou necrosadas ap0s 0 processo
inflamatdrio inicial, por uma cicatriz ndo funcional, porém critica para sobrevivéncia
(CARVALHO, 2002; COTRAN et al., 1994; MEDEIROS et al., 2003).

A cicatrizacdo de tecido tegumentar, em especial, € um processo bioldgico dindmico
acentuadamente bem orquestrado, cuja lesdo resulta na ruptura da integridade tecidual e
consequente extravasamento do conteudo celular e humoral dos vasos sanguineos. Para
melhor entendimento deste processo, a cicatrizacdo foi dividida em fases (Figura 6), a saber:
fase inflamatoria, fase proliferativa ou de granulacéo, e de remodelagdo da matriz extracelular
(BRANSKI et al., 2005; SHIMIZU, 2005).

Figura 6 — Desenho esquematico das etapas do processo cicatricial de lesdes cutaneas.
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Quando o tecido é lesionado ocorre sangramento imediatamente, devido a lesdo
vascular local produzida pelo agente agressor. Logo em seguida o organismo lan¢ca méo da
hemostasia, que se traduz por vasoconstricdo e formacdo de coagulo. Com relacdo a formacéo
dos coagulos, que consistem em uma cobertura primaria composta por fibrina, ela auxilia na
aproximacgéo das bordas agredidas e fornece um ambiente para que as plaquetas possam
secretara fatores de crescimento (FCs), citocinas, bem como elementos da matriz extracelular
(MEC). Por meio destes mediadores do processo inflamatorio ocorre 0 recrutamento
primeiramente de neutrofilos e posteriormente dos macrofagos, os quais orquestram as fases
seguintes do processo de reparo, quer seja por regeneracdo ou cicatrizagdo (ISAAC et al.,
2010; OLIVEIRA; DIAS, 2012; SANTORO; GAUDINO, 2005).

Ha diversos autores que atribuem a propolis efeito cicatrizante (BARBOSA et al.,
2009; BERNARDO et al., 1990; PINTO; DO PRADO; DE CARVALHO, 2011) e outros que
relacionam esse efeito a sua composicdo, em especial, aos flavonoides (BANSKOTA et al.,
1998; KUJUMGIEV; TSVETKOVA,; SERKEDIJIEVA, 1999; LUSTOSA et al., 2008;
MARCUCCI et al., 2001), posto que eles apresentam capacidade de varias interacdes
bioldgicas, amplamente estudadas desde as plantas, cujos indicios de interacBes sao
relacionados a ativacdo de macrdfagos e inducdo da atividade fagdcitica (BARBOSA et al.,
2009; ORSOLIC; BASIC, 2003; SANTOS; VIANNA; GAMB, 2007).

3.4 TRANSPLANTES

O transplante consiste em um minucioso e preciso procedimento cirdrgico de
translado de um Orgdo, ou parte deste o6rgdo, em plena condicdo funcional para sanar
patologia em outra localidade no mesmo corpo ou em outro organismo (FURLAN; PAIANO,
2008). Para Santos et al. (2015), transplantar também pode ser definido como a transferéncia
de um orgdo inteiro, parte deste 6rgdo, ou ainda uma porcdo de tecido funcional de um
individuo para outro, ou até mesmo para o préprio organismo para evitar rejeicdo por
incompatibilidade imunoldgica. Esse procedimento é essencial para pacientes que precisam
restabelecer uma funcéo prejudicada pela ineficacia de um 6rgédo ou de um tecido.

Héa algumas formas de classifica-los, sendo a relacdo genética do doador-receptor um
dos principais métodos, portanto, séo classificados de: Autotransplante (transplante no mesmo
individuo); Isotransplante (transplante entre individuos geneticamente idénticos);
Alotransplante (transplante para outro individuo da mesma espécie); Xenotransplante
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(transplante entre espécies diferentes). Além dessa divisdo pode-se classificar segundo suas
localizacBes, como: ortotdpico, onde hd uma semelhanga e proximidade tecidual, ou
heterotdpico, onde ha uma diferenca acentuada na fisiologia e distanciamento do local de
obtengdo da amostra (CASTRO JR; GREGIANIN; BRUNETTO, 2001; KROHN, 1977).

Os transplantes autélogos apresentam uma grande vantagem por se tratar de
transferéncia de tecido do proprio animal, ou seja, evita-se a destruicdo do transplante pelo
reconhecimento do mesmo complexo de histocompatibilidade (MHC) (MENDES, 2014). De
modo contrario, as células dos alotransplantes possuem, frequentemente, MHC diferentes e,
por causa disso, facilmente desencadeia uma série de mecanismo de ativacdo imunoldgica que
resultam em destruicdo do tecido enxertado (PEREIRA FILHO et al., 2009). Uma vez que as
células de defesas sdo ativadas, pelos imundgenos presentes nos transplantes, ocorre a
inducdo de resposta imune crescente que, se ndo controlada artificialmente, leva a destruicéo
total dos tecidos transplantados, sendo este processo conhecido como rejei¢édo (LECHLER et
al., 1990). E importante citar o papel do sistema complemento que atua formando o complexo
de atague a membranas (membrane attack complex - MAC), pois além de atividade citolitica
direta também atrai (quimiotaxia) e estimula as demais células (fagociticas e citoliticas)
(ITURRY-YAMAMOTO; PORTINHO, 2001).

Quando a rejeicdo ndo ocorre, mesmo em animais diferentes, isto &, com a
competéncia imunoldgica preservada (auséncia de imunossupressao inespecifica), esta
ocorréncia é denominada de tolerancia imunoldgica do transplante (MANFRO;
GONCALVES; SAITOVITCH, 1999). Outra possibilidade que retarda a rejei¢do consiste na
imunossupressdo via farmacos imunossupressores, como Tacrolimus e Ciclosporina
(CARRAMASCHI et al., 2000), sendo este dltimo um potente inibidor de calcineurina,
elemento fundamental para desencadear reconhecimento de antigenos (DEMAIN; SANSHEZ,
2000).

A técnica de transplante em animais € um recurso terapéutico importante, ha diversos
trabalhos com ratos (PEREIRA et al., 2001), camundongos (SESTERHEIM; SAITOVITCH,
2005), coelho (CURY et al., 2002) e chinchila (SILVA et al., 2006) que corroboram essa
importancia, todavia sua utilizagdo ainda esté limitada pela falta de fA&rmacos que impeca ou
retarde a destruicdo do enxerto. Nesse contexto, a pesquisa de novos farmacos que possam ser
isolados de produtos naturais, por exemplo, pode trazer opg¢des de imunossupressdo
especifica, menos tdxica ou até mais duradoura. Ha inimeros relatos de que a prépolis pode
afetar membranas de bactérias, principalmente as Gram positivas (FERNANDES JR et al.,
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2006), que pode afetar membrana de mitocondrias (BANSKOTA et al., 2001; FROZZA,
2016; PARK et al., 2004) e também o acido desoxirribonucleico (DNA) de células, incluindo
leucdcitos (ORSOLIC et al., 2004). Diante disso, o aprofundamento de estudos com propolis
e geopropolis se justifica por causa das diversas substancias com efeito bioldgico e ja
associadas a imunomodulacéo.

Dentre os farmacos imunossupressores mais utilizados tem-se a ciclosporina (CsA).
Ela é um decapeptideo, originario do fungo Tolypocladium inflatum gams, que apresenta um
potente efeito imunossupressor, por causa disso, possibilitou um avanco terapéutico
consideravel em transplantes (BOREL; KIS, 1991). Sua introducéo ocorreu no final da década
de 70, mas sua maior utilizacdo ocorreu em 1983 e desde entdo é utilizado para prevenir
rejeicdo de transplantes solidos (GARCIA et al., 2004). Um fator a ser considerado na sua
utilizacdo sdo os efeitos adversos em nefropatas, posto que o efeito colateral mais relevante da
ciclosporina € a sua nefrotoxicidade, que se manifesta tanto de modo agudo como crénico
(MENDES; BURDMANN, 2002), além disso, também existe a possibilidade de
neurotoxicidade (GARCIA et al., 2004). Dessa maneira, seu uso deve ser criteriosamente

ponderado.
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Effect of green propolis and geopropolis from Canudo bee (Scaptotrigona sp.) and
Jandaira bee (Melipona subnitida) extracts on pathological aspects in rats Wistar (Rattus
norvegicus): acute inflammation, chronic inflammation and cicatrization of wounds

Efeito de extratos de prépolis verde e geopropolis de abelha Canudo (Scaptotrigona sp.) e

Jandaira (Melipona subnitida) sobre aspectos patoldgicos em ratos Wistar (Rattus
norvegicus): inflamacéo aguda, inflamac&o cronica e cicatrizacao

Parménedes Dias de Brito'"", Fernanda A. dos Santos ', José Gustavo de Lima Almeida', Jodo
Paulo de Holanda Neto", Jael Soares Batista', Carlos Iberé Alves Freitas'
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ABSTRACT - The objective is to evaluate the effect of hydroalcoholic extract from green
propolis and geopropolis on the acute inflammation, chronic inflammation, and cicatrization
of wounds of wistar rats. 36 adult rats, of both sexes, were distributed in five groups:
hydroalcoholic extract of green propolis (HEP); extract of geopropolis - canudo bee (HEG-
Can); extract of geopropolis - jandaira bee (HEG-Jan), only delivery system as negative
control group (GC-); registered drugs obtained from veterinary pharmacies as a positive
control group (GC+). Previously, a physico-chemical analysis was carried out for
characterization. The acute inflammation was caused by induction of 1% Carrageenan
(Sigma), and chronic inflammation is carried out by foreign body (circular sight glass) and
circular wounds were produced with circumference of 8 mm (puch). There was a difference (p
<0.05) in the total number of flavonoids from HEP, HEG-Can and HEG-Jan groups,
respectively: 93.72; 7.84 and 331.65 mg of EAG / 100 ml. HEP exhibited an important anti-
edematous effect (3 hour resolution), HEG-Jan had a better effect against chronic
inflammation. About healing HEP and HEG-Can show the best results with a complete
resolution between 15 and 16 days. These results may be associated with different qualities of
flavonoids and phenols in the HEG-Can and HEG-Jan groups. Propolis and geopropolis of
stingless bees from Brazil have positive effects against acute, chronic inflammation and
testicular repair.

Keywords: tissue repair, Africanized bee, native bees of Brazil, healing wound.

RESUMO - Objetivou-se avaliar o efeito o extrato hidroalcodlico de propolis verde e
geopropolis sobre a inflamacdo aguda, inflamagdo crénica e cicatrizagdo de ratos Wistar.
Foram utilizados 36 ratos adultos, de ambos os sexos, distribuidos em cinco tratamentos:
grupo extrato hidroalcodlico de prépolis verde (EHPv); grupo extrato de geoprdpolis de
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abelha canudo (EHG-Can); e grupo extrato de geopropolis de abelha jandaira (EHG-Jan),
grupo controle negativo (GC-), sem adigdo de principio ativo; grupo controle positivo (GC+),
com principio ativo referéncia de mercado. Previamente, foi feito uma analise fisico-quimica
para caracterizacdo dos extratos. A inflamagdo aguda foi induzida por Carragenina a 1%
(Sigma), a inflamacdo cronica foi realizada por corpo estranho (lamina de vidro) e a
cicatrizagao foi acompanhada a partir de ferida circular de 8 mm (puch). As quantidades
diferentes (p<0,05) de flavonoides totais entre os grupos EHPv, EHG-Can e EHG-Jan foram
respetivamente: 93,72; 7,84 e 331,65 mg EAG/100mL. EHPv exibiu maior efeito
antiedematoso (resolucdo em 3 horas), EHG-Jan apresentou o melhor efeito sobre a
inflamacdo cronica. Sobre a cicatrizagdo, EHPv e EHG-Can apresentaram os melhores
resultados com completa resolucdo entre 15 e 16 dias. Tais resultados podem estar associados
as diferencas qualitativas dos flavonoides e fenois dos grupos EHG-Can e EHG-Jan. A
prépolis e geoprépolis brasileiras apresentaram efeitos positivos sobre a inflamacdo aguda,
inflamacéo cronica e reparo tecidual.

Palavras-chave: reparo tecidual, abelha africanizada, abelha indigena, creme cicatrizante.

Introducéo

A cicatrizacdo € um mecanismo de reparo tecidual que visa limitar os danos, e
restabelecer a funcdo e a integridade dos tecidos lesionados (WITTE; BARBUL, 1997). Este
processo depende de uma etapa inicial que € a inflamacdo (BALBINO; PEREIRA; CURI,
2005), contudo, essa etapa ndo pode perdurar indefinidamente (inflamag&o cronica), nem
pode ser exacerbada e causar muito mais danos que o agente da injuria. Para promover a
adequada cicatrizacdo em animais existe 0 emprego de procedimentos cirdrgicos e uso de
farmacos que protegem a ferida, modulam a inflamacdo e evitam contaminacdo (LEMBI;
ALVIM, 2019; MARINHO, 2018). No entanto, métodos opcionais utilizando produtos
naturais, como a propolis e geopropolis, por exemplo, ttm mostrado resultados promissores
no tratamento de doencas inflamatdrias e auxilio da cicatrizacdo (BARBOSA et al., 2009;
BERNARDO et al., 1990; REIS et al., 2000). Nesse ambito, pesquisadores tém realizado
estudos no intuito de saber o potencial maximo desses produtos (SFORCIN; BANKOVA,
2011).

Propolis e geopropolis sdo produtos naturais elaborados pelas abelhas a partir de
matriz resinosa de plantas, exsudados vegetais de defesa com capacidade de inibir
microrganismos (LAMBERT; POINAR, 2003; SILVA, 2017) e, posteriormente, acrescidos
de cera e enzimas proprias, a geopropolis em especial possui alguma fracao terrosa (KERR,

1987). Estes sdo utilizadas dentro da colmeia para vedacdo, calafetar residuos, estruturar
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componentes internos, higienizacdo de favos e das proprias abelhas (SAWAYA et al., 2011;
BANKOVA et al., 2000). Esses produtos sdo utilizados por populares como medicamento
caseiro e, atualmente, pela inddstria devida suas propriedades antimicrobianas
(SFORCIN; BANKOVA, 2011).

