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“Não sei... 

Se a vida é curta ou longa para nós,  

mas sei que nada do que vivemos tem sentido,  

se não tocarmos o coração das pessoas. 

Muitas vezes basta ser: 

colo que acolhe,  

braço que envolve,  

palavra que conforta,  

silêncio que respeita,  

alegria que contagia,  

lágrima que corre,  

olhar que acaricia,  

desejo que sacia,  

amor que promove. 

E isso não é coisa de outro mundo, é o que dá sentido à vida.  

É o que faz com que ela não seja nem curta,  

nem longa demais, mas que seja intensa,  

verdadeira, pura enquanto durar.  

Feliz aquele que transfere o que sabe e aprende o que ensina.” 

 

Cora Coralina 
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AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE AGUDA E SUBAGUDA DO EXTRATO  

HIDROALCOÓLICO DA PRÓPOLIS VERMELHA 

Rafaela Oliveira da Silva 

  

Estudos recentes relataram importantes atividades biológicas da própolis vermelha brasilei-
ra. No entanto, não foi realizada uma avaliação detalhada dos possíveis efeitos adversos 
desse produto in vivo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade aguda e subaguda 
da administração oral do extrato hidroalcoólico da própolis vermelha (EHPV). A composição 
química do extrato foi analisada por cromatografia líquida de alta eficiência. O estudo foi 
realizado seguindo os protocolos da Organisation of Economic Co-operation and Develop-
ment. Para avaliação da toxicidade aguda (OECD 420) foram utilizadas ratas Wistar adultas 

(n = 5/grupo) que receberam uma dose única de veículo (5% Tween 80 em água, grupo con-
trole), ou 300 mg/kg do EHPV (grupo EHPV300). Estes animais foram observados durante 
14 dias quanto aos sinais de toxicidade e/ou mortalidade e alteração de massa corporal. 
Para a avaliação da toxicidade subaguda (OECD 407), grupos de ratos machos e fêmeas (n 
= 5/grupo) receberam veículo ou EHPV nas doses diárias de 10, 100 e 200 mg/kg (grupos 
EHPV10; EHPV100 e EHPV200, respectivamente) durante 28 dias. Foram avaliados diaria-
mente os sinais clínicos, mortalidade e ciclo estral em fêmeas. O consumo de água e ali-
mento e alteração de massa corpórea foram avaliados semanalmente. Ao final do período, 
foram realizados exames bioquímicos e hematológicos. Após a eutanásia, os órgãos de inte-
resse foram retirados para análise macroscópica e histopatológica. Na composição química 
do extrato foram identificadas as isoflavonas daidzeína, formononetina e biochanina A. Foi 
observado que o tratamento agudo com EHPV300 induziu sinais de toxicidade em 80% dos 
animais até o terceiro dia após a administração do extrato (respiração ofegante, sonolência, 
diminuição da ambulação e diarreia), mas não foram observadas alterações macroscópicas 
dos órgãos. O tratamento subagudo com o EHPV10 causou raros episódios de diarreia nos 
animais e aumento dos níveis de ureia em fêmeas. O exame hematológico mostrou diminui-
ção da concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e aumento do número de 
eritrócitos e da concentração de hemoglobina em machos. O grupo EHPV100 apresentou 
sinais de toxicidade em fêmeas (diarreia) e machos (diarreia, diminuição da ambulação e 
respiração ofegante). As fêmeas apresentaram aumento do consumo de água e ração, da 
massa corpórea, do peso do baço e dos níveis de fosfatase alcalina, com diminuição do 
volume corpuscular médio das hemácias (VCM). Nos machos houve aumento da massa do 
pulmão, aumento da quantidade de eritrócitos e da concentração de hemoglobina, com di-
minuição da CHCM. No grupo EHPV200 observaram-se episódios de diarreia, aumento da 
massa corpórea e aumento nas concentrações de sódio e do colesterol total em ambos os 
sexos. Nas fêmeas houve aumento da CHCM e diminuição do VCM. Nos machos observou-
se aumento do consumo de água e ração, de monócitos e aumento dos níveis de proteínas 
totais, fosfatase alcalina, creatinina, albumina e alanina aminotransferase, com diminuição 
dos níveis de triglicerídeos e da quantidade de eosinófilos, além de diminuição da massa do 
testículo. Não foram observadas alterações macroscópicas e histopatológicas dos órgãos 
analisados. A regularidade do ciclo estral foi mantida no grupo controle, mas mostrou-se 
alterada em 40% das fêmeas do grupo EHPV10 e em 100% das fêmeas dos grupos 
EHPV100 e EHPV200. Os dados indicam uma possível ação tóxica da própolis vermelha, 
além de um efeito estrogênico associado à presença de isoflavonas. 

