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A prépolis € conhecida como um dos produtos de maior destaque devido as suas diversas propriedades farmacolégicas e
biolégicas, dentre elas, fungéo anti-inflamatéria, cicatrizante e antimicrobiana. Ja o dimetilsulféxido (DMSO) é um subproduto
resultante do processamento da madeira e do petréleo, que com o passar do tempo vem sendo estudado e utilizado como
carreador de diversos medicamentos desempenhando fungdes anti-inflamatérias pela remogéo de radicais livres e agéo
analgésica em resposta a depressao da condugéo de impulsos aferentes nervosos. Os objetivos do presente trabalho foram
o de comprovar a eficacia do uso da prépolis e do DMSO como tratamento alternativo para cicatrizagao de feridas cirurgicas,
bem como sugerir seus beneficios para o bem estar animal e manejo de feridas em geral. Foi analisada a qualidade da
prépolis por ensaios quimicos e o seu potencial, associado ao DMSO, na cicatrizagdo de feridas abertas. A prépolis utilizada
na confecgdo da pomada, atendeu todos os requisitos preconizados pela legislagdo, bem como apresentou os marcadores
caracteristicos para o tipo “verde” (BRP). Concluiu-se que a agao anti-inflamatdria e antibiética desempenhada pela pomada de
prépolis associada ao DMSO foi totalmente satisfatéria, resultando em baixo grau de inflamagéao e apresentando cicatrizagédo
acelerada, com um melhor resultado, dispensando o uso de farmacos por via oral.

Palavras-chave: anti-inflamatorio; cicatrizagdo; DMSO; prépolis.

Propolis is known as one of the most prominent products due to its various pharmacological and biological properties, including
anti-inflammatory, wound healing and antimicrobial. On the other hand, dimethylsulfoxide (DMSO) is a by-product resulting from
the processing of wood and oil, which over time has been studied and used as a carrier for several drugs and performs anti-
inflammatory functions by removing free radicals and analgesic action in response to depression of the conduction of afferent
nerve impulses. The objectives of this study were to prove the effectiveness of propolis and DMSO as an alternative treatment
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for surgical wound healing, as well as to suggest their benefits for animal welfare and wound healing. The quality of propolis
was analyzed by chemical tests and its potential, associated with DMSO, in the healing of open wounds. The propolis used in
the manufacture of the ointment met all the requirements established by legislation, as well as presenting the characteristic
bioactive compounds belonging to the “green” type (BRP). It was concluded that the anti-inflammatory and antibiotic action
performed by the propolis ointment associated with DMSO was totally satisfactory, resulting in a low degree of inflammation
and accelerated healing, with a better result, dispensing the use of oral drugs.

Keywords: anti-inflammatory; healing; DMSO; propolis.

A propolis é uma resina de consisténcia e coloracéo variada,
produzida por abelhas a partir de brotos e exsudatos de algumas
arvores e arbustos, adicionada de algumas secregdes orais,
polen e cera (1, 2). As diferengas de cor e composigao de propolis
de Apis mellifera do Brasil estdo diretamente relacionadas as
suas origens geograficas e a vegetacdo predominante (figura
1A). Cada tipo de prépolis contém compostos marcadores que,
no caso do presente trabalho, foram quantificados previamente
por HPLC-DAD (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com
Detector de Rede de Diodos).

Foi possivel estabelecer um

perfil baseado na ocorréncia dos marcadores principais da
prépolis verde (figura 1B) originaria de Baccharis dracunculifolia
(B.dracunculifolia) popularmente conhecida por alecrim-do-
campo, a qual foi alvo desse trabalho em particular. Marcadores
quimicos como os mostrados na figura 2, foram encontrados na
prépolis verde de B.dracunculifolia. Foi relatado que esse tipo
de proépolis possui um marcador principal, isto € um componente
majoritario a saber, o acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico,
denominado de Artepillin C® assim chamado pelos japoneses
que comercializam este composto na forma de p6 e o empregam
no tratamento de tumores. Este composto é o marcador da
propolis verde brasileira do tipo BRP (3).

Figura 1 - Abelha coletando a resina de B.dracunculifolia (A) e a prépolis verde (BRP) elaborada pelas abelhas A.mellifera (B).