O acervo de estudo com geopropolis é inda mais escasso em comparagdo com oS
trabalhos cientificos com a prépolis, pois este Gltimo é mais divulgado em comerciais, pode
ser obtido mais facilmente e em maior quantidade. Essa divulgacdo se deve as varias
propriedades que sdo atribuidas a prépolis, como: propriedade analgésica, antiviral,
antitumoral, imunomoduladora (FISHER et al., 2008, LUSTOSA et al., 2008), antifingica,
hipotensiva, anti-inflamatéria (REIS et al., 2000; PARK; ALENCAR; AGUIAR, 2002;
BARACHO et al., 2009), e cicatrizante (BERNARDO et al., 1990; BARBOSA et al., 2009).
Sendo recorrente e convergente a atividade antioxidante, anti-inflamatéria e
cicatrizante (PINTO et al., 2011) por agéo, principalmente, dos flavonoides (BANSKOTA et
al., 1998; MARCUCCI et al., 2001; LUSTOSA et al., 2008), e interacdes sinérgicas em
torno dos flavonoides e 4cidos fendlicos (FERNANDES JUNIOR et al., 2006; MENEZES,
2005). Sobre a geopropolis, a medida que os estudos avancam mais efeitos biolégicos sdo
correlacionados, como: atividade antimicrobiana (DA CUNHA et al., 2013), antioxidante
(SOUZA et al, 2013), anti-inflamat6ria (FRANCHIN et al., 2012), antitumoral (FERREIRA
et al., 2017) e cicatrizante, muito embora apresentem teores significativamente mais baixos de
flavonoides (SILVA et al., 2016).

Tendo em vista aprofundar os estudos sobre os efeitos da propolis e da geoprépolis
sobre processos correlacionados ao reparo tecidual; verificar se as diferengas constitutivas da
geopropolis podem apresentar vantagem sobre algumas propriedades biologicas quando
comparada a prépolis; investigar a intensidade de influéncia da préopolis e a geopropolis sobre
a inflamacdo aguda, cronica e cicatrizagdo; e apresentar os produtos resinosos de abelhas
nativas como possivel fonte farmacos e opcdo auxiliar no tratamento de enfermidades
veterinarias, € necessario desenvolver um trabalho de multiplas comparagdes, por meio de
uma abordagem continuada sobre varios aspectos do reparo tecidual.

Por isso, objetivou-se analisar os efeitos de extratos hidroalcodlicos de propolis
verde de abelha melifera, geoprdpolis de abelha canudo (Scaptotrigona sp.) e geopropolis de
abelha jandaira (Melipona subnitida) em comparacdo mutua, inclusive com farmacos
registrados, sobre a inflamacdo aguda, inflamacdo cronica e a cicatrizagdo de feridas
superficial em ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar.
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Material e Métodos

Local do estudo

O experimento foi conduzido no Laboratério de Estudos em Imunologia e Animais
Silvestres (LEIAS) e Laboratério de Patologia da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), campus central, localizada no municipio de Mossoro, Rio Grande do Norte,

Brasil.

Espécie animal

Para a realizagdo deste experimento foram utilizados 36 ratos (Rattus norvegicus, da
linhagem Wistar), adultos, ndo castrados, higidos, de ambos os sexos, procedentes do
LEIAS/UFERSA. Os animais foram mantidos em manejo de luz escuriddo de 12/12h a 22 +
2°C, alimentados com racao apropriada para ratos (Linha laboratorial - Presence®) e agua ad

libitum.

Parecer ético e manejo dos animais

O projeto foi elaborado respeitando preceitos éticos de acordo com o preconizado pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado no parecer 37/2019
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal Rural do Semi-Arido -
CEUA/UFERSA sob nimero 23091.006656/2019-28.

Obtencao das amostras e elaboracéo dos extratos hidroalcodlico

A amostra de prépolis verde, produzida por abelha africanizada (Apis mellifera), foi
obtida de Nazaré, Minas Gerais, Brasil. A amostra de geoprdpolis de abelha canudo
(Scaptotrigona sp.) foi obtida na zona rural do municipio de Aquiraz, Ceara, Brasil. A
amostra de geopropolis de abelha Jandaira (Melipona subnitida Ducke, 1910) foi obtida de

meliponicultores da zona rural do municipio de Séo Jodo do Rio do Peixe, Paraiba, Brasil.
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O extrato hidroalcodlico de propolis verde (EHPv) foi obtido utilizando-se a técnica
de Park et al. (1998), que consistiu na maceracdo manual dos fragmentos de prépolis in
natura até a obtencdo da menor granulacdo possivel, e em seguida foi adicionado ao etanol
(83,8 %) na proporcao 1:3 [peso/volume]. Posteriormente, a solucédo foi submetida a agitacao
diéria por 20 dias para melhor extracdo dos compostos. Depois da obtencdo do extrato mae, o
elaborado foi acondicionado sob refrigeracdo em recipiente de cor &mbar para fotoprotegé&o.
Para utilizacdo no experimento, foi procedida a eliminacdo do solvente para que nao
interferisse nas andlises biologicas.

Para obter o extrato hidroalcodlico de geopropolis, seguiu-se com técnica realizada
por Silva et al. (2016), a saber: 60g do material resinoso foi encaminhado para a secagem em
estufa de circulacéo de ar a 40°C por dois dias. Apds, o material desidratado foi triturado em
multiprocessador, durante 10 minutos. O p6 fino e homogéneo foi pesado e solubilizado em
solucdo de etanol a 70% na proporcédo de 1:3 [p/v] para elaboragdo do extrato hidroalcodlico.
No intuito de obter a melhor extracdo possivel, a solucdo foi submetida a agitacdo diaria
durante 20 dias. Para reter as impurezas e particulas insollveis, a mistura foi filtrada com
papel filtro. Terminado esse processamento, a solucdo filtrada também foi armazenada em

recipiente protegido da luz em refrigeracéo.

Analises fisico-quimicas dos extratos de propolis e geoprépolis

O Potencial hidrogenidnico (pH) das amostras foi medido com o auxilio de pHmetro
digital Tecnal modelo Tec-3MP previamente calibrado com solugéo tampéo (pH = 4,0 e 7,0).
Para avaliar a condutividade elétrica foram realizadas medidas com auxilio de um
condutivimetro Tecnopone modelo mCA 150. Onde o eletrodo do condutivimetro, que ja se
encontrava estabilizado, pode ser introduzido em um béquer contendo cada extrato diluido
numa quantidade de 50 mL de &gua destilada, realizando-se por fim a leitura em
Microsiemens (uS).

Para determinar a atividade antioxidante utilizou-se o método de reducéo do radical
livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), descrito por Velazquez et al. (2003), com
adaptacdes. Por intermeédio do reagente antioxidante, a coloracdo purpura do DPPH declina,
podendo assim ser lida por espectrofotometria devido a mudanca de absorbancia. Uma
aliquota de 1,0 mL de cada dilui¢do (2-10 uL/mL) do extrato obtido foi adicionada a 1,5 mL
de DPPH (0,029 mg/mL) e depois da agitagéo, os tubos foram deixados em repouso ao abrigo
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da luz por 15 minutos. As leituras de absorbancia foram realizadas através do
espectrofotometro Gehaka modelo UV-340G a 517 nm utilizando como controle 1 mL
metanol e DPPH. A atividade antioxidante dos extratos foi obtida considerando o percentual

de inibicdo do radical DPPH, calculado conforme equacao abaixo:

Inibicdo (%) = [(Abs. controle — Abs. amostra) / Abs. controle] x 100

Para medir eficacia de um composto na funcao biogquimica (biolégica) de inibicao foi
utilizada a concentracdo apropriada para inibir a metade da inibicdo méxima (IC50), essa
medida liga inversamente o percentual de atividade contra a concentragdo da substancia
ensaiada. Sendo assim, foram elaboradas curvas %inibicdo versus concentracdo para cada
extrato a fim de calcular o valor de IC50. Os parametros de regressao linear foram planejados
para cada curva em software Origin 7.0.

Os fenois totais foram determinados conforme a metodologia de Meda et al. (2005),
através do uso do reagente Folin-Ciocalteau. A partir dos extratos (20 ppm), retiraram-se
aliquotas de 0,5 mL, adicionou-se 2,5mL do reagente Folin-Ciocalteau (0,2N) em tubo de
ensaio, apo6s 5 minutos, colocou-se 2 mL de carbonato de sédio (75 g/L) e em seguida
mantido em repouso por 2 h ao abrigo da luz. A absorbancia foi medida em
espectrofotometria Gehaka modelo UV-340G a 760nm, utilizando branco metanol. Os
resultados obtidos foram extrapolados em curva de calibracdo obtida com padréo acido galico
(20 a 200 ppm), e expressos em mg equivalente acido galico (EAG)/100mL de extrato.

Para a determinacdo dos flavonoides totais seguiu-se metodologia descrita na literatura
(MEDA et al., 2005), com adaptacdes. Aliquota de 50 mL do extrato (20 ppm) foi
misturada com 5 mL de cloreto de aluminio (2%), em tubo de ensaio. Apds 10 minutos, a
absorbancia foi lida com no espectrofotdmetro Gehaka modelo UV-340G em comprimento de
onda de 415 nm, utilizando como branco a amostra com metanol sem AICI; para cada
amostra. Uma curva de quercetina (5 a 50 mg/L) foi usada como padrdo. O contetdo de

flavonoides foi expresso em mg de equivalente quercetina (EQ)/100mL de extrato.

Composicao do creme experimental

Com a finalidade de aplicar os extratos de modo prético, simular condi¢Bes de uso

normal de mercado e elevar estabilidade, assim como promover absorc¢éo intradérmica, foi
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utilizado o creme base Lanette. Esta base dermatoldgica foi composta principalmente por
alcool cetoestearilico e ceto estearil sulfato de sodio, butil-hidroxitolueno (BHT) e
hidroxibenzoato de propil (Nipazol). O creme final foi obtido com a adi¢do de 20% dos

extratos de propolis e geopropolis (SILVA et al., 2016), seguido de homogeneizacéo.

Desenho experimental

Para o experimento inflamacdo aguda foram utilizados 36 animais divididos

aleatoriamente entre cinco (5) tratamentos, a saber:

e Grupo tratado com extrato de propolis verde de abelha melifera africanizada (EHPv, n
=7)

e Grupo tratado com extrato geoprépolis de abelha canudo (EHG-Can, n = 7);

e Grupo tratado com extrato de geoprépolis de abelha jandaira (EHG-Jan, n = 7);

e Grupo tratado com dexametasona (1mg/kg) segundo Madjarof (2009) — controle
positivo (GC+, n =7);

e Grupo tratado apenas com solugéo salina 0,9% - controle negativo (GC-, n = 8).

Ja para o experimento de inflamacdo cronica e cicatrizacdo foram utilizados 16
animais divididos aleatoriamente entre os cinco tratamentos ja citados, com modificacdes: o
grupo CG+ foi tratado com formulacdo comercial composta por Dexametasona, Neomicina,
Bacitracina, Griseofulvina, Benzocaina (Crema 62 ®, Labayes) e o0 GC- com o creme base
(Lanette®) sem adicdo de principio ativo. Os grupos EHPv, EHG-Can, EHG-Jan e GC+

foram compostos por 3 animais, cada. O grupo GC- foi constituido de quatro animais.

Efeito sobre a inflamacéo aguda

Os efeitos dos extratos de prépolis e geopropolis sobre o processo de inflamagéo
aguda foram estudados por meio da técnica edema de pata, realizado com a aplicagdo de um
indutor inflamatdrio detectavel pelo edema (Carragenina a 1% tipo Lambda, SIGMA®) na
regido subplantar do membro posterior direito dos animais (BATISTA et al.,, 2016).
Imediatamente apos foram aplicados os respectivos tratamentos sobre a area afetada. O

acompanhamento foi realizado pela inspecdo visual, mensuragdes da edemaciacao e registro
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da temperatura por meio de termdmetro infravermelho (MINIPA MT-350). A temperatura foi
aferida em mucosas expostas, pele glabra e conduto auditivo externo. As mensuracdes da
intensidade da edemaciacgdo foram feitas com auxilio de um paquimetro (feito em duplicata),

nos tempos O e 1, 2, 3, 4 e 5 horas apés aplicacgéo.

Procedimento anestésico utilizado

Para a realizacdo do implante de corpo estranho subcutaneo (inflamagéo crénica) e da
ferida circular (cicatrizagdo) os animais foram submetidos a uma anestesia dissociativa
utilizando cloridrato de xilazina (10mg kg-1) e cloridrato de cetamina (75 mg kg-1)
(SALAZAR et al., 2011), por meio da aplicacdo intraperitoneal. Apés a constatacdo do plano
anestésico pretendido, iniciou-se a tricotomia e antissepsia do local cirdrgico com

iodopovidona a 10%. Imediatamente apds a antissepsia foram iniciados os procedimentos.

Estudo de inflamacéo crénica

Para determinar a influéncias dos extratos na inflamacdo cronica foi procedido
cirurgicamente o implante de uma lamina de vidro arredondada de oito (8) mm de didmetro
no tecido subcutaneo da regido dorsal do térax dos animais, conforme descrito por Manrique
(2012), com adaptacGes. Antes do procedimento, as laminas foram esterilizadas em autoclave
e mantidas de modo estéril até 0 momento da embebicdo em extrato (secada por 15 minutos
em fluxo laminar). A lamina impregnada foi inserida através de uma incisdo (1 cm)
transversal no dorso cervical do animal ap6s divulsdo do tecido subcutaneo. A sintese
cirurgica foi realizada com ponto simples utilizando mononylon 4.0. As feridas foram tratadas
com cremes contendo 0s respectivos tratamentos por 35 dias. Apos esse periodo, foi realizada
a extracdo do corpo estranho, assim como o tecido em volta (MIRANDA, 2018).
Imediatamente apds o resgate do disco, as bordas foram posicionadas seguidas por sutura
simples (mononylon 4.0). O acompanhamento do processo de inflamag&o crénica ocorreu por
meio de inspecdo, com registro dos achados, afericdo de temperatura e exame histopatologico

da formacdo granular.

Efeito sobre a cicatrizacao
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Foram produzidas feridas cuténeas utilizando-se puch dermatolégico de oito (8) mm
de diametro. A lesdo circular foi produzida na regido dorsal do térax em razdo da maior
dificuldade do animal lamber, morder ou arranhar-se. Ap6s a cirurgia, as feridas foram
tratadas conforme seu respectivo tratamento. As aplicacdes foram realizadas no periodo
matutino com o auxilio de espatulas esterilizadas uma vez ao dia, durante 18 dias. O
acompanhamento do processo de cicatrizacdo ocorreu por meio de inspecdo, registro de
temperatura e fotografico utilizando um gabarito métrico para mensuracdo dos diametros das
cicatrizes e exame histopatoldgico da borda das feridas.

Para realizacdo das mensuraces foram utilizados os seguintes softwares: Picture
Manager (Microsoft office®) para rotacdo e corte de imagens, e 0o AUTOCAD 2020 para as

mensuracoes lineares e de area.

Histopatoldgico

As avaliacOes histopatologicas foram realizadas a partir da coleta de tecido cutaneo
oriundos das bidpsias (cicatrizacdo) e do granuloma (inflamacéo cronica). Os tecidos foram
fixados em solucdo formolizada 10% por 48 h, posteriormente desidratados em alcool e
diafanizados em xilol, submetidos a inclusdo em parafina, cortados a 5um de espessura e
corados com hematoxilina-eosina (HE).

