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exáâÅÉ 

A própolis é uma resina coletada por abelhas da espécie Apis mellifera e atualmente esse 

produto vem se destacando por apresentar propriedades biológicas interessantes, como 

atividade antimicrobiana, antiinflamatória, antiulcerogênica, antiviral, antioxidante e 

anticâncer. A própolis brasileira apresenta uma constituição química diferenciada 

principalmente pela diversidade de espécies vegetais para a retirada de resina; variação esta 

que aponta para a necessidade de novas investigações tanto da composição química quanto 

das propriedades biológicas das própolis encontradas em diferentes regiões do país. Neste 

trabalho, duas novas variedades de própolis, a vermelha (Alagoas) e a pertencente ao grupo 

6 (Bahia), foram avaliadas quanto às atividades antitumoral, antiinflamatória e 

antiulcerogênica revelando resultados diferenciados e promissores com relação a essas 

atividades. Ambos os extratos brutos das própolis demostraram atividade antiproliferativa 

nos ensaios in vitro em cultura de células tumorais, bem como suas frações e compostos 

isolados; mas quando avaliadas in vivo, observou-se que a própolis vermelha demonstrou 

maior potência e baixa toxicidade. O mesmo foi observado nos ensaios in vivo para 

atividade antiinflamatória, podendo essa atividade, estar relacionada à atividade 

antitumoral. Já para a atividade antiulcerogênica ambas as própolis reduziram o volume de 

secreção gástrica, sendo esse o provável mecanismo de ação para essa atividade. 
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TuáàÜtvà 

Propolis is a resinous product collected by Apis mellifera bees and has been used as a 

pharmaceutical because of its antimicrobial, antiinflammatory, antiulcer, antiviral, 

antioxidant and anticancer activities. Depending on the region, Brazilian propolis has 

presented a different chemical composition has a composition reflecting the rich 

biodiversity of vegetal species to collect the resins. This suggests that further studies are 

needed to investigate biological properties and chemical composition of each regional 

propolis. The aim of this study was to investigate antitumoral, antiinflamatory and 

antiulcerogenic activities of two new types of propolis, collected in Alagoas (called Red 

Propolis) and in Bahia (a propolis from Group 6). Both propolis etanolic crude extracts had 

demonstrated an antiproliferative activity in vitro in human tumoral cells, as well their 

fractions and isolated compounds, although in vivo evaluation pointed out that red propolis 

was more efficient and less toxic. The same result was observed to antiinflamatory activity 

and probably there is a relationship with antitumoral activity. Antiulcerogenic activity of 

both própolis was significative and probably due to gastric secretion reduction as the 

pharmacological mechanism of action.  
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\ÇàÜÉwâ†ûÉ ZxÜtÄ 

cÜ™ÑÉÄ|á 

A própolis é uma resina coletada por abelhas da espécie Apis mellifera de diversas 

partes das plantas como brotos, botões florais e exudados resinosos (Ghisalberti, 1979). 

Uma vez coletado este material é enriquecido com secreções salivares e enzimáticas da 

própria abelha, sendo utilizado para cobrir as paredes da colméia, preencher frestas; como 

antibiótico e embalsamar possíveis insetos invasores (Bankova e col., 2000; Russo e col., 

2004). Este produto tem sido utilizado há muitos anos na medicina tradicional do mundo 

inteiro e atualmente vem se destacando por apresentar propriedades biológicas 

interessantes, como atividade antiinflamatória, antimicrobiana, antineoplásica e 

antioxidante dentre outras (Marcucci e col., 2001; Alencar, 2002; Montpied e col., 2003, 

Cunha e col., 2004, Nagai e col., 2003; Aso e col., 2004; Ishikawa e col., 2004; Kumazawa 

e col., 2004, Khalil, 2006; Sforcin, 2007).  

A própolis recolhida de uma colméia de abelhas espécie Apis mellifera, também 

conhecida como própolis bruta, apresenta em sua composição básica cerca de 50% de 

resinas vegetais, 30% de cera de abelha, 10% de óleos essenciais, 5% de pólen e 5% de 

detritos de madeira e terra. A resina contida na própolis é coletada na vegetação próxima á 

colméia. Não são conhecidos os fatores que direcionam a preferência das abelhas coletoras 

de resina por uma determinada fonte vegetal, mas se sabe que elas são seletivas nesta coleta 

(Salatino e col., 2005; Teixeira e col., 2005). Possivelmente, esta escolha está relacionada 

com a atividade antimicrobiana da resina, uma vez que as abelhas utilizam a própolis como 

anti-séptico (Sahinler & Kaftanoglu, 2005). 
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A composição química de uma própolis é determinada principalmente pelas 

características fitogeográficas existentes ao redor da colméia (Kumazawa e col., 2004; 

Russo e col., 2004; Castro e col., 2007). Entretanto, a composição da própolis também varia 

sazonalmente em uma mesma localidade (Sforcin e col., 2000). Variações na composição 

também foram observadas entre amostras de própolis coletadas em uma mesma região, por 

diferentes raças de A. mellifera (Silici & Kutluca, 2005). Essa variação reflete também, nas 

propriedades farmacológicas e tóxicológicas das mesmas (Tavares, 2006). 

A amplitude das atividades farmacológicas da própolis é maior em regiões tropicais 

do planeta e menor nas regiões temperadas, devido à diversidade vegetal destas regiões: nas 

tropicais a diversidade vegetal é muito superior à diversidade observada nas regiões 

temperadas (Bankova, 2005). 

Em países de clima temperado são poucas as plantas que produzem essa resina, mas 

no Brasil há uma grande variedade delas como a própolis verde ou marrom esverdeada, 

amarela, amarela escura, castanho escuro, castanho claro e, mais recentemente, a vermelha 

(Park e col., 2000; Trusheva e col., 2006). Própolis proveniente da Bulgaria, Abania, Egito 

revelaram atividade em testes microbiológicos contra fungos e bactérias Gram-positivas 

(Kujumgiev e col., 1999). Já a própolis proveniente de Cuba, mostrou ser um eficiente 

antioxidante além de atividade hepatoprotetora (Rodriguez e col., 1997). Foi também 

observado que o extrato etanólico da própolis Argentina apresenta interessante atividade 

antioxidante e antimicrobiana (Moreno e col., 2000). Própolis oriundas de países tropicais, 

Venezuela, Brasil e Argentina revelaram uma constituição química e atividades biológicas 

diferentes da própolis encontrada em países europeus e de outras partes do mundo 

(Marcucci, 1995; Negri e col., 2003; Pereira e col., 2003; Lima e col., 2009).  
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Os principais compostos químicos isolados da própolis até o momento podem ser 

organizados em alguns grupos principais como: ácidos e ésteres alifáticos, ácidos e ésteres 

aromáticos, açúcares, álcoois, aldeídos, ácidos graxo, aminoácidos, esteróides, cetonas, 

chalconas e di-hidrochalconas, flavonóides (flavonas, flavonóis e flavononas), terpenóides, 

proteínas, vitaminas B1, B2, B6, C, E, bem como diversos minerais (Marcucci, 1995; Park 

e col., 1996; Burdock, 1998; Bankova e col., 2000; Sahinler & Kaftanoglu (2005). Dos 

grupos de compostos, certamente o que mais vem chamando a atenção é o dos flavonóides 

(Havsteen, 2002). Os flavonóides são compostos fenólicos que compreendem um amplo 

grupo de substâncias naturais não sintetizadas pelos animais (Beecher, 2003; Manach e 

col., 2004). Cerca de 4.000 substâncias diferentes já foram listadas como flavonóides, entre 

elas apigenina, quercetina, rutina, luteolina, genisteina, daidzeina, antocianidina, kanferol 

etc. A presença e a concentração destes compostos é utilizada como índice de qualificação 

de amostras de própolis (Lu e col., 2004). 

Essa classe de compostos expressa uma série de atividades biológicas incluindo ação 

antimicrobiana, antiviral, aniinflamatória, antialérgica e anticâncer, além de inibir a 

peroxidação lipídica, agregação plaquetária, e inibir enzimas importantes do processo 

inflamatório como a ciclooxigenas e lipoxigenase (Viuda e col., 2008). 

A origem botânica e química das própolis brasileiras tem sido ainda uma questão em 

aberto devido, principalmente, a diversidade de espécies vegetais para a retirada de resinas. 

Este enriquecimento reflete em uma necessidade atual de novas investigações com relação 

tanto a composição química como também, às propriedades biológicas das variedades de 

própolis encontradas em diferentes regiões do país.  

Recentemente, a própolis brasileira foi classificada em 12 grupos, sendo verificadas 

diferenças qualitativas e quantitativas na composição química destes grupos de própolis, 
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pelas técnicas de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência e Cromatografia Gasosa com 

Espectrometria de Massas. Os grupos foram submetidos a uma avaliação antimicrobiana e 

os mais ativos foram os grupos 3 (RS); 6 (BA); 12 (MG) (Park e col., 2000; Alencar, 2002). 

A própolis do grupo 6 (G6), provniente do estado da Bahia, destacou-se por 

apresentar uma composição química distinta dos demais grupos, principalmente pela 

completa ausência de flavonóides. Recentemente, um composto foi isolado dessa própolis, 

e apresentou uma atividade antiproliferativa contra células tumorais HeLa bem como 

intensa atividade antimicrobiana contra Streptococcus mutans, (Castro e col., 2009) . 

Outra variedade de própolis nunca antes relatada no Brasil, e denominada de 

“própolis vermelha”, proveniente do estado de Alagoas, tem demonstrado atividade 

antioxidante e antimicrobiana contra vários microrganimos patogênicos em ensaios 

preliminares in vitro, além de atividade antiproliferativa contra células tumorais Hela, 

despertando um grande interesse pelo mercado japonês, sugerindo a necessidade de estudos 

detalhados sobre a sua composição química e propriedades biológicas. Dessa própolis 

também já foram isolados compostos que apresentaram intensa atividade antioxidante 

(Alencar e col., 2007; Oldoni, 2008) e antimicrobiana (Cabral, 2008). 

Devido a esses resultados e, como parte de um projeto multidisciplinar, essas duas 

variedades de própolis foram selecionadas para um estudo complementar das atividades: 

antiproliferativa, antitumoral, antiinflamatória e antiulcerogênica. Essas atividades foram 

avaliadas no presente trabalho, tendo como colaboração, em paralelo, a identificação dos 

componentes químicos presentes nas própolis. 

A identificação, de novos compostos provenientes das própolis em questão, poderá 

propiciar seu uso na indústria farmacêutica, gerando novas patentes brasileiras, o que 

conseqüentemente levará ao aumento do valor comercial deste produto, além de evitar que 
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empresas internacionais se aproveitem e se beneficiem de recursos naturais retirados 

ilegalmente do país, através da biopirataria. 
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bu}xà|äÉá 

bu}xà|äÉá ZxÜt|áM  

 Avaliar as atividades farmacológicas: Antitumoral, Antiinflamatória e 

Antiulcerogênica, de duas novas variedades de própolis: do grupo 6 (Bahia) e 

vermelha (Alagoas); 

 Comparar as atividades farmacológicas citadas acima, entre as duas variedades de 

própolis de diferentes origens. 

bu}xà|äÉá XáÑxv�y|vÉáM  

 Avaliar a ação antiproliferativa dos extratos brutos, frações e compostos isolados 

dessas própolis e monitorar através dos testes de atividade antiproliferativa in 

vitro, o processo de isolamento e identificação dos compostos ativos;  

 Comprovar a ação Antitumoral in vivo dos extratos brutos das própolis, através dos 

modelos de tumor de Ehrlich; 

 Avaliar e comparar a atividade Antiinflamatória dos extratos brutos das própolis 

através dos modelos de edema de orelha induzido por óleo de cróton e edema de 

pata induzido por carragenina; 

 Avaliar e comparar a atividade Antiulcerogênica dos extratos brutos das própolis 

através dos modelos de úlcera induzida por etanol e ligadura de piloro; 
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VtÑ�àâÄÉ D 

D@ \ÇàÜÉwâ†ûÉM Tà|ä|wtwx TÇà|ÑÜÉÄ|yxÜtà|ät x TÇà|àâÅÉÜtÄ 

DAD@\Çv|w£Çv|t wÉ vúÇvxÜ 

O câncer é a segunda causa de morte, superada somente pelas doenças 

cardiovasculares nas regiões mais desenvolvidas do mundo, podendo-se estimar que pelo 

menos um em cada cinco habitantes da Europa e América do Norte, irá morrer dessa 

doença. Acredita-se que em 2015 o câncer seja responsável por 9 milhões de mortes, em 

2020, 30 milhões de pessoas sejam portadoras desta patologia e em 2030, 11,4 milhões de 

mortes no mundo (Grunfeld e col. 2004, Temal, 2005). 

As estatísticas globais mostram que os cânceres de pulmão, estômago, fígado, 

coloretal, esôfago e próstata são os principais causadores de mortes em homens, e entre as 

mulheres, são os cânceres de mama, pulmão, estômago, coloretal e cervical. O principal 

responsável por óbitos é o câncer de pulmão, tanto em países desenvolvidos como em 

desenvolvimento. Os cânceres de próstata, mama e cólon são mais observados em países 

desenvolvidos quando comparados a países em desenvolvimento, onde a maior incidência é 

de cânceres de fígado, estômago e cervical (WHO, 2006). 

No Brasil, as estimativas para o ano de 2009, apontam que ocorrerão 466.730 casos 

novos de câncer. Os tipos mais incidentes, à exceção do câncer de pele do tipo não 

melanoma, serão os cânceres de próstata e de pulmão no sexo masculino e os cânceres de 
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mama e de útero no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil observado 

mundialmente (INCA, 2009). 

DAE@TáÑxvàÉá ZxÜt|á wÉ vúÇvxÜ 

As causas do câncer são variadas, podendo ser externas ou internas ao organismo, 

estando ambas inter-relacionadas. As causas externas relacionam-se ao meio ambiente e aos 

hábitos ou costumes próprios de um ambiente social e cultural. As causas internas são, na 

maioria das vezes, geneticamente pré-determinadas. Esses fatores podem interagir de várias 

formas, aumentando a probabilidade de transformações em células normais, levando a 

descontroles do seu ciclo celular e por esse motivo, o entendimento do funcionamento do 

mesmo é importante para compreender a etiologia do câncer (Li e col., 2006; Thiébaut e 

col., 2006; INCA, 2009). 

A conversão de uma célula normal em tumoral bem como sua disseminação é 

acompanhada também pela remodelagem do estroma, onde células como macrófagos e 

fibroblastos liberam fatores solúveis (citocinas, fatores de crescimento e quimiocinas) que 

influenciam o desenvolvimento da angiogênese tumoral (formação de novos vasos). A 

angiogênese é um processo complexo que representa uma etapa crítica na progressão 

tumoral, uma vez que promove o suprimento sanguíneo (oxigenação e nutrição) para o 

local contribuindo assim, para o crescimento do tumor bem como para sua disseminação 

(Folkman, 2003; Choi e col., 2005; Bianco e col., 2006; Nyberg e col., 2008). 

DAF @gÜtàtÅxÇàÉ wÉ VúÇvxÜ 

Atualmente, a quimioterapia é, dentre as modalidades de tratamento, a que possui 

maior incidência de cura de muitos tumores incluindo os mais avançados e a que mais 
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aumenta a sobrevida dos portadores de câncer. São utilizados agentes químicos que 

interferem no processo de crescimento e divisão celular podendo ser usados tanto isolados 

como em combinação com a finalidade de eliminar células tumorais do organismo. São 

administrados pelas vias oral, intra-muscular, subcutânea, intra-venosa, intra-arterial, 

intratecal, intraperitoneal, intravesical, aplicação tópica e intra- retal, sendo a intravenosa a 

mais utilizada (Bonassa, 2005; Fonseca e col., 2000). 

As drogas utilizadas nesse tratamento são classificadas de acordo com a 

especificidade no ciclo celular podendo ser ciclo celular específico e não específico. As 

primeiras são mais ativas no combate às células que se encontram em uma determinada fase 

do ciclo; já as ciclo celular não específica são letais às células em qualquer fase. Outra 

classificação é em relação a sua estrutura química e função em nível celular, descrito a 

seguir (Andrade & Silva, 2007). 

Os agentes alquilantes causam alterações nas cadeias de DNA, impedindo sua 

replicação, sendo capazes de destruir células em repouso ou em processo de divisão ativa. 

Os mais comuns são ciclofosfamida, ifosfamida, cisplatina, carboplatina (Andrade & Silva, 

2007). 

Os agentes antimetabólitos, estruturalmente semelhantes aos metabólitos naturais, 

atuam sobre células em fase de síntese do DNA, pois, incorporam-se a célula e, 

conseqüentemente, bloqueiam a produção das enzimas necessárias à síntese de substâncias 

fundamentais ou transmitem mensagens errôneas por se interporem às cadeias do DNA e 

RNA. Estão divididos em análagos das purinas (tioguanina, p.ex.), do ácido fólico 

(metotrexato), e das pirimidinas (fluorouracil, p.ex.) (Andrade & Silva, 2007). 

Já os antibióticos antitumorais interferem na síntese dos ácidos nucléicos com 

conseqüente impedimento da duplicação e separação das cadeias de DNA e RNA 
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(doxorrubicina, daunorrubicina, bleomicina e mitoxantrona). As plantas agrupam os 

inibidores mitóticos (vincristina, vimblatina e o paclitaxel) e os inibidores da topoisomerase 

que é uma enzima necessária para o término da replicação do DNA (topotecano, etoposídeo 

e tenoposídeo). Por fim, os agentes múltiplos que possuem mecanismos de ação variados 

(procarbazina, hidroxiuréia, asparaginase) (Andrade & Silva, 2007). 

Vê-se, portanto, que a quimioterapia é uma modalidade de tratamento sistêmica onde 

os agentes antineoplásicos são tóxicos a qualquer tecido de rápida proliferação, normais ou 

cancerosos, caracterizado por uma alta atividade mitótica e ciclo celular curto como células 

gastrointestinais, capilares e as do sistema imunológico e deste modo, tem como 

conseqüência o aparecimento de efeitos colaterais (Fonseca, 2000) como náuseas, lesão do 

epitélio intestinal, perda de cabelo (alopecia), esterilidade, teratogenicidade e 

susceptibilidade maior às infecções devido á redução da produção de leucócitos (Rang, 

2004). Sendo assim, o uso clínico de um determinado quimioterápico exige que os 

benefícios sejam confrontados com a toxicidade, na procura de um índice terapêutico 

favorável (Oliveira e Alves, 2002).  

Por esse motivo, torna-se evidente a necessidade de ensaios para a triagem de 

drogas menos tóxicas, mais seletivas e eficazes para o tratamento dessa doença, além de um 

melhor conhecimento do comportamento do tumor a ser tratado, envolvendo a biologia 

celular e molecular dos mesmos (Nam & Parang, 2003). 

DAG@ cÜÉwâàÉá Wx bÜ|zxÅ atàâÜtÄ x Tà|ä|wtwx TÇà|àâÅÉÜtÄ 

Os quimioterápicos Etoposídeo, Vincristina, Vimblastina, Tenoposídeo e Paclitaxel 

foram introduzidos ao longo dos últimos vinte anos no tratamento do câncer, reforçando o 

interesse de indústrias farmacêuticas em produtos de origem natural (Viegas & Bolzani, 



 

20 
 

2006). Atualmente, um grande número de fitofármacos tem demonstrado ação anticâncer 

em diversos modelos experimentais através de alterações na via de transdução de sinais que 

modula a expressão gênica, a progressão do ciclo celular,  proliferação e morte celular via 

apoptose (HemaIswarya & Doble, 2006; Schneider, 2009). 

Na última década, quimioterápicos derivados de bactérias (Adriamicina), plantas 

(Lapachol, Taxol), organismos e microorganismos marinhos, entre outros, têm apresentado 

resultados bastante satisfatórios (Subramanian e col., 2006). 

O tratamento de várias doenças utilizando como base produtos naturais é observado 

há muitos anos na medicina popular. Partindo desta tradição a utilização de medicamentos 

produzidos a partir de produtos naturais no tratamento do câncer tornou-se uma constante, 

confirmada pelo fato de 62% de drogas comercializadas para o tratamento do câncer entre 

1983 e 1994 serem de origem natural (Ravelo e col., 2004; Cassileth, 2009). 