 

Palavras-chave: Própolis vermelha, toxicidade, isoflavonas. 
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ACUTE AND SUB-ACUTE EVALUATION OF TOXICITY OF HYDROALCOHOLIC  

EXTRACT OF RED PRÓPOLIS 

Rafaela Oliveira da Silva 

 

Recent studies have reported important biological activities of Brazilian red propolis, but the 

toxicological evaluation of this product in vivo was not carried out so far. The objective of this 

study was to evaluate the acute and subacute toxicity of oral administration of the 

hydroalcoholic extract of red propolis (HERP). The chemical composition of the extract was 

analyzed by high performance liquid chromatography. The study was conducted following 

the guidelines of the Organisation of Economic Co-operation and Development (OECD). To 

evaluate the acute toxicity (OECD 420) adult Wistar rats (n = 5 / group) received a single 

dose of vehicle (5% Tween 80 in water), control group, or 300 mg / kg of EHPV (EHPV300). 

The animals were observed for 14 days for signs of toxicity and / or mortality and body 

weight changes. To evaluate the subacute toxicity (OECD 407), male and female rats (n = 5 / 

group) received vehicle or EHPV in daily doses of 10, 100 and 200 mg / kg (EHPV10 groups; 

EHPV100 and EHPV200, respectively) for 28 days. The clinical signs, mortality and estrous 

cycle in females were evaluated every day, while the consumption of water and food and 

body weight loss was measured weekly. At the end of the period, biochemical and hemato-

logical tests were performed. After euthanasia, the organs of interest were removed for mac-

roscopic and histopathological analysis. The isoflavones daidzein, formononetin and 

biochanin A were identified in the chemical composition of the extract. It was observed that 

acute treatment with EHPV300 induced signs of toxicity in 80% of animals until the third day 

after extract administration (breathless breathing, sleepiness, decreased ambulation and 

diarrhea) without macroscopic changes of organs. The subacute treatment with EHPV10 

caused rare episodes of diarrhea in animals and increased levels of urea in females. The 

hematological test showed a decrease mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) 

and an increased in the number of red blood cells and hemoglobin concentration in males. 

The EHPV100 group showed signs of toxicity in females (diarrhea) and males (diarrhea, de-

creased ambulation and wheezing). Females showed increased consumption of water and 

food, body weight, spleen weight and alkaline phosphatase levels, with decreased mean 

corpuscular volume (MCV) of red blood cells. In males there was an increase in lung weight, 

increase of the quantity of erythrocytes and hemoglobin concentration, and a decreasing in 

MCHC. In EHPV200 group there were episodes of diarrhea, increased body mass and in-

crease in sodium and total cholesterol in both sexes. In females, MCHC increased and the 

MCV decreased. In males, the consumption of water and food, monocytes, levels of total 

protein, alkaline phosphatase, creatinine, albumin and alanine aminotransferase increased, 

while triglyceride levels and the amount of eosinophils, and decrease in mass the testis. No 

macroscopic and histopathological changes of the organs were observed. The regularity of 

the estrous cycle was maintained in the control group, but was abnormal in 40% of females 

of EHPV10 group and in 100% of females of groups EHPV100 and EHPV200. The data indi-

cate a possible toxic action of red propolis, and an estrogenic effect associated with the 

presence of isoflavones. 

 
Keywords: Red propolis, toxicity, isoflavones.
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1.  INTRODUÇÃO 

 

A própolis de coloração vermelha é encontrada no Brasil nos estados de Alagoas, 

Paraíba, Pernambuco, Sergipe e Bahia (BATISTA et al., 2012). Por apresentar ações farma-

cológicas importantes, esta própolis pode representar um produto oriundo da biodiversidade 

do Nordeste que contribui para o desenvolvimento científico e tecnológico em nível regional 

e nacional. No entanto, por se tratar de um novo tipo de própolis e apresentar composição 

química diferente das demais (OLDONI et al., 2011; RIGHI et al., 2011; BUENO-SILVA et 

al., 2013, CAMPO FERNÁNDEZ et al., 2008), a segurança para consumo deste produto 

natural apícola deve ser adequadamente averiguada. 

Estudos mostraram que extratos da própolis vermelha apresentam ação antifúngica 

(SIQUEIRA et al., 2008), citotóxica (FRANCHI et al., 2012), antioxidante (CABRAL et al., 

2009; FROZZA et al., 2013), anticancerígena (PINHEIRO et al., 2014), cicatrizante (ALMEI-

DA et al., 2013; SOUZA et al., 2013) e antimicrobiana (BISPO JUNIOR et al., 2012), por ve-

zes superiores às de outros tipos de própolis (SIQUEIRA et al., 2008). Estas ações são co-

mumente associadas a grandes quantidades de flavonoides como a rutina, liquiritigenina, 

daidzeína, quercetina, dalbergina, pinocembrina, biochanina A, formononetina e isoliquiriti-

genina em sua composição (DAUGSCH et al., 2007; SILVA et al., 2008; AWALE et al., 

2008). 

Tal singularidade química pode influenciar a atividade biológica da própolis vermelha, 

inclusive no que concerne aos possíveis efeitos adversos. Dessa forma, a avaliação toxico-

lógica dos extratos da própolis vermelha é necessária, especialmente por se tratar de um 

produto considerado saudável, popularmente utilizado ao longo de séculos e atualmente 

comercializado sob o rótulo comum de “própolis” apesar das diferentes classificações, ori-

gens botânicas e composição química (KUROPATNICKI et al., 2013; TORETI et al., 2013). 

