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Efeito antinociceptivo da propolis oriunda de duas vegetacoes distintas

Antinociceptive effect of propolis from two different vegetations

Emanuelle Karine Frota Batista'; Hebelys Ibiapina da Trindade?; Maria do Carmo
de Souza Batista®

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito antinociceptivo da propolis, comparando solucdes
elaboradas a partir da propolis obtida do apiario do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade
Federal do Piaui, com o extrato oriundo do Laboratorio Apis Flora. Foram utilizados 48 camundongos,
divididos em seis grupos que foram tratados com solugdo hidroetandlica (veiculo, 20mL/Kg, v.0.),
dipirona (controle positivo, 50mL/Kg, v.0.), solu¢do de prépolis a 10% (obtida do CCA e Apis Flora,
20mL/Kg, v.0.) e solugdo de propolis a 20% (obtida do CCA e Apis Flora, 20mL/Kg, v.0.). O estimulo
nociceptivo foi induzido por meio da administragdo intraperitoneal (i.p.) de acido acético a 0,6%, 20
minutos apos a administracdo de cada tratamento. Realizou-se a contagem do numero de contor¢des
abdominais por um periodo de 20 minutos, e calculou-se o percentual de inibi¢do da sensagdo dolorosa
proporcionado por cada tratamento. Os resultados mostraram que o grupo controle, tratados com
solugdo hidroetanolica, diferiu significativamente de todos os demais, € que os tratados com a solugao
de propolis a 10% e 20%, de ambas as origens, ndo diferem significativamente entre si e nem do controle
positivo, demonstrando possuir efeito antinociceptivo semelhante.

Palavras-chave: Dor. Propolis. Antinocicepgao.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the analgesic effect of propolis, comparing solutions prepared from
propolis obtained from the apiary of the Centre for Agricultural Sciences (CCA) of the Federal University of
Piaui, with the extract from the Apis Flora Laboratory. Forty eight mice were divided into six groups treated with
hydroethanol solution (vehicle, 20mL/Kg, p.o.), dipyrone (positive control, S0mL/Kg, p.o.), propolis solution
10% (obtained from CCA and Apis Flora, 20mL/Kg, p.o.) and propolis 20% solution (obtained from CCA and
Apis Flora, 20mL/Kg, p.o.). The nociceptive stimulus was induced by intraperitoneal (i.p.) administration of
0.6% acetic acid 20 minutes after administration of each treatment. The number of writhing was performed,
for a period of 20 minutes, and the inhibition percentage of the painful sensation provided by each treatment
were calculated. The results showed that the control group, treated with hydroethanol solution, was significantly
different from all others, and those treated with propolis solution at 10% and 20% from, both sources do not
differ significantly from each other and not the positive control, showing similar analgesic effect.
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Introducao

A busca de novas substidncias analgésicas
derivadas de produtos naturais tem crescido
nos ultimos anos, objetivando encontrar novas
substancias que apresentem boa poténcia e poucos
efeitos adversos, proporcionando nova possibilidade
de tratamento terapéutico para quadros dolorosos
(SIMOES, 2007).

Os produtos naturais constituem importante
fonte de pesquisa visando a descoberta de novas
substancias com atividades farmacoldgicas. Nos
ultimos anos tem crescido o uso de produtos
naturais nas praticas de saude, como alternativas
terapéuticas mais baratas e relativamente seguras
(OLIVEIRA et al., 2005; PASSOS et al., 2009).
Entre estes produtos, a propolis apresenta grande
aceitacdo devido a suas propriedades terapéuticas
(BARBOSA et al., 2009). A propolis é uma resina
de coloragdo e consisténcia variada, coletada por
abelhas (Apis melifera) de diversas partes das
plantas, como gemas vegetativas, botdes florais
e exsudados resinosos, acrescidas de secrecdes
salivares, ceras e polen (CASTRO et al., 2007;
SILVA et al., 2005).