A procura de novas drogas para o controle dos diversos tipos de neoplasias tem 

levado pesquisadores a isolar também compostos contidos em amostras de própolis de 

diferentes procedências (Burdock, 1998 e Banskota e col. 2001; Khalil, 2006; Ribeiro e 

col., 2006; Sforcin, 2007). Dentre os compostos isolados de diversos tipos de própolis que 

apresentaram atividades anticâncer promissoras destacam-se o ester fenetil do ácido cafeico 

(CAPE), e o artepelin C (3,5-diprenil-4- ácido hidroxicinâmico) cujos mecanismos de ação 

parecem estar relacionados respectivamente com a inibição de processos oxidativos que são 

considerados característicos da promoção do tumor (Burdock, 1998) e pela indução de 

apoptose em cultura de células tumorais (Kimoto e col., 2001).  

Outro composto, a crisina, também isolada de própolis, mostrou-se efetiva em inibir 

o crescimento de culturas da linhagem de glioma de rato cujas células mantiveram-se 

estacionárias na fase G1 do ciclo celular (WENG e col., 2005). Ohta, 2008, verificou a ação 
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de uma variedade de própolis na inibição da angiogênese (neovascularização tumoral) 

através da indução de apoptose de células endoteliais em ensaios in vitro e in vivo.  

A atividade in vitro, foi também comprovada in vivo para uma amostra de própolis 

solúvel em água utilizando linhagem celular de sarcoma murino 180 (S-180). Além de 

promover ação antiproliferativa in vitro, essa própolis inibiu significativamente o 

desenvolvimento do tumor por inibição da divisão celular e invasão das mesmas, in vivo 

(Inoue, e col., 2008). 

Como citado anteriormente, as própolis do grupo 6 e vermelha também avaliadas 

nesse trabalho, demonstraram atividade antiproliferativa para células tumorais Hela e 

também intensa atividade antioxidante e antimicrobiana (Alencar e col., 2007; Oldoni, 

2008; Castro e col., 2009). 

Os diferentes mecanismos de ação apresentados acima refletem a importância da 

própolis, principalmente pela grande variedade de compostos presentes. Isso, aliado aos 

avanços na ciência, com relação à biologia molecular de tumores, bem como o 

desenvolvimento de ensaios in vitro e modelos experimentais de tumores in vivo, poderão 

auxiliar no estudo de substâncias com potencial anticâncer, com mecanismos envolvidos no 

processo de morte celular, angiogênese e metástases, sendo assim, diversos modelos 

experimentais têm sido propostos, buscando atender a esses objetivos.  

Para os testes de atividade antiproliferativa in vitro, geralmente são utilizadas várias 

linhagens celulares tumorais com o intuito de se obter uma visão ampliada dos efeitos das 

drogas. Essas linhagens devem ser de cânceres originados de diferentes tecidos com 

diferentes origens embrionárias e com características morfológicas e fisiológicas distintas. 

Por isso, o painel escolhido pela Divisão de Farmacologia e Toxicologia do CPQBA/ 
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UNICAMP, possui nove linhagens com células de diferentes tecidos humanos, cedidas do 

National Cancer Institute. 

Quanto aos modelos de estudo in vivo para atividade anticâncer, o tumor de Ehrlich é 

um modelo de tumor murino, prático e transponível para a análise de efeitos 

antineoplásicos de diversos compostos. Esse tumor foi isolado de um adenocarcinoma 

mamário murino e pode se manifestar de duas maneiras, a forma ascítica (inoculação de 

células via intraperitoneal) ou a forma sólida (inoculação via subcutânea) (Nascimento e 

col., 2006).  
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E@ `tàxÜ|tÄ x `°àÉwÉá 

A coleta das própolis, obtenção dos extratos brutos, fracionamento e identificação dos 

princípios ativos foram realizados através da colaboração com outros grupos de pesquisa: 

Depto. de Agroindústria, Alimentos e Nutrição (ESALQ/USP), Faculdade de Odontologia 

de Piracicaba- FOP (UNICAMP), Universidade Federal de Alfenas e Centro 

Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas (CPQBA-UNICAMP). 

EAD @ VÉÄxàt wtá TÅÉáàÜtá 

As amostras de própolis Vermelha e do Grupo 6 foram coletadas por raspagem das 

partes internas das caixas (melgueira e ninhos) de abelhas Apis mellifera da região litorânea 

da cidade de Maceió (Alagoas) e cidade Entre Rios (Bahia), respectivamente. 

EAE @ gÜtàtÅxÇàÉ wtá cÜ™ÑÉÄ|á UÜâàtá 

As amostras de própolis bruta foram limpas retirando-se a poeira, pedaços de 

madeira, abelhas mortas, traças e qualquer outro tipo de material estranho. Em seguida 

foram trituradas, peneiradas em peneiras de 18 “mesh”, homogeneizadas, pesadas e 

armazenadas a 5ºC. 

EAF @ cÜxÑtÜÉ wÉá XåàÜtàÉá XàtÇ™Ä|vÉá  

Para o preparo dos extratos etanólicos da Própolis Vermelha (EEPV) e da própolis do 

grupo 6 (EEG6) foram pesados 100 gramas de própolis triturada, obtidos conforme o item 

2.2, e transferidos para tubos de centrífuga contendo 150 ml de etanol P.A (80%). A 

extração foi feita a 70ºC, em banho termostatizado de água, por 30 minutos, sob agitação 
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constante. Em seguida, foi realizada uma filtração do extrato originando os EEPV e EEG6 

utilizados posteriormente no fracionamento cromatográfico. Esses extratos foram 

encaminhados para a divisão de farmacologia e toxicologia do CPQBA para a realização 

dos ensaios preliminares: atividade antiproliferativa in vitro e ensaios in vivo das atividades 

Antitumoral, Antiinflamatória e Antiulcerogênica. 

EAG @ YÜtv|ÉÇtÅxÇàÉ wÉá XåàÜtàÉá UÜâàÉáXàtÇ™Ä|vÉá wt cÜ™ÑÉÄ|á ixÜÅxÄ{t 

;XXci< x ZI ;XXZI< ;YÄâåÉzÜtÅt< 

O Fracionamento dos extratos brutos está apresentado no fluxograma 1 para melhor 

compreensão. Tanto EEPV quanto EEG6, passaram pelo mesmo tratamento (Oldoni, 2007; 

Cabral, 2008; Castro, 2008). 
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Fluxograma 1: Ilustração do processo de obtenção dos extratos brutos etanólicos das 

própolis e seu fracionamento através de métodos cromatográficos. 

Extrato Bruto (EEP) (etanol 80% v/v) 

Extrato semi-purificado   
Fração Hexânica (fr-Hex) 

Compostos isolados  

Avaliação da Atividade 
Antiproliferativa in vitro 

Identificação química: RMN 

Avaliação das Atividades 
Antiproliferativa in vitro 

Antitumoral in vivo 
Antiinflamatória in vivo 
Antiúlcerogênica in vivo 

Extrato semi-purificado  
Fração Clorofórmica (fr-Clo) 

Fracionamento líquido-líquido 

Avaliação da Atividade 
Antiproliferativa in vitro

Avaliação da Atividade 
Antiproliferativa in vitro 

Própolis Bruta 
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EAH „ TätÄ|t†ûÉ wt tà|ä|wtwx TÇà|ÑÜÉÄ|yxÜtà|ät |Ç ä|àÜÉ wÉá XåàÜtàÉá UÜâàÉá 

YÜt†Æxá x VÉÅÑÉáàÉá \áÉÄtwÉá wtá cÜ™ÑÉÄ|á ixÜÅxÄ{t x ZI 

As linhagens celulares tumorais, utilizadas neste trabalho são originárias de 

neoplasias humanas e foram cedidas pelo National Cancer Institute (NCI) dos EUA. Todas 

as linhagens foram enviadas congeladas para o laboratório do CPQBA, sendo então 

descongeladas e repicadas, quando necessário, sob condições estéreis (Fluxo Laminar 

Veco®, Classe IIB2) e mantidas em frascos de 25cm2 (T25) com 5 ml de RPMI-1640 /SFB 

e incubadas a 37ºC em atmosfera de 5 % de CO2 em ambiente úmido. Para avaliação da 

atividade anticâncer foram utilizadas nove linhagens tumorais humanas apresentadas na 

Tabela 1. 

EAHAD „ cÄtÖâxtÅxÇàÉ wx V°ÄâÄtá 

No primeiro dia de experimento, foi realizado o plaqueamento de células em placas 

de 96 poços. Cada linhagem celular foi inoculada em uma placa, totalizando 9 placas. Em 

uma outra placa, a placa controle (T0), foram inoculadas todas as linhagens celulares. Após 

a tripsinização, já com as células em suspensão, foi feito a contagem das mesmas em 

Câmara de Newbauer. De acordo com a densidade de inoculação (DI) de cada linhagem 

(Tabela 1) foi calculada a quantidade de meio necessário para diluição das células. Feito 

isso, 100 μl de solução celular foram inoculados em placas de 96 poços sendo estas 

incubadas por 24 horas a 37ºC em atmosfera de 5% de CO2 em ambiente úmido.  
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Tabela 1. Linhagens celulares utilizadas nos testes de atividade anticâncer. 

Tipo Celular Código DI* (x 104 células/ ml) 
Pulmão NCI-460 4,0 
Mama MCF-7 6,0 
Leucemia K562 6,0 
Ovário 
resistente** 

NCI-ADR 5,0 

Cólon HT-29 4,0 
Próstata PC-O3 5,0 
Melanoma UACC-62 5,0 
Ovário OVCAR-03 7,0 
Renal 786-0 4,5 

* DI: densidade de inoculação, ** Linhagem que expressa fenótipo de resistência a múltiplos 

fármacos. 

EAHAE „ TÑÄ|vt†ûÉ wtá TÅÉáàÜtá 

As amostras foram diluídas em dimetilsulfóxido (DMSO) na concentração de 0,1g/ml 

resultando em soluções estoques. As amostras (100 μl) diluídas pelo menos 400 vezes em 

RPMI/SFB/gentamicina foram adicionadas em placas de 96 compartimentos nas 

concentrações 0,25; 2,5; 25; 250 μg/ml com exceção da T0 (Placa controle) que foi fixada, 

com a adição de 50 μl de ácido tricloroacético (TCA) a 50% determinando assim, a 

quantidade de células presentes no momento em que as amostras foram colocadas. 

As demais placas foram incubadas por 48 horas. Após este período, o experimento 

foi interrompido para a fixação das placas com a adição de 50 μl de ácido tricloroacético 

(TCA) a 50% para as células aderidas e 80% para as células em suspensão. Para completar 

a fixação celular, as placas foram incubadas por 1 hora a 4ºC e então submetidas a quatro 

lavagens consecutivas com água corrente para a remoção dos resíduos de TCA, meio, SFB 

e metabólitos secundários, sendo mantidas à temperatura ambiente até a secagem completa. 
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EAHAF „ XÇát|É wx feU ;fâÄyÉÜÜÉwtÅ|Çt U< 

O ensaio de SRB (Sulforrodamina B) avalia a inibição de crescimento celular por 

um método colorimétrico que estima indiretamente o número de células presentes corando 

o total de proteína celular utilizando o corante protéico SRB (Skehan e col., 1990) 

As placas foram coradas pela adição de 50 μl de SRB a 0,4 % (peso/volume) 

dissolvido em ácido acético a 1 % e incubadas a 4 ºC, por 30 minutos sendo então lavadas 

por 4 vezes consecutivas com uma solução de ácido acético 1% e secas à temperatura 

ambiente. O corante ligado às proteínas celulares foi solubilizado por adição de 150 μl de 

Trizma Base (10μM). A leitura espectrofotométrica da absorbância foi feita em um leitor 

de microplaca. (ELISA – Molecular Devices Versa Max Microplate Reader.). 

EAHAG „ TÇöÄ|áx wÉá exáâÄàtwÉá 

Os resultados de absorbância foram utilizados para construção de gráficos que 

relacionam a porcentagem de crescimento celular em função da concentração de amostra 

aplicada. Através da regressão sigmóide das curvas obtidas com as médias da porcentagem 

de crescimento, foram calculados os valores TGI (total growth inhibition), ou seja, 

concentração necessária para inibir totalmente o crescimento celular. Esses valores foram 

utilizados para comparar a potência das amostras e evidenciando a seletividade. 
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EAIA@ XÇát|Éá |Ç ä|äÉ 

EAIAD „ TÇ|Åt|á  

As avaliações das atividades farmacológicas dos extratos etanólicos foram realizadas 

em duas espécies de animais adquiridos do Centro Multidisciplinar de Investigação 

Biológica (CEMIB) da UNICAMP e mantidos em ambientes com temperatura controlada 

(22±2o C) em ciclos claro-escuro de 12 horas, com fornecimento de água e ração comercial 

peletizada ad libitum. Foram utilizados camundongos (Mus musculus) da linhagem 

SwissWebster machos, adultos (25-40g) para os testes de atividade geral e antiinflamatória 

(edema de orelha), fêmeas da linhagem Balb/c (25-40g) para os ensaios de tumor de 

Ehrlich e ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar machos, adultos (120-250g) para o 

testes de atividade antiinflamatória (edema de pata) e antiulcerogênica. Os animais foram 

aclimatados às condições do laboratório pelo período de sete dias, antes de serem 

submetidos aos procedimentos experimentais. Os protocolos foram previamente aprovados 

pelo Comitê de Ética de Experimentação Animal (CEEA) do Instituto de Biologia (IB), 

UNICAMP, através dos protocolos: 1612-1; 1613-1; 1614-1; 1616-1; 1617-1; 1618-1 (em 

anexo). 

EAIAE @ gxáàx wx gÉå|v|wtwx Tzâwt  

A partir da realização desse teste, foram determinadas as doses tóxicas, letais e 

terapêuticas, dos extratos brutos etanólicos EEPV e EEG6, que foram utilizadas nos ensaios 

posteriores para avaliação das atividades antitumoral, antiinflamatória e antiulcerogênica in 

vivo. 
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Nesse teste, os EEPV e EEG6 foram injetados pela via intraperitoneal nas doses de 

100, 300 e 1000 mg/kg  em 6 grupos (n=5) de camundongos SwissWebster.  Para injeção, 

os extratos foram diluídos com mistura de solução de NaCl 0,9% e polissorbato (tween 80) 

e em um animal, de cada grupo, foi injetado somente com o diluente. Os grupos foram 

observados continuamente por período de 4 horas e então diariamente, por período de 14 

dias. Avaliaram-se os seguintes parâmetros: sinais de toxicidade geral, como os efeitos na 

locomoção, comportamento (agitação, atividade reduzida, sonolência), respiração, 

salivação, lacrimejamento, cianose de extremidades e mortalidade (Lapa e col., 2008).  

EAIAF @ Tà|ä|wtwx TÇà|àâÅÉÜtÄM gâÅÉÜ Táv�à|vÉ wx X{ÜÄ|v{  

O teste para avaliação do potencial antitumoral in vivo do EEPV e EEG6 foi realizado 

primeiramente no modelo de Tumor Ascítico de Ehrlich (TAE) (Vicent & Nicholls, 1967). 

As células de TAE foram descongeladas, ressuspendidas em tampão fosfato salina (PBS) e 

centrifugadas por 5 minutos a 2500rpm a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o 

precipitado celular novamente ressuspendido em PBS, em volume suficiente para que cada 

animal recebesse 1,0 x 10
4 

células numa proporção em 0,5ml (via intraperitoneal). Dois 

animais receberam essas células e foram considerados doadores, e após sete dias foram 

sacrificados por deslocamento cervical, seu líquido ascítico foi coletado e submetido a 

processamento, dado que a quantidade celular agora era muito maior que a inoculada.  

Para 2ml de líquido ascítico coletado foram adicionados 2ml de ficoll (Amersham 

Pharmacia
®

, Uppsala, Sweeden) e a mistura centrifugada a 2500rpm por 15min a 18°C. O 

anel celular formado foi coletado e submetido à nova centrifugação, nas mesmas condições, 

mas ressuspendido em PBS. O sobrenadante foi descartado e o precipitado livre de 
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hemáceas e células brancas foi ressuspendido em solução de NaCl 0,9%, em quantidade 

suficiente para a inoculação de 1,0 x 10
5 
células/0,5ml em cada animal.  

Os animais foram divididos em 4 grupos (n=10) e tratados respectivamente: solução 

de NaCl 0,9% (veículo) como controle negativo, doxorrubicina (5 mg/kg ) como controle 

positivo, EEPV e EEG6 nas doses de 200 e 90 mg/kg (doses determinadas pelo teste de 

toxicidade aguda) respectivamente. O tratamento foi iniciado no terceiro dia pós-inóculo, 

sempre pela via intraperitoneal, sendo realizado a cada 3 dias.  

Diariamente, os animais foram analisados através de observação e pontuados segundo 

a Tabela 2, na qual foram verificados sinais físicos, clínicos e comportamentais. Se algum 

animal obtivesse 14 pontos, o mesmo era eutanasiado por deslocamento cervical e a 

necropsia realizada, segundo protocolos que seguem os direitos internacionais dos animais 

(Ullman-Cullere & Foltz, 1999). 

Tabela 2. Quesitos Observados para Avaliação Diária do TAE.  

QUESITO OBSERVAÇÃO PTS 
Normal 0 
Pelos sem brilho, orelhas normocoradas. 1 
Ligeira Piloereção, orelhas ligeiramente pálidas. 2 

Aparência 

Piloereção, postura encurvada, orelhas pálidas. 3 
Temperatura, freqüência cardíaca e respiração normais. 0 
Discretas alterações, abdômen ligeiramente dilatado. 1 
Moderada dilatação do abdômen 2 

Sinais Clínicos 

Acentuada dilatação do abdômen, dispnéia. 3 
Normal 0 
Ligeiras alterações 1 
Menos móvel e alerta, isolado. 2 

Comportamento 
Espontâneo 

Vocalização, hiperatividade/ imóvel, letárgico. 3 
Normal 0 
Ligeira depressão ou resposta exacerbada 1 
Alterações moderadas 2 

Comportamento 
Provocado 

Reações violentas/ muito fracas e precomatosas 3 
Ajuste de 
Pontuação 

Se for registrado 3 mais de uma vez, marcar um ponto adicional 
para cada 3. 

2-4 

TOTAL < 14 pontos – sobrevida/ ≥ 14 pontos – eutanásia (deslocamento 
cervical) 
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EAIAG @ Tà|ä|wtwx TÇà|àâÅÉÜtÄ MgâÅÉÜ f™Ä|wÉ wx X{ÜÄ|v{ ;WÉÜáÉ< 

As células foram obtidas como no item 2.6.3. Foram inoculadas 1x105 células / 

animal, por via subcutânea, na região antero-dorsal. Os animais foram separados em 4 

grupos (n=10) e tratados após 5 dias do inóculo respectivamente: NaCl 0,9% (veículo) 

como controle negativo, doxorrubicina (5 mg/kg ) como controle positivo, EEPV e EEG6 

nas doses de 200 e 90 mg/kg  a cada 3 dias durante quinze dias. Os animais foram 

eutanasiados, o tumor retirado, pesado e medido. A estatística foi realizada através da 

análise de variância ANOVA seguido do teste de Duncan.  