Neste sentido, ainda não há relatos na literatura da avaliação normatizada dos possíveis 

efeitos toxicológicos da administração oral de extratos da própolis vermelha alagoana. 

Para a avaliação da segurança de um produto são feitos testes toxicológicos. A toxi-

cologia é uma ciência que avalia os efeitos adversos resultantes da interação de organismos 

vivos com substâncias químicas e objetiva definir o potencial de novas substâncias causa-

rem danos a saúde humana (VALADARES, 2006; MOURA et al., 2012). Estudos de toxici-

dade pré-clínicos de fitoterápicos no Brasil são regulamentados pela Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA) e baseiam-se principalmente nas avaliações de toxicidade 

aguda e de doses repetidas. A ANVISA indica o uso de metodologias como as da Organisa-
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tion of Economic Co-operation and Development (OECD) (ANVISA, 2010), uma organização 

que estabelece padrões internacionais para a segurança de produtos químicos.  

Portanto, considerando que a própolis vermelha pode configurar uma importante al-

ternativa terapêutica e uma fonte potencial para a identificação de compostos bioativos com 

ações farmacológicas e toxicológicas ainda não elucidadas, este trabalho se propôs a avali-

ar a toxicidade pré-clínica aguda e subaguda da administração oral do EHPV.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar a toxicidade aguda e subaguda da administração oral do extrato hidroalcoóli-

co da própolis vermelha em ratos.  

 

  2.2 Objetivos Específicos  

- Avaliar a composição química do EHPV, utilizando biomarcadores específicos; 

- Avaliar a toxicidade aguda do EHPV por meio da observação dos sinais clínicos, 

variações na massa corpórea, análise macroscópica dos órgãos e mortalidade dos animais.  

- Avaliar a toxicidade subaguda do EHPV observando a mortalidade dos animais, si-

nais clínicos, variações na massa corpórea, consumo de água e ração, parâmetros bioquí-

micos e hematológicos, avaliação macroscópica, histopatológica e massa dos órgãos dos 

animais e o ciclo estral em fêmeas. 

 

  



UNIVERSIDADE TIRADENTES  
DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM SAÚDE E AMBIENTE – Rafaela Oliveira da Silva 

 
 

18 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo I – REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

 

 

 



UNIVERSIDADE TIRADENTES  
DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM SAÚDE E AMBIENTE – Rafaela Oliveira da Silva 

 
 

19 
 

3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Produtos Naturais e própolis 

Historicamente, os produtos naturais, de origem animal ou vegetal, são utilizados pa-

ra fins terapêuticos e foram por um longo período os únicos recursos disponíveis para o tra-

tamento e cura de diversas enfermidades (GRAGG et al., 2013). Com o avanço da tecnolo-

gia e da indústria farmacêutica, os compostos e derivados dos produtos naturais se torna-

ram essenciais para descoberta e desenvolvimento de novos fármacos (MISHRA; TIWARI, 

2011). Além disso, a busca por tratamentos alternativos que possam substituir ou aperfeiço-

ar os convencionais tem fundamentado as pesquisas a partir desses insumos. 

No Brasil há um grande consumo de produtos naturais, motivado em grande parte 

pela influência cultural e variedade de biomas o que contribui para a implantação dos mes-

mos nos sistemas de cuidado a saúde (OLIVEIRA et al., 2012). A utilização de moléculas 

provenientes de produtos naturais tem sido alvo de vários estudos que focam principalmente 

na descoberta de novos compostos químicos (KUMAR  et al., 2014). 

Os produtos naturais são ricos em substâncias químicas estruturalmente diversifica-

das, capazes de interagir com macromoléculas promovendo atividades biológicas diferenci-

adas (SCHMITT et al., 2011; ZHANG et al., 2013). Tais características têm inspirado as 

pesquisas farmacêuticas na descoberta de novas substâncias e produção de medicamen-

tos. Porém, as interações metabólicas dos subprodutos naturais no organismo podem levar 

a efeitos tóxicos, a depender da dose, das características do produto, do indivíduo que o 

consome e da quantidade utilizada. É neste contexto que se insere a importância de investi-

gar a eficácia e a segurança dos produtos naturais, para que consumidores e profissionais 

da saúde tenham acesso a informações relativas ao seu uso. 

A própolis é um produto natural que vem se destacando, pois, além de ser lucrativo, 

é também comercializado em várias partes do mundo pela indústria alimentícia. A utilização 

deste recurso natural causa um baixo impacto ao meio ambiente, podendo ser desenvolvida 

por pequenos produtores e colaborar para o desenvolvimento econômico local (OLIVEIRA et 

al., 2010). Esse produto tem potencial aplicação para o desenvolvimento de novas drogas, 

porém a caracterização da sua qualidade é um grande desafio, pois existem variações em 

relação à composição química que influenciam as atividades farmacológicas (PEREIRA et 

al., 2002; LOTTI et al., 2010; SFORCIN et al., 2011).  