Fonte: Natucentro,

Sao atribuidas a propolis, muitas propriedades terapéuticas
e atividades biologicas comprovadas e reconhecidas, como
a acdo anti-inflamatodria, cicatrizante, antioxidante e atividade
antimicrobiana (4, 5). Outras agdes como redugdo de edema e
quimiotaxia de macréfagos séo citadas (6). Atualmente, € um dos
produtos naturais com maior destaque devido as suas diversas
propriedades biolégicas (4, 7, 8). Sua atividade farmacoldgica esta
diretamente relacionada com a composi¢éo quimica, onde, até o
momento cerca de 200 elementos ja foram identificados, sendo os
principais listados, os flavonoides, acidos aromaticos e ésteres,
aldeidos e cetonas, terpendides, aminoacidos, polissacarideos,
dentre outros compostos (1, 7, 11). Alguns destes compostos sao
listados na figura 2.

com permissao.

Dentre suas diversas aplicabilidades, foi realizado um estudo
sobre a acdo da prépolis a 5% em feridas faciais em humanos
e relatou-se que cerca de 90% dos pacientes apresentaram
melhora em sete dias completos de tratamento e somente um
paciente necessitou de treze dias para a cura total da ferida
(11). Medeiros et al. (2019) avaliaram o uso de uma solugdo de
extrato de propolis como antimicrobiano e cicatrizante em feridas
cutdneas em cao; nas condigdes em que o estudo foi conduzido,
os autores concluiram que o uso da solugéo do extrato de prépolis
foi eficaz no controle antimicrobiano e no processo de cicatrizagao
das feridas do animal, sendo que as mesmas apresentaram bom
aspecto durante as observagdes semanais e cicatrizaram dentro
de um tempo médio consideravel de 25 dias, para o tamanho
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de cada lesdo. Dentre as varias pesquisas utilizando a propolis,
algumas revelaram sua eficacia nos processos de cicatrizagdo

(13-15). Contudo, sé@o poucos os estudos que utilizaram a prépolis
como medicamento no tratamento de feridas cutaneas em caes.

Figura 2. Principais compostos encontrados em propolis de B.dracunculifolia (verde, BRP).
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O dimetilsulfoxido (DMSQO) é um subproduto consequente
do processamento da madeira e da destilagdo do petréleo (16)
(figura 3).

o
S
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Figura 3: Estrutura quimica do dimetilssulfoxido.
Fonte: www.sial.com

Inicialmente empregado como solvente industrial, com o
passar do tempo vem sendo muito utilizado como carreador para
diversos medicamentos (17). Devido a sua intensa capacidade
de penetragdo, substancias quando associadas ao DMSO,
sdo carreadas através das membranas (18). Sua agéo anti-
inflamatoria e do seu respectivo metabdlito, o dimetilssulfeto, &
responsavel por remogéo dos radicais livres (19). Também possui
acao analgésica em consequéncia da depressao da condugao dos
impulsos aferentes nervosos, a partir de areas com inflamagéo,
reduzindo assim a agregacdo plaquetaria e consequentemente
protegendo o endotélio vascular (17).

Desde a década de sessenta, seu efeito anti-inflamatério
vem sendo relatado e conhecido, em decorréncia de varios
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mecanismos, dentre os quais s&do citados, antagonismo das
substancias originadas pela cascata inflamatodria, inibicdo da
infiltragcdo de polimorfonucleares e remogao dos radicais livres
produzidos por neutrdfilos, que esta diretamente ligada ao disturbio
circulatério a caminho da necrose (18, 20). Baseado no exposto,
o objetivo desse trabalho foi o de comprovar a eficacia do uso da
prépolis e DMSO como tratamento alternativo para cicatrizagédo de
feridas cirurgicas, bem como sugerir seus beneficios para o bem-
estar animal e manejo de feridas em geral. Uma vez que, tanto
a propolis como o DMSO separadamente apresentam efeitos
anti-inflamatérios, este trabalho teve também como propésito,
avaliar a diferenga entre os tratamentos somente com a prépolis
e os tratamentos com a prépolis associada ao DMSO e comparar
possiveis interagdes entre os tratamentos.

Controle de qualidade da prépolis

O extrato de propolis foi preparado a partir de uma amostra
proveniente do sul de Minas Gerais, de fonte vegetal a B.
dracunculifolia a qual foi triturada em liquidificador e extraida
com etanol a 95°GL (Synth). A amostra foi seca e obtido o
extrato mole de propolis. A partir do extrato mole foi preparada
uma pomada de prépolis. Foram realizadas analises de controle
de qualidade da prépolis, a saber: solidos sollveis em etanol,
residuos insollveis, teor de cera, perda por dessecagao, fenois e
flavonoides totais, atividade de oxidagao, reagdes com acetato de
chumbo e hidréxido de sédio (21). A determinag&o do conteudo de
marcadores na propolis foi feita por HPLC-DAD, da Merck-Hitachi
(Darsmtadt, Alemanha) modelo D-7000 com injetor automatico.
As condicdes cromatograficas foram, fase mével: acido férmico
(PA, Merck) diluido a 5% em agua ultrapura (solvente A) e metanol
de grau cromatografico - Merck (solvente B). O fluxo foi de 1 mL/
min, utilizando-se um gradiente linear comegando com 30% de B
terminando com 90% de B, em uma corrida cromatografica de 50
min e volume de injecdo da amostra de 20 pL. Os comprimentos
de onda de deteccéo utilizados, foram 280 e 340 nm (4).