EAIAH @ Tà|ä|wtwx TÇà|àâÅÉÜtÄ MgâÅÉÜ f™Ä|wÉ wx X{ÜÄ|v{ ;ctàt< 

Inicialmente, os animais foram pesados e o volume basal de sua pata traseira direita 

foi mensurado em aparelho de hidropletismômetro. As células, obtidas como no item 2.6.3, 

foram diluídas em tampão fosfato-salina (PBS) e inoculadas no coxim plantar da pata 

traseira direita dos camundongos, na densidade de 1x106 / animal. Após 24 horas, os 

animais foram divididos em 4 grupos (n=10) e tratados respectivamente: NaCl 0,9% 

(veículo) como controle negativo, doxorrubicina (5 mg/kg ) como controle positivo, EEPV 

(50, 100 e 200 mg/kg ) e EEG6 (90 mg/kg ). Os tratamentos foram feitos a cada três dias, 

bem como a determinação da variação do volume das patas traseiras direitas 

(hidropletismômetro) e o peso corporal dos animais. No 16º dia de teste, os animais foram 

sacrificados por deslocamento cervical e suas patas traseiras foram retiradas e pesadas 

(Verçosa Junior e col., 2007; Nascimento e col., 2006). Dessa forma, foram avaliados os 

seguintes parâmetros: 
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 Variação do volume da pata traseira direita, tendo como controle o volume 

basal antes da indução do tumor; 

 Peso relativo do tumor, descontando-se o peso da pata sadia e dividindo-se 

pelo peso corporal; 

A estatística foi realizada através da análise de variância ANOVA seguido do teste de 

Duncan. 
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F „ exáâÄàtwÉá 

FD „ TätÄ|t†ûÉ wt tà|ä|wtwx TÇà|ÑÜÉÄ|yxÜtà|ät |Ç ä|àÜÉ wÉá XåàÜtàÉá UÜâàÉá? 

YÜt†Æxá x VÉÅÑÉáàÉá \áÉÄtwÉá wtá cÜ™ÑÉÄ|á ixÜÅxÄ{t x ZI 
Para análise dos resultados, foram calculadas as médias das absorbâncias dos 

compartimentos contendo células + amostras descontando-se seus respectivos brancos 

(compartimentos contendo apenas amostra). Já a porcentagem de crescimento (%C) foi 

calculada segundo as seguintes fórmulas: 

 Se TA > T1 → estímulo de crescimento celular 

 Se TA ≥ T0 < T1 → atividade citostática: %C = 100 x [(TA -T0)/( T1-T0)] 

 Se TA < T0 → atividade citocida: %C = 100 x [(TA -T0)/ T1] 

 Onde: 

 TA = média da absorbância da célula tratada – absorbância amostra sem célula 

 T1 = absorbância do branco de células 

 T0 = absorbância do controle de células na placa T0.   

Com esses valores, foram elaborados gráficos relacionando a porcentagem de 

crescimento com a concentração da amostra teste (Figuras 1-10), tendo-se como controle 

positivo o quimioterápico doxorrubicina. Os valores na faixa entre 50 e zero representam 

inibição de crescimento (atividade citostática), sendo que os valores que atingem o zero 

representam inibição total de crescimento (TGI – total growth inibition). Os valores 

negativos representam morte celular (atividade citocida), pois a quantidade de células 
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(aferida pela absorbância no final do experimento), nesse caso, é menor da que iniciou o 

experimento (absorbância do T0).  

FDAD „ WÉåÉÜâu|v|Çt 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Curva concentração-resposta da droga doxorrubicina (controle positivo) 

sobre as linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a 

concentração de droga utilizada. 
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FADAE „ cÜÉÑÉÄ|á ixÜÅxÄ{t 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Curva concentração-resposta do EEPV sobre as linhagens celulares, 

relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentração do extrato utilizado. 
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Figura 3: Curva concentração-resposta da fração hexânica do EEPV (fr-Hex) sobre 

as linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a 

concentração da fração utilizada. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Curva concentração-resposta do composto puro da fração hexânica (C1) 

sobre as linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a 

concentração da fração utilizada. 
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Figura 5: Curva concentração-resposta da fração clorofórmica do EEPV (fr-clo) 

sobre as linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a 

concentração da fração utilizada.  
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Figura 6: Curva concentração-resposta do composto puro da fração clorofórmica 

C2, sobre as linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a 

concentração da fração utilizada.  

Na figura 1, vê-se que a doxorrubicina apresentou atividade citostática (abaixo de 

50%) para as linhagens de pulmão (NCI-460), renal (786-0) melanoma (UACC-62) 

leucemia (K-562), Ovário (OVCAR-03) e mama (MCF-7). Na concentração de 2,5μg/ml 

para todas as linhagens com exceção de cólon (HT-29). Nas maiores concentrações, 

25μg/ml e 250μg/ml o controle foi citotóxico (abaixo de zero) para todas as linhagens com 

exceção de ovário resistente (NCI-ADR), cólon e próstata (PC-03).  

O EEPV (figura 2) revelou uma atividade antiproliferativa para a linhagem de 

leucemia, melanoma, ovário, ovário resistente e renal na concentração de 25μg/ml. Na 

concentração de 250μg/ml foi antiproliferativa para todas as linhagens com exceção da 

linhagem de pulmão. 
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A fr-hex (figura 3) apresentou maior potência para a maioria das linhagens enquanto 

que C1 (figura 4) foi ainda mais potente. Este último apresentou atividade antiproliferativa 

para todas as linhagens já na concentração de 25μg/ml aumentando sua potência na 

concentração maior. 

A fr-clo (figura 5) foi antiproliferativa para todas as linhagens a partir de 25 μg/ml 

com exceção de mama e pulmão. Já C2 (figura 6), foi também resistente para mama mas 

citotóxico para pulmão. 

Os valores de TGI (inibição total do crescimento) para doxorrubicina, EEPV, fr-hex, 

fr-clo e C1 e C2 podem ser vistos na tabela 4. 

Tabela 4. Valores de TGI (μg/ml) para Doxorrubicina, (EEPV), Fração hexânica (fr-

hex), (C1), Fração clorofórmica (fr-clo) e C2 na avaliação de antiproliferativa in vitro. 

 

 

 

 

 

Através dos valores obtidos, pode-se afirmar que a fr-hex obtida do EEPV aumentou 

a atividade específica para algumas linhagens (OVCAR-03, 786-0, HT-29 e NCI-ADR) em 

pelo menos duas vezes. Já o composto C1, oriundo dessa fração, aumentou a atividade 

específica para OVCAR-03, PC-03, HT-29 e NCI-460 e MCF-7. A fr-clo produziu efeito 

semelhante ao EEPV e o composto C2, aumentou a atividade específica para K-562, 

OVCAR-03, HT-29 e NCI-460. 

Linhagens DOX EEPV Fr-hex C1 Fr-clo C2 
K-562 2,4 14,0 17,2 17,1 23 8,7 
OVCAR-03 21,2 23,7 11,0 6,5 23,9 11,0 
786-0 14,4 23,2 11,0 9,2 24,6 23,2 
PC0-3 180 25,5 31,0 6,2 27,1 18,0 
HT-29 >250 52,3 21,2 9,7 46,1 15,6 
NCI-460 15,0 148,2 140,0 13,1 150,2 27,4 
MCF-7 57,0 79,5 51,0 12,5 182,7 198 
NCI-ADR 116,1 42,3 15,3 16,3 29,1 23,3 
UACC-62 2,5 12,3 10,0 10,3 12,8 10,2 
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Figura 7: Curva concentração-resposta do EEG6 sobre as linhagens celulares, 

relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentração do extrato utilizado. 
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Figura 8: Curva concentração-resposta da fração hexânica do EEG6 sobre as 

linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentração 

do extrato utilizado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Curva concentração-resposta do composto C3 da fr-hex sobre as 

linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentração 

do extrato utilizado. 
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O EEG6 demonstrou atividade antiproliferativa para melanoma, ovário resistente, 

ovário e renal na concentração de 25μg/ml. Para 250μg/ml a amostra foi antiproliferativa 

para todas as linhagens com exceção da linhagem de pulmão. A fr-hexG6, nessas duas 

concentrações não apresentou atividade para ovário resistente e mama. Já C3, na última 

concentração, foi citotóxico para todas as linhagens.  

Os valores de TGI para EEG6, fr-hexG6 e C3 estão descritos na tabela 5. De uma 

maneira geral, o fracionamento do extrato bruto EEG6 não forneceu frações ou principios 

ativos com melhor perfil de atividade, quando comparado à própolis vermelha. 
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Tabela 5. Valores de TGI (μg/ml) para Doxorrubicina, (EEG6), Fração hexânica 

(fr-hexG6), Fração clorofórmica (fr-cloG6) e composto isolado C3. 

 

 

 

 

 

FAE „ XáàÜâàâÜtá Öâ�Å|vtá wÉá vÉÅÑÉáàÉá |áÉÄtwÉá 

O processo de fracionamento dos extratos EEPV e EEG6 e isolamento dos compostos 

C1, C2 e C3 foram descritos por Alencar e col., 2007; Oldoni, 2008; Cabral, 2008 e Castro 

2009. As estruturas químicas dos compostos isolados estão representadas nas figuras 10, 11 

e 12. 

OH

OH

O OH

O
R1

R2

O

 

Figura 10 – Estrutura Química do composto C1 identificado como uma benzofenona 

prenilada, isolado da fração hexânica oriunda do EEPV. 

Linhagens DOX EEG6 Fr-hex C3 
K-562 2,4 17,2 19,3 11,3 
OVCAR-03 21,2 11,6 7,6 16,0 
786-0 14,4 8,5 15,7 27,3 
PC0-3 180 23,7 26,2 18,5 
HT-29 >250 28,0 26,8 22.6 
NCI-H460 15,0 138,0 41,3 84,4 
MCF-7 57,0 70,2 179.0 43,7 
NCI-ADR 116,1 15,3 134,0 24,0 
UACC-62 2,5 13,0 13,2 29,5 
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Figura 11 - Estrutura Química do composto C2, identificado como 2 ', 7-dihidroxi- 4 ' 

metoxiisoflavana – vestitol, isolado da fração clorofórmica oriunda do EEPV. 
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Figura 12 - Estrutura Química do composto C3, identificado como hyperibona A, isolado 

da fração hexânica oriunda do EEG6. 
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FAF „ XÇát|Éá |Ç ä|äÉ 

FAFADA@ gxáàx wx gÉå|v|wtwx Tzâwt 

Os extratos etanólicos EEPV e EEG6 foram administrados via intraperitoneal nas 

doses de 100, 300 e 1000 mg/kg. O EEPV demonstrou toxicidade a partir da dose de 

300mg/kg. Os animais nessa dose diminuíram seu comportamento exploratório, 

apresentaram sonolência e morreram após alguns dias e na dose maior (1000mg/kg ), houve 

morte de 50% dos animais no primeiro dia, sendo que todos morreram dias depois. Já para 

o EEG6, a toxicidade ocorreu a partir de 100mg/kg. As doses de 300 e 1000mg/kg , 

provocaram convulsão nos animais, seguido de morte.  

Após quinze dias, a dose letal para 50% dos animais (DL50) foi calculada através de 

regressão linear resultando em 200mg/kg  para EEPV e 90mg/kg  para EEG6. 

FAG @ Tà|ä|wtwx TÇà|àâÅÉÜtÄ\Ç i|äÉ 

FAGAD @ gâÅÉÜ Táv�à|vÉ wx X{ÜÄ|v{  

Esse modelo foi utilizado para avaliar a atividade dos extratos EEPV e EEG6 no 

aumento de sobrevida dos animais tratados com esses extratos. O tempo médio de 

sobrevida (MST) em dias e a porcentagem de aumento de sobrevida (ILS%) foram 

calculados segundo as equações: MST = 1°dia de morte +último dia de morte/2; sendo MSTc 

(controle) e MSTt (tratado); ILS% = ((MSTt-MSTc)/MSTc) x 100 (Plowman e col, 1995). 

Os resultados estão apresentados na tabela 6. 
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Tabela 6. Valores do tempo médio de sobrevida (MST) e a porcentagem de aumento 

de sobrevida (ILS%) da Doxorrubicina, EEPV (200mg/kg ) e EEG6 (90mg/kg ). 

 
 
 
 

Os valores de MST apresentado para o EEPV foi semelhante ao controle 

Doxorrubicina. Os animais tratados com EEG6 foram comprometidos pela alta toxicidade 

desse extrato, uma vez que foram submetidos a tratamentos a cada 3 dias, sendo 

sacrificados junto com o grupo controle, não apresentando portanto sobrevida. 

FAGAE @ gâÅÉÜ f™Ä|wÉ wx X{ÜÄ|v{ ;WÉÜáÉ< 

Esse experimento foi realizado com a finalidade de avaliar a ação sistêmica dos 

extratos brutos: EEPV e EEG6. As amostras foram comparadas estatisticamente através do 

teste de Duncan, sendo comparadas com o controle negativo (solução de NaCl 0.9%). 

Usando o parâmetro peso relativo (p/g) (peso tumor/peso animal), o grupo tratado com 

doxorrubicina, controle positivo, apresentou um p=0,00032±0,0008, enquanto que o grupo 

salina apresentou um p=0,0024±0,003 comprovando a efetividade do teste. Ao comparar as 

amostras de EEPV e EEG6 nas doses de 200 e 90 mg/Kg  foi obtido um p=0±0 e 

p=0,0003±0,0007 respectivamente. Vale ressaltar que 100% dos animais do grupo tratado 

com EEPV não apresentaram crescimento tumoral (figura 13). 

Grupos MST(dias) MST% ILS% 
Salina (NaCl 0,9%) 13 --  
Doxurubicina 39,5 303 203 
EEPV 32 204 146 
EEG6 13 100 0 
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Figura 13: Peso relativo do tumor em relação ao peso corporal nos diferentes grupos. 

* p<0,001, em relação ao grupo salina (NaCl 0,9%). (ANOVA). 

FAGAF @gâÅÉÜ f™Ä|wÉ wx X{ÜÄ|v{ ;ctàt< 

Comprovada a atividade antitumoral em especial do EEPV, um novo ensaio foi 

realizado, agora com 3 doses de EEPV (50, 100 e 200mg/Kg ) e apenas 1 dose para G6 

(50mg/kg ), a fim de comprovar sua atividade, uma vez que sua ação não havia sido 

significativa por apresentar toxicidade. Os resultados foram expressos nas figuras 14 e 15. 
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Figura 14: Gráfico representativo do volume do tumor pelo tempo para diferentes 

tratamentos. * p<0,001, em relação ao grupo salina (NaCl 0,9% ) (ANOVA). 
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Figura 15: Gráfico representativo do peso da pata / tumor em relação ao peso 

corporal nos diferentes tratamentos. * p<0,001, em relação ao grupo salina (NaCl 0,9%) 

(ANOVA). 
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As figuras 14 e 15 comprovam a potente ação antitumoral do EEPV. A figura 14 

representa a variação do volume do tumor durante os dias de experimentação (T3, T6, T9, 

T13 e T16 dias). O acompanhamento do volume tumoral demonstrou que 3 dias após a 

inoculação (T3), houve uma diferença estatística significativa nas doses de 100 e 200mg/kg  

mas não para dose de 50mg/kg , entretanto nas medições T6, T9, T13 e T16, todas as doses 

foram significativamente ativas, apresentando o mesmo perfil da doxorrubicina 

(quimioterápico controle). O EEG6 demonstrou atividade significativa apenas nas duas 

últimas medições, não havendo portanto a necessidade da realização de uma curva dose-

resposta. 

A figura 15 mostra o peso da pata com tumor em relação ao peso corporal retiradas 

no final do experimento após eutanásia dos animais. Os resultados corroboram com os 

dados de volume tumoral (Figura 14), o peso relativo tumoral (peso do tumor/peso animal) 

foi de 28 ± 1,5 para o controle negativo, 11 ± 0,5 para a doxorrubicina, 11,8 ± 0,2 para 

EEPV (200mg/kg ), 14,2 ± 1,2 para EEPV (100mg/kg ), 16 ± 1,8 para EEPV (50mg/kg ), 

em (g)10-3, sendo esses pesos estatisticamente diferentes do controle negativo. Como EEG6 

(50mg/kg ) inibiu o desenvolvimento final do tumor também foi considerado diferente 

estatisticamente, uma vez que o tumor teve um desenvolvimento acentuado nas últimas 

medições para o controle negativo, apresentando um peso relativo de 17 ± 1,08. 
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G @ W|ávâááûÉ 

Atualmente várias propriedades biológicas têm sido atribuídas à própolis e devido a 

isso, este "remédio natural" como citam alguns autores, tem se tornado um ponto particular 

de grande interesse (Castaldo & Capasso, 2002; Khalil, 2006). Estudos científicos 

evidenciam que a própolis possui um grande potencial terapêutico, principalmente, em 

relação às atividades antiinflamatória, antimicrobiana, antineoplásica e antioxidante (Keiko, 

2004; Viuda e col., 2008). Sendo assim, o melhor conhecimento de suas propriedades visa, 

além da pesquisa e desenvolvimento de novas drogas, a agregação de valor econômico à 

própolis bruta, a fim de gerar uma fonte econômica de exploração agrícola e extrativismo 

autosustentável (Menezes, 2005). 

Os ensaios relacionados à atividade antiproliferativa e antitumoral foram iniciados 

com os extratos brutos etanólicos da própolis vermelha (EEPV) e G6 (EEG6). Ambos os 

extratos apresentaram antiproliferativa in vitro com perfil semelhante de ação, sobre as 

células tumorais. Além disto, os valores de TGI (tabelas 4 e 5) indicaram que a linhagem de 

pulmão (NCI-460) apresentou resistência aos dois extratos.  

A atividade e seletividade de uma nova droga são avaliadas através de uma triagem 

que utilizam vários ensaios biológicos in vitro e in vivo, definindo assim seu perfil 

farmacológico. Os testes de atividade antiproliferativa in vitro, os quais direcionam a 

pesquisa para moléculas com tal potencial de ação sobre células neoplásicas em cultura, são 

os mais amplamente utilizados (Holbeck, 2004; Skehan e col., 1990). Esse tipo de análise, 

por ter condições de avaliar grande número de substâncias em pouco tempo, aumenta a 

possibilidade de descoberta de novas drogas anticâncer. Alem disso, é uma técnica 



 

52 
 

relativamente simples, barata, reproduzível e, ainda, providencia um provável mecanismo 

de ação da droga (Suggitt e col., 2005).  

Comprovada a atividade do EEPV e EEG6 in vitro, foi dado início aos ensaios in 

vivo, a fim de se verificar a atividade antitumoral em modelos experimentais com animais 

uma vez que a atividade antiproliferativa sobre células tumorais observada em modelos in 

vitro, nem sempre reproduz a mesma ação in vivo. Nesse modelo, as informações sobre a 

farmacocinética e farmacodinâmica da droga em estudo são obtidas, enquanto em testes in 

vitro isso não é possível. Portanto, o estudo combinado desses dois modelos é muito 

indicado para uma conclusão mais definitiva a respeito da atividade de uma nova 

substância com potencial anticâncer (Smith e col., 2005).  

Antes de iniciar os ensaios in vivo foram calculadas as doses ideais dos EEPV e 

EEG6 através de um teste de toxicidade aguda. Para o EEPV, a dose de 1000mg/kg  causou 

sonolência, diminuição da atividade motora, e resposta a estímulos. Alguns indivíduos 

morreram após 1 hora. A dose de 300mg/kg , inicialmente provocou quadro semelhante 

mas os indivíduos morreram somente após alguns dias. A dose de 100mg/kg  não provocou 

alterações. 

A administração das doses do EEG6 provocou reações diferentes daquelas 

observadas na administração do EEPV. A dose de 1000mg/kg  provocou morte rápida dos 

animais. Essa dose causou agitação nos animais, alteração no comportamento e na 

respiração, tremores seguidos de espasmos musculares e convulsões. Todos os animais 

tratados com essa dose morreram em poucos minutos. Em doses menores foi observado 

quadro semelhante com maior latência.  

O teste de toxicidade aguda revelou diferentes respostas de toxicidade para os dois 

extratos brutos avaliados. Isso mostra que apesar de ser considerado como um "remédio 
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natural", própolis de diferentes origens e regiões devem ser avaliadas quanto à sua 

composição química e atividades biológicas antes da sua comercialização, para não causar 

danos à população usuária.  

Devido à toxicidade encontrada para ambos os extratos, a partir de 300mg/kg  para 

EEPV e 100mg/kg  para EEG6, foram determinadas as doses para uso nos ensaios 

seguintes: 200mg/kg  para EEPV e 90mg/kg  para EEG6 (DL50). 