A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) denomina os produtos que con-

têm própolis como opoterápicos. Segundo o Ministério da Agricultura “Entende-se por própo-
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lis o produto oriundo de substâncias resinosas, gomosas e balsâmicas, colhidas pelas abe-

lhas, de brotos, flores e exsudatos de plantas, nas quais estas acrescentam secreções sali-

vares, cera e pólen para elaboração final do produto” (ANVISA, 2005). 

A palavra própolis é de origem grega pro (em defesa de), polis (cidade), que signifi-

ca: “em defesa da cidade ou da colmeia” (BANKOVA et al., 2000). As abelhas utilizam a 

própolis para esterilização, impermeabilização, embalsamamento e vedação da colmeia pa-

ra evitar a entrada de intrusos (BURDOCK, 1998; BANKOVA et al., 2000; ALMUTAIRI et al., 

2014). 

A composição química da própolis pode variar de acordo com a flora da região, o lo-

cal e época de coleta e tais características químicas influenciam suas propriedades físicas e 

biológicas (NUNES et al., 2009). Geralmente a própolis é composta de resina e bálsamo 

(50-60 %), ceras (30-40%), óleos essenciais e aromáticos (5-10%), pólen (5%) e outras 

substâncias como alumínio, cálcio, ferro, cobre, manganês, estrôncio e vitaminas B1, B2, 

B6, C e E. Mais de 300 constituintes já foram identificados e/ou caracterizados em diferentes 

amostras, incluindo flavonoides, ácidos aromáticos, ácidos graxos, fenóis e aminoácidos 

(PARK et al., 2002; PEREIRA et al., 2002; LUSTOSA et al., 2008; ALMUTAIRI et al., 2014). 

Vários estudos têm relatado ações biológicas da própolis, tais como atividade antimi-

crobiana (SIQUEIRA et al., 2008; BISPO JUNIOR et al., 2012;),  antitumoral, hematoestimu-

ladora e ação radioprotetora (ORŠOLIC; BAŠIC, 2005), cicatrizante (ALMEIDA et al., 2013), 

antiparasitária (MONZOTE et al., 2012), anti-herpes (AMOROS et al., 1992) e ação hormo-

nal (SONG et al., 2002). Dentre os tipos de própolis conhecidos, a variedade vermelha foi a 

mais recentemente descrita e vem sendo objeto de estudo de muitas pesquisas (ALENCAR 

et al., 2007; PICCINELLI et al., 2011; FRANCHI et al., 2012; FROZZA et al., 2013). 

 

3.2 Própolis vermelha 

3.2.1 Origem botânica e composição química 

A própolis brasileira pode ser classificada em 13 tipos e a variante vermelha, perten-

cente ao 13° grupo de própolis, tem sido objeto de estudos farmacológicos na última década 

(SILVA et al., 2008; SIQUEIRA et al., 2008; LIO et al., 2010; PICCINELLI et al., 2011; 

FRANCHI et al., 2012). Esse tipo de própolis pode ser encontrado no Nordeste do Brasil, 

nos Estados de Alagoas, Paraíba, Pernambuco, Sergipe e Bahia (BATISTA et al., 2012).  

Daugsch et al., (2007) observaram que as abelhas coletavam principalmente o exsu-

dato resinoso vermelho da Dalbergia ecastophyllum (L) Taub para a formação da própolis 

vermelha brasileira. Outro estudo avaliou secreções de 20 espécies de plantas que poderi-
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am ser a origem botânica da própolis vermelha alagoana e os resultados mostraram que a 

D. ecastophyllum (L.) Taub é a principal fonte desse produto natural, pois a resina da própo-

lis e da planta em questão apresentaram altas porcentagens das mesmas isoflavonas (SIL-

VA et al., 2008). 

A origem botânica da própolis vermelha cubana e venezuelana foi descrita como 

Clusia nemorosa (CUESTA-RUBIO et al., 2002) e Clusia scrobiculata, respectivamente 

(TRUSHEVA et al., 2006). Porém, um estudo mais recente sugeriu a D. ecastophyllum como 

origem botânica da própolis vermelha cubana e a contribuição da resina da família Clusia-

ceae para formação da própolis vermelha brasileira, devido à presença de benzofenonas 

poliisopreniladas na mesma (PICCINELLI et al., 2011). Essas variações podem alterar a 

atividade biológica, farmacológica e toxicológica desse produto natural, uma vez que a com-

posição química da fonte vegetal influencia as suas características químicas (CABRAL et al., 

2009).  

Em amostras da variedade vermelha do Brasil, Cuba, México e Venezuela foram i-

dentificadas substâncias como isoflavonoides, pterocarpanos, chalconas, flavonoides, ben-

zofenonas preniladas e terpenos (LÓPEZ et al., 2014). Compostos como vestitol, medicarpi-

na, formononetina, biochanina A, liquiritigenina e isoliquiritigenina são os principais compos-

tos da própolis vermelha cubana (CUESTA-RUBIO et al., 2007; CAMPO FERNANDEZ  et 

al., 2008; PICCINELLI et al., 2011). 