As analises foram realizadas por avaliador unico utilizando microscopio Nikon®
Eclipse E200. Foram analisados os seguintes parametros: infiltrado inflamatorio de fase aguda
e cronica, necrose isquémica, reacdo gigantocelular, proliferacéo fibroblastica, colagenizacéo,
reepitelizacdo e neoformacao capilar (GONCALVES FILHO et al., 2006).

Andlise estatistica dos dados

Os dados de contagem e mensuragdes foram organizados em planilha eletrénica
(Excel), posteriormente, foram submetidos a estatistica descritiva em média, desvio-padrao e
porcentagem. Em seguida, procedeu-se a analise de pressupostos para verificacdo de
normalidade e homocedasticidade. Constatada a distribuicdo ndo paramétrica dos dados,

procedeu-se a aplicacdo do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido de teste post hoc
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Dunn 5%. O nivel de significancia adotado para todos os testes foi de 5% de probabilidade

(p<0,05). O software estatistico utilizado foi o BioEstat v.5.0.

Resultados

Os animais apresentaram boas condicGes pré e pos-cirurgicas e todos se recuperaram
espontaneamente da anestesia. A evolucdo pds-operatoria ocorreu sem registro de
intercorréncias, com a excecdo de um animal do grupo GC- que foi retirado do experimento
de cicatrizagdo por risco de septicemia, posteriormente foi devidamente tratado até a completa
recuperacao.

Em relacdo a analise fisico-quimica da propolis e geopropolis utilizadas (Tabela 1), as
amostras apresentaram-se ligeiramente acidas (4,38 a 5,93), sendo a do grupo EHG-Jan a
mais &cida entre elas (pH 4,4). Ja em relagdo a condutividade elétrica, os valores encontrados
ficaram entre 40,25 a 60,48 uS/cm. A amostra de EHG-Jan foi a que apresentou maior
(p<0,05) quantidade de compostos fenodlicos, sendo 0 mesmo observado para o teor de
flavonoides totais. No entanto, a maior atividade antioxidante foi observada no grupo EHG-
Can (p<0,05), cuja amostra é composta de geoprépolis obtida da abelha canudo

(Scaptotrigona sp.).

Tabela 1 — Média + desvio padrdo dos dados da analise fisico-quimica dos extratos de
prépolis verde (EHPv), geoprépolis de abelha canudo (EHG-Can) e geopropolis de jandaira
(EHG-Jan).

Anélises Unidade EHPv EHG-Can EHG-Jan
Potencial hidrogénio idnico -* 5,91 +0,02¢ 5,6 £0,01° 4,4 +£0,02°
Condutividade Elétrica (uS/cm) 49,20 + 0,01° 60,45 +0,03% 40,26 +0,01%
Fenois Totais mg EAG/100mL 401,93 + 3,3% 201,77 +0,74° 992,55 + 5,52°
Flavonoides Totais mg EAG/100mL 93,72 +0,27° 7,84 +0,27° 331,65 +0,54°
Atividade Antioxidante IC50 uL/mL 25,70+0,1° 42,32 +£1,3° 16,63 + 0,05°

Legenda: ® Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (p<0,05). * Adimensional

Na atividade antiedematosa (Figura 1) percebe-se que até a primeira hora ndo houve
diferenca entre os grupos, contudo, na segunda hora verificou-se exacerbagdo do processo
inflamatdrio no grupo GC-, com pico observado na terceira hora. Todavia, o grupo GC+
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mostrou intenso e significativo (p<0,05) poder de reversdo do edema inflamatorio a partir da
segunda hora. Na terceira hora, a geoprdpolis de jandaira (EHG-Jan) ndo apresentou poder
anti-inflamatorio suficiente para diferenciar-se do controle negativo, enquanto a geoprépolis
de canudo (EHG-Can) e a prépolis verde (EHPv) apresentaram uma capacidade intermediaria
na atividade antiedematosa. A partir da terceira hora foi possivel perceber um consideravel
efeito do EHPv sobre o edema quando comparado a EHG-Can e EHG-Jan, sendo que estes
ultimos grupos se consolidaram o efeito intermediario sobre o edema até a quarta hora de

avaliacdo.

Figura 1 — Diferencas em milimetros (mm) da regido subplantar de ratos Wistar no periodo de
5 horas ap0s aplicacdo da Carragenina 1% e tratados com proépolis verde (EHPv), geoprépolis
de abelha canudo (EHG-Can), geoprépolis de jandaira (EHG-Jan), com dexametasona
(controle positivo, GC+) e apenas veiculo (controle negativo, GC-).

Evolucdo do efeito anti-inflamatério agudo

= EHPv == EHG-Can -O-EHG-Jan -®GC+ - GC-

1.2
1,0
08

06

0,4

0,2

Altura do edema inflamatorio (mm)

0,0

oh 1h 2h 3h 4h sh
Tempo experimental

Legenda: ®© Letras diferentes alinhadas verticalmente na mesma hora indicam diferenca estatistica (p<0,05).
" Néo significativo entre todos os grupos.

Analisando a temperatura superficial das mucosas dos animais (Figura 2) observou-se
que a temperatura de cada tratamento apresentou elevado coeficiente de variagéo, refletido
nos elevados desvios. N&o foi observada diferenca para esse pardmetro em nenhum dos

tratamentos (p>0,05).
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Figura 2 — Média + desvio padréo da temperatura superficial das mucosas de ratos Wistar, até
o0 tempo de 5 horas apos aplicagdo da Carragenina 1% e tratados com proépolis verde (EHPvV),
geopropolis de abelha canudo (EHG-Can), geoprépolis de jandaira (EHG-Jan), com
dexametasona (controle positivo, GC+) e apenas veiculo (controle negativo, GC-).

Temperatura superficial (mucosas)

=% EHPv == EHG-Can -O-EHG-Jan = GC+ & GC-

36,6

36,4

36,3
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3,1
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Tempo experimental

Legenda: ® Letras diferentes alinhadas verticalmente na mesma hora indicam diferenca estatistica (p<0,05).
"™ Néo significativo entre todos os grupos.

Em relacdo aos dados de area das feridas (Figura 3) verificou-se que houve um
aumento da area da ferida em todos os grupos no primeiro e segundo dia (~0,02 cm?). Ap6s
esse periodo, as feridas do grupo GC+ apresentaram gradual e constante reducéo de sua area,
podendo ser observada completa reepitelizacdo visivel no décimo quinto dia em alguns
animais. No grupo GC- as feridas se mantiveram com area maior que o inicial até o 6° dia,
havendo dificuldade para reduzir e completar a cicatrizacdo, apresentando assim o pior
desempenho (p<0,05) dos tratamentos analisados até o final do experimento. Em relagdo aos
grupos GC+, EHPv e EHG-Can, néo foi observada diferenca (p>0,05) ao longo de todo o
periodo experimental, adicionalmente, pelo menos um animal de cada grupo apresentou
reducdo maxima da area de ferida até o 15° dia de experimento. As feridas do grupo EHG-Jan
apresentaram desempenho semelhante (p>0,05) ao do grupo GC+ até o terceiro dia de analise

e, posteriormente, diferiu (p<0,05) até o décimo quinto dia experimental, e apds esse periodo

64



apresentou-se semelhante aos demais grupos (GC+, EHPv, EHG-Can). Pela demonstragéo
gréafica é possivel notar que o grupo EHG-Jan descreveu um comportamento intermediério
(p<0,05) na maior parte de periodo experimental (6°-15° dia), porém com boa resolucdo

quando comparado as medidas do controle negativo.

Figura 3 — Cicatrizagdo de feridas circulares avaliadas por reducdo da area (cm?) com
plotagem em valores médios * desvios obtidos de ratos de linhagem Wistar tratados com
prépolis verde (EHPv), geoprépolis de abelha canudo (EHG-Can), geoprépolis de jandaira
(EHG-Jan), medicamento cicatrizante registrado (controle positivo, GC+) e apenas creme
base (controle negativo, GC-).

Cicatrizacdo de ferida circular

=& EHPv == EHG-Can -O- EHG-Jan -- GC+ - GC-

\\\; AN
NI I e
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Legenda: ® Letras diferentes alinhadas verticalmente na mesma hora indicam diferenca estatistica (p<0,05).
" Néo significativo entre todos os grupos.

Na Figura 4 é possivel observar a evolugcdo no processo de reparo das feridas,
comparando o0s grupos ao longo do tempo. As feridas dos grupos EHPv e EHG-Can
apresentaram resultados similares ao do grupo GC+. Ja as feridas do GC- exibiram dois
padrdes, o primeiro caracterizado pela ndo resolucdo da ferida no periodo experimental, e 0

segundo caracterizado pelo retardo na resolugéo.
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Figura 4 — Aspecto macroscopico das feridas circulares de ratos wistar tratadas com propolis
verde (EHPvV), geoprdpolis de abelha canudo (EHG-Can), geopropolis de jandaira (EHG-Jan),

medicamento cicatrizante registrado (controle positivo, GC+) e apenas veiculo (controle
negativo, GC-).

GC+

Controle positivo

g
GC-
Controle
negativo >
o
2
o
EHPv

Prépolis verde

EHG-Can

Prépolis de
Scaptotrigona sp

EHG-Jan
Geoprépolis de
Melipona Subnitida

Fonte: Elaborada pelos autores.

Na analise histopatoldgica das feridas (Figura 5) observou-se nos grupos GC+, EHPv
e EHG-Can completa reepitelizagéo, o que sugere semelhancas na evolucgéo e celeridade nos
eventos de reparacdo tecidual do grupo EHPv e EHG-Can em relacdo ao farmaco registrado
(GC+). No grupo EHG-Jan houve completa reepitelizacdo, avancado remodelamento,

deposicao de coladgeno com moderada presenca de vasos sanguineos, ou discreta presenca.
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Figura 5 — Fotomicrografia de feridas de ratos Wistar tratados com propolis verde (EHPv),
geopropolis de abelha canudo (EHG-Can), geopropolis de jandaira (EHG-Jan), medicamento
cicatrizante registrado (controle positivo, GC+) e apenas veiculo (controle negativo, GC-), em
coloragédo HE em 10X.
Inicial

) (s
g P CAA T e N i

e LN AT L Z =1 hs e AN RN TR NI oL AT et
A - Lamina de pele inicial (normal). B - Completa reepitelizacdo com espessura de epiderme discretamente irregular. C -
Completa reepitelizagdo. D - Reepitelizagdo com atraso, estagio final do remodelamento com moderada quantidade de vasos
sanguineos e fibroblastos, pouco colageno. E - Completa reepitelizagdo, similar ao estado normal. F - Processo de
reepitelizagdo pouco uniforme com presenca moderada de células polimorfonucleares, também com discreta presenga de
linfécitos. Fonte: Elaborada pelos autores.

Em relacdo a avaliacdo macroscopica da inflamacdo crénica (Figura 6), em todos os
grupos houve a presencga de envoltorio intimamente aderido ao disco de vidro ao final do
periodo experimental. As camadas do granuloma foram mais espessa e resistente ao corte nos
grupos EHG-Jan e GC+, enquanto que nos grupos EHPv e GC- apresentaram maior presenca

de vasos. Todos 0s grupos apresentaram aderéncia consideravel do disco ao granuloma.
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Figura 6 — Apresentacdo macroscopica dos corpos estranhos conectados aos envoltorios
recuperados de ratos Wistar tratados com propolis verde (EHPv), geoprépolis de abelha
canudo (EHG-Can), geoprépolis de jandaira (EHG-Jan), medicamento cicatrizante registrado
(controle positivo, GC+) e apenas veiculo (controle negativo, GC-).

A - Grupo tratado com extrato hidroalcodlico de prdpolis verde (EHPv) de abelha melifera (Apis mellifera L.). B - Grupo
tratado com extrato hidroalcodlico de geopropolis de abelha canudo (EHG-Can), envoltdrio do granuloma ainda aderido ao
corpo estranho. C - Grupo tratado com extrato hidroalcoolico de geoprépolis de abelha jandaira (EHG-Jan), envoltério do
granuloma ainda aderido ao corpo estranho. D - Grupo controle positivo tratado com formulagéo cicatrizante de mercado
(GC+). E - Grupo controle negativo tratado apenas com pomada contendo creme base (GC-). Fonte: Elaborada pelos autores.

O resultado da andlise histopatoldgica da inflamagdo crénica (Figura 7) mostrou
presenca de fibroblastos e tentativa de confinar o corpo estranho em cépsula de tecido
conjuntivo. No grupo controle positivo (GC+), o granuloma de corpo estranho apresentou
componentes histologicos tipicos, mostrou-se bem definido com presenca de macrdfagos,
moderada quantidade de fibroblastos e de colageno, adicionalmente, apresentou vasos
neoformados de consideravel calibre (>10um). Os granulomas do grupo GC- apresentaram
camadas pouco evidentes, delimitacdo pouco perceptivel, presenca de numerosos vasos e de
diferentes calibres. O grupo EHPv apresentou formacdo pouco definida do granuloma,
variando consideravelmente até na espessura em torno do corpo estranho, contudo, foram
observados fibroblastos, deposicao de colageno e células mononucleares. Também apresentou
moderada presenca de vasos com calibre consideravel (>10um). No grupo EHG-Can os

granulomas se apresentaram morfologicamente semelhantes ao do grupo EHPv, ou seja, com
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formacdo pouco caracteristico de granuloma, no entanto houve discreta presenca de vasos
neoformados. No grupo EHG-Jan o0s resultados foram semelhantes ao do GC+,
principalmente, em relacdo a presenca dos constituintes histologicos do granuloma, porém
diferiu discretamente na espessura da camada constituida de fibroblastos e nos vasos, que

apesar de numerosos, exibiam menor tamanho luminal.

Figura 7 — Fotomicrografias de granulomas por corpo estranho, ndo imunogénico, em ratos
Wistar tratados com propolis verde (EHPv), geoprépolis de abelha canudo (EHG-Can),
geopropolis de jandaira (EHG-Jan), formulacdo comercial (controle positivo, GC+) e apenas
veiculo (controle negativo, GC-).

) e J7)
7 Inicial B TR

’ .
., Inicial

A - Lamina de pele normal (10x). B - Lamina de pele normal (40x). C - Formac&o irregular da camada de fibroblastos do
granuloma, células mononucleares e moderada presenca de vasos (10x). D - Vaso com grande luz vascular (40x). E -
Formacdo de discreta camada de fibroblastos do granuloma, moderada presenca de vasos (10x). F - Presenca de varios vasos
com calibres variaveis (40x). G - Formagdo da camada de fibroblastos do granuloma bem evidente com fibras de colageno
regularmente orientado (10x). H - Presenca de varios vasos de calibres varidveis. | - Completa formag&o do granuloma, bem
definido e regularmente orientado. J - Vaso com grande luz vascular (40x). L - Formag&o de granuloma pouco evidente, com
razoavel delimitacdo, e fibras de colageno irregulares (10x). M - Presenca de varios vasos de calibre varidveis, grande vaso a
direita (40x) . Fonte: Elaborada pelos autores.