Os extratos EEPV (200mg/kg ) e EEG6 (90mg/kg ) foram então avaliados quanto a 

atividade antitumoral in vivo nos modelos de tumor ascitico e sólido (dorso e pata) de 

Ehrlich. Inicialmente essa atividade foi avaliada nos modelos de tumor ascitico a fim de 

verificar a ação local de EEPV e EEG6, bem como o aumento de sobrevida dos animais 

tratados com os mesmos. As células de Tumor Ascítico de Ehrlich (TAE), foram 

inoculadas via i.p., em cada animal e os mesmos foram tratados a cada 3 dias durante 60 

dias de experimento. Diariamente, os animais foram avaliados quanto ao estado clínico e 

comportamental recebendo uma pontuação (de 1 a 14). Caso algum animal obtivesse 14 

pontos, o mesmo era eutanasiado por deslocamento cervical segundo protocolos que 

seguem os direitos internacionais dos animais (Ullman-Cullere & Foltz, 1999).  

O tempo médio de sobrevida (MST%) e a porcentagem de aumento de sobrevida 

(ILS%) foram calculados segundo as equações: MST% = 1°dia de morte +último dia de 

morte/2 x 100; sendo MSTc (controle) e MSTt (tratado); ILS% = ((MSTt-MSTc)/MSTc) x 

100. Os animais tratados com EEPV apresentaram um MST% de 204% e um ILS% 146% 

contra um MST% de 303% e um ILS% 203% dos animais tratados com doxorrubicina, 

usado como controle positivo. De acordo com critérios do NCI (National Cancer 

Institute), citado por Orsolic, (2005) e Gupta (2004): MSTt/MSTc% > 125% e ILS > 25% 

é um indicativo de que a substância avaliada possui ação antitumoral significativa.  
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Os animais tratados com EEG6 não apresentaram sobrevida e ainda foram 

comprometidos pela elevada toxicidade dessa amostra (já descrita). Apesar da dose 

administrada, ser inferior àquela considerada tóxica, os animais foram tratados a cada 3 

dias, o que pode ter potencializado essa toxicidade, levando os animais ao sacrifício 

juntamente com o grupo salina (controle) no 16° dia de experimento. 

A implantação do tumor ascítico de Ehrlich induz uma reação inflamatória local, com 

aumento da permeabilidade vascular que resulta na formação do edema, migração celular e 

formação progressiva do líquido ascítico. A formação do fluido ascítico é essencial para o 

crescimento do tumor, afinal seus constituintes servem de fonte nutricional para as células 

tumorais (Fecchio e col., 1990; Nascimento e col., 2006). 

Sendo assim, a atividade antitumoral do EEPV foi confirmada através do aumento na 

sobrevida dos animais tratados; os compostos ativos provavelmente agiram nas células 

tumorais impedindo que os animais desenvolvessem a neoplasia ou uma sobrevida menor 

(Lobo e col., 2000). Além desse efeito citotóxico local sobre as células tumorais, 

semelhante ao encontrado no ensaio in vitro, esse extrato pode ter tido uma ação local 

indireta, relacionada a um efeito antioxidante, descrito por Alencar, (2007) ou mesmo 

através de uma ação antiinflamatória como demonstrado na sequência deste estudo. 

Segundo Alencar e col., (2007) a própolis trata-se de um extrato rico em flavonóides, 

uma classe de compostos antioxidantes potentes, a qual pode ter combatido os efeitos 

provocados pelo desenvolvimento do tumor ou mesmo, ter atuado na prevenção do 

desenvolvimento do mesmo, uma vez que os animais foram tratados 3 dias após o inóculo 

do tumor. A prevenção do desenvolvimento de tumores através do consumo de produtos 

ricos em polifenóis, em especial flavonóides, é um assunto bastante discutido e 

comprovado cientificamente, devido à elevada ação antioxidante desses compostos (Amin, 
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2009; Yang, 2009). Esses compostos atuam de forma a reduzir a ação de radicais livres no 

organismo, liberados intensamente durante o desenvolvimento de tumores (Kohchi, 2009, 

Sforcin, 2007).  

A atividade antioxidante desses compostos é principalmente devida às suas 

propriedades de óxido redução, as quais podem desempenhar um importante papel na 

absorção e neutralização de radicais livres, quelando o oxigênio tripleto e singleto ou 

decompondo peróxidos (Degáspari, 2004). Dessa forma, os flavonóides demonstram grande 

eficiência no combate de vários tipos de moléculas oxidantes, que estão envolvidos em 

danos no DNA e promoção de tumores (Bravo, 1998; Marchand, 2002). Quimicamente 

esses compostos são doadores de elétrons e acabam por reagir, inativar e estabilizar os 

radicais livres envolvidos no processo oxidativo através da hidrogenação ou complexação 

com espécies oxidantes (Birt, 2001). Após esse processo, os radicais livres perdem sua 

reatividade e não são capazes de atacar as diferentes biomoléculas do organismo (HEIM, 

2002). 

Ainda com relação à própolis, alguns estudos indicam que esse produto é capaz de 

aumentar a imunidade, através do aumento na produção de anticorpos e de outras células do 

sistema imune, o que certamente pode prevenir ou mesmo combater o desenvolvimento 

inicial de um câncer (Sforcin, 2007).  

Orsolic e col., (2005), realizaram um estudo semelhante com outras variedades de 

própolis, e verificou a capacidade dessas amostras em prevenir ou bloquear o início do 

desenvolvimento do processo tumoral através de uma ação sobre a proliferação celular. 

Ainda sugeriram que a sobrevida dos animais estivesse relacionada ao aumento da 

imunidade provocado pela ação dos componentes das própolis, os quais, em testes 

específicos, atuaram diretamente na proliferação e ativação de células macrofágicas. 
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O tumor sólido de Ehrlich (dorso) foi utilizado para investigar a ação sistêmica de 

EEPV e EEG6 uma vez que, os princípios ativos devem ser absorvidos e através da 

circulação atingir o local desejado. Os animais foram tratados a cada 3 dias com os extratos 

etanólicos EEPV e EEG6 nas doses de 200 e 90mg/kg  respectivamente, após 5 dias do 

inóculo das células tumorais. Após 15 dias os animais foram eutanasiados, o tumor retirado, 

pesado e medido. Os resultados obtidos mostraram que os animais tratados com EEPV 

tiveram 100% de inibição do crescimento do tumor e não apresentaram sinais de toxicidade 

enquanto que os animais tratados com EEG6 tiveram uma inibição de 87%, mas 

demonstrando o mesmo quadro de toxicidade do ensaio anterior (figura 13).  

Ambas os extratos das própolis foram ainda submetidas a um ensaio da atividade 

antitumoral no modelo de tumor sólido de Ehrlich (pata). Esse ensaio permitiu também 

avaliar a ação sistêmica de substâncias de uma forma mais exata, uma vez que a avaliação 

periódica do volume da pata com o uso do pletismômetro permite um melhor 

acompanhamento do desenvolvimento do tumor e até se necessário o ajuste de doses. Como 

o EEPV foi o extrato que demonstrou melhor atividade anticâncer até o momento, foi 

realizada uma curva dose-resposta iniciando com 50mg/kg , 100mg/kg  e 200mg/kg . Para 

EEG6, foi avaliada apenas uma dose, agora de 50mg/kg , devido a sua toxicidade, a fim de 

verificar a atividade até então acompanhada de elevada toxicidade. 

Os resultados mostraram novamente a potente ação antitumoral do EEPV. Como 

mostrado nas figuras 14 e 15, o EEPV inibiu desde o início o desenvolvimento do tumor 

sendo diferente significativamente do grupo controle negativo (salina), mas não do grupo 

controle positivo (doxorrubicina). O EEG6 demonstrou atividade significativa apenas nas 

duas últimas medições, o que não estimulou a realização de uma curva dose-resposta para o 



 

57 
 

mesmo. Esses resultados também foram confirmados com de peso relativo do tumor (peso 

do tumor/peso animal), retirados no fim do experimento após sacrifício dos animais.  

O inóculo de células tumorais na pata do animal gera uma ação inflamatória inicial no 

local seguida do desenvolvimento do tumor através da divisão celular das células tumorais. 

A ação inicial do EEPV pode estar novamente relacionada a uma ação antiinflamatória que 

será discutida posteriormente, além é claro de uma ação citotóxica sistêmica. (Matsuno, 

1995 e Hayashi, e col., 2000, Nonato, e col. 2009). O papel da PGE2 (mediador 

inflamatório) no tumor de Ehrlich foi descrito por Parhar & Lala (1988). Estes autores 

demonstraram que o tumor de Ehrlich na forma sólida induz produção de PGE2 pelos 

macrófagos do baço, e discutiram que essa protaglandina poderia atuar na inativação de 

células NK, linfócitos T e linfócitos B favorecendo o crescimento tumoral. 

A atividade antiproliferativa in vitro dos EEPV e EEG6 comprovada pela atividade 

antitumoral in vivo, incentivou futuros ensaios com as frações e compostos isolados. 

Como dito anteriormente, tanto os extratos quanto frações e compostos isolados 

foram cedidos através de colaborações externas, como parte do projeto multidisciplinar. O 

fracionamento do EEPV resultou em duas frações iniciais fração hexânica fr-hex e fr-clo 

sendo isolados das mesmas, dois compostos: C1 e C2. Frações e compostos isolados foram 

avaliados nas nove linhagens tumorais já descritas.  

Os valores de TGI (tabela 4) apresentados mostram que o processo de fracionamento 

foi bem direcionado uma vez que, o isolamento dos compostos aumentou o potencial de 

atividade antiproliferativa para ambas as frações. A fr-hex foi um pouco mais potente que a 

fr-clo apresentando valores de TGI menores para a grande maioria das linhagens.  

Essa diferença na atividade das frações pode estar ligada à composição química das 

mesmas. Segundo Alencar e col.,(2007), em ambas as frações, foram identificados a 
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presença de compostos fenólicos principalmente da classe dos flavonóides, sendo em maior 

quantidade na fr-hex, o que pode estar relacionado a uma ação antiproliferativa mais 

significativa. 

Muitos flavonóides já foram isolados tendo sua ação antiproliferativa e anticâncer 

comprovadas. As catequinas por exemplo ajudam na prevenção de enfermidades como 

câncer, pela conversão dos compostos gerados pelos radicais livres em compostos inativos 

de baixa energia. A epigalocatequina galato previne a promoção do câncer de pele foto 

induzido. O resveratrol, um flavonóide presente em altas concentrações no vinho tinto, 

amendoim e casca de uva previne o câncer por inibir o crescimento tumoral, a angiogênese 

tumoral e a invasão celular (Brownson, 2002). 

Os compostos isolados C1 e C2 foram avaliados também quanto à ação 

antiproliferativa sobre as linhagens tumorais mantendo o mesmo perfil de atividade que as 

respectivas frações hexânica e clorofórmica. O composto C1 apresentou atividade 

antiproliferativa e valores inferiores de TGI para todas as linhagens enquanto que C2, 

também citotóxico, apresentou um valor de TGI elevado para linhagem de mama (MCF-7), 

indicando ser mais resistente ao composto. 

Segundo Oldoni, (2007), ambos os compostos apresentaram atividade antioxidante 

sendo que C1 foi mais potente. Já nos ensaios de atividade antimicrobiana C2 mostrou uma 

maior ação (Cabral, 2008).  

Através de técnicas específicas de identificação química foi possível verificar que o 

C1 apresenta características de Benzofenonas Preniladas (Xantonas) (Oldoni, 2007; 

Cabral, 2008). As Xantonas são compostos de síntese mista, derivados da via do ácido 

chiquímico-acetato, apresentando a benzofenona como um dos intermediários de sua 

síntese. São responsáveis por várias atividades farmacológicas dentre elas atividade 
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antiproliferativa, antitumoral e antiinflamatória (Kupchan e col., 1980; Lawrence e col., 

2005; Venu, 2007; Pouli, 2009).  

Na literatura encontram-se muitas informações sobre um composto isolado chamado 

Garcinol. Esse composto foi isolado da casca de uma fruta da espécie Garcinia indica e 

trata-se de uma benzofenona poliisoprenilada cuja estrutura química é muito semelhante à 

estrutura do composto isolado C1. Em estudos in vitro o Garcinol demonstrou atividade 

antiproliferativa sobre linhagens celulares de leucemia humana HL-60, e ainda foi capaz de 

induzir o processo de apoptose a partir da ativação de caspase-3 seguido de fragmentação 

do DNA, um mecanismo considerado importante na ação contra células tumorais 

(Matsumoto, e col., 2003). Sendo assim, devido à semelhança entre as estruturas química 

desses compostos pode-se sugerir que a ação de C1 esteja ligada ao processo apoptótico. 

O composto C2 já foi identificado como Vestitol, uma isoflavana. As isoflavanas 

também chamadas de isoflavonóides, em alguns estudos realizados, demonstraram 

mecanismos gerais de ação dentre eles, efeitos estrogênicos e anti-estrogênicos, regulação 

do ciclo celular, ação antitumoral (Li e col., 2008; Awale, 2008) efeitos antioxidantes e 

antimicrobianos (Trusheva e col., 2006;). Em estudos com humanos, animais e sistemas de 

cultura de célula as isoflavonas genisteína e daidzeína, desempenharam papel importante na 

prevenção de doenças como osteoporose, do coração, câncer e diabetes (Esteves & 

Monteiro, 2001; Li, 2008). 

Como descrito anteriormente, a única linhagem celular resistente a ação do C2 

(vestitol) foi a linhagem de mama, MCF-7. Essa linhagem é estrogênio-dependente e sua 

resistência ao C2 pode estar relacionada à atividade controversa das isoflavonas. 

Alguns autores mostraram que a genisteína, uma isoflavona, seria um preventivo para 

o desenvolvimento do câncer de mama por apresentar propriedades antiproliferativas (Fritz 
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e col., 1998), ao passo que outros mostraram que este fitohormônio estimularia o 

crescimento de tumores estrogênio-dependentes (Hsieh, 1998).  

A avaliação específica dessa atividade, sobre os mecanismos estrogênicos e anti-

estrogênicos bem como a relação com a atividade antiproliferativa e antitumoral poderá 

servir de fonte para novos trabalhos que complementem a potente ação farmacológica da 

própolis vermelha. 

A presença desses compostos no EEPV enriquece, complementa e justifica sua ação 

anticâncer in vitro e in vivo, o que torna esse produto interessante do ponto de vista 

farmacológico, merecedor de futuros estudos complementares, que possam contribuir para 

seu uso terapêutico. 

O EEG6 foi fracionado resultando na fração hexânica (fr-hex) de onde um composto 

(C3) foi isolado. A fração e composto foram testados nas mesmas culturas celulares. De 

uma forma geral, os valores de TGI do EEG6, fr-hex e C3 (tabela 5) mostram uma 

manutenção da atividade antiproliferativa com resistência de duas linhagens: NCI-460 e 

MCF-7. 

O composto C3 foi identificado como uma benzofenona prenilada: Hiperibona A, 

que apresentou também atividade contra células tumorais HeLa e intensa atividade 

antimicrobiana contra Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Streptococcus oralis, 

Staphylococcus aureus, e Actinomyces naeslundii (Castro e col., 2009). 

Ao comparar as atividades antiproliferativa e antitumoral dos EEPV e EEG6, tanto in 

vitro, através dos valores de TGI, quanto in vivo demonstrados nos ensaios de tumor de 

Ehrlich, o destaque foi dado para EEPV, uma vez que EEG6 foi muito tóxico para os 

animais. Esse estudo, com ambos os extratos, proporcionou a comparação dessas duas 

variedades com relação a essa atividade farmacológica bem como um alerta para o uso 
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indevido desses produtos que mais uma vez, dado o não conhecimento da composição 

química, podem causar danos à população usuária.  

O interesse pela pesquisa de novos compostos anticâncer tem recebido grande 

atenção nos últimos anos visto que, ainda não existem drogas realmente efetivas contra essa 

doença. Um dos grandes alvos de estudo tem sido o isolamento de compostos de origem 

natural os quais vêm demonstrando potente atividade antiproliferativa e antitumoral (Cai, 

2004; Amin, 2009) como demonstrado aqui. Por esse motivo o melhor conhecimento das 

propriedades desses produtos, dentre eles a própolis, poderá direcionar a pesquisa para o 

desenvolvimento de novas drogas mais eficazes, menos tóxicas e mais seletivas, além da 

agregação de valor econômico à própolis bruta (Menezes, 2005). 
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A inflamação pode ser definida como sendo uma resposta local do tecido agredido, 

caracterizada por alterações do sistema vascular, dos componentes líquidos e celulares, bem 

como por adaptações do tecido conjuntivo vizinho. Todas essas alterações dos componentes 

teciduais são resultantes de modificações que ocorrem nas células agredidas, que passam a 

adquirir comportamentos diferentes tais como: locomoção, alterações de forma e liberação 

de enzimas e de substâncias farmacológicas que visam destruir, diluir ou isolar o agente 

lesivo, sendo, portanto, uma reação de defesa e de reparação do dano tecidual (Siqueira & 

Dantas, 2000; Barbosa-Filho, 2006). 

A resposta ao processo inflamatório geralmente é acompanhada de sinais e sintomas 

clínicos como calor, rubor, edema e dor. O calor e o rubor estão relacionados com o 

aumento do fluxo sanguíneo local, o edema com o aumento da permeabilidade vascular e 

infiltração celular e a dor é induzida pela liberação de diversos mediadores químicos no 

local da inflamação (Santos, 2003; Silva, 2006; Aller, 2006).  

Para tornar-se um agente inflamatório, ou seja, um estímulo que desencadeie 

fenômenos de transformação nos tecidos, a atividade tem que ser suficientemente intensa 

para provocar tais reações e ultrapassar as barreiras de defesa externas. Os agentes capazes 

de desencadear uma resposta inflamatória podem ser de natureza química, física 

(temperatura e radiação), e biológica (microorganismos), sendo que cada um desses tipos 
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provoca uma reação inflamatória particular que pode levar a danos nos tecidos envolvidos 

(Habasy, 2005). 

A inflamação é mediada por diferentes mecanismos e pode ser dividida em reações 

inatas (pré-inflamatórias) e reações imunologicamente específicas. As reações inatas 

podem ser divididas em eventos vasculares (vasodilatação, hiperemia, aumento da 

permeabilidade vascular e marginação de neutrófilos) e em eventos celulares. Durante os 

eventos vasculares são gerados mediadores químicos (bradicinina (BK), histamina e fator 

de ativação plaquetária (PAF), o sistema complemento, fibrinolítico e de coagulação e 

prostaglandinas) pelas células, sendo que esses mediadores regulam os eventos vasculares e 

celulares (Rang, 2004).  

Os fenômenos celulares da inflamação envolvem o acionamento das capacidades 

celulares de movimentação, adesão e englobamento de partículas. Dentre as células 

envolvidas nesse processo estão células endoteliais vasculares, mastócitos, macrófagos e 

plaquetas. O principal fenômeno a saída de leucócitos da luz vascular e sua migração para o 

local agredido (Rang, 2004). 

A resposta inflamatória aguda faz parte de uma imunidade inata induzida, de caráter 

inespecífico, não distinguindo então o agente agressor, tampouco o que é próprio ou não do 

organismo típica ou relativamente, possui curta duração (horas a dias). As principais 

características da inflamação aguda são a exsudação de fluido e proteinas plasmáticas 

(edema) e a migração de leucócitos, predominantemente de neutrófilos (Siqueira e Dantas, 

2000; Laskin e Laskin, 2001; Kumar e col., 2005).  

Já a resposta imunológica adaptativa, se desenvolve quando os patógenos 

superam os elementos inatos de defesa. Apresenta alta especificidade e a capacidade de 

aumentar a atividade de defesa após sucessivas exposições a esse patógeno. A resposta 
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defensiva do hospedeiro vai se tornando cada vez mais eficaz, como também mais 

específica ao patógeno invasor: os linfócitos B, células-chave para produção de anticorpos, 

os linfócitos T são importantes na indução dessa resposta imunológica e responsáveis pelas 

reações imunológicas mediadas por células. Essas células migram ao lugar da injúria e 

iniciam a resposta inflamatória, que quando adequadamente orquestrada, levam a 

destruição do patógeno e reparo tecidual, mas quando não, a resposta inflamatória torna-se 

crônica (Laskin, 2001, Rang 2004).  