Na própolis vermelha brasileira podem ser encontrados flavonoides (rutina, liquiriti-

genina, daidzeína, pinobanksina, quercetina, dalbergina, pinocembrina, biochanina A, for-

mononetina, isoliquiritigenina, entre outros) e ácidos fenólicos (DAUGSCH et al., 2007; SIL-

VA et al., 2008; AWALE et al., 2008) (Figura 1). Substâncias como neovestitol, vestitol e 

isoliquiritigenina foram encontradas em amostras de própolis vermelha alagoana.  Entre es-

tes, o vestitol demonstrou a maior atividade antioxidante e a isoliquiritigenina foi a mais ativa 

quanto à ação antimicrobiana (OLDONI et al., 2011). 

Em um estudo realizado por Lopez et al., (2014), amostras de própolis vermelha de 

diferentes regiões do Brasil foram agrupadas de acordo com os íons marcadores específicos 

encontrados na análise química das mesmas. Amostras de Alagoas e Paraíba foram agru-

padas no grupo A e as amostras de Sergipe, Cuba e o extrato da Dalbergia ecastophyllum 

(L) Taub foram agrupadas no grupo B. No grupo A, o íon marcador na espectrometria de 

massa foi o m/z 601,35 (provavelmente uma benzofenona proveniente de origem botânica 

da família Guttiferae). Nesse grupo também foram encontradas, em todas as amostras, a 

formononetina e biochanina A, que são comuns à Dalbergia ecastophyllum (L) Taub.  Este 

resultado indica que pelo menos duas espécies de plantas são as principais fontes desse 
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produto. No grupo B os íons marcadores foram formononetina, biochanina A e pinocembri-

na, os mesmos marcadores da Dalbergia ecastophyllum (L) Taub. Esse último resultado 

confirma a origem botânica das amostras analisadas do grupo B. Ainda nesse estudo, o 

grupo A apresentou um íon marcador correspondente à fórmula molecular C38H50O6 que 

pode corresponder a três compostos encontrados em amostras de própolis: gutiferona E, 

oblongifolina A e xantochimol (TRUSHEVA et al., 2006; PICCINELLI et al., 2011). 

Finalmente, as proantocianidinas, ou taninos condensados, que não são comumente 

mencionados como constituintes de amostras de própolis, estão presentes em altas quanti-

dades na própolis vermelha e estas substâncias parecem ter um alto grau de correlação 

com a concentração de fenóis (MAYWORM et al., 2014). 
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Figura 1: Estrutura química de compostos encontrados na própolis vermelha. A - isoliquiriti-

genina, B – daidzeína, C – formononetina e biochanina A, D – vestitol e neovestitol, E - guti-

ferona E e xantochimol, F- oblongifolina A. Fonte: (PICCINELLI et al., 2011; MORITO et al., 

2001; TRUSHEVA et al., 2006). 

 

3.2.2 Atividade biológica 

Estudos que visam atividade biológica têm demonstrado que os resultados obtidos 

pela utilização de própolis vermelha são superiores aos encontrados para outras amostras. 

Por exemplo, pesquisas demonstraram uma maior atividade antifúngica da própolis verme-

lha em relação à variedade verde contra as espécies Trichophyton rubrum, Trichophyton 

tonsurans e Trichophyton mentagrohytes (SIQUEIRA et al., 2008). Tal comportamento tam-

bém pode ser observado na avaliação da atividade citotóxica em células leucêmicas huma-

nas, onde o extrato etanólico da própolis vermelha foi mais eficaz quando comparado ao 

extrato etanólico da própolis da verde (FRANCHI et al., 2012).  
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 Extratos de própolis vermelha foram capazes de inibir também o crescimento de cé-

lulas tumorais Hep-2, HeLa e HEK-293 (FROZZA et al., 2013), apresentaram citotoxicidade 

contra células de câncer pancreático humano PANC-1 (AWALE et al., 2008) e contra células 

tumorais tipo HeLa (ALENCAR et al., 2007). Substâncias como 7-hidroxi-6-metoxiflavanona 

e mucronulatol, isolados do extrato metanólico de própolis vermelha, apresentaram atividade 

antitumoral contra linhas celulares de carcinomas, melanomas e fibrossarcomas (LI et al., 

2008). 

Cabral et al., (2009) observaram uma melhor atividade antioxidante de sub-frações 

de uma amostra de própolis alagoana quando comparado a frações e ao extrato etanólico, 

relacionada à quantidade de compostos fenólicos. Estes achados indicam que componentes 

específicos estão relacionados à ação antioxidante. Neste sentido, a própolis vermelha tem 

compostos que são conhecidos por possuir propriedades antioxidantes, tais propriedades 

podem ser de suma importância para atividade anticancerígena (FROZZA et al., 2013; RI-

GHI et al., 2011). Pinheiro et al. (2014) observaram que a administração do extrato hidroal-

coólico da própolis vermelha brasileira na dose 100mg/kg modificou a formação, diferencia-

ção e progressão de carcinoma de células escamosas na pele de murinos. Tais dados suge-

rem um efeito modulador na carcinogênese dérmica quimicamente induzida. 

O extrato etanólico da própolis vermelha, assim como suas frações hexânicas, cloro-

fórmicas e acetanólicas demonstrou atividade antimicrobiana frente a cepas gram-positivas, 

gram-negativas e fúngicas.  A fração acetanólica parece ser a mais eficaz, devido a sua a-

ção de 100% de atividade antimicrobiana em cepas testadas (BISPO JUNIOR et al., 2012). 