Discussao

A obtencdo do valor de pH é importante para verificar a ocorréncia de falhas na

obtencdo e no processamento da propolis e seus derivados. Longhini et al. (2007) enfatizaram
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a importéncia de se conhecer o pH no processo de extragdo, uma vez que auxilia na selegéo e
determinacdo das substancias a serem extraidas por causa das caracteristicas de polaridade e
quimica. Eles também citam que o pH é um parametro sinalizador de provaveis erros no meio
quimico de extracdo e, quando preparado, servem também para proteger o produto do ataque
de microrganismos (LONGHINI et al., 2007). Nesse aspecto, 0 pH das amostras deste estudo
apresentou-se ligeiramente &cidas, no entanto dentro do que é observado na literatura
(GONSALES et al., 2005). A condutividade elétrica pode ser usada também como indicador
de ma qualidade, adulteracdo e até de rastreamento de produtos apicolas, como no caso do
mel (AGANIN, 1971), apesar de ndo figurar como teste corriqueiro para propolis, essa analise
pode ser mais uma para caracterizar geopropolis nordestina.

A respeito dos fendis, a geopropolis (EHG-Jan) diferiu das demais amostras por
conter maior quantidade, esse achado concorda com o de Souza et al. (2015). Estes autores
destacaram que o valor encontrado para o extrato de geoprdpolis de Melipona subnitida do
Alto Oeste Potiguar (RN) estava bem acima do preconizado em norma do Ministério da
Agricultura (BRASIL, 2001) e que estava igual ou superior a amostra de propolis de abelha
melifera. Apesar da maior quantidade de fendis, ndo foi observada proporcionalidade de
beneficios sobre a inflamagao aguda e cicatrizacdo com uso da geopropolis (EHG-Jan).

Sobre os flavonoides, compostos importantes os quais séo atribuidos muitos efeitos
bioldgicos, como atividade antiviral, antibacteriana, anti-inflamatoria e antioxidante (UZEL et
al., 2005; VOLPI; LUSTOSA et al., 2008), neste experimento o grupo EHG-Jan também se
sobressaiu, contudo a geopropolis do grupo EHG-Can, com aproximadamente 2,36% da
quantidade encontrada na geopropolis EHG-Jan, apresentou resultados semelhantes apenas na
atividade antiedematosa. Sobre a cicatrizagdo, a maior quantidade de flavonoides, em termos
gerais, ndo apresentou proporcionalidade com a atividade de cicatrizacao.

A atividade antioxidante guarda relacdo com os flavonoides (AHN et al., 2007), mas
é importante destacar que esse poder antioxidante ndo fica restrito aos flavonoides posto que
outros compostos, como os fenolicos, também sdo coparticipantes (MANI et al., 2006;
VICENTINO; MENEZES, 2007). Neste experimento o grupo EHG-Can apresentou
consideravel poder antioxidante em comparagdo com a propolis do grupo EHPv, mesmo
contendo pouco flavonoide e fenogis totais. O mesmo foi observado em estudos com
geopropolis de Scaptotrigona postica (“mandaguari”) oriunda do Rio Grande do Norte, no
qual a amostra apresentou IC50 13% maior que da propolis verde potiguar (FERREIRA et al.,
2017). Apesar disso, a amostra de prdpolis verde desse estudo apresentou valor maior que
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amostras de extrato comercial de propolis verdes ja descritas (SALGUEIRO; CASTRO,
2016).

Para comparacao dos resultados obtidos neste trabalho, adotou-se o uso de um grupo
controle positivo, no qual foi utilizado farmaco de eficacia comprovada e beneficio
conhecido, e, também, um grupo controle negativo (apenas veiculo), para estimar o sentido
dos efeitos (positivos ou negativos) e até a intensidade desses efeitos. Ainda que 0s
mecanismos de acdo dos extratos ndo sejam totalmente conhecidos para comparagédo direta,
em alguns aspectos 0s extratos expressaram resultados similares aos farmacos de eficécia e
eficiéncia conhecidas.

Tratando-se do edema da inflamagéo aguda, Naito et al. (2007) afirmaram que uma
pomada com prépolis foi eficaz em reduzir edema provocado por carragenina e relacionou a
mecanismo exato de como a prépolis age sobre a inflamacdo aguda ndo foi completamente
elucidado, o que se supde é que alguns componentes da prépolis possam atuar sobre o
metabolismo do acido araquiddnico, fundamental para a cascata inflamatéria (ROSSI et al.,
2002). Sobre esse metabolismo, Mirzoeva e Calder et al. (1996) reconheceram 0s compostos
eicosanoides como 0s mais importantes sobre a inflamagdo e, contra a atuacdo deles
elencaram os flavonoides (quercetina e naringerina), assim como &cido cafeico fenetil éster
(CAPE) presentes na prépolis como os principais agentes anti-inflamatorios. Nesse sentido,
as espécies especificas de flavonoides e os ésteres do acido cafeico, provavelmente, foram os
responsaveis pelo melhor resultado da propolis verde (EHPv). Os extratos de geopropolis
apresentaram intermediario poder antiedematoso, isso se deve — possivelmente — as diferencas
quimicas, sem descartar a possibilidade de interacbes antagbnicas. Embora tenham
apresentado perceptivel atraso no efeito, ainda foram eficazes ao final do tempo experimental.
Essa eficacia pode ser aprimorada com a variacdo dos solventes de extracdo, desse modo,
concentrar as classes quimicas mais efetivas. Ndo obstante, geoprdpolis de outras regides
podem fornecer extratos com constituicdo quimica mais diversa e, possivelmente, até alguma
mais eficaz.

Ainda sobre a inflamacdo aguda, a carragenina atua para a formagdo do edema
inflamatério de fase aguda na primeira hora por causa da histamina e 5H-T.
Aproximadamente pela segunda hora a bradicinina passa a atuar de modo significativo. A
partir da terceira hora até a sexta hora apés injecao de carragenina as prostaglandinas mantém
0 pico edematoso (MARTINEZ; BOLARNOS, 1979). Portanto, a curva de acio da atividade
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antiedematosa sugere que o extrato hidroetandlico de prépolis verde tem pouca influéncia
sobre a histamina, mas age sobre a bradicinina e prostaglandina (PGE2), descrevendo uma
curva semelhante a de distribuicdo de Weibull (SANTOS; VIANNA; GAMBA, 2007).

O mecanismo de termorregulacdo visa homeostase do animal frente as variacGes de
temperatura do ambiente e pode ser afetado tanto por farmacos como por diversas patologias
(DE SOUZA; BATISTA, 2012; REZENDE et al., 2019, ARAUJO; SILVA; SILVA, 2019).
De forma geral, as injurias fazem células de defesa (e.g. macrdfago) produzir pirégenos
enddgenos, que por sua vez, agem nos neurdnios termossensiveis da regido pré-optica do
hipotalamo rostral, alterando o ponto 6étimo de temperatura (set-point) por inibicdo dos
neurdnios sensiveis ao calor e exacerbacdo da sensibilidade de neurbnios do frio, por
consequéncia, dispara-se mecanismos geradores de calor, o que resulta num aumento
sistémico da temperatura na fase aguda, superando o limiar fisioldgico e instalando-se o
estado febril (VOLTARELLI, 1994, MACHADO, 2006). Tomando por base essas
informagdes, os resultados ndo demonstraram efeito relevante da carragenina, isso
provavelmente se deve a pequena quantidade administrada, ndo sendo perceptivel o efeito dos
grupos experimentais sobre a termorregulacéo.

O efeito cicatrizante da propolis é frequentemente ligado aos flavonoides, devido as
inimeras atividades bioldgicas associadas a essa categoria quimica, como atividade
antioxidante, antimicrobiana, imunomoduladora, ativadora de macréfagos e indutora da
atividade fagdcitica (ORSOLIC; BASIC, 2003; SANTOS; VIANNA; GAMB, 2007;
BARBOSA et al., 2009), tudo isso sem apresentar de efeito citotoxico (FRANCO, 2001;
GOGIA, 2003). Diante disso, os resultados satisfatorios alcancados com a propolis verde
podem ser explicados sob a luz da presenca de flavonoides e também pela quantidade na
amostra experimental. Em contradicdo, os animais do grupo EHG-Can também apresentaram
reducdo no tempo de cicatrizagdo, qualidade macroscopica e microscopica da cicatriz de
modo similar a propolis verde mesmo contendo significativamente menos fendis e
flavonoides. Isso permite supor que a presencga de certos flavonoides (biologicamente mais
efetivos) e a interacdo sinérgica com outros compostos pode explicar melhor esse achado. A
reducdo de ferida proporcionada pela geoprdpolis de jandaira (EHG-Jan) foi eficaz, contudo
ndo foi qualitativamente expressiva ou mais rapida que as demais amostras, alem disso, ndo
foi verificada proporcionalidade ou correlacdo positiva entre a quantidade de fendis e
flavonoides totais na cicatrizacdo neste grupo. Cada espécie de abelha apresenta um perfil de
pastejo nas espécies botanicas disponiveis (SILVA, 2016; ALVES; FREITAS, 2006). Nesse
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sentido, as abelhas nativas ndo frequentam exatamente as mesmas plantas que as abelhas Apis
para obterem as resinas e exsudatos base da geoprdpolis, em razdo disso, é possivel ocorrer
muita variacdo na composicdo quimica. Entdo, a constituicdo quimica peculiar, ignorando o
efeito quantidade, nos permite supor que havia pouca variedade de flavanonas, flavonois,
flavonas e isoflavonas com efeitos cicatrizantes, ou, pelo contrario, alguns desses compostos
deviam estar presentes em quantidade limitada e proporcionais para alcancar os melhores
resultados.

A avaliacdo macroscopica e histopatologica das feridas indica que as pomadas
contendo 20% de extratos hidroalcodlicos do grupo EHPv, EHG-Can e EHG-Jan
apresentaram efeito positivo na reepitelizacdo em até 18 dias e avanco na fase de
remodelamento tecidual. Embora a geoprépolis de jandaira (EHG-Jan) ndo tenha induzido a
reducdo de area da ferida na mesma velocidade dos demais grupos, houve resolucdo em 18
dias de igual modo aos outros grupos. Neste trabalho, os resultados encontrados para a
prépolis sobre cicatrizacdo de feridas assemelha-se com o que estd documentado por Santos;
Vianna; Gamba (2007), Barbosa et al. (2009) e SILVA et al. (2016). Estes autores atribuem
aos flavonoides e acidos fenolicos (em maior quantidade) as principais influéncias positivas
da propolis sobre diversos processos fisioldgicos, diante disso € possivel entender a
preferéncia do mercado internacional a propolis brasileira (MENEZES, 2005, PARK et al.,
2002a; PARK et al., 2002b; FUNARI; FERRO, 2006), como €é possivel supor que 0s
processados de geopropolis possam também alcancar boa recepcdo do mercado. A
geoprépolis de abelha Canudo (EHG-Can) induziu resultados macroscépicos relativamente
superiores a propolis verde, contendo consideravelmente menos flavonoides. Isso pode ser
explicado pelas muitas outras classes quimicas envolvidas e a presenca de flavonoides
especificos para que o processo cicatricial ocorra de modo mais rapido e, principalmente, para
gue exiba uma aparéncia de cicatriz limpa e uniforme.

Pouco se sabe a respeito do mecanismo de acdo da prépolis e geoprépolis no
tratamento de inflamac&o cronica, tanto em inflamacédo induzida experimentalmente como em
feridas crénicas. O que se sabe é que o efeito anti-inflamatério sobre pacientes com asma,
inflamacdo crénica das vias aéreas, foi semelhante ao do glicocorticoide (BARNES,1995).
Ainda com humanos, de 22 pacientes que apresentavam ulceras cronicas (diabéticas, por
pressdo e vasculares) e que foram tratados com propolis, 16 pacientes (74,1%) exibiram
cicatrizacdo em até 140 dias (média de 92 dias) (SANTOS; VIANNA; GAMBA, 2007).
Também ha relato de que a prépolis vermelha (Cuba) foi capaz de influenciar no processo
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inflamatorio em granuloma induzido por corpo estranho ndo absorvivel, por meio de fios de
algodo (LEDON et al., 1997). No presente estudo, os resultados demonstram que 0s cremes
utilizados nos diferentes grupos foram capazes de penetrar o tecido cutaneo e produzir efeito
sobre o granuloma por corpo estranho. O extrato de geopropolis (EHG-Jan) induziu a
formagéo de granuloma com qualidade superior que o do grupo controle negativo e foi
semelhante ao grupo que utilizou pomada com principios farmacoldgicos registrados (GC+).
Sob a perspectiva de constituintes quimicos, a geoprépolis (EHG-Jan) foi a que apresentou a
maior quantidade de fendis e flavonoides, e menor atividade antioxidante. Embora
organismos suplementados com dietas ricas em antioxidantes apresentem maior resisténcia a
algumas doencas inflamatorias, inclusive cronicas (HORST; LAJOLO, 2012; DALEPRANE;
ABDALLA, 2013), é provavel que a maior quantidade de compostos aromaticos, ja citados,
seja 0 condicionante principal do melhor desempenho do grupo EHG-Jan na formacdo do
granuloma, pois ndo é possivel descartar efeito de algum composto sobre os fibroblastos.
Sobre a irrigacdo sanguinea, De Moura (2009) verificou, ao estudar o efeito
angiogénico de propolis verde sobre implante de esponja ndo-absorvivel em camundongos,
gue houve aumento progressivo de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), mas
detectou reducdo ap6s o décimo dia que, na analise do autor, reuniu caracteristicas de acdo
contra a angiogénese. Em contradigéo, alguns autores relatam neoformacéo de vasos de modo
satisfatorio com uso de prépolis e geopropolis em animais (BATISTA et al., 2012; SILVA et
al., 2016). Neste estudo, os grupos com retardo no desenvolvimento do granuloma
apresentaram com maior frequéncia aglomerados de capilares e vasos de calibre variavel.
Esse padrdo sugere que os extratos ndo influenciaram negativamente na angiogénese nem
exacerbaram a um ponto notavel. O suprimento sanguineo satisfatorio conforme a demanda
tecidual pode ser explicado pelo rigoroso controle ao qual angiogénese estad submetida,
justamente por ser critico ao organismo a circulacdo sanguinea. Para Brooks (1996) e Liekens
et al. (2001) a cascata de eventos € rigorosamente regulada, limitada as células afetadas,
ativada (e.g. integrinas) por um curto periodo de tempo e, em seguida, totalmente suprimida.
Nesse contexto, é possivel supor que o extrato de geoprépolis atuou, por mecanismo ainda
desconhecido, em um ou mais mediadores inflamatdrios, por consequéncia, induziu a
formagdo de granuloma e as células envolvidas, por sua vez, demandaram suprimento

suficiente de acordo com a etapa alcangada.
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Concluséao

O extrato hidroalcodlico de prépolis verde apresentou o melhor efeito antiedematoso
da inflamagé&o aguda em comparacéo aos demais extratos.