Desde a antiguidade, a propolis ¢ utilizada
no tratamento de diversas enfermidades, sendo
atualmente um dos produtos naturais de maior
destaque, por conta das diversas propriedades
bioldgicas que possui, sendo utilizada como

antimicrobiano  (antibacteriano e  antiviral),
antioxidante, anti-inflamatério, imunomodulador,
hipotensor, cicatrizante, anestésico, anticancerigeno,
e anticariogénico. Essas propriedades estdo
relacionadas com sua composi¢do quimica, pois
¢ composto por flavonoides, acidos aromaticos
aldeidos

fenilpropanoides,

e ésteres, e cetonas, terpenoides e

esteroides, aminoacidos,
polissacarideos, hidrocarbonetos, acidos graxos e
varios outros compostos em menores quantidades
(BARBOSA et al., 2009; LUSTOSA et al., 2008).
A proporgao dessas substancias varia e depende do

local e da época da coleta (SILVA et al., 2005).

Os flavonoides sdo considerados os principais
constituintes encontrados na propolis com
atividade farmacologica (MENEZES, 2005). Sao
definidos como compostos fenolicos provenientes
de plantas, que agem em diferentes processos
fisiologicos, interferindo com a absorcao de ferro,
atuando na acdo e absor¢do de vitaminas, nos
processos de cicatrizacdo, como antioxidantes e
exercendo fungdo antimicrobiana e moduladora
do sistema imune e que também apresentam
acdo anti-inflamatoria, analgésica, regenerativa
de cartilagens, ossos ¢ produzem vasodilatagdo
(BARBOSA et al.,, 2009; CHEN; ZHANG;
XIE, 2005; FERNANDES JUNIOR et al., 2006;
MENEZES, 2005).

A propolis ¢ bastante utilizada na medicina
popular brasileira e comercializada na forma de
suspensdes, extratos, comprimidos, pos, cremes
para o tratamento de feridas e, sobretudo, em
produtos de beleza. Um dos maiores problemas na
utilizacdo terapéutica da propolis € a variacdo da
sua composic¢ao, que depende da flora, mudangas
sazonais em determinada regido geografica,
tempo de colheita e presenga de contaminantes

(DULCETTI JUNIOR et al., 2004).

Estas variaveis acarretam mudangas em suas
propriedades farmacologicas, que tendem a serem
maiores em regides tropicais que em temperadas,
devido a riqueza vegetal existente. A época da
coleta é outro fator importante na determinagéo da
composicao quimica da propolis, pois em paises
como o Brasil, a coleta ocorre o ano todo, gerando
possiveis varidveis sazonais, que acabam por
interferir na sua eficacia terapéutica (BARBOSA
et al., 2009; TRUSHEVA et al., 2006).

Embora ja tenham sido comprovadas inimeras
das propriedades terap&uticas da propolis, pouco
se sabe sobre sua atividade antinociceptiva.
E como o estado do Piaui apresenta potencial
apicola expressivo, surgiu o interesse em estudar
a agdo antinociceptiva da propolis piauiense
(SILVA et al., 2005). Portanto, este trabalho
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foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito
antinociceptivo da propolis proveniente do
apiario do Departamento de Zootecnia do Centro
de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade
Federal do Piaui (UFPI), bem como comparar esse
efeito com outras solugdes de propolis oriundas

do sudeste do Brasil (Apis Flora).

Material e Métodos
Animais

Foram utilizados 48 camundongos (Mus
musculus) de ambos os sexos, com idade entre
trés e quatro meses e peso entre 20 e 30 gramas,
distribuidos em seis grupos (metade de cada
sexo0), ¢ mantidos em condigdes controladas de
temperatura (25 £ 2 °C) e ciclo de claro/escuro de
12 h, com livre acesso a agua e ragdo. Os animais
foram obtidos
de Animais Destinados a Experimentacdo
(BIOMADEX) do Centro de Ciéncias Agrarias

da Universidade Federal do Piaui. O projeto foi

do Biotério de Manutencao

avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo com Animais da Universidade
Federal do Piaui (UFPI), protocolo n ° 095/2010.

Local do experimento

O experimento foi conduzido no Laboratorio
de Ciéncias Fisiologicas do Departamento de
Morfofisiologia Veterinaria do Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal do Piaui.