Os isoflavanóides vestitol e principalmente o neovestitol, substâncias isoladas da própolis 

vermelha, também demostraram atividade antimicrobiana contra Streptococcus mutans, S-

treptococcus sobrinus, Staphylococcus aureus e Actinomyces naeslundii (BUENO-SILVA et 

al., 2013). Por outro lado, fungos como Candida albicans e bactérias gram-negativas como 

Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli têm demonstrado uma maior resistência a esse 

produto natural (RIGHI et al., 2011; MONZOTE et al., 2012). 

Em adição, estudos têm testado os efeitos da própolis vermelha no processo de cica-

trização (BATISTA et al., 2012; ALMEIDA et al., 2013; SOUZA et al., 2013). Esse produto 

apícola provavelmente modula a dinâmica da evolução da inflamação e o processo de de-

posição de colágeno, fatores que podem melhorar a cicatrização (ALBUQUERQUE-JÚNIOR 

et al., 2009; ALMEIDA et al., 2013). 

Outras atividades biológicas foram testadas, como atividade antiaterogênica e anti-

angiogênica. Polifenóis presentes na própolis vermelha podem reduzir lesões ateroscleróti-

cas, modulando fatores angiogênicos e inflamatórios (DALEPRANE et al., 2012). Além dis-
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so, a própolis vermelha foi mais efetiva quanto à atividade anti-inflamatória quando compa-

rada com a variedade verde, em modelo de edema induzido por carragenina e edema de 

orelha induzido por óleo de cróton (ABREU, 2008). Vale destacar que compostos como ves-

titol e neovestitol, encontrados nesse tipo de própolis, apresentaram atividade anti-

inflamatória (BUENO-SILVA  et al., 2013). 

 

3.3 Estudos de toxicidade 

A própolis é um produto natural usado há séculos pelo homem e o interesse pelas 

suas ações biológicas tem motivado pesquisas científicas em todo o mundo. A sua aplicabi-

lidade na indústria farmacêutica, de cosméticos e de alimentos é uma crescente e esse pro-

duto natural vem sendo usado como princípio ativo em vários produtos. Lustosa et al. (2008) 

constataram a existência de mais de noventa produtos a base de própolis disponíveis no 

mercado brasileiro, como cápsulas, condicionador, xampu, sabonete,  batom, bala, chá, pro-

tetor solar, gel pós barba, creme, pomada, entre outros. 

Os opoterápicos que apresentam indicações terapêuticas podem ser registrados co-

mo medicamentos específicos segundo a Resolução-RDC nº 132, de 29 de maio de 2003, 

D.O.U. de 02/10/2003 (ANVISA, 2005) e a maioria dos produtos à base de própolis comerci-

alizados no Brasil possui registro (BRASIL, 2001).  Os limites para a fixação de identidade e 

qualidade da própolis são preconizados pelo Ministério da Agricultura através da Instrução 

Normativa nº 3, de 19 de janeiro de 2001. Porém, em função de uma menor restrição e exi-

gências sobre a toxicidade da própolis enquanto alimento, a maioria dos produtores opta por 

comercializá-la dessa forma, facilitando sua introdução no mercado.  

De acordo com nota técnica da Câmara Técnica de Medicamentos Fitoterápicos 

(CATEF):               

                                "Para produtos de uso tópico com as seguintes indicações de uso: 
anti-inflamatório, antisséptico e cicatrizante, não serão exigidos estu-
dos de comprovação de eficácia. Para outras indicações não deriva-
das de uso tradicional e para associações que envolvam própolis e 
extratos vegetais (ativos), deverá ser apresentado um dos            i-
tens a seguir: 

                                1) Comprovação clínica (Fase III) do efeito terapêutico e da seguran-
ça de uso para a própolis específica** que é utilizada no produto ou 
na associação. 
2) A comprovação da eficácia e da segurança de uso também poderá 
ser apresentada por meio de literatura científica indexada em bases 
de dados com estudos realizados com a própolis específica objeto do 
produto a ser registrado. Serão necessários, no mínimo, oito estudos, 
englobando ensaios clínicos e de segurança de uso do produto. 
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**A designação própolis específica significa a própolis coletada na 
mesma região geográfica delimitada. Os estudos com a própolis es-
pecífica só serão válidos para produtos nela baseados" (CATEF, 
2005). 

 

Cabe ressaltar que não foram realizados estudos detalhados sobre a toxicidade da 

própolis vermelha específica conforme a definição da CATEF. 

Toxicologia é a ciência que tem como objeto de estudo os efeitos adversos causados 

pela interação entre as substâncias químicas e os organismos vivos ou sistemas biológicos 

(MOURA et al., 2012). Seu objetivo é definir o potencial de novas substâncias e produtos 

causar danos à saúde humana (VALADARES, 2006). 