O extrato de propolis verde e de geopropolis de canudo (Scaptotrigona sp.)
promoveram rapida resolucdo de ferida, similar ao farmaco cicatrizante (Crema 6A).
Enquanto a geoprdpolis de abelha canudo exibiu o melhor aspecto visual de cicatrizagdo de
feridas.

O extrato hidroalcoolico geoprépolis de abelha jandaira (Melipona subnitida)
apresentou formacdo mais adiantada e bem definida de granuloma de corpo estranho,

superando os demais extratos testados.
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Efeito de extratos de proépolis verde e geopropolis de abelha Canudo (Scaptotrigona sp.) e
Jandaira (Melipona subnitida) sobre a viabilidade de transplante cutaneo autogénico e
alogénico em ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar

Effect of green propolis and geopropolis from Canudo bee (Scaptotrigona sp.) and
Jandaira bee (Melipona subnitida) extracts on a feasibility of autogenic and allogenic
cutaneous transplantation in Wistar rats (Rattus norvegicus)

Parménedes Dias de Brito", Fernanda A. dos Santos ', Michelly F. de Macedo', Jael S.
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RESUMO - A propolis e geopropolis sdo produtos resinosos elaborados pelas abelhas a
partir da coleta de exsudatos de plantas, sendo conhecidas popularmente pelos seus efeitos
medicinais diversos. Pelos recorrentes relatos de efeito cicatrizante, angiogénico e
imunomodulador, oportuniza-se um estudo em transplantes. Nesse sentido, objetivou-se
avaliar os efeitos protetores e imunomodulador dos extratos hidroalcoolicos de propolis e
geopropolis de abelhas nativas sobre enxertos cutaneos autogénicos e alogénicos. Para tanto,
foram utilizados 20 animais divididos em cinco grupos de quatro animais cada. Os grupos
foram tratados com extratos hidroalcodlico de propolis verde (EHPv) de Apis mellifera,
geopropolis de Scaptotrigona sp. (EHG-Can), geopropolis de Melipona subnitida (EHG-Jan),
medicamento registrado como controle positivo (GC+), e apenas creme base como controle
negativo (GC-). Apds anestesia, foram obtidos dois enxertos, um cranial e um caudal, onde o
caudal foi transferido para a ferida cranial (autotransplante) e o enxerto cranial foi transferido
para outro animal (alotransplante). Posteriormente, os animais foram acompanhados
clinicamente por 15 dias. Ao final desse periodo, coletaram-se fragmentos de pele, juncdo
integrada e enxerto para exame histopatolégico e 1 ml de sangue para realizacdo de
hemograma e bioquimica sérica. Nao foi verificada diferenca entre os grupos em relacdo aos
resultados obtidos no hemograma, plaguetograma e na biogquimica sérica. No leucograma, o
grupo GC- apresentou consideravel aumento de neutréfilos, indicando infecgdes secundarias
por falta de protecdo da ferida. Na macroscopia, foi verificado melhor aspecto do tecido nos
grupos GC+, EHPv e EHG-Can, tanto nos transplantes autogénicos quanto alogénicos. Sobre
a analise histoldgica, foi verificado que os tratamentos que utilizaram extratos apresentaram
infiltrado celular inflamatério, vasos neoformados, bem como presenca de linfécitos,
macrofagos e reepitelizacdo similar ao grupo GC+. Contudo, na anélise celular, os grupos
apresentaram migracdo de leucdcito igualmente distribuido (p>0,05) bem como presenca de
linfocitos ativados e macrdfagos. O extrato hidroalcodlico de propolis verde, geoprépolis de
abelha canudo e geopropolis de abelha jandaira exibiram protecdo contra infecgdes
secundarias e integracdo nos autoenxertos e discreto retardo na rejei¢do no aloenxertos.

Palavras-chave: Enxerto cutaneo, autoenxerto, aloenxerto, abelha sem ferréo, Apis mellifera.
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ABSTRACT - Propolis and geopropolis are resinous products made by bees from the
collection of plant exudates, and are popularly known for their diverse medicinal effects. Due
to recurrent reports of healing, angiogenic and immunomodulatory effects, a study in
transplants is opportune. In this sense, the objective was to evaluate the protective, angiogenic
and immunomodulatory effects of hydroalcoholic extracts of green propolis and bee
geopropolis canudo and jandaira on autogenic and allogenic skin flaps. For this, 20 animals
were used, divided into 5 groups of 4 animals each. The groups were treated with
hydroethanolic extracts of green propolis (HEP) of Apis mellifera, geopropolis of
Scaptotrigona sp. (HEG-Can), geopropolis of Melipona subnitida (HEG-Jan), Market
formulation as positive control (GC+), and only vehicle as negative control (GC-) . Two
grafts were obtained, a cranial and a caudal, where the caudal was transferred to the cranial
wound (autograft) and the caudal flap was transferred to another animal (allograft), since then
the animals have been followed clinically for 15 days, then it was removed fragment
containing skin and graft for histopathological examination. The animals maintained a good
state of health after surgery, had similar temperatures (P> 0.05) and also on behavioral
parameters. There were no differences between groups regarding parameters in the
erythrogram, leukogram, platelet and serum biochemistry. The GC- group presented
neutrophils, which characterizes constant secondary infections due to lack of wound
protection. Macroscopy showed a better aspect of the control group of GC +, HEP and HEP-
Can, both in autogenic and allogenic transplants. Regarding the histological analysis, it was
verified that the treatments presented inflammatory cell infiltration, presence of vessels, as
well as the presence of activated lymphocytes, macrophages and reepithelization similar to the
GC + group. However, in the cellular analysis, the groups showed leukocyte migration
equally distributed (p> 005) as well as the presence of activated lymphocytes, macrophages.
The hydroalcoholic extract of green propolis, canudo bee geopropolis and jandaira bee
geopropolis exhibited protection and integration in the autografts and a slight delay in
rejection in the allografts.

Keywords — Cutaneous graft, autograft, allograft, stingless bees, Apis mellifera,

Introducéo

A propolis e a geopropolis, que contém alguma fragéo terrosa, sdo materiais resinosos
produzidos por abelhas com a finalidade de construir, reforcar e vedar estruturas da col6nia
(KERR, 1987; IKEGAKI et al., 2001; SILVA et al., 2013; LONGHINI et al., 2007; SIMOES
et al., 2008), bem como para a higiene individual e coletiva das abelhas (STOCK et al.,
2010). A base resinosa é oriunda de exsudatos obtidos de plantas-alvo ao redor da colonia
(PARK et al., 2002), com o acréscimo de polen e cera, por essa razdo, sua composi¢cdo varia
conforme a situacdo fitogeogréafica do local (FUNARI; FERRO, 2006; FISCHER et al.,
2008).

As propriedades terapéuticas da propolis ainda ndo foram totalmente elucidadas
(BARBOSA et al., 2009; ARAUJO, 2013), ja sobre a geopropolis, os estudos sdo

relativamente muito mais incipientes. Ainda que as propriedades e beneficios atribuidos a
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esses produtos resinosos ainda ndo estejam em modelos preditivos para todos os achados,
essa falta de dominio sobre o potencial e aplicabilidade ndo impede o uso por parte de
populares ao redor do mundo em incontaveis finalidades (DUTRA et al., 2008). Até o
momento, ha informacdes que relacionam, em diferentes graus, algum efeito antimicrobiano,
anti-inflamatorio,  antioxidante,  cicatrizante,  antitumoral,  imunoestimulante e
imunossupressor (FISCHER et al., 2008). Embora esses Ultimos dois efeitos parecam
conflitantes, é importante o aprofundamento nos estudos para determinar em quais situagdes
a imunoestimulacdo e imunossupressdo podem ser verificadas, por consequéncia, devem ser
dominadas para aproveitamento de maneira consciente e eficaz pelos medicos veterinarios
em terapias alternativas ou complementares, incluindo transplantes.

Transplante € uma intervencdo médica delicada, pois a tendéncia do organismo é
destruir os antigenos presentes no local injuriado e rejeitar qualquer tecido enxertado (non-
self) (PEREIRA FILHO et al., 2009). Para o sucesso de um transplante é necessério o
atendimento de varios requisitos, um deles é a imunossupressdo, ainda que temporéria. A
imunossupressao € necessaria para se alcancar algum beneficio ou sobrevida relevante para
os pacientes (FISCHER et al., 2008), principalmente quando se trata de transplante
alogénico. Adicionalmente, a manutengdo do aporte sanguineo com a neoformacéo vascular
constitui ponto crucial para manter a nutricdo até a completa integracao tecidual. Nesse caso,
espera-se que nenhum fenémeno imunoldgico ligado a dindmica dos tecidos transplantados
(doador e receptor) interfira na adequada angiogénese (MENEGHELLI et al., 2013).

Sobre os efeitos da propolis, € perceptivel a existéncia de trabalhos cientificos que
sugerem ocorréncia de satisfatoria angiogénese em estudos com cicatrizacdo (SILVA et al.,
2016; FERREIRA et al., 2017; ABU-SEIDA, 2015; BATISTA et al., 2012), bem como
relatos de acdo imunomoduladora (ORSOLIC; BASIC, 2003; FISCHER et al., 2008). Tais
efeitos reunidos descrevem a possibilidade de um importante aliado no tratamento de tecidos
transplantados, haja vista que estes precisam conter a resposta imune citotoxica, precisam de
irrigacdo sanguinea e de protecdo contra contaminacéo oportunista (HERMETO; De ROSSI,
2012; DE OLIVEIRA; FARIA, 2019). Para Sforcin e Bankova (2011) faltam aplicagdes e
estudos clinicos para concretizar o alcance dos beneficios desses materiais resinosos. Nesse
sentido, alcancar novas formas de tratar animais de modo mais especifico com produtos
auxiliares (preparados a base de propolis e geopropolis) abre a possibilidade de também ser

usado em humanos.
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Por existir algumas ddvidas sobre aplicabilidade destes produtos resinosos em
procedimentos complexos, como transplante, e devido a influéncia da prépolis e geoprépolis
sobre a imunomodulacdo em enxertos ainda ser pouco conhecida (CONTE, 2017), se faz
necessario uma contribuicdo experimental com uma com dupla abordagem, avaliando o quéo
benéficas podem ser as propriedades cicatrizantes e imunomoduladoras sobre o
autotransplante e sobre alotransplantes.

Portanto, objetivou-se avaliar, comparativamente, a viabilidade e alteracbes em
enxertos cutaneos autologos e alogénicos de ratos Wistar (Rattus norvegicus) tratados com
extratos hidroalcodlicos de prépolis verde de abelha africanizada (Apis mellifera),
geopropolis de abelha canudo (Scaptotrigona sp.) e geoprépolis de abelha jandaira
(Melipona subnitida).

Material e Métodos
Local do estudo

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Estudos em Imunologia e Animais
Silvestres (LEIAS) e no Laboratério de Patologia da Universidade Federal Rural do Semi-
Arido (UFERSA), localizada no municipio de Mossord, Rio Grande do Norte, Brasil.
Espécie animal

Foram utilizados 20 ratos (Rattus norvegicus, da linhagem Wistar) adultos, saudaveis,
néo castrados e de ambos o0s sexos, oriundos do LEIAS/UFERSA. Os animais foram mantidos
em manejo de luz:escuriddo de 12/12h a 21°C, alimentados com rac¢do apropriada para ratos
(Linha laboratorial - Presence®) e agua ad libitum.
Parecer ético

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade

Federal Rural do Semi-Arido - CEUA/UFERSA sob numero 23091.006656/2019-28 e

realizado de acordo com o preconizado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA).
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Obtenc¢do das amostras e elaboracéo dos extratos de propolis e geoproépolis

As amostras de propolis verde foram obtidas na cidade de Nazaré - MG, Brasil, tendo
como origem botanica predominante o alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia). O
extrato da propolis foi obtido pela técnica de maceracdo de propolis (etanol 83,8% na
proporcdo 1:3 [p/v] durante 20 dias sob agitagdo frequente). A partir do extrato obtido, foi
procedida a eliminacdo do solvente, por evaporacdo rotativa, para que o solvente ndo causasse
nenhum dano as atividades celulares (PARK et al., 1998).

As amostras de geoproépolis frescas utilizadas foram de abelha jandaira (Melipona
subnitida Ducke, 1910), obtida do municipio de So Jodo do Rio do Peixe-PB, Brasil, e de
abelha canudo (Scaptotrigona sp.) obtida de meliponicultores da zona rural do municipio de
Aquiraz - CE, Brasil. A obtencdo dos extratos foi realizada de acordo com Silva et al. (2016),
a saber: 60g das geoprépolis foram submetidas a secagem em estufa de circulagcdo de ar a
40°C por 48h, trituradas em multiprocessador por cinco minutos, até a obtencéo de um pé fino
e homogéneo. Apos esse processamento, o material foi pesado e solubilizado em solucgédo
hidroalcodlica a 70% na proporcéo de 1:3 do po, posteriormente foi depositado em recipiente
de vidro &mbar para fotoprotecdo. Para que houvesse a maxima solubilizacdo do geoprépolis
a mistura foi mantida sob agitacdo frequente durante 20 dias a temperatura ambiente. Ao
término do processo de solubilizacdo da mistura, o sobrenadante foi filtrado com papel filtro

para retencdo de particulas insolaveis.

Analises fisico-quimicas extratos de prépolis e geopropolis

O pH das amostras foi medido utilizando-se de um pHmetro digital Tecnal modelo
Tec-3MP previamente calibrado com solugéo tampdo (pH = 4,0 e 7,0). Para avaliar a
condutividade elétrica foram realizadas medidas utilizando-se de um condutivimetro da marca
Tecnopone modelo mCA 150, com o eletrodo do condutivimetro devidamente estabilizado
foram obtidas medidas em Microsiemens (uS).

A atividade antioxidante foi mensurada de acordo com o método de reducdo do radical
livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), descrito por Velazquez et al. (2003), adaptado. Este
método consistiu no uso de reagente antioxidante, que declinou a coloragdo purpura do
DPPH, podendo assim ser lida por espectrofotometria devido & mudanca de absorbancia. Uma
aliquota de 1 mL de cada dilui¢do (2-10 uL/mL) do extrato obtido foi adicionada em 1,5 mL
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de DPPH (0,029 mg/mL) e ap6s agitacdo, os tubos foram deixados em repouso ao abrigo da
luz por 15 minutos. As leituras de absorbancia foram realizadas através do espectrofotdmetro
Gehaka modelo UV-340G a 517 nm utilizando o controle 1 mL metanol e DPPH. A atividade
antioxidante dos extratos foi obtida considerando o percentual de inibicdo do radical DPPH,
calculado conforme equacdo: INIBICAO (%) = [(Abs. controle — Abs. amostra) / Abs.
controle] x 100.