Propolis utilizada

de
distintas, a primeira foi cedida pela empresa Apis

Utilizaram-se propolis duas origens

Flora Industrial e Comercial LTDA, localizada
em Ribeirdo Preto-SP. E a segunda foi obtida de
colmeias do setor de apicultura do Departamento
de Zootecnia no Centro de Ciéncias Agrérias,
UFPI.

Preparagdo do extrato

As solucdes de propolis a 10% e 20% Apis
Flora foram preparadas a partir da tintura
produzida pelo Laboratorio Apis flora, usando-se
como diluente a agua destilada.

do CCA, fizeram-se
inicialmente as raspagens de colmeias e preparou-

Quanto a propolis

se a tintura conforme a técnica de Bianchi (1991)
e a partir dela, as solugdes aquosas a 10% e 20%
em agua destilada.

Avaliagdo da atividade antinociceptiva

Utilizou-se o teste de contor¢des abdominais
em camundongos, realizado de acordo com
Koster, Anderson e Beer (1959). Para a inducdo
do estimulo nociceptivo foi administrado o acido
acético a 0,6% (0,1N) intraperitonealmente (i.p.)
em cada animal, na propor¢do de 10mL/Kg, 20
minutos apos a administracdo de cada tratamento
(SUDO et al., 2010),
Imediatamente apos a aplicagdo do acido acético,

conforme tabela 1.

cada animal foi colocado em caixa plastica e
iniciada a contagem do numero de contorgdes
abdominais por um periodo de 20 minutos. Ao
final, foi feito o calculo do percentual de inibigao de
sensacdo dolorosa. A substancia padrao utilizada
como controle positivo foi a dipirona (50mL/Kg),
por possuir atividade analgésica cientificamente
comprovada e largo uso em clinica médica e em
experimentacao animal (IMAGAWA, 2006).
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Tabela 1 — Delineamento experimental para determinagdo do percentual de inibicdo de contorg¢des
abdominais induzidas pelo acido acético em camundongos, apos administragdo oral da solugdo de propolis
a 10% e 20%, obtida da Apis Flora e Centro de Ciéncias Agrarias - UFPI

GRUPO TRATAMENTO POSOLOGIA (ml/’kg) VIA
G1 (controle) | Solugao hidroalcodlica + &c. acético 20 Oral
G2 (padrao) Dipirona + 4c. acético 50 Oral
G3 (teste) Solugédo propolis 10% (Apis Flora) + ac. acético 20 Oral
G4 (teste) Solugéo propolis 10% (CCA) + ac. Acético 20 Oral
G5 (teste) Solugédo propolis 20% (Apis Flora) + ac. acético 20 Oral
G6 (teste) Solugdo propolis 20% (CCA) + ac. acético 20 Oral

Fonte: Autores.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia ANOVA seguida pelo pos-teste de Tukey.
P<0,05 foi considerado como significante.

Resultados e Discussao

Houve, em todos os grupos, manifestacdo de
dor apds a administragdo i.p. de acido acético a
0,6%. O acido acético induz contor¢des abdominais
por meio da liberagdo de mediadores endogenos,
que estimulam os neurénios nociceptivos. E a
resposta nociceptiva induzida pelo acido acético
¢ sensivel tanto aos anti-inflamatdrios esteroidais
e ndo esteroidais quanto aos analgésicos opidides
(DUTRA et al., 2006; FISCHER et al., 2008). A
dipirona ¢ um dos principais analgésicos utilizados
pela terapéutica brasileira. Possui ag¢do analgésica
e antitérmica por agir sobre a cascata do acido

araquidonico inibindo a sintese de prostaglandinas
e oxido nitrico, que reduz as citocinas pro-
inflamatorias. A dipirona age também no bloqueio
das cicloxigenases (COX), interfere sinergicamente
em nivel central com peptideos analgésicos e
serotonina, e inibe o glutamato, promovendo
analgesia multimodal (VALE, 2006).