A inflamação crônica esta associada com a presença de linfócitos e macrófagos, 

proliferação de vasos sanguíneos, necrose tissular, e fibrose. A inflamação termina quando 

o estimulo é eliminado e os mediadores secretados são destruídos ou dispersos. Existem 

também mecanismos antiinflamatórios ativos que modulam a resposta e evitam que ela seja 

exacerbada (Kumar e col., 2005). 
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A histamina é uma amina básica armazenada em grânulos no interior de mastócitos e 

basófilos, sendo liberada por exocitose durante as reações inflamatórias ou alérgicas mais 

especificamente, em resposta a uma elevação do teor de Ca+ citosólico. A histamina exerce 

sua ação através de um efeito sobre receptores histamínicos específicos (H1, H2 e H3) nas 

células alvo tendo como principais ações nos seres humanos: estimulação da secreção 

gástrica (H2); contração da maioria dos músculos lisos (H1); estimulação cardíaca (H2); 

vasodilatação e aumento da permeabilidade vascular e formação de edema (H1) (Rang, 

2004).  
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O principal papel fisiopatológico da histamina endógena consiste em atuar como 

mediador de alguns tipos de vômitos, através de uma ação no SNC e como estimulante da 

secreção gástrica, através de uma ação sobre os receptores H2. Além disso, desempenha 

uma função fisiológica como inibidor de neurotransmissores, particularmente no SNC e 

trato gastrointestinal. (Rang, 2004, Kumar e col., 2005; Schubert, 2008; Alvarez, 2009). 

DADAE @ X|vÉátÇ™|wxá 

Os Eicosanóides são produzidos a partir de fosfolipídeos e estão no controle de 

muitos processos fisiológicos incluindo-se entre os mediadores e moduladores mais 

importantes da resposta inflamatória (O'Donnell e col., 2009). São derivados do ácido 

araquidônico (AA), que é um ácido graxo poliinsaturado de 20 carbonos, originado da dieta 

ou da conversão do ácido linoléico (ácido graxo essencial). O AA é liberado dos 

fosfolipídios de membrana pela enzima fosfolipase A2 (PLA2), após estímulos mecânicos, 

físicos ou químicos. Existem duas formas de PLA2, uma encontrada intracelularmente e 

outra presente nos líquidos extracelulares. É principalmente a forma intracelular que age 

não apenas no AA, mas também à lisogliceril-fosforilcolina (liso-PAF), que é o precursor 

de outro mediador da inflamação – o fator de ativação de plaquetas (PAF). Uma vez 

liberado, o AA é metabolizado por diversas vias – da enzima ciclooxigenase (COX) 

também chamada de PGH sintetase, que dá origem às prostaglandinas e tromboxanos; e 

por várias lipoxigenases, que originam os leucotrienos e lipoxinas (Alwani e col., 2006; 

Kumar e col., 2005; Wagner & Roth, 2000; O'Donnell e col., 2009). 

As ciclooxigenases apresentam duas isoformas a COX-1 e COX-2. A primeira é 

uma enzima constitutiva expressa na maioria dos tecidos e desempenha um papel de 

manutenção no corpo relacionado com a homeostasia tecidual e integridade da mucosa 
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gastrointestinal. A segunda é induzida nas células inflamatórias quando estas são ativadas 

além de ser responsável pela produção dos mediadores prostanóides da inflamação (Burian 

& Geisslinger, 2005; Pacher e col., 2007; Vanegas & Schaible, 2001). Existem evidências 

de que a COX-2 esteja envolvida nos desenvolvimento de neoplasias, visto que ocorre um 

aumento na expressão dessa enzima em tumores como câncer de mama e cólon (Rang, 

2004; Pereira, 2009).  

A atividade da enzima ciclooxigenase, como dito anteriormente, dá origem às 

prostaglandinas (PG) no endotélio vascular e macrófagos e tromboxanos (TX) nas 

plaquetas. As prostaglandinas PGI2 e PGE2 são potentes vasodilatores que também 

potencializam o aumento da permeabilidade vascular e inibição da agregação plaquetária, o 

que resulta na formação de edema que comprime fibras nervosas, potencializando a 

atividade álgica da bradicinina; estimulam a produção de esteróides na adrenal, liberando 

corticóides que participam do processo inflamatório. Ainda possuem ação citoprotetora 

gástrica, reduzindo a secreção ácida, aumentando a secreção de muco e bicarbonato e 

produzindo vasodilatação na mucosa gástrica respectivamente (Norel, 2007). O 

tromboxano A2 (TXA2), tem como principal efeito a agregação plaquetária e vasoconstrição 

(Smyth, 2008). 

A outra via de metabolização do AA se dá pela ação das enzimas lipoxigenases 

responsáveis pela biossíntese dos leucotrienos e lipoxinas. Os leucotrienos são derivados 

lipídicos formados pela oxidação do AA no Carbono 5, por intermédio da enzima 5-

lipoxigenase, levando a formação do eicosanóide 5-hidroxiperoxieicosatetraenóicos (5-

HpETE), que é por fim metabolizado em leucotrienos. O LTA4 é transformado em LTB4 

através da LTA4  hidrolase que catalisa a adição de água no LTA4 . O LTB4 é precursor de 

uma importante classe de leucotrienos contendo cisteinil: LTC4, LTD4 e LTE4 (cisteinil-
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leucotrienos). Estes cisteinil leucotrienos conhecidos como “substância de reação lenta da 

anafilaxia” (SRS-A), que gerada no pulmão, está envolvido na asma e outras reações de 

hipersensibilidade imediata, sendo liberada por mastócitos, basófilos e macrófagos, causam 

vasoconstrição, broncoespasmo e aumento da permeabilidade vascular. A inibição da 

enzima COX por AINE pode aumentar a quantidade de AA disponível para ser 

metabolizado pela lipoxigenase, com conseqüente aumento da síntese de LTs (Hevko e 

Murphy., 2001; Oketani e col., 2001; Peters, 2008). 

As lipoxinas são produtos da 15-lipoxigenase que atuam sobre receptores 

específicos em leucócitos polimorfonucleares opondo-se a ação do LTB4 (Rang, 2004; 

Boyce, 2008). 

DAE @cÜ|Çv|Ñt|á TzxÇàxá TÇà||ÇyÄtÅtà™Ü|Éá 

Os principais agentes antiinflamatórios são representados pelos glicocorticóides e 

pelos agentes antiinflamatórios não- esteroidais (AINEs). Os glicocorticóides atuam 

como imunossupressores reduzindo a inflamação aguda (redução do influxo e atividade dos 

leucócitos), crônica (diminuição da atividade das células mononucleares, proliferação 

diminuída dos vasos sanguíneos e menos fibrose além da diminuição da expansão clonal 

dos linfócitos T e B. Essas ações poderosas apresentam o risco de suprimir as respostas 

protetoras necessárias à infecção e reduzir os processos essenciais de cicatrização (Rang, 

2004).  

Os agentes antiinflamatórios não-esteroidais (AINEs) possuem tanto ação 

amtiinflamatória (redução de edema a partir da redução de prostaglandinas vasodilatadoras) 

ação analgésica e antipirética. Entretanto, os AINEs são também conhecidos por seus 

efeitos adversos que incluem danos ao trato gastrointestinal e à circulação renal. A inibição 
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da COX-1 causada por estes fármacos bloqueia síntese das prostaglandinas (PGE2 e PGI2) 

responsáveis por controlar a secreção ácida gástrica e secreção de muco e bicarbonato 

(Lima e col., 2006). Além disso, a diminuição na produção de prostaglandinas aumenta a 

adesão de neutrófilos ao endotélio vascular devido ao aumento na síntese de leucotrienos, 

promovendo obstrução do fluxo sanguíneo. No estômago torna a mucosa susceptível ao 

ataque de radicais livres gerados por neutrófilos ativados (Hawkins e col., 2000; Whelton e 

col., 2001). 

Alguns AINEs causam ainda danos à mucosa gástrica através de um efeito local. 

Drogas ácidas como a aspirina tornam-se lipossolúveis em baixo pH. Administradas 

oralmente podem atravessar a barreira lipídica de células da mucosa gástrica. No pH 

intracelular perdem a lipossolubilidade e ficam retidas, desorganizando a função celular 

provavelmente por inibir a fosforilação oxidativa mitocondrial. As células tornam-se então 

sensíveis ao ataque ácido (Hawkins e col., 2000). 

Nos últimos anos, várias pesquisas estão direcionadas para o desenvolvimento de 

uma nova categoria de medicamentos - os inibidores seletivos da COX-2, que possam 

diminuir os efeitos colaterais que limitam o uso de AINEs convencionais. Dois novos 

medicamentos o celecoxib e o rofecoxib inibem preferencialmente a COX-2 demonstrando 

eficácia analgésica além de causar menores danos à mucosa gástrica. (Rang, 2004).  

DAF @ cÜÉwâàÉá Wx bÜ|zxÅ atàâÜtÄ x Tà|ä|wtwx TÇà||ÇyÄtÅtà™Ü|t 

Produtos naturais, incluindo os derivados de plantas superiores têm dado, nos 

últimos anos, grande contribuição para o desenvolvimento de terapias farmacológicas 

modernas. A maioria dos metabólitos secundários derivados de plantas são conhecidos por 

interferir direta ou indiretamente, com moléculas ou mecanismos como mediadores 
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inflamatórios, exemplos são os metabólitos do AA e as citocinas; produção e/ou ação de 

segundos mensageiros, como AMPc, GMPc, proteínas quinases e cálcio; expressão de 

fatores de transcrição como o NF-kB, e de proto-oncogenes, c-jun e c-fos; e intervenção na 

expressão de moléculas pró-inflamatórias como a iNO, COX-2, IL-1, TNF, neuropeptídeos 

e proteases (Calixto e col., 2003). 

O primeiro, e um dos maiores exemplos do desenvolvimento de fármacos a partir de 

remédios vegetais é o ácido salicílico, obtido das cascas de espécies de salgueiro (Salix 

spp). As propriedades analgésicas e antipiréticas destas cascas são conhecidas de antigas 

civilizações, como o antigo Egito, Grécia, Índia e Roma. O primeiro relato do seu uso é 

encontrado no papiro de Ebers, uma reunião egípcia de dados medicamentosos, datado de 

mais de 3500 anos. A oxidação da salicina, um constituinte da casca do salgueiro, origina o 

ácido salicílico, que teve seu uso limitado por causar intensa irritação gástrica. Mais tarde, a 

acetilação da molécula deu origem ao ácido acetilsalicílico, um dos fármacos de maior 

sucesso da história (Roberts & Morrow, 2003; Setty & Sigal, 2005).  

Alguns produtos naturais vêm sendo estudados com o objetivo de descobrir 

compostos com ação antiinflamatória com menores efeitos colaterais. Alem de plantas, 

outros produtos de origem natural, como diferentes variedades de própolis, vêm sendo 

avaliadas tendo sua ação antiinflamatória comprovada. 

Em trabalhos realizados com camundongos e coelhos constatou-se uma atividade 

antiinflamatória de soluções hidroalcoólicas da própolis, tanto em aplicações tópicas, bem 

como através de injeções ou mesmo via oral (Park e col., 1996; (Ledon e col. 1997; 

Menezes e col. 1999; Ozturk e col. 2000). Esta propriedade deve-se à presença na própolis 

de compostos tais como o ácido cafeico, a quercetina, a narigenina e o éster fenetílico do 

ácido cafeico (CAPE). A atividade antiinflamatória seria resultante da supressão da síntese 
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de prostaglandinas e de leucotrienos pelos macrófagos. A participação do CAPE isolado da 

própolis, na inibição da síntese de prostaglandinas foi também constatada por Borrelli e col. 

(2002). 

A atividade antiinflamatória das variedades estudadas nesse trabalho: Própolis do 

Grupo 6 (EEG6) e Vermelha (EEPV) foram avaliadas em dois modelos de inflamação: 

edema de orelha induzido por óleo de cróton (tópico) e edema de pata induzido por 

carragenina. 
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E „ `tàxÜ|tÄ x `°àÉwÉá 

EAD @ XwxÅt wx bÜxÄ{t \Çwâé|wÉ ÑÉÜ łÄxÉ wx VÜ™àÉÇ;T†ûÉ g™Ñ|vt< 

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) Swiss machos, pesando entre 25-35g, 

separados em 4 grupos (n=8), sendo 2 grupos de tratamento. Em cada um desses grupos foi 

aplicado topicamente, na orelha esquerda, 20μl dos extratos própolis nas doses: EEPV 

(200mg/ml) e EEG6 (90mg/ml) diluídos em acetona. Para os outros dois grupos foi 

aplicado também na orelha esquerda, em um deles, acetona e em outro dexametasona 

(4mg/ml), utilizada como controle positivo. Após 60 minutos dos tratamentos, foram 

aplicados 20μl de uma solução de óleo de cróton a 5 % em acetona P.A. na superfície 

interna da orelha esquerda. Na orelha direita foi aplicado volume equivalente do solvente. 

Após quatro horas, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e porções 

padronizadas (6mm diâmetro) das duas orelhas foram retiradas. Cada uma delas foi pesada 

separadamente e a diferença de peso foi considerada como o edema produzido pelo óleo de 

cróton (Tubaro e col., 1985 e Shiantarelli, 1982).  

EAE @ XwxÅt wx Ñtàt |Çwâé|wÉ ÑÉÜ vtÜÜtzxÇ|Çt ;T†ûÉ f|áà£Å|vt< 

Para a realização deste experimento foram utilizados 8 grupos (n=5) (Rattus 

norvegicus) Wistar machos (100-150g, em jejum de 12h) por grupo/tratamento. 

Inicialmente, foi medido o volume das patas esquerdas traseiras de cada animal, em um 

hidropletismômetro, sendo registrado como leitura basal. As patas foram submergidas, até o 

maléolo lateral, em um recipiente contendo uma solução de NaCl 0,9%. Este dispositivo foi 

conectado por um sistema de vasos comunicantes a um outro, menor, contendo um 
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transdutor de volume ligado a um multímetro digital. Após leitura basal, os grupos foram 

tratados via ip, solução de NaCl 0,9% (10ml/kg ), EEPV (200, 100 e 50mg/kg ); e EEG6 

(90, 60 e 30mg/kg ) e indometacina (10mg/kg ), utilizada como controle positivo. Após 60 

minutos, os animais foram submetidos a uma injeção sub-plantar de 0,1ml de carragenina 

1% em solução fisiológica na pata traseira esquerda.  

Após a injeção do agente edematogênico e em intervalos pré-estabelecidos (a cada 1 

hora), o volume da pata foi aferido novamente. As variações de volume, mediante a 

imersão das patas no recipiente maior, foram numericamente registrados no multímetro 

digital a cada 1 hora, totalizando 5 medições, após as injeções de carragenina (agente 

flogístico) (Winter e col., 1962). 

As respostas edematogênicas foram expressas como aumento de volume da pata (ml), 

calculado por subtração do volume basal. Os resultados foram apresentados como média ± 

erro padrão da média, para cada grupo de tratamento ou expressos como porcentagem de 

variação (aumento ou inibição) do volume total de edema em comparação com o grupo 

controle. 
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FA@ exáâÄàtwÉá 

FAD @ XwxÅt wx bÜxÄ{t \Çwâé|wÉ ÑÉÜ łÄxÉ wx VÜ™àÉÇ  

Os EEPV e EEG6 foram capazes de reduzir o edema de orelha induzido por óleo de 

cróton sendo esta atividade significativa para a EEPV. A dexametasona, usada como 

controle positivo na dose de 4 mg/ml e administrada pela mesma via, reduziu o edema em 

79%. O EEPV (200mg/ml) reduziu o edema em 54,5% e o EEG6 (90mg/ml) em 10,5%, 

após 4 horas da administração do agente flogístico. Os resultados estão demonstrados na 

figura 16. 
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Figura 16: Efeito da administração tópica de dexametasona e dos EEPV e EEG6 no 

modelo de edema de orelha induzido por óleo de cróton em camundongos. * p<0,001, em 

relação ao grupo salina (NaCl 0,9%). (ANOVA). 
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FAE @ XwxÅt wx ctàt \Çwâé|wÉ ÑÉÜ VtÜÜtzxÇ|Çt 

Nos animais controles tratados com salina (10 ml/kg , p.o.), a injeção subplantar de 

carragenina induziu a formação de um edema progressivo que atingiu o pico máximo após 

4 horas da aplicação do agente flogístico. O tratamento prévio com o EEPV (200mg/kg , 

p.o.) reduziu o edema em 48, 55, 50 e 55% após 2, 3, 4 e 5 hs da injeção subplantar de 

carragenina. A administração prévia das doses menores do EEPV (100 e 50mg/kg ) bem 

como do todas as doses do EBG6 não alteraram o edema de pata induzido pela carragenina. 

A indometacina (10mg/kg , v.o.), controle positivo do teste, apresentou um pico de inibição 

significativa do edema apenas a partir da quarta hora da injeção do agente flogístico (48 e 

60%). Os resultados estão demonstrados na figura 17. 
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Figura 17: Efeito da administração sistêmica de indometacina, EEPV (50, 100, 

200mg/kg ) e EEG6 (30, 60, 90 mg/kg ) no modelo de edema de pata induzido por 

carragenina. * p<0,001, em relação ao grupo salina (NaCl 0,9%) (ANOVA). 
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G @ W|ávâááûÉ 

Algumas própolis estudadas por diversos autores vêm demonstrando uma potente 

ação antiinflamatória. Segundo Volpert & Elstner (1996) os extratos de própolis podem 

atuar como antiinflamatórios especialmente por serem carreadores de radicais livres, tal 

como o superóxido produzido pela NADPH oxidase dos neutrófilos ativados, evitando 

ruptura abrupta e inundação do tecido afetado com espécies reativas (Korkina, 2007).  

Outros estudos revelaram ação especifica de compostos isolados desses produtos, 

como o Artepilina C, na diminuição da síntese de histamina, prostaglandina e óxido nítrico, 

substâncias estas relacionadas ao processo inflamatório (Paulino e col., 2008; Nagaoka e 

col., 2003). A atividade antiinflamatória também foi comprovada por outro composto 

bastante citado na literatura, o éster fenetílico do ácido cafeico (CAPE), que foi capaz de 

inibir a expressão do fator de necrose tumoral (TNF), a produção de interleucinas além de 

inibir a expressão do fator nuclear NF-kappaB (Song, 2008). O TNF- α é um potente 

ativador de neutrófilos e fagócitos mononucleares; serve como fator de crescimento para 

fibroblastos e angiogênese (Sherwood & Toliverkinsky, 2004); aumenta a permeabilidade 

vascular; promove a liberação do fator nuclear-kB (NF-kB) no citosol, ao estimular a 

degradação da subunidade inibitória IkB. O NF-kB regula a síntese de muitas proteínas que 

funcionam em vias inflamatórias, incluindo IL, INF-β, TNF-α e ciclooxigenases (COX) 

(Alwani e col., 2006; Burian & Geisslinger, 2005; Kumar et el., 2005; Witkamp & 

Monshouwer, 2000). 

A formação de edema está entre os sinais iniciais da inflamação. O edema é causado 

pelo fluxo transvascular de flúido rico em proteínas do compartimento intravascular para 
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dentro do interstício, como resultado da ação da liberação de mediadores químicos como 

histamina, bradicinina, óxido nítrico, citocinas, prostaglandinas dentre outros. Estes fatores 

alteram de forma marcante as funções de barreira dos pequenos vasos e aumentam a 

permeabilidade de capilares e vênulas a água e proteínas (Sherwood & Toliver-Kinsky, 

2004). 

Para avaliar a atividade antiedematogênica dos extratos brutos das própolis EEPV e 

EEG6, foi utilizado o modelo de Edema De Orelha Induzido Por Óleo De Cróton. O óleo 

de cróton induz uma dermatite sensível à ação de antiinflamatórios de uso tópico, mas 

responde também à administração sistêmica de antiinflamatórios esteroidais. (Tubaro, 

1985; Segura, 1998). 