A concentracdo apropriada para inibir a metade da inibicdo maxima (IC50) é a medida
da eficacia de um composto na funcdo biolégica ou bioquimica de inibicdo, que liga
inversamente o percentual de atividade contra a concentracdo da substancia ensaiada. Sendo
assim, quanto menor o valor de 1C50 maior serd a capacidade antioxidante da substancia.
Foram elaboradas curvas %inibicdo versus concentracdo para cada extrato a fim de calcular o
valor de 1C50. Os parametros de regressdo linear foram planejados para cada curva em
software Origin 7.0.

Os fenois totais foram determinados conforme a metodologia de Meda et al. (2005),
através do uso do reagente Folin-Ciocalteau. A partir dos extratos de propolis (20 ppm),
retiraram-se aliquotas de 0,5 mL, adicionou-se 2,5mL do reagente Folin-Ciocalteau (0,2N) em
tubo de ensaio, ap6s 5 minutos colocou-se 2 mL de carbonato de sédio (75 g/L) e foi mantido
em repouso por 2 h ao abrigo da luz. A absorbancia foi medida em espectrofotometria Gehaka
modelo UV-340G a 760nm, utilizando branco metanol. Os resultados obtidos foram
extrapolados em curva de calibracdo obtida com padrdo acido galico (20 a 200 ppm), e
expressos em mg equivalente acido galico (EAG)/100mL de extrato.

Flavonoides totais foram obtidos conforme metodologia descrita na literatura (MEDA
et al., 2005), com adaptagdes. Aliquota de 5,0 mL do extrato de propolis (20 ppm) foi
misturada com 5 mL de cloreto de aluminio (2%), em tubo de ensaio. Apds 10 minutos, a
absorbancia foi lida no espectrofotdmetro Gehaka modelo UV-340G em comprimento de
onda de 415 nm, utilizando como branco a amostra com metanol sem AICI; para cada
amostra. Uma curva de quercetina (5 a 50 mg/L) foi usada como padrdo. O contetdo de

flavonoides foi expresso em mg de equivalente quercetina (EQ)/100mL de extrato.

Elaboracao do creme dermatologico experimental

Para facilitar a aplicacdo dos extratos, simular condi¢6es de uso normal de mercado, e
por apresentar elevada estabilidade e absorcdo intradérmica foi utilizado o creme Lanette.
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Base dermatoldgica composta principalmente pelo alcool cetoestearilico e ceto estearil sulfato
de sddio, associados aos conservantes butil-hidroxitolueno (BHT) e hidroxibenzoato de propil
(Nipazol). A composicdo final do creme ocorreu com o acréscimo de 20% dos extratos de

prépolis e geopropolis (SILVA et al., 2016), conforme estabelecido para cada tratamento.

Desenho experimental

Foram utilizados 20 animais divididos aleatoriamente entre cinco (5) tratamentos, a
saber:

e Grupo tratado com formulacdo contendo 20% de extrato de propolis verde de abelha
melifera africanizada (EHPv, n = 4);

e Grupo tratado com formulacdo contendo 20% de extrato de geoprépolis de abelha
canudo (EHG-Can, n = 4);

e Grupo tratado com formulacdo contendo 20% de extrato de geoprépolis de abelha
jandaira (EHG-Jan, n = 4);

e Grupo tratado com formulacdo de mercado composta por Dexametasona, Neomicina,
Bacitracina, Griseofulvina, Benzocaina (Crema 6° ®, Labayes) e Ciclosporina A
6mg/kg/dia (Inmunoc®, Santgar) - controle positivo (GC+, n = 4);

e Grupo submetido a aplicacdo apenas do creme base sem principio ativo - controle

negativo (GC-, n = 4).
Avaliacéo clinica

O acompanhamento dos transplantes foi realizado visualmente pelo menos uma (1)
vez ao dia para verificar a evolucdo da aceitacdo dos retalhos transplantados, assim como a
avaliacdo do comportamento dos animais.
Anestesia

Os animais foram anestesiados utilizando anestesia dissociativa com cloridrato de
xilazina (10mg. Kg-1) e cloridrato de cetamina (75 mg. Kg-1) via intraperitoneal. Constatado

o0 plano anestésico adequado, foi procedida a tricotomia e antissepsia do local cirargico com
iodopovidona a 10%.
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Transplante aut6logo

Para facilitar a padronizacdo das dimensdes cirdrgicas dos enxertos, foi utilizado
gabarito marcador. Conforme representado na Figura 1, o autotransplante (autoenxerto) foi
realizado com a formagdo inicial de duas feridas quadradas com um (1) centimetro de arestas,
ambas de iguais dimensdes, sendo obtido o leito receptor cranial (Fig.1-3) situado no dorso do
torax (CHAVES et al., 2008), e o leito receptor caudal (Fig.1-1) situado na regido dorso-
lombar. Em seguida, o fragmento de pele caudal foi transferido, no mesmo animal, para o
leito receptor cranial. Para retardar a rejeicdo dos transplantes no GC+, os enxertos foram
tratados topicamente com ciclosporina e creme com dexametasona, neomicina e bacitracina
(Crema 6A/LABYES).

Figura 1 — Esquema experimental de troca de enxertos em ratos Wistar tratados com extrato
hidroalcodlico de prépolis e geoprdpolis.
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Legenda: (1) local de retirada do enxerto cutaneo caudal para o autotransplante do rato A; (2) obtengéo de enxerto quadrado
de 1 cm de lados, mantido os anexos: epiderme e derme. (3) ferida cuténea cranial criada para receber o enxerto do
autoenxerto do rato A. (4) O fragmento cutaneo cranial destinado ao outro animal, o rato B. (5) ferida cutanea caudal do rato
B destinada a receber o enxerto da ferida cranial do rato A. (6) enxerto cranial do rato B a ser destinado ao leito receptor
caudal do animal A.

Transplante alogénico

O transplante alogénico ocorreu com o translado do enxerto do leito cranial (de cada

animal) para o leito receptor caudal de outro animal geneticamente diferente. Para retardar a
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rejeicdo dos transplantes no grupo controle positivo, os enxertos foram tratados por via topica
com ciclosporina e creme com dexametasona, neomicina e bacitracina (Crema 6A/LABYES).
Todos os enxertos (autlogos e alogénicos) foram fixados no leito com pontos simples (fio
mononylon 4-0), totalizando oito (8) pontos (um em cada vértice e um no centro de cada
aresta). Conforme técnica de Vendramin et al. (2001), respeitou-se uma distancia minima de

quatro (4) cm entre os retalhos com a finalidade de se evitar quaisquer interacdes bioldgicas.

Hematologia e bioquimica sérica

Foi coletado, por venopuncdo das veias laterais da cauda, 1,0 ml de sangue de cada
animal. Posteriormente, foi acondicionado em tubos estéreis contendo &acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) e destinados a realizacdo de eritrograma e leucograma, segundo
metodologia descrita por Ferreira Neto et al. (1981).

Apos anélise hematoldgica, as amostras de sangue foram centrifugadas a 700 x g por
10 minutos e o plasma obtido foi submetido a andlise bioquimica, sendo mensurados 0s
seguintes parametros: Proteina total, Proteina Plasmatica Total (PPT), Albumina, Globulina,
Ureia, Creatinina, Aspartato Aminotransferase (AST), Colesterol, Triglicérides. Todos o0s
parametros analisados neste trabalho foram feitos utilizando-se analisador bioquimico
semiautomatico modelo BIO-200®, por meio de técnicas enzimaticas e colorimétricas,
utilizando Kits comerciais. Foram observadas todas as especificacBes dos fabricantes (curva

de calibracéo e teste), assim como também foram feitas duplicatas.

Avaliacéao histopatoldgica do tecido cutaneo

Para a avaliacdo da influéncia do produto na integragdo celular dos enxertos cuténeos,
foi feita uma bidpsia da borda no 15° dia po6s-operatério, cortando-se borda normal e borda
enxertada. Os fragmentos foram fixados em solugdo formolizada 10% por 48 h,
posteriormente desidratados em alcool e diafanizados em xilol, submetidos a inclusdo em
parafina, cortados a 5um de espessura e corados com hematoxilina-eosina (HE).

As analises foram realizadas por avaliador Unico utilizando microscépio Nikon®
Eclipse E200. Foram analisados os seguintes parametros: infiltrado inflamatorio de fase aguda
e cronica, necrose isquémica, reacdo gigantocelular, proliferacdo fibroblastica, colagenizagéo,
reepitelizacdo e neoformagéo capilar (REIS FILHO et al., 2017).
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Analise dos dados

Os dados de contagem e mensuracdes foram reunidos organizados em planilha
eletronica (Excel), posteriormente, foi trabalhada estatistica descritiva em média, desvio-
padrdo e porcentagem. Em seguida, procedeu-se a anélise de pressupostos para verificacdo de
normalidade e homocedasticidade. Constatada a distribuicdo ndo gaussiana dos dados,
procedeu-se a aplicacdo do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido de teste post hoc
Dunn 5%. Para comparacao dos dados de contagem foi aplicado o teste de Qui-quadrado (2)
com correcdo de Yates. O nivel de significancia adotado para todos os testes foi de 5% de
probabilidade (p<0,05). O software estatistico utilizado foi o BioEstat v.5.0.

Resultados

Os animais se recuperaram espontaneamente da anestesia dissociativa, posteriormente
apresentaram satisfatoria recuperacdo cirurgica. A evolucdo poOs-operatoria ocorreu sem
registro de intercorréncias.

Na andlise fisico-quimica das propolis e geoprépolis utilizadas nesse experimento
(Tabela 1), constatou-se que as amostras apresentaram-se ligeiramente acidas (4,38 a 5,93),
sendo a do grupo EHG-Jan a mais &cida entre elas (pH 4,4). Em relacdo a condutividade
elétrica, os valores encontram-se na faixa de 40,25 a 60,48 uS/cm. A amostra de EHG-Jan foi
a que apresentou maior (p<0,05) quantidade de compostos fendlicos, sendo o mesmo
observado para o teor de flavonoides totais. No entanto, a maior atividade antioxidante foi
observada no extrato EHG-Can, cuja amostra € composta de geopropolis obtida da abelha

canudo (Scaptotrigona sp.).

Tabela 1 — Meédia = desvio padrdo dos dados da analise fisico-quimica dos extratos de
prépolis verde (EHPV), geoprépolis de abelha canudo (EHG-Can) e geopropolis de jandaira
(EHG-Jan), média seguida dos respectivos desvios-padrao.

Analises Unidade EHPv EHG-Can EHG-Jan

Potencial hidrogénio iénico -* 5,91 + 0,02° 5,6 + 0,01 4.4 +0,02°
Condutividade Elétrica (uS/cm) 49,20 £0,01* 60,45+0,03* 40,26 +0,01°
Fendis Totais mg EAG/100mL 401,93 +3,3® 291,77 +0,74° 992,55 + 5 52°
Flavonoides Totais mg EAG/100mL  93,72+0,27°  7,84+0,27° 331,65+ 0,54°
Atividade antioxidante IC50 uL/mL 25,70 £+ 0,1° 4232+ 1,3 16,63 + 0,05°

Legenda: ® Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (p<0,05). * Adimensional
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Em relacdo a temperatura superficial da mucosa dos animais (Figura 2), observa-se um
inicio com reducdo consideravel (p<0,05) da temperatura no momento pos-cirdrgico em
relacdo ao dia 1, 24 horas ap06s a cirurgia. E possivel notar que no primeiro, segundo e terceiro
dia experimental os animais apresentaram temperatura mais elevada (p<0,05) quando
comparada ao momento inicial e a médias frequentes ao final do estudo. Nos demais dias, 0s

ratos apresentaram temperatura superficial de mucosas estatisticamente similares (p>0,05).

Figura 2 — Média + desvio padrdo da temperatura superficial das mucosas de ratos wistar
submetidos a transplante cutaneo, autogénico e alogénico, tratados com extratos de propolis
verde (EHPv), geoprdpolis de abelha canudo (EHG-Can), geopropolis de jandaira (EHG-Jan),
formulacdo comercial (controle positivo, GC+) e apenas creme base sem principio ativo
(controle negativo, GC-).
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Legenda: ® Letras minUsculas diferentes alinhadas verticalmente no mesmo dia indicam diferenca estatistica (p<0,05).
ABC | etras maitisculas diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05) no segmento de temperatura.
"™ Nao significativo entre todos os grupos analisados no mesmo dia.

Na avaliagdo macroscopica dos transplantes autogénicos (Figura 3), os tecidos do
grupo GC+ apresentaram o melhor aspecto e coloragdo ao longo do periodo experimental,
com escurecimento discreto e gradual, contracdo do enxerto e linha de juncdo com sinais de
cicatrizacdo, sugerindo rejeicdo lenta. Em contradicéo, foi observado no GC- a pior evolugédo
pos-transplante, com desvitalizacdo consideravel apos o nono dia de experimento, presenca de
tecido fridvel e manutencdo de edema e rubor nas bordas do leito receptor até o dia de

retirada. O sentido das alteracdes degenerativas no epitélio cutaneo foi igualmente distribuido,
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concomitantemente centro e borda do enxerto. No grupo EHPv foi observado discreto
escurecimento dos tecidos transplantados, similar ao GC+ até o terceiro dia, contudo
progrediu de maneira gradual, além disso, o tecido se manteve seco e com resisténcia
mecanica. Verificou-se, também, a progressdo de escurecimento borda-centro no grupo
EHPv. No grupo EHG-Can os tecidos apresentaram boa coloracéo até o terceiro dia, como
visto no grupo CG+, também houve escurecimento apos o terceiro dia, com orientacdo borda-
centro tecidual, coloracdo menos acentuado e tecido mais firme. Destaca-se, também, a
presenca de ilhas de tecido vidvel até o nono dia experimental. Os tecidos tratados com EHG-
Jan apresentaram aspecto diferenciado, pois a geoprépolis criou também uma pelicula
escurecida, seca, semelhante a uma tintura resistente a lavagem. Numa abordagem
comparativa, os tecidos dos grupos EHPv, EHG-Can e EHG-Jan apresentaram boa integracéo

nas bordas, com resisténcia, aspecto seco e sem odores de modo similar ao GC+.