As  preparacdes com  propolis, tanto
proveniente do CCA como do Laboratério Apis
Flora, apresentaram percentuais de inibicdo do
estimulo nociceptivo estatisticamente similares
a dipirona, indicando que a propolis possui
atividade antinociceptiva. As contorgdes foram
reduzidas significativamente, em 52,43%, 52,58%,
67,97% e 59,34% em relagdo ao controle (solugdo
hidroalcodlica), através da administragdo da solugdo
de propolis nas concentragdes de 10% (Apis-Flora),
10% (CCA), 20% (Apis-Flora) e 20% (CCA),

respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2 — Percentual de inibi¢ao dolorosa induzida por injecao intraperitoneal de acido acético 0,6%, em

camundongos tratados com solucéo de propolis

GRUPO TRATAMENTO PERCENTUAL DE INIBICAO
Grupo 1 Soluc¢do hidroalcodlica + ac. Acético 0,6% 0,0a

Grupo 2 Dipirona + 4c. Acético 0,6% 75,82b

Grupo 3 Solugéo propolis 10% (Apis Flora) + ac. Acético 0,6% 52,43 b

Grupo 4 Solugéo propolis 10% (CCA) + ac. Acético 0,6% 52,58 b

Grupo 5 Solugao propolis 20% (Apis Flora) + ac. Acético 0,6% 67,97 b

Grupo 6 Solugao propolis 20% (CCA) + ac. Acético 0,6% 59,34 b

DMS = 23,52 CV (%) = 0,64

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (P<0,05).

Fonte: Autores.
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Nunes et al. (2014) demonstraram que o
extrato etandlico da propolis vermelha possui
acdo antinociceptiva central e periférica, pois
promoveu reducdo no numero de contorgdes
abdominais induzias pelo acido acético (0,6%),
em todas as dosagens analisadas (3, 10 e 30 mg/
kg), além de reduzir a acdo da formalina tanto
na fase neurogénica (30 mg/Kg) quanto na
fase inflamatéria (3, 10 ¢ 30 mg/kg). Dulcetti
Junior et al. (2004) também observaram efeito
antinociceptivo do extrato hidroetanolico da
propolis quando administrado em ratos, que foi
capaz de inibir a resposta induzida por acido
acético além de induzir analgesia contra estimulos
térmicos.

De Campos et al. (1999) comprovaram a
acdo analgésica do extrato etanolico de propolis
brasileira através dos modelos de nocicepcao
acido acético e

induzido pelo zymosan.

Também relataram que este extrato inibiu
significativamente a dor induzida por capsaicina e

reverteu a hiperalgesia induzida pela bradicinina.

A composi¢ao quimica da propolis pode variar
de acordo com a biodiversidade da flora apicola
(CASTRO et al., 2007). Portanto, a inexisténcia
de diferenca significativa entre a solucdo de
propolis do CCA e do Laboratorio Apis Flora
indica que os componentes responsaveis pela
inibi¢do da sensacdo dolorosa sdo semelhantes,
mesmo quando oriundos de vegetacdes distintas.

Entre os compostos ativos da propolis,
os fenolicos, como os flavonoides, tém sido
considerados substancias biologicamente ativas,
podendo justificar a sua atividade antinociceptiva.
Os flavonoides sao potentes inibidores da enzima
oxido nitrico sintase tipo 2 responsavel pela
sintese do oxido nitrico (NO), além de bloquear
as vias da COX e lipoxigenase (LOX), da
proteina quinase C e L-arginina/NO (CASTRO
et al.,, 2007; MEOTTI et al., 2006; SOUSA
et al., 2009). Essas vias tém sido implicadas
infinidade

em uma de eventos moleculares

envolvidos nas atividades anti-inflamatéria e
antinociceptiva de varias substancias (SOUSA et
al., 2009). Os flavonoides também sdo capazes
de inibir a fosfolipase A2 e a fosfolipase C,
enzimas importantes da cascata de mediadores
dos processos inflamatérios (MIDDLETON;
KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000).

Conclusoes

A propolis em solucdo aquosa, preparada
a partir do extrato hidroalcoodlico, ¢ capaz de
inibir, em camundongos, a sensacdo dolorosa
induzida pela inje¢do i.p. de acido acético. A
propolis oriunda do apiario do CCA ¢ equivalente
a industrializada pelo Laboratério Apis Flora,
quanto a capacidade de inibir o estimulo doloroso
induzido pelo 4cido acético. As solugdes de 10%
e 20%, provenientes de ambas as fontes acima
citadas, atividade

possuem antinociceptiva

similar a dipirona.
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