O estudo toxicológico pré-clínico de uma substância é de suma importância para o 

uso seguro da mesma na saúde humana e ambiental, pois visa à caracterização dos efeitos 

tóxicos resultantes de sua administração. Tais estudos são exigidos para registro e comerci-

alização de produtos (CAZARIN et al., 2004; ALMEIDA, 2006). De acordo com os princípios 

da toxicologia, toda substância pode ser tóxica, dependendo da dose administrada ou ab-

sorvida, do tempo e frequência de exposição e das vias de administração (ALMEIDA, 2006).   

No Brasil, estudos de toxicidade pré-clínicos de fitoterápicos atualmente são regula-

mentados pela RESOLUÇÃO-RE n. 90 de 16 de março de 2004. A ANVISA procura, através 

desta resolução, padronizar os ensaios toxicológicos de produtos de origem natural, estabe-

lecendo como ensaios: a avaliação da toxicidade aguda, de doses repetidas e estudo espe-

cial de genotoxicidade indicado em casos de uso contínuo ou prolongado de medicamento 

em humanos. Para avaliação toxicológica de medicamentos fitoterápicos de uso tópico, a-

lém de cumprir tais testes, são necessários testes de sensibilização dérmica, irritação cutâ-

nea e irritação ocular (ANVISA, 2004). 

Os protocolos da Organisation of Economic Co-operation and Development (OECD), 

são indicados pela ANVISA através do guia para a condução de estudos não clínicos de 

segurança necessários ao desenvolvimento de medicamentos (ANVISA, 2010). A OECD é 

uma organização que estabelece padrões internacionais para a segurança dos produtos 

químicos. As diretrizes da OECD para os ensaios de produtos químicos de números 420 

(toxicidade oral aguda) e 407 (toxicidade oral de doses repetidas de 28 dias) são métodos 

reconhecidos internacionalmente, eficazes e que visam a diminuição do sofrimento e núme-

ro de animais experimentais, pela adesão ao movimento em prol do programa 3Rs  (Reduc-

tion, Refinement, Replacement). Protocolos da OECD foram utilizados em estudos anterio-

res para avaliação toxicológica de produtos naturais (LAGARTO et al., 2011; BETTI et al., 

2012; PORTO et al., 2013; CHIRANTHANUT et al., 2013; BAKOMA et al., 2013).  
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3.3.1 Toxicidade aguda  

Toxicidade aguda é definida como o efeito adverso produzido num curto período de 

tempo após a administração de uma dose única ou múltiplas doses de uma substância den-

tro de um tempo de 24 horas (BRITO, 1994; ALMEIDA, 2006). Os objetivos desse teste são: 

definir a toxicidade intrínseca do composto, determinar as espécies mais suscetíveis à ação 

do composto, identificar órgãos alvos e oferecer dados sobre o modelo e seleção de doses 

para estudos toxicológicos de longa duração (ALMEIDA, 2006). 

Na última década, a toxicidade aguda resumia-se a determinação da DL50 (dose le-

tal mediana). Depois de debates e discussões esse teste foi eliminado das diretrizes que 

conduzem a avaliação da toxicologia aguda. O problema dessa metodologia era o grande 

número de animais usados e o parâmetro de morte como determinante, fatores que susci-

tam discussões éticas quanto ao uso dos animais em experimentos (VALADARES, 2006).  

Por esse motivo, a reavaliação da utilização desses animais e a busca da implementação 

regulatória de testes alternativos tem motivado instituições em todo mundo (CAZARIN et al., 

2004). 

Na tentativa de resolver esses problemas surgiram metodologias alternativas. O Gui-

deline for testing of chemicals, acute oral toxicity 420 é um protocolo que adota um procedi-

mento reprodutível e que visa evitar a morte dos animais como critério final. Além da morte 

do animal, este protocolo também utiliza sinais de toxicidade como critério para estimativa 

da DL50, diferentemente do método tradicional utilizado por muito tempo. Comparativamen-

te, esse protocolo utiliza menor número de animais, provoca menos sofrimento e permite 

classificar as substâncias de uma maneira eficaz (OECD, 2001). Porém em caso de mistu-

ras de substâncias, só é possível estimar a DL50 se houver conhecimento prévio da toxici-

dade aguda de algumas substâncias que compõem a mistura. 

O princípio do método de estudo utiliza doses moderadamente tóxicas, evita a admi-

nistração de doses que possam ser letais e usam ratas fêmeas, que apresentam sensibili-

dade igual ou superior aos machos em relação à ação das substâncias testadas (OECD, 

2001). A sequência do teste é indicada por um diagrama de fluxo ilustrado na figura 2, pre-

sente no protocolo em questão, e é baseado em sinais de toxicidade e/ou morte dos ani-

mais. De acordo como resultado do estudo deve-se testar outras doses, já preestabelecidas, 

ou classificar a substância teste em um dos níveis do Globally Harmonized System of Clas-

sification and Labelling of Chemicals (GHS). São considerados sinais de toxicidade altera-

ções na pele e pelos, olhos e mucosas, alterações do sistema respiratório, circulatório, au-

tônomo e sistema nervoso central, alterações do comportamento, atividade motora, ocorrên-

cia de tremores, convulsões, salivação, diarreia, letargia, sono, entre outros. 
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Figura 2: Esquema segundo Guideline for Testing of Chemicals, Acute Oral Toxicity - Fixed 

Dose Procedure 420 para a classificação GHS de substâncias (traduzida da OECD, 2001- 

annex 3: flow chart for the main study). 