Atividade antioxidante

A atividade antioxidante da prépolis foi avaliada empregando-

Tabela 1 - Grupos experimentais nos ensaios in vivo.

se a cinética de descoloragdo do radical livre difenilpicrilhidrazila
(DPPH da Sigma, EUA) (0,3 mM, A = 0,960 a 25 ° C) que foi
adicionado varias concentragdes do extrato em etanol (triplicata).
Foi entdo mantido por 30 min de incubagdo a temperatura
ambiente no escuro. A mesma preparagao foi feita substituindo-se
a amostra por etanol (t = 0 min). A diminuicdo da absorbéancia foi
medida em 517 nm. O valor da CE,; (concentracdo que elimina
50% dos radicais livres) foi calculado por uma regressao linear (4).

Pomada de prépolis

A pomada de prépolis foi gentilmente cedida pela empresa
Apis Brasil Green Propolis Eucalypt Ltda. de Pindamonhangaba-
SP, a base de extrato de prépolis a 13%, cera de abelha 10,5% e
veiculo vaselina 76,5%) (figura 4).

Figura 4: Pomada de propolis utilizada no presente estudo,
cedida pela empresa Apis Brasil.

Ensaios in vivo

No experimento in vivo, foram utilizados quarenta e cinco
animais da espécie canina, fémeas, com idade, peso e raga
indiferentes. Os mesmos foram escolhidos de forma aleatéria
durante a campanha de controle populacional realizada no
Hospital Veterinario Vicente Borelli — UNIFEOB. As cirurgias foram
realizadas para a esterilizagdo dos animais, com padronizagéo da
incisdo de aproximadamente trés centimetros. Os animais foram
agrupados em trés grupos, conforme a tabela 1.

Grupo*

Condigoes experimentais

Pomada de prépolis com DMSO a 20%

Pomada de prépolis

Limpeza da ferida cirurgica com solugao fisiologica a 0,9%

* Todos com n = 15.
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Ambas as pomadas (Grupos | e Il) foram aplicadas na ferida
cirurgica no pés-operatorio imediato, com prévia limpeza a base
da solugdo de NaCl 0,9%. No grupo Il utilizou-se somente a
solugédo de NaCl (Synth) a 0,9% para limpeza da ferida cirdrgica.
Em associagéo, foi realizada analgesia pos-operatéria durante
cinco dias com dipirona via oral (uma gota por quilograma). Os
curativos foram realizados diariamente durante 14 dias, a cada
12 horas, sendo que a cada nova reposi¢cdo da medicacéo, as
feridas foram lavadas com solugao de NaCl a 0,9% para remogao
de crostas e residuos. Antibidticos e anti-inflamatorios orais ndo
foram utilizados nesse estudo, uma vez que o uso dos mesmos
poderia interferir no resultado final.

No decorrer do tratamento, foram realizados retornos para
avaliagdo da ferida, analisando-se a inflamagdo e cicatrizagao,
ocorrendo no quarto (D4), sétimo (D7), décimo primeiro (D11) e
décimo quarto dia pds-operatério (D14) onde no décimo primeiro
dia foi realizada a retirada dos pontos. O projeto foi aprovado pelo

Tabela 2 - Parametros de controle de qualidade da propolis.

Comité de Etica UNIFEOB n- 2018.51 - Agosto/2018.
Analise estatistica

Para a analise dos resultados, os calculos foram realizados
utilizando-se o programa Excel (Microsoft Excel 2010®) levando-
se em consideragdo o percentual de inflamagédo ou ndo no inicio
do tratamento e no decorrer dos dias nos diferentes grupos, tendo
como variaveis o tempo e o aspecto de cada lesdo. Em seguida,
as médias foram comparadas por meio de graficos cujos eixos
foram tempo versus grau de inflamagéao (%).

A tabela 2 mostra os resultados obtidos no controle de
qualidade da propolis.