Outro ensaio utilizado para a avaliação da atividade antiedematogênica foi o Edema 

De Pata Induzido Por Carragenina. A carragenina é um polissacarídeo sulfatado, derivado 

de algas marinhas usada como estímulo inflamatório, para induzir artrites em modelos 

animais com roedores (Winter e col., 1962).  

Inicialmente, a atividade antiedematogênica dos extratos EEPV e EEG6 foi avaliada 

no modelo de edema de orelha induzido por óleo de cróton via tópica. Os resultados 

revelaram uma ação positiva para EEPV, ocorrendo uma redução do edema em 54,5%. O 

EEG6 não reduziu significativamente o edema (figura 16).  

Esta ação local pode ser proveniente do seqüestro de radicais livres pelos compostos 

presentes em EEPV, gerados por neutrófilos (primeiras células a serem ativadas pela 

invasão de patógenos, sendo os primeiros a penetrarem na área inflamatória), acionados 

pela ação inflamatória do óleo de cróton e que resultaria em uma atividade antiinflamatória 

final (Moreno e col., 2000). Como demonstrado anteriormente, essa própolis possui 
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excelente atividade antioxidante (Alencar e col., 2007; Oldoni 2007), que poderia ser 

responsável pela atividade em questão.  

Esse extrato pode ter apresentado também uma resposta antiiinflamatória, semelhante 

ao mecanismo de ação da dexametasona, utilizada como controle positivo. A dexametasona 

é um glicocorticóide, que após aplicação tópica apresenta efeito antiflogístico, antialérgico, 

antipruriginoso, antiproliferativo e antiedematoso. A administração tópica deste fármaco 

pode evitar ou suprimir a inflamação em resposta a múltiplos eventos mecânicos, químicos, 

infecciosos e imunológicos. Os glicocorticóides atuam na redução da liberação de fatores 

vasoativos (formação do edema) e quimiotáxicos (migração de células do processo 

inflamatório) e redução do extravasamento de leocócitos nas áreas de lesão (Chrousos, 

1995). 

Para comprovação de uma ação antiinflamatória sistêmica, foi realizado então um 

novo ensaio utilizando o modelo de edema de pata induzido por carragenina. Para esse 

modelo os mesmos extratos foram avaliados agora em 3 doses: 50, 100 e 200 mg/kg  para 

EEPV e 30, 60 e 90 mg/kg  para EEG6. O tratamento prévio com o EEPV (200mg/kg ) 

reduziu o edema em 48, 55, 50 e 55% após 2, 3, 4 e 5 hs da injeção subplantar de 

carragenina, respectivamente, enquanto que o controle positivo indometacina (10 mg/kg ), 

apresentou um pico de inibição significativa do edema apenas a partir da quarta hora da 

injeção do agente flogístico (48 e 60%).  

O EEG6 não foi ativo neste modelo corroborando com o ensaio anterior (figura 17).  

A injeção subplantar de carragenina na pata traseira dos animais causa um edema 

constituído por uma fase inicial rápida e por uma fase tardia mais sustentada. A primeira 

fase é mediada pela liberação de histamina, serotonina e cininas, enquanto que a segunda 
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fase é relacionada à liberação de prostaglandinas (Winter, e col. 1962; Kale e col. 2007; 

Morris, 2003; Ince e col., 2009).  

A ação antiinflamatória do EEPV observada nos dois modelos descritos acima, e 

principalmente a comprovação de sua ação sistêmica, pode estar relacionada à inibição do 

processo inflamatório em ambas as fases, mas o real mecanismo de ação desse extrato ou 

mesmo dos seus pincípios ativos só poderá ser confirmado através de ensaios mais 

específicos.  

Dados da literatura mostram que compostos como benzenonas e isoflavonóides, de 

estruturas semelhantes aos compostos C1 e C2, isolados do EEPV, possuem atividade 

antiinflamatória relacionada à inibição da expressão da enzima ciclooxygenase-2 (COX-2) 

(Kim e col., 2003; Venu, e col., 2007; Hu, 2008; Masullo, 2008; Koeberle, e col., 2009).  

Um dado muito importante e já anteriormente citado no Capitulo 1, diz respeito ao 

Garcinol, de estrutura química semelhante ao C1 (benzofenona prenilada) isolado do 

EEPV. Além da atividade antiproliferativa, indução de apoptose e fragmentação do DNA, 

processos importantes na inibição do desenvolvimento tumoral, esse composto demonstrou 

uma atividade de inibição na expressão da enzima COX-2 (Hong e col., 2006). A COX-2 é 

uma das isoformas da enzima ciclooxigenase, que é induzida nas células inflamatórias 

quando estas são ativadas, além de ser responsável pela produção dos mediadores 

prostanóides da inflamação (Vanegas & Schaible, 2001; Burian & Geisslinger, 2005; 

Pacher e col., 2007).  

A COX-2, segundo alguns autores, ainda está relacionada com desenvolvimento de 

neoplasias, visto que ocorre um aumento na expressão dessa enzima em tumores como 

câncer de mama e cólon (Rang, 2004; Pereira, 2009; Zumsteg e col., 2009). 
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Awara e col., (2004) avaliaram a ação anticâncer do Celecoxib, um antiinflamatório 

(AINE) inibidor específico da enzima cicloxigenase-2 (COX-2) no modelo de tumor sólido 

de Ehrlich na pata, o mesmo utilizado no presente trabalho. O tratamento dos animais com 

essa droga inibiu o crescimento do tumor, além de promover a fragmentação do DNA das 

células tumorais. O Celecoxib foi também administrado em outro grupo/tratamento 

juntamente com a doxorrubicina (quimioterápico) potencializando sua ação. 

Novos estudos direcionados a esse ponto devem ser realizados para comprovação 

direta da relação entre atividade anticâncer e antiinflamatória do EEPV tendo em comum a 

inibição da expressão enzima cicloxigenase-2 (COX-2). 
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VtÑ|àâÄÉ F 

D „ \ÇàÜÉwâ†ûÉMTà|ä|wtwx TÇà|âÄvxÜÉz£Ç|vt 

DAD @ žÄvxÜt c°Ñà|vt 

As úlceras pépticas, classificadas em úlcera gástrica e úlcera duodenal, dependendo 

da sua localização, são doenças que afetam um número considerável de pessoas no mundo 

inteiro e alguns autores as consideram como novas "pestes" do século XXI (O´Malley, 

2003; Snowden, 2008). 

Por definição, as úlceras pépticas são lesões profundas que ocorrem no epitélio 

gastrointestinal. É uma patologia complexa e multifatorial, cuja etiologia está relacionada 

ao desequilíbrio entre fatores agressores endógenos (ácido clorídrico e pepsina) e exógenos 

(estresse, alimentos, condimentos, fumo, álcool e antiinflamatórios não-esteroidais (AINE) 

e os defensores da mucosa gástrica (muco, bicarbonato, prostaglandinas, óxido nítrico e 

fluxo sanguíneo), ocasionando irritação, ulceração da mucosa e sangramento (Wallace, 

2001; Dembinski e col., 2004; Schubert, 2008). Geralmente, os estímulos lesivos sobre a 

mucosa, responsáveis pela formação de úlceras pépticas, são acompanhados por danos 

microvasculares locais, com conseqüente isquemia, diminuição da distribuição de 

nutrientes, formação de radicais livres e necrose tecidual (Tarnawshi, 2005). 



 

81 
 

DAE @ `xvtÇ|áÅÉá wx Wxyxát wt `âvÉát ZöáàÜ|vt 

Os mecanismos de defesa da mucosa gástrica podem ser subdivididos em proteção 

pré-epitelial, epitelial e subepitelial sendo que funcionam em conjunto para prevenir as 

lesões (Flemström & Isenberg, 2001; Ham, 2008).  

A proteção pré-epitelial é constituída pela barreira muco-bicarbonato. Acredita-se 

que esta barreira forma a primeira linha de defesa da mucosa do estômago e duodeno contra 

agentes nocivos como o HCl, a pepsina luminal e outros agentes lesivos (Mojzis e col., 

2000; Walace, 2001; Zhu, 2008; Shubert, 2008). 

O muco gastroprotetor forma um fino revestimento sobre as células superficiais da 

mucosa que protege as células subjacentes das forças mecânicas da digestão. È constituído 

por uma camada de glicoproteínas em forma de gel denominada mucina, insolúvel em 

água. Esta camada de muco aderida à mucosa gástrica protege o epitélio contra o ácido 

clorídrico, pepsina e outros agentes necrozantes como etanol, e antiinflamatórios não-

esteroidais, além de participar na recuperação da injúria gástrica (Allen, 1993; Kutchai, 

2000; Zhu, 2008). 

O bicarbonato é secretado juntamente pelas mesmas células superficiais do 

estômago e duodeno em resposta a vários estímulos como prostaglandinas, peptídeos 

gastrointestinais e contato com o ácido gástrico, permanecendo abaixo ou em contato com a 

camada mucosa. Em condições normais, o bicarbonato neutraliza os íons H+  , enquanto se 

difunde através da camada de muco estabelecendo um gradiente de pH entre a luz e as 

células epiteliais superficiais (Kutchai, 2000; Zhu, 2008). 

A proteção epitelial é dada pelas propriedades intrínsecas das células epiteliais que 

apresentam morfologia e constituição bioquímica necessárias para limitar a difusão e 
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permeabilidade intracelulares. Esta proteção pode ser ativada por alguns mecanismos que 

preservam as células existentes ou regeneram o tecido lesionado (Szabo, 1991). 

 Hidrofobicidade da mucosa gástrica e junções intercelulares: As junções fechadas 

e outras barreiras intercelulares controlam a passagem de agentes lesivos do lúmem para a 

mucosa gástrica, para espaços intersticiais e submucosos. Agentes que conseguem 

atravessar estas junções ainda são restritos pela membrana celular das células gástricas, que 

são compostas por elevada concentração de fosfolipídios, restringindo a difusão de 

moléculas hidrofílicas, como o íon H+ (Szabo, 1991; Flemström & Isenberg, 2001). 

 Divisão e migração celular: Quando as barreiras gástricas são destruídas e ocorre a 

morte celular, as células necróticas podem ser repostas pela migração das células epiteliais 

sobreviventes nas bordas da lesão ou pela divisão das células do colo glandular que migram 

até o lúmem e diferenciam-se em células epiteliais superficiais (Szabo, 1991). O fator de 

crescimento epidermal acelera a cicatrização das úlceras tanto por estimular a proliferação e 

a migração celular, modular o fluxo sanguíneo, assim como por inibir a secreção de ácido e 

pepsinas (Orsini, 1993; Konturek e col.,1984). 

 Sistema Antioxidante: As espécies reativas do oxigênio (ERO) são geradas 

constantemente nas células durante alguns processos, como na cadeia transportadora de 

elétrons (na fosforilação mitocondrial), durante o metabolismo de xenobióticos e durante a 

resposta inflamatória. As ERO, como o ânion superóxido (O2
-), o radical hidroxil (HO-) e o 

peróxido de hidrogênio (H2O2) são moléculas altamente reativas que interagem 

indiscriminadamente com macromoléculas essenciais, como o DNA, as proteínas e 

lipídeos. Assim, defesas celulares antioxidantes são necessárias para manter a homeostase 

celular (Cnubben e col., 2001). 
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 A Proteção Sub-epitelial envolve alguns fatores que garantem os processos de defesa 

da proteção pré-epitelial: 

 Microcirculação gástrica: O fluxo sangüíneo protege a mucosa por assegurar a 

chegada de uma quantidade ótima de oxigênio, nutrientes e bicarbonato. Quando o ácido 

gástrico ou outro agente irritante invade o compartimento subepitelial, neurônios sensoriais 

aferentes são capazes de disparar um rápido aumento no fluxo sangüíneo da mucosa que 

permite o tamponamento do ácido e uma rápida remoção de substâncias tóxicas, limitando, 

desta forma, sua penetração em camadas mais profundas da mucosa (Wallace & Granger, 

1996). 

 Tônus muscular: A modulação farmacológica do esvaziamento gástrico, da 

motilidade duodenal e da mistura ácido-base representa mecanismos de defesa gástrica. Os 

vasos sanguíneos gástricos atravessam a muscularis mucosae tanto perpendicularmente 

quanto obliquamente. Assim, a contração do músculo liso da parede gástrica comprime os 

pequenos vasos, favorecendo a lesão endotelial e o desenvolvimento de congestão e estase 

local por drogas como o etanol (Szabo, 1991). 

 Resposta inflamatória aguda: Quando os níveis superficiais da defesa da mucosa 

falham ou são inundados por uma lesão luminal, o próximo nível de defesa da mucosa é a 

resposta inflamatória aguda. Os neutrófilos migram da circulação para o local da lesão para 

facilitar o reparo e reduzir a entrada de microorganismos na circulação sistêmica (Wallace, 

2001). 

DAF @ exzâÄt†ûÉ wt fxvÜx†ûÉ ZöáàÜ|vt 

O ácido gástrico produzido no estômago facilita a digestão de proteínas, a absorção 

de ferro, cálcio, vitamina B12, e previne o crescimento bacteriano e a infecção entérica. 
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Entretanto, quando os níveis de ácido e pepsina se sobrepõem aos mecanismos de defesa da 

mucosa, há a formação de úlceras. Para prevenir estas lesões, a secreção ácida gástrica pode 

ser precisamente regulada por mecanismos centrais e periféricos (Wallace, 2001, Schubert, 

2004; Wallace, 2008). 

A regulação central consiste na estimulação vagal pelo sistema nervoso central e 

consequente liberação pós-ganglionar de neurotransmissores no epitélio gástrico. A 

inervação do estômago compreende fibras extrínsecas e intrínsecas, sendo que a extrínseca 

é constituída por ramos autonômicos, através de fibras parassimpáticas de origem vagal e 

terminam no plexo mientérico da parede do estômago. A grande maioria das fibras 

nervosas gástricas estende-se pelo estômago pela via do nervo vago. A inervação intrínseca 

compreende neurônios intrínsecos que formam o submuco, plexo mientérico e gânglio 

seroso (Ekbland, e col., 2000).  

Os mecanismos periféricos da secreção gástrica envolvem os seguintes principais 

mediadores:  

 Gastrina: A gastrina é produzida pela célula G antral, sendo o principal hormônio 

estimulante da secreção ácida durante a ingestão de alimento. Esse hormônio é secretado na 

circulação sanguínea principalmente na fase cefálica da secreção, estimulada pela 

acetilcolina liberada pelo nervo vago, pela presença de peptídeos, aminoácidos e cálcio no 

suco gástrico; pela distenção gástrica, por catecolaminas e bombesina. As células G da 

mucosa antral secretam a gastrina, que atua em receptores do tipo CCK2 e que juntamente 

com a acetilcolina, promove a liberação de histamina pelas células enterocromoafins 

(ECL). Além disso, a gastrina pode interagir com os receptores CCK2 na célula parietal e 

estimular diretamente a produção de ácido. (Schubert, 2004) 
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 Histamina: No estômago, a histamina é estocada em maior quantidade nas células 

ECL localizadas na terceira porção inferior da glândula oxíntica (Prinz e col., 2003). É 

armazenada em vesículas secretoras, sendo liberada após estimulação por gastrina, pelo 

fator de transformação do crescimento-alfa (TGF-α ), pelo peptídeo intestinal vasoativo, e 

pelo peptídeo ativador da adenilato ciclase pituitária (PACAP) (Zhao e col., 2003; Zhao e 

col., 2004). A histamina liberada se difunde para as células parietais vizinhas e estimula a 

secreção de ácido pela ligação com os receptores H-2 expressos na superfície da célula 

parietal (Prinz e col., 2003; Schubert, 2004). 

 Acetilcolina: A acetilcolina (ACh), liberada dos neurônios pós-ganglionares do 

sistema nervoso entérico, estimula diretamente a secreção de ácido através da ativação dos 

receptores M-3 nas células parietais. Hirschowitz (1983) demonstrou que receptores do tipo 

M1 presentes nas células do tipo enterocromafins (ECL), quando bloqueados por 

antagonista especifico M1, inibem a liberação de histamina, reduzindo a secreção ácida 

gástrica. 

 Prostaglandinas: As prostaglandinas (PGs) inibem a secreção de ácido por ação 

direta na célula parietal ou indiretamente pela inibição da liberação de gastrina. Nas células 

parietais, as PGs modulam a secreção ácida por inibir o aumento de AMPc induzido por 

histamina (Atay e col., 2000; Schubert, 2008).  

 Atualmente, sabe-se que o uso crônico de medicamentos que inibem a produção de 

prostaglandinas, como os antinflamatórios não esteroidais (AINES), causa danos à mucosa 

gástrica, constituindo um fator de risco para eventos adversos como ulceração, sangramento 

e perfuração gástrica (Whittle, 2004; Newton, 2005, Wallace, 2008).  

 A utilização de medicamentos como anticoagulantes, antiinflamatórios esteroidais, 

também contribuem com a formação de úlceras (Jones & Hawkey, 2001). Novos 
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antiinflamatórios vêm sendo desenvolvidos a fim de amenizar tais efeitos. São os 

antiinflamatórios inibidores da Cicloxigenase -2 (COX-2), são mais seletivos, mantém a 

mesma atividade, preservando a mucosa gástrica (Lakatos, 2008). Não só o uso de 

medicamentos, mas também, a idade é um dos principais fatores para o aumento da 

prevalência e patogênese da úlcera péptica, principalmente no estômago, devido à perda 

gradual de mecanismos de proteção e reparo da mucosa, envolvendo diminuição do 

conteúdo de prostaglandinas (Jones & Hawkey, 2001; Newton, 2005) 

 Óxido Nítrico: O óxido nítrico é sintetizado por uma reação enzimática entre 

oxigênio molecular e a L-argenina. Desempenha papel fundamental nos sistemas 

cardiovascular e nervoso central bem como no sistema de defesa do organismo (Tatemichi 

e col., 2003; Bryan e col., 2009). No trato digestivo atua sobre a secreção de muco, fluxo 

sangüíneo, secreção de bicarbonato, bem como sobre a resistência da mucosa a agressores 

(Bighetti e col., 2002). O seu efeito citoprotetor se dá por promover vasodilatação e 

consequentemente um aumento do fluxo sangüíneo na mucosa gástrica, acelerando a 

retirada dos íons H+ e aumentando o aporte de nutrientes para a mesma (Laine e col., 2008; 

Qui e col., 2003). 

DAG @ cÜÉwâàÉá wx bÜ|zxÅ atàâÜtÄ x Tà|ä|wtwx TÇà|âÄvxÜÉz£Ç|vt 

Nos últimos anos, as lesões gastrointestinais vêm tornando-se um dos principais focos 

de investigações experimentais e clínicas, adquirindo ênfase comercial para 

desenvolvimento de novos agentes terapêuticos (Whittle, 2004). A maioria das drogas 

usadas no tratamento de enfermidades gastrointestinais neutraliza a secreção ácida como os 

antiácidos, bloqueadores dos receptores H2 de histamina, como a ranitidina, cimetidina, 

famotidina, anticolinérgicos como o pirenzepina, telezepina, bloqueadores de bomba de 
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prótons como o omeprazol, lanzoprazol, etc. com interferência do ácido acético (Rao e col., 

2004). 

Os produtos naturais, principalmente oriundos de plantas foram e continuam sendo de 

grande relevância na área farmacêutica, tendo em vista a utilização das substâncias ativas 

isoladas como protótipos para a obtenção de fármacos, ou de adjuvantes, ou ainda, de 

medicamentos elaborados exclusivamente à base de extratos vegetais: os medicamentos 

fitoterápicos. No segmento industrial, é nítido o ressurgimento do interesse em produtos 

naturais como fonte de modelos para fármacos e como matéria-prima para desenvolvimento 

de fitoterápicos (Schenkel e col. 2001).  

Com relação aos fármacos de origem natural com ação citoprotetora destaca-se a 

carbenoxolona sódica, obtida das raízes do alcaçuz (Glycyrrhiza glabra), a qual já é 

comercializada possuindo como mecanismo de ação um aumento dos níveis de 

prostaglandina na mucosa gástrica o que consequentemente promove um aumento na 

produção de muco e bicarbonato garantindo uma melhor proteção contra o ácido clorídrico 

e a pepsina (Lewis & Hanson, 1991; Asl, 2008).  