Figura 3 — Aspecto macroscopico dos enxertos cutaneos autogénicos de ratos Wistar tratados
com formulagdo contendo extrato de prépolis verde (EHPvV), geoprépolis de abelha canudo
(EHG-Can), geoprépolis de jandaira (EHG-Jan), formulacdo comercial com dexametasona e
ciclosporina (controle positivo, GC+) e apenas creme base sem principio ativo (controle
negativo, GC-).
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Na analise histopatoldgica dos transplantes autogénicos (Figura 4) observou-se nos

tratamentos diferentes estadgios de integracdo tecidual, com neoformacdo fibrosa em
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intensidades diferentes. Nos tecidos analisados do GC+, houve reepitelizacdo em estagio
avancado, presenca de fibroblastos, numerosos capilares bem definidos com didmetro de luz
varidvel. Na andlise microscopica do GC-, os transplantes apresentaram crosta espessa,
vacuolizada, evidente desvitalizacdo, area de jungdo epidermal pouco definida, consideravel
infiltrado inflamatorio e numeroso vasos de minimo calibre. Tratando-se do grupo EHPv, foi
observada a formacdo de crosta degenerada mais externamente, contudo houve avangada
reepitelizacdo (incompleta) e presenca de infiltrado leucocitario com numerosos vasos. No
grupo EHG-Can foi percebido area de integracdo, moderado numero de fibroblastos com
poucos capilares presentes nos tecidos transplantados. Ja no grupo EHG-Jan foi observada
presenca de crosta, assim como area de transicdo com epitélio proliferado (reepitelizacdo
completa) e poucos vasos sanguineos.

Sobre 0 acompanhamento macroscépico dos alotransplantes (Figura 5), os enxertos do
GC+ apresentaram aspecto satisfatério a inspecdo, com escurecimento lento e gradual,
contudo ao comparar 0 GC+ do autoenxerto e GC+ desta analise € perceptivel escurecimento
mais acentuado a partir do nono dia. Os transplantes de todos os animais do grupo GC-
apresentaram o pior aspecto externamente, adicionalmente, notou-se dois padrées distintos ao
final do experimento: no padrdo 1 parte da area transplantada apresentou-se aberta, com
percentual elevado de tecido descolado da ferida; e o padrdo 2, no qual a area transplantada
desprendeu-se totalmente do leito (rejeicdo hiperaguda) e apresentou uma fina membrana de
tecido cicatricial apds a expulsao do tecido imunogénico. Em ambos 0s padrfes ocorreu sinais
de desvitalizacdo progressiva no terceiro dia (entre 30 e 48 horas) e necrose acentuada no
sétimo dia experimental. Os transplantes do grupo EHPv apresentaram escurecimento
relativamente mais rapido que o grupo GC+ (em uma semana), mas com bordas em qualidade
similar ao controle positivo. Ja os do grupo EHG-Can apresentaram escurecimento rapido (em
cinco dias), boa aderéncia na intersecdo das bordas e sutil distensdo na area enxertada. No
grupo EHG-Jan os transplantes apresentaram um aspecto diferenciado, pois a geoprépolis
criou também uma pelicula escurecida, seca, semelhante a uma tintura resistente a lavagem.
Essa coloragdo propria dificultou a observacao do tecido, porém apresentou uma firme juncéo

tecido normal-enxerto.
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Figura 4 — Fotomicrografia de tecidos cutaneos de ratos Wistar autotransplantados e tratados

com extratos de propolis verde (EHPv), geoprépolis de abelha canudo (EHG-Can),

geopropolis de jandaira (EHG-Jan), formulacdo comercial com dexametasona e ciclosporina
(controle positivo, GC+) e apenas creme base sem principio ativo (controle negativo, GC-).
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i A ~ 2 (0! I A SN
A - Presenca de crosta (topo) e area transicdo (direita) (4x). B - Presenca moderada de fibroblastos, colageno e pequenos
vasos sanguineos (10x). C - Discreto infiltrado leucocitario e fibroblastos (esquerda) e células de reepitelizacfo (direita)
(40x). D - Numerosos vasos de diferentes calibres (40x). E - Area de juncéo epidermal com enxerto desvitalizado e néo
integrado (ao centro) (4x). F - Presenca de enxerto degenerado (a esquerda) e presenca de consideravel infiltrado inflamatério
(abaixo) (10x). G - Infiltrado inflamatdrio (40x). H - Infiltrado leucocitario e numerosos vasos (40x). | - Presenca de crosta,
area transicdo (direita) (4x). J - Estéagio inicial de reepitelizacdo (10x). K - Presenca de leucécitos (40x). L - Discreto
infiltrado e numerosos vasos (40x). M - Area transicdo (ao centro) (4x). N - Moderado nimero de fibroblastos (10x). O -
Presenca de fibroblastos (40x). P - Poucos vasos (40x). Q - Area de transicdo (4x). R - Avancada reepitelizacio (10x). S -
Presenca de fibroblastos (40x). T - Moderada quantidade de fibroblastos, poucos vasos (40x). Coloragéo: HE.
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Figura 5 — Aspecto macroscopico dos enxertos cutaneos alogénicos de ratos Wistar tratados
com extratos de propolis verde (EHPv), geoprépolis de abelha canudo (EHG-Can),
geopropolis de jandaira (EHG-Jan), formulacdo comercial com dexametasona e ciclosporina
(controle positivo, GC+) e apenas creme base sem principio ativo (controle negativo, GC-).
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Na analise histopatolégica dos enxertos cutaneos alogénicos (Figura 6) observaram-se
diferentes graus de desvitaliza¢do, assim como, evidente reepitelizacdo em diferentes estagios.
Sobre 0o GC+, foi observado retardo no reconhecimento dos tecidos transplantados e
quantidade moderada de infiltrado inflamatério. Observou-se também densidade celular
perceptivel na derme e hipoderme, integracdo epidérmica parcial e vitalidade comprometida.
Contudo, apresentou capilares bem definidos de calibre variavel. Sobre o GC-, foi percebido
que nos leitos com total desvitalizacdo e desprendimento do fragmento transplantado houve
um processo de reparo tecidual comum a uma cicatrizacdo de ferida aberta. Ja no padrdo de
perda quase que total dos retalhos observou-se a presenca de crosta necrosada e, logo abaixo,
inicio de migracdo de células epiteliais da regido normal por hiperproliferacdo, assim como
acentuado infiltrado inflamatorio com presenca de células fagocitérias, além disso, também
foi detectado vasos de pequeno calibre. Tratando-se do grupo EHPv, os tecidos apresentaram
crosta espessa, regido epidermal com acentuado infiltrado inflamatério misto, densidade
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celular perceptivel na derme e hipoderme, assim como discreta quantidade de vasos
sanguineos. Sobre o grupo EHG-Can, percebeu-se processo de reepitelizagdo ocorreu com
retardo, além disso, observou-se infiltrado de células fagociticas e numerosos fibroblastos, e
alguns vasos sanguineos (calibrosos). A respeito do grupo EHG-Jan, percebeu-se uma extensa
e espessa crosta nos transplantes, além disso, houve reepitelizacdo avangada com numerosos
fibroblastos e presenca de poucos vasos sanguineos.

A respeito das alteracdes hematologicas (Tabela 2), as médias em cada parametro do
eritrograma ndo foram afetadas de modo significativo (p>0,05) pelos tratamentos. Sobre o
eritrograma, percebe-se que os valores de contagem de células vermelhas (RBC)
apresentaram-se no limite superior da literatura consultada com pelo menos um animal
superando o teto (GC+, EHPv e EHG-Can). Este padrdo de proximidade com os limites
também foi verificado no hematdcrito, hemoglobina, volume corpuscular médio (MCV),
contudo, a concentragdo de hemoglobina corpuscular média (MCHC) apresentou-se
integralmente dentro dos limites para todos os animais. A respeito do leucograma, foi
registrado consideravel aumento de leucdcitos totais dos animais do grupo GC-,
demonstrando provavel combate a uma injUria contaminada. Os animais dos grupos GC- e
EHPv apresentaram diferenca (p<0,05) na quantidade de neutrofilos quando comparado aos
outros tratamentos. Em todos 0s grupos o nimero de mondcitos apresentou acima do limite
superior dos autores consultados (LIMA et al., 2014; BRANCO et al., 2011; MELO et al.,
2012; DA SILVA et al., 2015; GRASSI et al., 2011; BARBOSA et al., 2010; HARKNESS;
WAGNER, 1993).
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Figura 6 — Fotomicrografia dos tecidos cutaneos de ratos Wistar alotransplantados e tratados
com extratos de propolis verde (EHPv), geoprépolis de abelha canudo (EHG-Can),
geopropolis de jandaira (EHG-Jan), formulacdo comercial com dexametasona e ciclosporina
(controle posit
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A - Area de transicdo do enxerto GC+ com razoavel reepitelizaco (4x). B - Presenca de fibroblastos GC+ (10x). C —
Moderada presenca de fagécitos e fibroblastos (40x). D - Vaso com grande luz vascular (40x). E - Fina crosta desvitalizada
(topo) (4x). F - Presenga de acentuado infiltrado inflamatério subepidérmico (10x). G - Presenga de fagécitos (40x). H -
Infiltrado inflamatdrio e numerosos vasos (40x). | - Extensa e espessa crosta desvitalizada (topo) (4x). J - Acentuado
infiltrado inflamatorio e linfocitario (topo) (10x). K - Infiltrado com processo inflamatério misto (40x). L - Discreta
quantidade de vasos (40x). M - Extensa e espessa crosta (topo) (4x). N - Processo de reepitelizagdo em estagio atrasado
(10x). O - Presenca de fagdcitos e fibroblastos (40x). P - Poucos vasos, porém calibrosos (40x). Q - Extensa e espessa crosta
(topo) (4x). R - reepitelizacdo e numerosos fibroblastos (abaixo) (10x). S - Presenca de fibroblastos (40x). T - Pouca
quantidade de vasos (40x).
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Tabela 2 — Valores (média + desvios) hematologicos de ratos Wistar tratados por via topica
com extratos de propolis verde (EHPv), geoprépolis de abelha canudo (EHG-Can),
geopropolis de jandaira (EHG-Jan), formulacdo comercial contendo dexametasona e
ciclosporina (controle positivo, GC+) e apenas creme base sem principio ativo (controle
negativo, GC-).

Parametro GC+ GC- EHPv EHG-Can EHG-Jan REF.*

Eritrograma

RBC (106/mm3) 11,0 +0,9° 9,0+1,4° 11,0+0,4° 10,6+0,2° 7,1+0,3% 6,2-10,0

Hematdcrito (%) 46,7+3,8° 46,3+3,5° 47,8+1,8° 46,7+2 5 39,0+1,4° 34,0-47,8

Hemoglobina (g/dL) 12,1+0,2*  10,9+1,1° 12,0+0,4° 12,0+0,5% 10,6+0,4° 11,0-16,4

MCV (fL) 43,3+3,7° 51,7+4,3% 43,4+1,6° 44,1+2 3% 53,3+1,9° 45,0-54,0

MCHC (%) 24,9+1,8% 23,5+1,5% 24,1+0,9° 25,7+0,6° 26,5+1,0° 26,0-35,0
Leucograma

Leucdcitos (tot.) (/mm?) 6350+626° 16733+583" 6087+1325" 8100+2707° 9165+332° 5260-10000

Eosindfilos (%) 1,0+0,0°? 2,0+1,0? 2,0+1,0° 1,3 0,6 1,5+0,6* 0,16-2,34
Mondcitos (%) 11,7+¢2,3* 12, 3+5,7° 11,742,1° 11,0 +6,2° 12,145,3° 1,0-8,79
Linfocitos (%) 28,7+11,0°  41,0+4,6° 34,0+4,6 37,0+16,7°  37,75,1° 43-78,6

Basdfilos (%) 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0,0-1,66

Neutréfilos (seg.) (%) 21,0£9,9®  31,0+8,9*  29,0+95®  293+8,0®  15,8#55" 9,0-34,0

Bastonetes (%) 0,7+0,5% 2,7+0,6* 1,3+1,2¢ 1,0+0,0° 0,5+0,3% 0,0-1,0

Plaquetograma

Plaguetas (103/mm3) 897+62° 764+252° 876+31° 811+45°% 705+38° 780-1149

abc - Letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferenga estatistica (p<0,05). RCB = Contagem de Eritrécitos;
MCV = Volume Corpuscular Médio; MCHC = Concentracdo de hemoglobina corpuscular médio. *Valores de referéncias de
acordo com faixas minima e maxima de: LIMA et al., 2014;BRANCO et al., 2011; MELO et al., 2012; DA SILVA et al.,
2015; GRASSI et al., 2011; BARBOSA et al., 2010; HARKNESS; WAGNER, 1993.

Sobre os dados bioquimicos (Tabela 3) percebe-se que os valores ndo foram afetados
na sua totalidade de modo significativo (p>0,05) pelos tratamentos. Foi verificado que alguns
parametros avaliados variaram muito dentro do mesmo grupo. Os valores de proteina total,
globulina, ureia, creatinina e a aspartato aminotransferase (AST) foram semelhantes aos
observados na da literatura. Ja em relacdo aos valores de proteina plasmatica total, albumina,
colesterol e triglicerideos, pelo menos um animal de cada grupo apresentou uma média fora

dos limites de referéncia.
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Tabela 3 — Valores (média + desvios) bioquimicos séricos de ratos Wistar tratados por via
topica com extratos de propolis verde (EHPv), geopropolis de abelha canudo (EHG-Can),
geopropolis de jandaira (EHG-Jan), formulacdo comercial contendo dexametasona e
ciclosporina (controle positivo, GC+) e apenas creme base sem principio ativo (controle
negativo, GC-).

Parametro GC + GC - EHPv  EHG-Can EHG-Jan REF.*
Proteina total (g/dL) 5,8+0,1% 5,6+0,5% 4,8+0,1° 5,3+0,5% 5,0 +0,3* 4,1-6,6
PPT(g/dL) 7,9+0,8° 7,5+0,6% 6,8+0,2° 7,3+0,4° 6,4 +0,6° 6,3-7,4
Albumina(g/dL) 3,9+1,3% 3,6+0,4° 3,9+0,3% 3,7+0,9° 3,1+0,7° 3,0-3,6
Globulina(g/dL) 1,9+1,3 2,0+0,1% 0,9+0,3% 1,6+0,9% 2,0 +0,4° 1,3-3,5
Ureia(mg/dL) 59,0+2,6°  49,0£7,5°  537+2,9° 60,745 59,315 33-61
Creatinina(mg/dL) 0,8+0,1% 0,8+0,2° 0,8+0,2° 0,8+0,0% 0,7 +0,1° 0,24-0,82
AST(U/L) 157,2+53,8°  136,8+42,9* 108,3+3,0° 129,8+4,4% 183,3+67,4° 87-210
Colesterol(mg/dL) 119,0+19,0° 91,0+12,2*  857+19,7°  98,7+18,6° 94,7423 4% 63-100

Triglicérides(mg/dL) ~ 105,9+38,8°  115,0+76,1° 88,6£30,2* 63,0£17,1°  69,3t7,9°  42-100

abc - Letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferenga estatistica (P<0,05). PPT = proteina plasmética total;
AST = aspartato aminotransferase. *Valores de referéncias de acordo com faixas minima e méaxima de: LIMA et al., 2014;
BRANCO et al., 2011; MELO et al.,, 2012; DA SILVA et al.,, 2015; GRASSI et al., 2011; BARBOSA et al., 2010;
HARKNESS; WAGNER, 1993.