Analise Resultado Especificagao*
Atividade de oxidagéo 26s Maximo de 22 segundos
Fenois totais 7,24% Minimo de 5% (m/m)
Flavonoides totais 3,64% Minimo de 0,5% (m/m)
Reagao com acetato de chumbo Positivo Positivo

Reagéo com hidréxido de sédio Positivo Positivo

Residuos insoluveis 39,57% Maximo 40% (m/m)
Solidos soluveis em etanol 49,64% Minimo 35% (m/m)
Teor de cera 6,95% Maximo 25% (m/m)
Teor de cinzas 3,40% Sem especificagdo
Umidade (perda por dessecagao) 3,84% Maximo 8%

*Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Brasil (2001).

Os resultados das analises fisico-quimicas da prépolis, estdo
em conformidade com o mencionado na Instrugdo Normativa no.
3 do Ministério da Agricultura (MAPA) (21). A figura 5 mostra o
cromatograma em HPLC-DAD da amostra de prdépolis utilizada no
presente trabalho.

Na quantificacdo dos marcadores identificados na figura 5,
obteve-se 1,61 + 0,25% de acido p-cumarico, 1,18 £ 0,07 % de
acidos cafeoilquinicos totais e 4,35 + 0,13 % de Artepillin-C, o
marcador principal da propolis verde BRP. Com respeito a atividade
antioxidante, o valor encontrado para a CE, foi de 31,86 + 0,67
pg/mL. A atividade antioxidante de extratos de B.dracunculifolia e
de propolis verde foi avaliada por Veiga et al. (2017) apresentando
valores de CE,, entre 13,09 a 141,45 pg/mL. O resultado obtido
no presente trabalho, esta dentro da faixa encontrada por esses
autores, empregando-se a mesma metodologia.

Ensaios in vivo

Como se observa na figura 6, quatro dias ap6s o procedimento
cirlirgico, a incisdo apresentava alto sinal de inflamagao e ruptura
de ponto; continuando com o tratamento topico da pomada (Grupo
1), apos trés dias, no segundo retorno, a lesédo apresentava
aproximagédo das bordas da ferida e melhora na condigcdo da
inflamagdo. No décimo primeiro dia, apresentava melhora
significativa em relacdo as bordas da ferida, melhora efetiva do
processo inflamatério, apresentando inflamagdo apenas nas
extremidades dos pontos e depois de trés dias, o local estava
totalmente cicatrizado, sem inflamagéo e edema. Este foi o Unico
caso em que a retirada de pontos ocorreu no 14° dia, em virtude
da deiscéncia de um deles.
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Figura 5 - Cromatograma em HPLC-DAD da amostra de prépolis.
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Figura 5: Cromatograma em HPLC-DAD da amostra de prépolis. Legenda: p-CUM é o acido p-cumarico, CAF sdo os acidos cafeoilquinicos.

Figura 6: Evolugdo do grau de inflamacgéo e cicatrizagdo com a utilizagdo de pomada de prépolis e DMSO. Legenda: (A) Pds-imediato,
(B) Primeiro retorno (4 dias), (C) Segundo retorno (7 dias), (D) Terceiro retorno (11 dias) e (E) Quarto retorno (14 dias).

Na figura 7 (Grupo Il) pode ser observado que, quatro dias apds
o procedimento cirlrgico a incisdo apresentava sinais de inflamagao
e edema, continuando com o tratamento tépico da pomada, apds trés
dias, no segundo retorno, a lesdo apresentava reducéo significativa

do edema e pouca vermelhiddo. No décimo primeiro dia, apds a
retirada dos pontos, a ferida estava cicatrizada, apresentando uma
pequena inflamagéo nas extremidades dos pontos e depois de trés
dias, o local estava cicatrizado, sem inflamagao e edema.

Figura 7: Evolugao da cicatrizagdo com a utilizagdo de pomada de prépolis. Legenda: (A) Pés-imediato, (B) Primeiro retorno (4 dias),
(C) Segundo retorno (7 dias), (D) Terceiro retorno (11 dias) e (E) Quarto retorno (14 dias).
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Observa-se na figura 8 que, quatro dias apds o procedimento
cirurgico, a incisdo apresentava poucos sinais de inflamagao e
edema; continuando com o tratamento com a limpeza com solugéo
de NaCl 0,9% (Grupo lll), apds trés dias, no segundo retorno, a

lesdo apresentava redugcao do edema e pouca vermelhiddo. No
décimo primeiro dia, a ferida estava cicatrizada, apresentando
uma pequena inflamagao nas extremidades dos pontos e depois
de trés dias, o local estava totalmente cicatrizado.

Figura 8: Evolugéo da cicatrizagdo de solugdo de NaCl 0,9%. Legenda: (A) Pés-imediato, (B) Primeiro retorno (4 dias), (C) Segundo
retorno (7 dias), (D) Terceiro retorno (11 dias) e (E) Quarto retorno (14 dias).