A atividade citoprotetora desses produtos geralmente é dada pela ação de flavonóides, 

metabólitos secundários de plantas, amplamente encontrado em uma dieta rica em vegetais. 

O consumo desses alimentos promove uma gastroproteção local, inibindo a secreção 

gástrica, além de atuarem como agentes antioxidantes (Mota e col., 2009). 

Vários estudos têm demonstrado que diferentes variedades de própolis possuem 

participação na citoproteção gástrica. Cardinale e col., (2003) mostrou em estudos 

realizados com própolis, propriedades de regeneração tecidual como cicatrização de 

úlceras, feridas e hepatoproteção, atividades estas possivelmente relacionadas com a ação 

antioxidante da própolis, uma vez que quando os radicais livres são produzidos, dificultam 
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ou mesmo impedem que ocorra a regeneração das células no local. A remoção dos mesmos 

pelos flavonóides da própolis permitiria que o órgão ou tecido doente pudesse se regenerar 

normalmente.  

Barros (2008) realizou diferentes ensaios com uma própolis verde brasileira, 

comprovando sua ação sobre a proteção gástrica. Esse produto demonstrou, em modelos de 

úlcera induzida por etanol, AINE e stress, diminuição significativa no número de lesões, 

bem como redução do volume de secreção gástrica, aumento do pH e redução da acidez 

estomacal, em modelos de ligadura do piloro.  

Esses mesmos modelos foram utilizados para avaliar a atividade antiulcerogênica 

das duas novas variedades de própolis: G6 e Vermelha.  
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E @ `tàxÜ|tÄ x `°àÉwÉá 

EAD „ Tà|ä|wtwx Tà|âÄvxÜz£Ç|vt |Çwâé|wt ÑÉÜ XàtÇÉÄ 

Após um período de 24 horas em jejum, com acesso livre à água, ratos (Rattus 

norvegicus) da linhagem Wistar, foram separados em 8 grupos (n=5) onde cada grupo 

recebeu, por via oral, o tratamento correspondente, ou seja, NaCl 0,9% (10 ml/kg ) como 

controle negativo, carbenoxolona (200 mg/kg ), como controle positivo e os EEPV e EEG6, 

nas doses de 100, 200 e 300 mg/kg  e 50, 100 e 150 mg/kg  respectivamente. Após 30 

minutos da última administração, foi realizada a administração oral de 1ml de etanol 

absoluto, de acordo com a metodologia descrita por Robert, (1979). Os animais foram 

sacrificados uma hora depois, por deslocamento cervical. Os estômagos foram retirados, 

abertos ao longo da maior curvatura e lavados em NaCl 0,9% para posterior contagem e 

avaliação das lesões ulcerativas. O índice de lesões ulcerativas (ILU) foi calculado por 

meio da somatória dos parâmetros, de acordo com a pontuação sugerida por Gamberini e 

col., 1991 (Tabela 7). 

Tabela 7: Parâmetros observados para cálculo do ILU. 

PARÂMETROS PONTUAÇÃO 
Perda de pregas da mucosa 1 ponto 
Descoloração da mucosa 1 ponto 
Edema 1 ponto 
Hemorragias 1 ponto 

até 10 petéquias 2 pontos Petéquias 

+ de 10 petéquias 3 pontos 

Úlceras até 1 milímetro *n x 2 pontos 
Úlceras maiores que um milímetro *n x 3 pontos 
Úlceras perfuradas *n x 4 pontos 

                       *n refere-se ao número de lesões observadas. 
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Para a determinação da porcentagem de inibição do índice de lesões ulcerativas 

apresentados pelos grupos tratados em relação ao grupo controle, foi utilizada a seguinte 

fórmula: (Média controle – Média tratado) / Média controle  (x 100) 

EAE @ Tà|ä|wtwx TÇà|âÄvxÜÉz£Ç|vtM gÜ|tzxÅ wÉ `xvtÇ|áÅÉ wx V|àÉÑÜÉàx†ûÉ  

Para avaliação do mecanismo de ação foram calculadas as doses efetivas de ambos os 

extratos das própolis, a partir do modelo de úlcera induzida por etanol: 50 mg/kg  (EEG6) e 

70 mg/kg  (EEPV).  

Primeiramente foram avaliados os mecanismos de citoproteção gástrica que envolve 

a participação de substâncias sulfidrílica, de prostaglandinas e óxido nítrico.  

1 - Estudo da Participação das Substâncias Sulfidrílicas não Proteicas na 

Citoproteção Gástrica 

Foram utilizados ratos Wistar machos, em jejum por um período de 24 horas com 

livre acesso à água. Os animais foram divididos em 6 grupos (n=5). Três grupos foram 

tratados previamente, via subcutânea, com N-etilmaleimida (alquilante de função sulfidrila) 

na dose de 10 mg/kg  e três grupos não foram tratados.  

Após 30 minutos cada grupo de animais recebeu por via oral, o respectivo tratamento: 

dois grupos (tratados e não tratados com N-etilmaleimida) receberam solução de NaCl 

0,9% na dose de 10 ml/kg  como controle negativo; outros dois grupos (tratados e não 

tratados com N-etilmaleimida) receberam o EEG6 na dose de 50 mg/Kg  e os últimos dois 

grupos (tratados e não tratados com N-etilmaleimida) receberam o EEPV na dose de 70 

mg/Kg . Após 30 minutos, foi repetido o procedimento do item 2.1. 
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2 - Estudo da Participação de Prostaglandinas na Citoproteção Gástrica 

Foram utilizados ratos Wistar machos, em jejum por um período de 24 horas com 

livre acesso à água. Os animais foram divididos em seis grupos de 5 animais. Três grupos 

foram tratados previamente por via intraperitonial com indometacina na dose de 5 mg/Kg  e 

três grupos não foram tratados. 

Após 30 minutos cada grupo de animais recebeu por via oral, o respectivo tratamento: 

dois grupos (tratados e não tratados com indometacina) receberam solução de NaCl 0,9% 

na dose de 10 ml/kg  como controle negativo; outros dois grupos (tratados e não tratados 

com indometacina) receberam o EEG6 na dose de 50 mg/Kg  e os últimos dois grupos 

(tratados e não tratados com indometacina) receberam o EEPV na dose de 70mg/Kg . Após 

30 minutos, foi repetido o procedimento do item 2.1. 

3 - Estudo da Participação do Óxido Nítrico na Citoproteção Gástrica 

Foram utilizados ratos Wistar machos, em jejum por um período de 24 horas com 

livre acesso à água. Os animais foram divididos em seis grupos de 5 animais. Três grupos 

foram tratados previamente com uma solução aquosa de L-Name (inibidor da NO sintase), 

via endovenosa na dose de 5 mg/Kg .  

Após 30 minutos cada grupo de animais recebeu por via oral, o respectivo tratamento: 

dois grupos (tratados e não tratados com L-Name) receberam solução de NaCl 0,9% na 

dose de 10 ml/kg  como controle negativo; outros dois grupos (tratados e não tratados com 

L-Name) receberam o EEG6 na dose de 50 mg/Kg  e os últimos dois grupos (tratados e não 

tratados com L-Name) receberam EEPV na dose de 70 mg/Kg . Após 30 minutos, foi 

repetido o procedimento do item 2.1. 
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EAF @ Tà|ä|wtwx TÇà|áxvÜxà™Ü|t wÉ XXci x XXZI 

Foi realizado um ensaio inicial de Ligadura de Piloro para verificar a ação 

antisecretória dos extratos das própolis avaliadas. Esse ensaio foi realizado segundo método 

desenvolvido por Shay e col. (1945). 

Foram utilizados ratos Wistar machos em jejum por um período de 24 horas com 

livre acesso à água. Os animais foram divididos em 4 grupos (n=5), anestesiados pela 

administração de pentobarbital sódico 3% para realização de tricotomia, incisão abdominal 

e a ligadura do piloro com linha cirúrgica de algodão. 

Logo após a ligadura, cada grupo de animais recebeu por via intraduodenal, o 

tratamento correspondente: o primeiro grupo recebeu solução de NaCl 0,9% na dose de 2,5 

ml/kg  como controle negativo, o segundo grupo recebeu solução aquosa de cimetidina, na 

dose de 100 mg/kg , como controle positivo e os dois últimos grupos receberam o EEG6 e 

EEPV nas doses de 50 e 70 mg/kg  respectivamente diluídos em solução de NaCl 0,9%. O 

abdômen foi então suturado e, após 4 horas, os animais foram sacrificados por 

deslocamento cervical, o abdômen foi aberto e o estômago retirado para determinação do 

volume do conteúdo estomacal, pH e a concentração de íons H+ (mEq/L/4h ), através de 

titulação com solução de NaOH 0,05N, utilizando-se solução de fenolftaleína (1%)  como 

indicador. A concentração de Ácido Total em mEq/L/4h foi calculada utilizando-se a 

seguinte equação:  

[total de ácido]= fator 1,825 x Vol.de NaOH(ml) / Vol. gástrico (ml) 
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EAG @ Tà|ä|wtwx tÇà|@áxvÜxà™Ü|t wÉá xåàÜtàÉá xàtÇ™Ä|vÉá ;XXci< x 

;XXZI< xÅ ÜtàÉá xáà|ÅâÄtwÉá vÉÅ Éá áxvÜxàtzÉzÉá uxàtÇxvÉÄ ;U<? 

ÑxÇàtztáàÜ|Çt ;c< x {|áàtÅ|Çt ;[< 

Os experimentos foram realizados em três dias diferentes sendo que em cada dia foi 

utilizado um estímulo diferente (B ou H ou P), mas a metodologia é a mesma e por isso 

será descrita de uma forma geral.  

Após a ligadura, segundo item 2.3, cada grupo recebeu os seguintes tratamentos 

NaCl 0,9% (controle negativo), NaCl 0,9% + B /H/ P, EEPV (70 mg/kg ), EEPV + B /H/ P, 

EEG6 (50 mg/kg ), EEG6 + B /H/ P, dependendo do experimento. Os secretagogos 

betanecol (B), pentagastrina (P) e histamina (H) foram administrados em diferentes 

experimentos, 1 hora após a cirurgia. O Betanecol foi administrado via intraperitoneal na 

dose de 2,5 mg/kg , a Pentagastrina via subcutânea na dose de 0,5 mg/kg  e a histamina via 

subcutânea na dose de 25 mg/kg . 

Após o tratamento, o procedimento foi realizado como descrito no item 2.3.  
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F @ exáâÄàtwÉá 

FAD @ Tà|ä|wtwx TÇà|âÄvxÜÉz£Ç|vt |Çwâé|wt ÑÉÜ XàtÇÉÄ 

No modelo de úlcera induzida por etanol, tanto o EEPV quanto o EEG6 

apresentaram atividade antiulcerogênica significativa e dose-dependente. O EEPV 

administrada oralmente nas doses de 100, 200 e 300 mg/kg apresentou porcentagens de 

inibição do ILU (índice de lesões ulcerativas) de 57, 74 e 92% respectivamente enquanto o 

EEG6 administrada nas doses de 50, 100 e 150 mg/kg  apresentou porcentagens de inibição 

do ILU  de 89, 91 e 94% respectivamente. A carbenoxolona (200 mg/kg), controle positivo, 

apresentou porcentagens de inibição do ILU de 92% (Tabela 8 e figura 18). 

Tabela 8: Determinação do índice de lesões ulcerativas. 

Tratamento Dose (mg/Kg ) ILU (média±dp) Inibição do ILU % 

NaCl 0,9% ---------- 90,7 ± 29,8 ------------- 

CBX 200 6,8 ± 3,34* 92 

EEPV 100 38,8 ± 15,4* 57 

EEPV 200 23,8 ± 9,8 74 

EEPV  300 8,2 ± 3,74* 92 

EEG6 50 10,0 ± 5,14* 89 

EEG6 100 8,2 ± 2,86* 91 

EEG6  150 5,75 ± 0,5* 94 

* p<0,001, em relação ao grupo NaCl 0,9% (ANOVA). 
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FAE @ Tà|ä|wtwx TÇà|âÄvxÜÉz£Ç|vtM gÜ|tzxÅ wÉ `xvtÇ|áÅÉ wx V|àÉÑÜÉàx†ûÉA 

1 - Estudo da Participação das Substâncias Sulfidrílicas não Proteicas na 

Citoproteção Gástrica 

No modelo de úlcera induzida por etanol absoluto, com administração prévia de N-

etilmaleimida (NEM) as porcentagens de inibição do ILU dos extratos EEG6 (50 mg/kg ) e 

EEPV (70 mg/kg ) foram respectivamente 91,3 e 94,3%, enquanto o grupo sem o 

tratamento prévio a redução foi de 89,8 e 63,8% (tabela 9).  

Tabela 9: Determinação do índice de lesões ulcerativas na avaliação da participação 

das substâncias sulfidrílicas na citoproteção gástrica. 

Tratamento Dose (mg/Kg ) ILU (média±dp) Inibição do ILU % 

NaCl 0,9% ---------- 85 ± 18,7 ------------- 

NaCl 0.9% + NEM ---------- 115,5 ± 13,2 -------------- 

EEPV 70 31 ± 24,5* 63,8 

EEPV + NEM 70 6,2 ± 3,1* 94,6 

EEG6 50 8,75 ± 2,8* 89,8 

EEG6 + NEM 50 10 ± 1,85* 91,3 

* p<0,001, em relação ao grupo NaCl 0,9% e NaCl 0,9%+NEM. (ANOVA). 

2 - Estudo da Participação de Prostaglandinas na Citoproteção Gástrica 

No modelo de úlcera induzida por etanol absoluto, com administração prévia de 

indometacina (5 mg/Kg , ip), as porcentagens de inibição do ILU dos extratos EEG6 (50 

mg/kg ) e EEPV (70 mg/kg ) foram respectivamente 83,4 e 76,7%, enquanto o grupo sem o 

tratamento prévio a redução foi de 89,4 e 50% (tabela 10). 
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Tabela 10: Determinação do índice de lesões ulcerativas na avaliação da participação 

das prostaglandinas na citoproteção gástrica.  

Tratamento Dose (mg/Kg ) ILU (média±dp) Inibição do ILU % 
NaCl 0,9% ---------- 82 ± 20,1 ------------- 
NaCl 0,9%+ INDO ---------- 104,6 ± 18,2 -------------- 
EEPV 70 41,4 ± 24,7* 50 
EEPV + INDO 70 24,4 ± 9,5* 76,7 
EEG6 50 8,75 ± 4,42* 89,4 
EEG6 + INDO 50 17,4 ± 13,1* 83,4 
* p<0,001, em relação ao grupo NaCl 0,9% e NaCl 0,9% +Indo. (ANOVA). 

3 - Estudo da Participação do Óxido Nítrico na Citoproteção Gástrica. 

No modelo de úlcera induzida por etanol absoluto, com administração prévia de L-

NAME (5 mg/Kg ), as porcentagens de inibição do ILU extratos EEG6 (50 mg/kg ) e 

EEPV (70 mg/kg ) foram respectivamente 90,3% (50 mg/kg ) e 60,3% (70 mg/kg ), 

enquanto o grupo sem o tratamento prévio a redução foi de 90,6 e 66,1% (Tabela 11). 

Tabela 11: Determinação do índice de lesões ulcerativas na avaliação da participação 

do óxido nítrico na citoproteção gástrica.  

Tratamento Dose (mg/Kg ) ILU (média±dp) Inibição do ILU % 
NaCl 0,9% ---------- 59 ± 9,8 ------------- 
NaCl 0,9% + L-NAME ---------- 90,8 ± 15,8 -------------- 
EEPV 70 20 ± 10,1* 66,1 
EEPV + L-NAME 70 36,2 ± 6,94* 60,3 
EEG6 50 7,0 ± 11,6* 90,6 
EEG6 + L-NAME 50 17,4 ± 5,1* 90,3 
* p<0,001, em relação ao grupo NaCl 0,9% e NaCl 0,9% +L-NAME. (ANOVA). 

Os valores de ILU, não foram alterados significativamente para nenhum dos 

mecanismos avaliados sugerindo então, uma outra via de ação desses extratos, como a 

inibição da secreção gástrica. 

FAF „ Tà|ä|wtwx TÇà|áxvÜxà™Ü|t wÉ XXci x XXZI 

No modelo de ligadura do piloro, ambos os extratos brutos EEG6 e EEPV, 

administradas por via intraduodenal, nas doses de 50 mg/Kg e 70 mg/kg , reduziram o 
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volume da secreção gástrica em 37,7 e 33% respectivamente enquanto que a cimetidina 

(100 mg/Kg ) utilizada como controle positivo, reduziu em 39,7% o volume da secreção 

gástrica.  

A concentração de íons H+ também foi reduzida pela administração de ambos os 

extratos: 44,8% para EEG6 e 60,3% para EEPV. A cimetidina (100 mg/Kg) reduziu a 

concentração de íons H+ em 78,4%. Os resultados, expressos como média ± desvio padrão 

da média do volume da secreção gástrica e da concentração de íons H + estão apresentados 

na Tabela 12. 

Tabela 12: Efeito da administração intraduodenal de EEPV e EEG6 em modelo de 

ligadura do piloro em ratos.   

Tratamento Dose(mg/Kg ) Volume (ml) H+(mEq/L) 

NaCl 0,9% ---------- 4,5 ± 1,67 58,7 ± 30,6 
Cimetidina 100 2,71 ± 1,22* 9,3± 6,4* 
EEPV 70 3,0 ± 0,55* 23,3 ± 12,1* 
EEG6 50 2,8 ± 0,61* 32,4 ± 14,2* 

* p<0,001, em relação ao grupo NaCl 0,9% (ANOVA). 
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Betanecol: Quando comparados com o grupo NaCl 0,9%, os grupos tratados com 

EEPV (70 mg/kg ), e EEG6 (50 mg/kg ), reduziram significativamente o volume da 

secreção gástrica em 42% e 61%, e a concentração de íons H+ em 54% e 69%, 

respectivamente. Já quando comparados os grupos NaCl 0,9% + B com os grupos EEPV + 

B e EEG6 +B, somente o EEPV foi capaz de reduzir significativamente em 37% o volume 

e em 43,1% a concentração de íons H+ . Os resultados, expressos como média ± erro da 

média do volume da secreção gástrica e da concentração de íons H+, estão demonstrados na 

tabela 13. 

Tabela 13: Efeito da administração intraduodenal de EEPV e EEG6: em modelo de 

ligadura do piloro em ratos tratados previamente com Betanecol. 

Tratamento Dose (mg/Kg ) Volume ( ml) H+(mEq/L) 

NaCl 0,9% ---------- 5,7 ± 0,53 39 ± 6 
NaCl 0,9% + B  8,0 ± 0,81 57 ± 8,7 
EEPV 70 3,3 ±0,2* 18 ± 3,7* 
EEPV+ B 70 5,0 ± 0,5* 32,4 ± 2,8* 
EEG6 50 2,21 ± 0,09* 12 ± 1,9* 
EEG6+ B 50 7,7 ± 0,62 52 ± 6,7 
* p<0,001, em relação ao grupo NaCl 0,9% NaCl 0,9%+B. (ANOVA). 

Pentagastrina: Quando comparados com o grupo NaCl 0,9%, os grupos tratados 

com EEPV (70 mg/kg ), e EEG6 (50 mg/kg ), reduziram significativamente o volume da 

secreção gástrica em aproximadamente 42% e 37%, e a concentração de íons H+ em 60% e 

51%, respectivamente. Já quando comparados os grupos NaCl 0,9% + P com os grupos 

EEPV + P e EEG6 +P, a redução foi de 55% e 51% para o volume e 47% e 66% para 
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concentração de íons H+ . Os resultados, expressos como média ± erro da média do volume 

da secreção gástrica e da concentração de íons H+, estão demonstrados na tabela 14. 

Tabela 14: Efeito da administração intraduodenal de EEPV e EEG6: em modelo de 

ligadura do piloro em ratos tratados previamente com Pentagastrina. 