Discussao

A experimentacdo com animais inicialmente higidos permitiu a observacdo de quadro
clinico mais favoréavel e dentro de uma faixa menos discrepante (PERDIGAO et al., 2015).
Portanto, a boa recuperacdo anestésica assim como a auséncia de comportamento atipico
estava dentro da expectativa experimental.

O acompanhamento do pH permite notar a ocorréncia de falhas no processamento, na
caracterizacdo do produto de origem e no processo de extragdo, pois auxilia na selecéo e
determinacdo das substdncias a serem extraidas segundo sua polaridade e quimica
(LONGHINI et al., 2007). A faixa de pH da prépolis varia de 3,0 a 5,7, tendendo a apresentar
um carater ligeiramente acido (SATO, 2003), contudo, apenas as amostras das abelhas
indigenas foram concordantes com essa faixa. No caso do extrato de propolis verde,
apresentou-se dentro do padrdo caracteristico de uma prépolis natural (GONSALES et al.,
2005). A condutividade elétrica também € outro indicador de mé qualidade, adulteragdo e até
de rastreamento de origem (AGANIN, 1971; SODRE, 2005). Comumente esse aspecto nio é
analisado, no entanto, os dados obtidos nesse trabalho podem ser utilizados como base

comparativa na caracterizacdo dos extratos e indicador de qualidade.
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O tratamento EHG-Jan apresentou uma consideravel quantidade de fenois totais, isso
pode configurar um diferencial desse material resinoso, e essa peculiaridade estd em acordo
com De Souza et al. (2015), que destacaram que o valor encontrado para o extrato de
geopropolis de Melipona subnitida do Alto Oeste Potiguar (RN) estava bem acima do
preconizado na normativa do Ministério da Agricultura (BRASIL, 2001) e que estava igual ou
superior a amostra de prépolis de abelha melifera. Contudo, os resultados ndo seguiram
proporcionalidade de beneficios sobre os transplantes alogénicos, mesmo apresentando
resultados promissores nos aut6logos. A respeito dos flavonoides, o tratamento EHG-Jan
apresentou o maior quantitativo. A esse agrupamento de compostos sdo atribuidos muitos
efeitos bioldgicos, como atividade antiviral, antitumoral, antibacteriana, antiinflamatoria e
antioxidante na propolis principalmente quando associados aos fenois (UZEL et al., 2005;
VOLPI; BERGONZINI, 2006; LUSTOSA et al., 2008, FROZZA et al., 2013). Ainda sobre o0s
flavonoides, o grupo submetido aos efeitos do EHG-Can foi similar ao EHG-Jan, porém com
quantidade proporcional de apenas 3%. Isso sugere que a qualidade (presenga de compostos
especificos) e as interacdes sinérgicas com outros componentes quimicos podem ser mais
relevantes que a quantidade. A atividade antioxidante tanto na prépolis como na geoprépolis
guarda relagcdo com os flavonoides, uma vez que muitos sdo efetivos nessa atividade (AHN et
al., 2007). E valido destacar que nio somente os flavonoides desempenham essa
caracteristica, os compostos fendlicos também sdo coparticipes (MANI et al., 2006;
VICENTINO; MENEZES, 2007). Contudo, o EHG-Can apresentou consideravel poder
antioxidante contendo pouco flavonoide e fendis totais.

Sobre a influéncia biolégica dos extratos sobre a temperatura corporal, ndo foi
percebido nenhuma alteracdo, nem correlagcdo promovida pelos tratamentos estudados. Muito
embora alguns autores tenham levantado indicios que os incas usavam a propolis para
combater a febre (CASTALDO; CAPASSO, 2002; SFORCIN; BANKOVA, 2011), os
resultados observados neste trabalho ndo expressaram discrepancia de modo notavel do grupo
GC- para refutar ou corroborar. O que pode elucidar a igualdade estatistica com GC-, este
previamente ineficaz na prevencdo da febre, provavelmente € a associacéo da via de aplicacdo
(topica) com a variacdo individual no momento da afericdo, assim como a minima
contaminag&o inicial e dimens&o reduzida da lesé&o.

Um dos maiores problemas enfrentados na utilizacdo de transplantes de érgdo ou
tecidos é a predisposi¢do do organismo para rejeitar (FISHER et al., 2008), isso se deve ao

rigoroso controle do é que proprio e o0 que ndo é proprio (self/non self). Os resultados mais
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favoraveis dos transplantes autogénicos se devem ao doador e receptor possuirem 0s mesmo
marcadores na superficie celular (MHC-1 e MHC-II), essa plena igualdade permite o
reconhecimento dos tecidos pelas células de defesa como proprias. No presente trabalho
também foram encontrados os melhores resultados nos animais submetidos ao transplante
autogénico. Esse desempenho favoravel se deve a forma de reparo, no caso de autoenxerto, 0
fragmento transplantado sofre um processo de cicatrizacdo dividido em duas etapas,
integracio e contracido (LOFEGO FILHO et al., 2006). A integracdo e reepitelizacio
observadas neste trabalho ndo foram melhores devido a impossibilidade de realizacdo da
anastomose vascular entre tecido transplantado e sitio receptor (retalho), posto que as
dimensdes diminutas dos vasos superficiais em ratos. Ainda assim, foi possivel observar
(macro e microscopicamente) maior integracdo nas bordas, provavelmente devido maior
uniformidade entre leito e enxerto e melhor difusdo por causa da espessura (CHAVES et al.,
2008). E possivel supor que angiogénese proporcionada pelos vasos funcionais do leito
receptor também tenha contribuido na regido de aposi¢do das bordas.

Os animais do grupo EHPv apresentaram escurecimento do enxerto mais rapido que
os do grupo EHG-Can. Esse escurecimento provavelmente foi induzido tanto pelas
isoflavonas presentes na propolis (FROZZA, 2016), como por um composto fendlico
chamado de Artepillin C (4cido 3-(4-hidroxi-3,5-di(3-metil-2-buten-1-il)fenil)-2-(E)-
propendico) (KIMOTO et al., 1996; KIMOTO et al., 1998), ja que ambos sdo indutores de
apoptose de células danificadas. Como a EHG-Can apresentou em sua composi¢do menos
compostos fendlicos e flavonoides, provavelmente apresentou menor atividade apoptdtica.

Segundo Takiishi (2008) os enxertos alogénicos sofrem maior influéncia dos eventos
inflamatdrios, primeiramente pela injaria cirargica e, em seguida, exacerbada pela
incompatibilidade de reconhecimento imunolégico do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (CPH/MHC). O transplante de pele é mais propenso a rejei¢cdo por
modo causal pouco conhecida, mas as células de Langerhans pode ter papel crucial na maior
ativacdo dos linfocitos (HORNER et al., 2008), além da atuacdo de queratindcitos que
participam liberando mediadores quimiotaticos (KUPIEC-WEGLINSKI, 1997). Dessa
maneira, torna-se obrigatorio o uso de imunossupressores para obter maior sobrevida do
enxerto como, por exemplo, a Ciclosporina (BOTTINI et al., 1998).

Ainda sobre os transplantes alogénicos, o uso de Ciclosporina associada a
dexametasona no grupo controle positivo (GC+) permitiu evidente sobrevida e qualidade do

tecido enxertado. No entanto, os resultados observados poderiam ser melhores com 0 aumento
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da dosagem do farmaco por ser possivel alcangar uma maior imunossupressdo uma vez que a
dosagem utilizada nesse experimento ter sido menor do que a utilizada por outros autores em
trabalhos semelhantes (10mg/kg/dia, VON HERTWIG et al., 1999). Optou-se por essa menor
dosagem do farmaco para evitar efeitos colaterais sistémicos, como lesdes nos néfrons,
reduzindo assim a interferéncia na satde geral dos animais (GARCIA et al., 2004). A respeito
da sobrevida dos demais enxertos, os exames clinicos e histoldgicos permitiram avaliar que
houve rejeicio em velocidade e intensidade bem varidveis. E importante frisar que as
formulagGes com 20% de extrato ndo impediram o processo de rejeicdo, contudo atenuaram
0s eventos de citolise, provavelmente, pela acdo anti-inflamatdria frente a injuria cirdrgica e,
possivelmente, pela a protecdo da area contra contaminacao pela atividade antimicrobiana dos
extratos (HERMETO; DE ROSSI, 2012; DE OLIVEIRA; FARIA, 2019). Sobre a
classificacédo, os grupos EHPv, EHG-Can e EHG-Jan apresentaram indicios de rejei¢do aguda,
porém com evolucgdo lenta quando comparados a desvitaliza¢do do grupo controle negativo.

N&o foi possivel precisar a intensidade da rejei¢do, para fins de classificagdo, por que
todos os fragmentos histopatoldgicos oriundo dos enxertos foram obtidos na fase de necrose
(total no controle negativo). Essa limitacdo também foi encontrada por Chaves et al. (2008)
quando trabalharam com alotransplantes em coelhos. Para o0s autores isso poderia ser
contornado com grupos adicionais para acompanhar as fases inflamatorias, ainda
acrescentaram que a fibrose dérmica e o espessamento de camada intima dos vasos arteriais
ndo estavam suficientemente diferentes para a caracterizacdo (CHAVES et al., 2008).

Os dados hematologicos e bioquimicos obtidos nesse experimento variaram em
relagdo a0 minimo e mé&ximo encontrado na literatura (LIMA et al., 2014; BRANCO et al.,
2011; MELO et al., 2012; DA SILVA et al., 2015; GRASSI et al., 2011; BARBOSA et al.,
2010; HARKNESS; WAGNER, 1993). Para Lima et al. (2014), em levantamento com
animais de biotérios, repercutiram que os valores na literatura consultada continha muita
variacao e os resultados obtidos em seu trabalho também ndo coincidiram com os relatados na
literatura. Outro fator que pode influenciar nas analises hematoldgicas e bioquimicas é a
anestesia (CARTANA et al., 2010; DECKARDT et al., 2007). J& foram observados aumentos
transitdrios dos niveis séricos de ureia e creatinina em ratos (WELLINGTON; MIKAELIAN;
SINGER, 2013) e coelho (GIL et al., 2003) apds aplicacdo da associagcdo de xilazina e
cetamina. Acrescenta-se ainda que xilazina e cetamina podem alterar também o eritrograma

de felinos (DAS; VASANTH 2007). O presente trabalho apresentou animais com valores
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distintos (outliers) dentro de um mesmo grupo, o0 que resultou em médias com elevado
desvios.

A monocitose em animais € indicativa de presenca de lesdes persistentes, ou seja, que
requisitam a presenca de macréfagos (CHILDRESS, 2012), no presente trabalho, a
monocitose provavelmente é consequéncia do tecido alogénico que mantém sua
imunogenicidade e recrutamento de monadcitos. A leucocitose observada no grupo GC- pode
ser resultado da maior dificuldade dos ratos debelarem a contaminacdo presentes nos leitos. A
neutrofilia encontrada na maioria dos animais do grupo GC- coincide com a dificuldade de
cicatrizacdo, provavelmente por causa de recontaminacdo em feridas desprotegidas. Ao
analisar os dados hematoldgicos e da bioquimica sérica pode-se depreender que nenhum
parametro foi afetado negativamente por acdo direta dos extratos, nos permitindo supor que a

acao da quantidade administrada limitou-se a area em estudo.

Concluséao

Os extratos hidroalcoolicos de prépolis verde, de geoprépolis de abelha canudo e
jandaira retardaram o processo de desvitalizacdo, e mantiveram os enxertos firmes e aderidos
aos leitos receptores nos transplantes autogénicos.

Ja nos transplantes alogénicos, os extratos induziram discreto retardo no processo de
rejeicdo, e mantiveram os enxertos firmes e aderidos aos leitos receptores.

Os enxertos tratados com o extrato hidroalcodlico de propolis verde apresentaram
melhor aspecto macroscopico, os tratados com extrato hidroalcodlico de geoprépolis de
abelha EHG-Can exibiram boa vascularizacdo, e o extrato hidroalcoolico de geopropolis de

abelha jandaira apresentou efeito reepitelizante promissor.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Na analise fisico-quimica, o extrato hidroalcodlico de geopropolis de abelha canudo
exibiu maior efeito antioxidante e a geopropolis de abelha jandaira apresentou consideravel
quantidade de fendis e flavonoides totais.

O extrato hidroalcodlico de propolis verde superou os extratos de geopropolis de
abelhas nativas na reducédo de edema da inflamagéo aguda induzida por carragenina.

O extrato de prépolis verde e de geoprépolis de canudo (Scaptotrigona sp.) exibiram
efeito cicatrizante similar ao farmaco registrado (Crema 6A), tanto no tempo quanto na
qualidade de cicatrizacdo. Ja o extrato hidroalcoolico de geopropolis da abelha jandaira
(Melipona subnitida) exibiu intermediaria capacidade de cicatrizag&o.

Sobre a inflamac&@o crénica, o extrato hidroalcodlico geoprépolis de abelha jandaira
(Melipona subnitida) demonstrou formacdo mais adiantada e bem definida de granuloma de
corpo estranho, superando 0s demais extratos testados.

A neoformacdo de vasos foi satisfatoria nos grupos testados com prépolis e
geopropolis de acordo com a etapa inflamatéria.

Nos transplantes autogénicos, os extratos hidroalcodlicos de prépolis verde, de
geoprépolis de abelha canudo e jandaira induziram perceptivel retardo no processo de
desvitalizacdo, e mantiveram os enxertos firmes e aderidos aos leitos receptores.

Nos transplantes alogénicos, os extratos impeliram discreto retardo no processo de

rejeicdo, e mantiveram os enxertos firmes e aderidos aos leitos receptores.
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ANEXO 1

Parecer do comité de ética para o 1° Artigo/Capitulo Il e para o 2° Artigo/Capitulo I

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Mossord, 20 de novembro de 2019.

PARECER 37/2019

Certificamos que o projeto intitulado " EFEITO DE EXTRATOS DE PROPOLIS VERDE E
GEOPROPOLIS NA VIABILIDADE DE TRANSPLANTES ALOGENICO E AUTOLOGOS,
CICATRIZACAO E NO PROCESSO INFLAMATORIO AGUDO E CRONICO EM RATOS
(Rattus norvegicus)” protocolo n. 23091.006656/2019-28 sob a responsabilidade de Carlos
Iberé alves Freitas, o qual envolve a producdo, manutengdo elou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da lei 11.794 de 8 de outubro de 2009 e com
as normas editadas pelo Conselho Nacional de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural
do Semi-Arido ~UFERSA em reunido de 19/11/2019.
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Origem LEI4S/UFERSA
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