A figura 9 a seguir, ilustra os percentuais de inflamagao, no decorrer do tratamento, os quais foram obtidos a partir da analise

estatistica de cada grupo.
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Figura 9: Grau de inflamagéo ao longo dos dias, nos diferentes grupos. Legenda: (A) pomada de prépolis com DMSO. (B) pomada de
propolis e (C) grupo limpeza com solugédo NaCl 0,9%. D4, D7, D11 e D14 se referem aos dias: 4, 7, 11 e 14, respectivamente.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Pode-se constatar que a terapia complementar utilizando a
pomada de prépolis e DMSO apresentou um excelente efeito anti-
inflamatério, antibidtico e cicatrizante; em um dos casos do grupo

7 www.bjns.com.br

I, houve a deiscéncia de um dos pontos e pode ser observado que,
a ferida no quarto dia pds-operatério se encontrava inflamada com
perda da continuidade das bordas, entretanto no 14° dia ndo foram
observados sinais de inflamacéao e a cicatrizagao foi completa.
Quando se observa os percentuais, o grupo | - prépolis e DMSO,
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no quarto dia pds-operatorio, apresentou 53% de inflamagéo,
contra 60% do grupo prépolis (Il) e 73% do grupo tratado com
NaCl 0,9% (lll). No sétimo dia, observou-se aproximadamente
27% de inflamagdo para o grupo prépolis e DMSO (l), contra
33% para a pomada de propolis (Il). Em relagdo ao dia 11, tem-
se 7% de inflamagdo para prépolis e DMSO (I) e 13% para a
propolis (II). Com 14 dias, ambos os grupos apresentavam uma
total cicatrizagdo. Pode ser observado também que, o grupo
onde foi utilizada a limpeza com solugéo fisiologica (ll) foi o que
apresentou maior percentual de inflamagéo, sendo que no 14° dia
a ferida ainda apresentava um percentual de inflamacéo de 13%.
Orlato (2006) relatou que o DMSO é um farmaco que tem fungéo
de potencializar a agdo de quem esta a ele associado. No presente
estudo, a propolis foi o produto natural que, quando associado ao
DMSO apresentou uma resposta de acdo mais eficiente, sendo
observado que o melhor resultado obtido foi do Grupo | — prépolis
associada ao DMSO. As feridas cirdrgicas dos animais desse
grupo apresentaram um processo inflamatério discretamente
menor em comparagao ao grupo ll, no qual foi utilizada somente a
prépolis, evidenciando o efeito proposto pelo DMSO de carreador
e potencializador. A prépolis, € um produto natural, desenvolve
uma melhor resposta anti-inflamatéria, cicatrizante e antisséptica,
sendo essas propriedades observadas nas feridas dos animais
estudados. Embora a cicatrizagdo tenha sido semelhante, em
relagéo ao grupo lll, os grupos | — prépolis associada ao DMSO
e Il — prépolis somente, apresentaram um melhor resultado, pois
uma pequena porcentagem de inflamag&o ainda foi observada nos
animais do grupo Il ao 14° dia. Sendo assim, todas as feridas
apresentaram-se semelhantes num periodo de aproximadamente
14 dias quanto a finalizagdo do processo cicatricial, quando
todos os grupos apresentavam total cicatrizagdo, ndo havendo
discrepancia entre os mesmos, embora, como ja& mencionado,
tenha-se observado a inflamagéao, dentro do Grupo Il

Por ter baixo custo, ser um produto natural e que ndo apresentar
efeitos adversos, o uso da propolis € um método terapéutico
eficaz para tratamento de feridas cirurgicas. No presente trabalho,
a prépolis utilizada na confecgdo da pomada, atendeu todos
os requisitos preconizados pela legislagdo com respeito a sua
qualidade, bem como apresentou os marcadores caracteristicos
para o tipo “verde” (BRP). De acordo com a literatura, o DMSO
potencializa a agdo de substancias em tratamento e tendo em
vista os resultados obtidos, conclui-se que a agao anti-inflamatéria
e antibiética desempenhada pela pomada de prépolis associada
ao DMSO foi totalmente satisfatéria, resultou em baixo grau de
inflamagao e apresentou cicatrizagdo acelerada, com um melhor
resultado, dispensando o uso de farmacos por via oral. Portanto,
o tratamento com prépolis e DMSO além de promover uma 6tima
cicatrizagao, pode evitar o uso de antibiéticos e anti-inflamatérios e
seus possiveis efeitos adversos, melhorando assim a qualidade de
vida dos animais, bem como seus efeitos benéficos comprovados
em feridas cirurgicas podendo ser extrapolados para outros tipos
de feridas ou lesdes.
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