Tratamento Dose (mg/Kg ) Volume (ml) H+ (mEq/L) 
NaCl 0,9% ---------- 4.83 ±0,79 51 ±7,9 
NaCl 0,9% + P  9,58 ± 1* 91,6 ±4,85* 
EEPV 70 2,8 ±0,25* 20 ± 48* 
EEPV+ P 70 4,3 ± 0,3* 48 ± 6* 
EEG6 50 3 ± 0,20* 25 ±3* 
EEG6+ P 50 4,7 ± 1,05* 31 ± 8,8* 

* p<0,001, em relação ao grupo NaCl 0,9% e NaCl 0,9%+P. (ANOVA). 

Histamina: Quando comparados com o grupo NaCl 0,9%, os grupos tratados com 

EEPV (70 mg/kg ), e EEG6 (50 mg/kg ), reduziram significativamente o volume da 

secreção gástrica em 51 e 40%, e a concentração de íons H+ em 66 e 59%, respectivamente. 

Já quando comparados os grupos NaCl 0,9% + H com os grupos EEPV + H e EEG6 +H, a 

redução foi de 53 e 52% para o volume e 47 e 31% para concentração de íons H+ . Os 

resultados, expressos como média ± erro da média do volume da secreção gástrica e da 

concentração de íons H+, estão demonstrados na Tabela 14. 

Tabela 14: Efeito da administração intraduodenal de EEPV e EEG6: em modelo de 

ligadura do piloro em ratos tratados previamente com Histamina 

Tratamento Dose (mg/Kg ) Volume (ml) H+(mEq/L) 

NaCl 0,9% ---------- 4,7 ± 0,16 14,7 ± 0,97 
NaCl 0,9% + H  6,5 ± 0,64* 32,0 ± 4,7* 
EEPV 70 2,3 ±0,23* 5,0 ± 1,12* 
EEPV+ H 70 3 ± 0,18* 17,0 ± 1,87* 
EEG6 50 2,8 ± 0,11* 6,2 ± 1,42* 
EEG6+ H 50 3,1 ± 0,17* 22,7 ± 2,32* 

* p<0,001, em relação ao grupo NaCl 0,9% e NaCl 0,9% + H. (ANOVA). 
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G @ W|ávâááûÉ 

A ocorrência de gastrite e úlcera péptica é muito freqüente na população humana e 

apesar dos avanços na terapêutica, atualmente sua incidência está entre 3-10% da 

população. Estresse, fumo, deficiência nutricional, álcool e a ingestão de antiinflamatórios 

não-esteroidais (AINE) contribuem para o aumento da doença, incluindo a presença de 

Helicobacter pylori (Barros, 2007). 

As drogas antiulcerogênicas basicamente atuam por estímulo dos fatores 

citoprotetores ou por diminuição da secreção ácida estomacal (Bighetti e col., 2005). Vários 

estudos têm demonstrado que diferentes variedades de própolis possuem participação na 

cicatrização de úlceras através da citoproteção gástrica e regeneração tecidual, bem como 

através da diminuição da acidez estomacal, atividades estas possivelmente relacionadas 

com a ação antioxidante das própolis (Havsteen, 2002; Barros, 2007; Barros 2008).  

Sendo assim, os extratos EEPV e EEG6 foram avaliados quanto à capacidade de 

inibir a formação de úlceras, através desses dois mecanismos. 

No modelo experimental de úlcera induzida por etanol, mesmo utilizando doses 

consideradas baixas, tanto EEPV quanto EEG6 apresentaram porcentagens de inibição 

bastante significativas. O etanol é considerado um agente irritante da mucosa gástrica que 

promove a depleção de radicais sufidrílicas não protéicos (glutationa), encontrados em 

grande quantidade no estômago com destacado papel na citoproteção neutralizando os 

radicais livres (Oliveira e col., 2004).  

O EEPV, administrado nas doses de 100 mg/kg , 200 mg/kg e 300 mg/kg  inibiu o 

ILU em 57, 74 e 92%, respectivamente. O EEG6 nas doses de 50 mg/kg , 100 mg/kg  e 150 
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mg/kg inibiu o ILU em 89, 91 e 94% enquanto que o controle positivo (carbenoxolona) na 

dose de 200 mg/kg  inibiu em 92% (tabela 8). 

A carbenoxolona sódica, utilizada como controle positivo, possui como mecanismo 

de ação um aumento dos níveis de prostaglandina na mucosa gástrica o que 

consequêntemente promove um aumento na produção de muco e bicarbonato garantindo 

uma melhor proteção contra o ácido clorídrico e a pepsina (Lewis and Hanson, 1991; Asl, 

2008).  

Os resultados apresentados pela administração oral dos extratos das própolis 

sugeriram uma capacidade desses produtos, em estimular os fatores citoprotetores da 

mucosa gástrica, uma vez que protegeram o estômago contra a ação do etanol como faria a 

glutationa. 

O fato dos extratos serem ricos em flavonóides reforça essa afirmação. Princípios 

ativos originários de plantas como alguns flavonóides, presentes também em uma grande 

variedade de própolis revelaram ação antiulcerogênica a partir de propriedades de 

regeneração tecidual como cicatrização de úlceras e feridas (Batista e col., 2003).  

Para confirmação de que esses extratos estariam envolvidos no mecanismo de 

citoproteção gástrica, o EEPV (70mg/kg) e EEG6 (50mg/kg) foram avaliados quanto à 

participação de substâncias envolvidas nesse processo. 

O primeiro mecanismo avaliado foi a participação dos grupos sulfidrilas não 

proteicos encontrados em quantidades elevadas na mucosa gástrica. A participação de 

substâncias sulfidrílicas não-proteicas (glutationa reduzida) na citoproteção gástrica está 

relacionada com a atividade antioxidante que impede a ação de radicais livres tóxicos sob a 

mucosa e diminui a permeabilidade vascular (Szabo, 1981; Popovic, 2009).  
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Nesse modelo experimental metade dos grupos dos animais foram previamente 

tratados com agente alquilante das substâncias sulfidrílicas não proteicas, a N-

etilmaleimida (NEM), e a outra metade não. Esta substância ocasiona a inativação das 

substâncias sulfidrílicas não proteicas e conseqüentes perdas da capacidade antioxidante 

(Takeuchi e col., 1989; Arrieta, 2003).  

Ambos os grupos tratados e não tratados com NEM separados em novos grupos, 

receberam EEPV ou EEG6, nas doses de 70 e 50 mg/kg respectivamente. Os resultados 

mostraram que os extratos mantiveram sua atividade, sugerindo que este grupo de 

substâncias não está envolvido na ação antiulcerogênica observada (tabela 9).  

A segunda hipótese avaliada foi a interferência das Prostaglandinas, que possuem um 

papel vital de proteção através da estimulação da secreção de bicarbonato e muco, 

manutenção do fluxo sangüíneo da mucosa e regulação da renovação e proteção das células 

da mucosa (Batista e col., 2004, Schubert, 2008). 

Nesse modelo experimental metade dos grupos dos animais foram previamente 

tratados com Indometacina (AINE), que inibe a enzima ciclooxigenase envolvida na síntese 

de prostaglandina, e a outra metade não. Ambos os grupos, tratados e não tratados com 

indometacina, separados em novos grupos, receberam EEPV ou EEG6, nas doses de 70 e 

50 mg/kg respectivamente. Os resultados mostraram também que os extratos mantiveram 

sua atividade, sugerindo que este grupo de substâncias não está envolvido na ação 

antiulcerogênica observada (tabela 10).  

A participação do Óxido Nítrico na citoproteção gástrica foi o último mecanismo de 

citoproteção avaliado. O seu efeito citoprotetor se dá por promover vasodilatação e 

consequentemente um aumento do fluxo sangüíneo na mucosa gástrica, acelerando a 
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retirada dos íons H+ e aumentando o aporte de nutrientes para a mesma (Kato e col., 1998; 

Arrieta e col., 2003). 

Para esta avaliação, os animais foram previamente tratados com L-Name, inibidor da 

NO sintase e consequentemente da participação do óxido nítrico na citoproteção gástrica. 

Ambos os grupos, tratados e não tratados com L-Name, separados em novos grupos, 

receberam EEPV ou EEG6, nas doses de 70 e 50 mg/kg respectivamente. Novamente os 

resultados sugerem que este grupo de substâncias não está envolvido na ação 

antiulcerogênica observada (tabela 11).  

A partir dos resultados obtidos, buscou-se então avaliar a atividade antisecretória 

das própolis através do modelo de ligadura de piloro. Este método desenvolvido por Shay e 

col. (1945) induz a hipersecreção de ácido por reflexo vagal, estimulado pela ligadura das 

fibras sensitivas da parede gástrica, o que aumenta o tônus muscular e a secreção ácida 

gástrica (Nagy e col., 1978). 

Após o tratamento intraduodenal com EEPV e EEG6, nas doses de 70 e 50 mg/kg , 

o volume do conteúdo gástrico e a concentração de íons H+ foram reduzidos 

significativamente quando comparados com o grupo controle (salina) (tabela 12). Esses 

resultados comprovam uma ação sobre a secreção gástrica, sugerindo ser essa a via de ação 

desses extratos. 

Embora a incidência de úlcera péptica não seja necessariamente associada a 

alterações da secreção gástrica (HCl e pepsina), um dos principais mecanismos 

antiulcerogênicos descritos na literatura é a redução desses elementos agressores da mucosa 

gástrica (Guaraldo, 2001). Atualmente as drogas mais eficientes no tratamento de gastrite e 

úlcera gástrica atuam através da diminuição da secreção ácida, dentre elas bloqueadores dos 

receptores H2 como a ranitidina e famotidina, anticolinérgicos como a pirenzepina e 
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telezepina e os bloqueadores de bomba de prótons como o omeprazol e lanzoprazol (Rao e 

col., 2004).  

Como as doses de ambas as própolis utilizadas para este experimento foram 

inferiores à dose da cimetidina, e mesmo assim apresentaram atividade antisecretória 

potente, a continuidade desse estudo foi muito importante para esclarecer o mecanismo 

dessa atividade. 

Na secreção gástrica estão envolvidos mediadores como histamina, gastrina e 

acetilcolina (Hoogerwerf & Pasricha, 2003). Visando identificar a via reguladora da 

secreção gástrica, ambos os extratos foram avaliadas no modelo de ligadura de piloro, 

agora tendo a secreção estimulada pelos secretagogos fisiológicos: histamina, betanecol e 

pentagastrina.  

O tratamento prévio dos animais com EEPV (70 mg/kg) reduziu em 37% o volume 

e 43,8% a concentração de íons H+ quando estimulados pela injeção de betanecol (1,5 

mg/kg ,ip). Já para EEG6 os resultados não foram significativos (tabela 13). 

O Betanecol é um agonista seletivo para receptores muscarínicos, que estão 

envolvidos no aumento da secreção ácida gástrica (Angus & Black, 1982). Uma possível 

ação antagonista do EEPV sobre as ações estimulantes do betanecol na secreção ácida 

gástrica sugere uma atividade bloqueadora dos receptores muscarínicos. M1 “neurais” 

encontrados principalmente nos neurônios do SNC e periféricos, bem como nas células 

parietais gástricas (Rang, 2004). 

O tratamento prévio dos animais com EEPV e EEG6, reduziu em 55 e 51% volume 

e 47 e 64% a concentração de íons H+ respectivamente, quando estimulados pela injeção de 

pentagastrina (0,5 mg/kg , sc). A redução foi significativa para ambos os grupos quando 

comparados com o grupo salina também estimulado pela pentagastrina (tabela 14).  
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A Pentagastrina é a extremidade funcional da molécula de gastrina, onde foi 

acrescentada uma β-alanina substituída. Este composto age sobre os receptores CCK-B de 

gastrina presentes na célula parietal, aumentando a liberação de ácido gástrico e também 

estimulando a secreção de histamina das células enterocromafins (Hersey & Sachs, 1995). 

O tratamento prévio dos animais com EEPV e EEG6, reduziu em 53 e 52% o 

volume e 47 e 31% a concentração de íons H+ respectivamente, quando estimulados pela 

injeção de histamina (25 mg/kg , sc). A redução foi significativa para ambos os grupos 

quando comparados com o grupo salina também estimulado pela histamina (tabela 15). 

A Histamina estimula a secreção ácida gástrica, através de estimulação dos 

receptores H2 presentes nas células parietais da mucosa gástrica (Black e col., 1972; Hersey 

& Sachs, 1995).  

Os resultados desses três ensaios sugerem uma ação antagonista direta do EEPV e 

EEG6 sobre receptores muscarínicos (somente EEPV), receptores CCK-B de gastrina e 

também receptores de H2 presentes nas células parietais, e ainda sugerem uma ação indireta 

através da inibição da liberação de histamina das células enterocromafins (ECL) parácrinas 

e mastócitos que resultaria na inibição da secreção gástrica. A célula parietal possui 

receptores H2 para histamina, receptores M2 muscarínicos para acetilcolina e receptores 

para gastrina. A estimulação dos receptores de H2 aumenta cAMP, enquanto a estimulação 

dos receptores M2 e de gastrina, o Ca+2
 do citosol.. Esses mensageiros intracelulares atuam 

de modo sinérgico para produzir a secreção ácida. A gastrina e a acetilcolina podem atuar 

diretamente sobre seus receptores (hipótese de célula única) ou em parte indiretamente 

através da liberação da histamina (hipótese de duas células) (Black & Shankley, 1987; Soll 

&Berglindh, 1987; Sandvik & Waldrum, 1991).  
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A secreção ácida gástrica é finamente regulada por vias interdependentes que incluem 

o sistema nervoso central, o sistema nervoso entérico e uma intrincada rede de células 

neuroendócrinas e imunes, que atuam na modulação parácrina e hormonal. A interação da 

histamina, gastrina e acetilcolina com seus receptores nas células parietais são os principais 

responsáveis pela ativação da bomba de prótons, enzima secretadora de H+ (H+, K+ - ATP 

ase) que confere o pH ácido ao suco gástrico. Assim, uma ação inibidora dos extratos 

brutos em qualquer nível da estimulação da secreção ácida, poderia levar a proteção 

gástrica por diminuir os fatores agressores da mucosa (Schubert, 2008). 

As drogas mais utilizadas atualmente para o tratamento das dispepsias funcionais 

(inibidores de bomba ou antagonistas H2) apresentam um mecanismo de ação único ou 

majoritário, que leva a redução da secreção ácida gástrica. Em suma, os antagonistas H2 

inibem a secreção gástrica de ácido provocada pela histamina e por outros agonistas de H2 

de modo dependente da dose e competitivo e também inibem a secreção gástrica provocada 

pela gastrina e acetilcolina contribuindo assim para a acentuada eficácia clínica destes 

agentes. Reduzem tanto o volume do suco gástrico como a concentração de H+ (Schubert, 

2008).  

Fármacos utilizados como inibidores da secreção gástrica como a cimetidina e 

ranitidina são antagonista dos receptores H2 de histamina, mas atuam inibindo a secreção 

de ácido gástrico estimulada pela histamina, gastrina e acetilcolina; a secreção de pepsina 

também cai com a redução no volume de suco gástrico. Além disso, promovem a 

cicatrização das úlceras duodenais evidenciando uma ação generalizada (Rang e col., 

2004). 
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A ação geral dos extratos EEPV e EEG6 sobre os receptores citados acima pode 

estar ligada ao fato de se tratarem de extratos brutos possuindo assim, grande quantidade de 

compostos que poderiam agir de formas distintas. 

Diferentes variedades de própolis já foram avaliadas quanto à atividade 

antiulcerogênica revelando propriedades de regeneração tecidual como cicatrização de 

úlceras, feridas, hepatoproteção, atividades estas possivelmente relacionadas com a ação 

antioxidante da própolis, além de atividades específicas como diminuição significativa no 

número de lesões, redução do volume de secreção gástrica, aumento do pH e redução da 

acidez estomacal (Cardinale e col., 2003; Barros e col., 2008).  

Apesar da ampla utilidade desse produto, comprovada também para os extratos aqui 

avaliados, outros aspectos devem ser levados em consideração. A toxicidade observada no 

ensaio de toxicidade aguda foi controlada utilizando-se doses baixas, mas ativas, que a 

princípio não demonstraram serem tóxicas para os animais. No entanto não pode ser 

descartada a hipótese de uma possível toxicidade dos extratos principalmente para EEG6, 

sobre o trato gastrointestinal dos animais, especificamente sobre as células parietais da 

mucosa oxíntica que produzem ácido clorídrico; células do tipo enterocromafins (ECL) da 

mucosa oxíntica, que produzem a histamina (principal estimulante parácrino da secreção 

ácida); as células G da mucosa antral, que produzem a gastrina (principal estimulante 

hormonal da secreção ácida) e as células D da mucosa oxíntica e antral, que produzem a 

somatostatina (principal inibidor parácrino da secreção ácida) (Schubert, 2008). 

Uma lesão a esses tipos celulares promovidos por uma possível ação citototóxica dos 

extratos levaria a uma redução da secreção gástrica. Por esse motivo, a importância de 

estudos complementares se faz necessária.  
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O potencial natural encontrado nos países latino-americanos, principalmente no 

Brasil, aliado à diversidade de compostos bioativos têm atraído a atenção da comunidade 

científica e das indústrias farmacêuticas na produção de fitoterápicos, uma vez que a 

utilização desses produtos atinge um público cada vez maior. Mas como ponto negativo, 

esse aumento no emprego dos produtos naturais traz consigo seu uso indiscriminado sem 

qualquer conhecimento fitoquímico, farmacológico e toxicológico, o que é fato preocupante 

e também chama a atenção dos pesquisadores em todo país (Calixto, 2005). 

Diferentes variedades de própolis são consumidas amplamente pela população para o 

tratamento de uma série de afecções, sem mesmo ser avaliado seu perfil de atividade, bem 

como de toxicidade. Foi confirmado no presente trabalho diferenças na atividade 

farmacológica de duas variedades de própolis brasileira, bem como da toxicidade das 

mesmas.  

Os resultados obtidos através desses estudos, aliados à identificação química dos 

compostos das própolis, enriquecem ainda mais o trabalho e o valor comercial desses 

produtos, servindo como caminho para o desenvolvimento de novas drogas. Esse trabalho 

multidisciplinar ressalta a importância de novos estudos complementares tanto na área 

acadêmica quanto por setores industriais relacionados ao desenvolvimento de novos 

fármacos, para que todas essas informações não sejam perdidas.  
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VÉÇvÄâáÆxá ZxÜt|á 

 Os extratos brutos EEPV e EEG6 apresentaram atividade antiproliferativa in vitro 

com perfil semelhante de ação, sobre as células tumorais.  

 Os animais tratados com EEPV apresentaram sobrevida e inibição do 

desenvolvimento tumoral nos modelos de tumor de Ehrlich.  

 Os animais tratados com EEG6 demosntraram sinais de toxicidade não sendo possível 

verificar uma ação antitumoral.  

 O fracionamento do EEPV levou a identificação de dois compostos isolados com 

maior potencial de atividade antiproliferativa em relação ao EEPV e suas frações: C1 

(Benzofenona Prenilada) e C2 (Vestitol). O composto C1 apresentou uma atividade 

mais significativa sobre todas as linhagens celulares. 

 O Fracionamento do EEG6 originou a fração fr-HexG6 e o composto isolado C3 

(Hiperibone A), que apresentaram perfil semelhante de ação in vitro. 

 A administração de 200mg/kg do EEPV reduziu o edema de orelha induzido por óleo 

de cróton, evidenciando uma ação antiinflamatória local. 

 A administração de 200mg/kg do EEPV reduziu o edema de pata induzido por 

carragenina evidenciando uma ação antiinflamatória sistêmica e inespecífica. 

 A administração do EEG6 não apresentou atividade antiinflamatória em nenhum dos 

modelos avaliados. 

 No modelo experimental de úlcera induzida por etanol, mesmo utilizando doses 

consideradas baixas, tanto EEPV quanto EEG6 apresentaram porcentagens de inibição 

das lesões ulcerativas (ILU) bastante significativas. 
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 A atividade antiulcerogênica dos EEPV e EEG6 esta relacionada à atividade 

antisecretória.  
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