 

Segundo a OECD (2001) um total de cinco animais do mesmo sexo é usado para 

cada dose investigada e o intervalo de tempo entre a dosagem em cada nível é determinado 

pelo início, duração e intensidade dos sinais de toxicidade. Um período de três ou quatro 

dias entre a administração de diferentes doses é necessário para permitir a observação de 

toxicidade retardada. Os animais moribundos ou com dor, que apresentem sinais de sofri-

mento grave e duradouro, são eutanasiados e considerados para a interpretação dos resul-

tados do teste, bem como os animais que morrem durante o ensaio. 

Todos os animais de ensaio são submetidos à necrópsia. Os exames microscópicos 

dos órgãos são feitos apenas em casos de sinais tóxicos graves em animais que tenham 

sobrevivido 24 ou mais horas após a dosagem inicial (OECD, 2001). O método fornece in-

formações sobre as propriedades perigosas e permite que a substância seja classificada de 

5 animais 

5 mg/kg 

 

5 animais 

50mg/kg 

 

5 animais 

300mg/kg 

 

5 animais 

2000mg/kg 
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acordo com o GHS, que é um sistema harmonizado de classificação e rotulagem de produ-

tos químicos para os riscos à saúde e ambiente.  

Esse sistema usa o resultado da toxicidade aguda, realizada de acordo com a O-

ECD, para uma estimativa de DL50 e classifica substâncias puras em categoria 1, 2 ou 3 

(perigoso), ou  4 ou 5 (uso com cautela). Normalmente o GHS baseia-se em dados de ratos 

e coelhos, com o pressuposto de que tais caracterizações são válidas para o risco humano 

(UNECE, 2011). 

 

3.3.2 Toxicidade subaguda 

Segundo a ANVISA (2010), os estudos de toxicidade de doses repedidas têm como 

objetivo caracterizar o perfil toxicológico da substância analisada pela administração repeti-

da. A partir desse estudo é possível a obtenção de informações sobre os efeitos tóxicos, 

identificar órgãos alvos e observar efeitos nas funções fisiológicas, hematológicas, bioquími-

cas e histopatológicas.  

Os dados derivados de estudos de toxicidade subaguda segundo o Guidelines for the 

Testing of Chemicals 407, Repeated Dose 28-day Oral Toxicity Study in Rodents, da OECD, 

permitem a caracterização da toxicidade da substância estudada, por uma indicação da re-

lação de dose-resposta, e a observação do nível sem efeito tóxico (No Observed Effects 

Levels - NOEL). A determinação da Ingestão Diária Aceitável (IDA) de uma substância só é 

possível com a identificação do NOEL. A IDA é a divisão do nível de NOEL por um fator de 

segurança, que geralmente é 100 (MOURA et al., 2012). 

Na toxicidade subaguda todos os animais são avaliados quanto ao ganho de massa 

corpórea, consumo de alimento e água, sinais clínicos, duração e reversibilidade da toxici-

dade, morbidade e mortalidade, alterações bioquímicas e hematológicas, peso dos órgãos, 

análise macroscópica e microscópica dos órgãos (OECD, 2008). 

O hemograma é um exame fundamental na análise toxicológica de substâncias.  Ele 

proporciona avaliação dos três principais componentes do sangue (eritrócitos, leucócitos e 

plaquetas) (DALANHOL et al., 2010). Esse exame permite avaliar se a medula está produ-

zindo um número suficiente de células maduras e diferentes linhagens e possibilita a avalia-

ção da proliferação, diferenciação e aquisição de funções de cada tipo celular e seu desen-

volvimento (GROTTO, 2009). O hemograma é formado por eritrograma, leucograma e pla-

quetograma. 

O eritrograma é a análise quantitativa e qualitativa de parâmetros das hemácias no 

sangue periférico (MAYA, 2007). Tais parâmetros são: contagem do número de hemácias, 
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concentração de hemoglobina, volume globular ou hematócrito, volume corpuscular médio 

(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentração de hemoglobina corpuscular 

média (CHCM) (DIAS JUNIOR et al., 2006). O índice de variação do tamanho dos eritrócitos 

(RDW) também pode ser analisado, além de alterações na forma e coloração dos eritrócitos. 

O leucograma consiste na contagem total e diferencial dos leucócitos e na análise da 

morfologia desses glóbulos brancos. As células leucocitárias são células de defesa e são 

classificadas, principalmente, como neutrófilos, linfócitos, monócitos, eosinófilos e basófilos 

(MINORS, 2004).  Além da identificação dessas células maduras, linfócitos atípicos, granu-

lócitos imaturos e células blásticas podem ser detectadas na análise microscópica dessas 

células de defesa (GROTTO, 2009). 

O plaquetograma avalia parâmetros relacionados a plaquetas. Tais parâmetros são: 

quantificação das plaquetas, volume plaquetário médio (VPM) e índice de variação do tama-

nho das plaquetas (PDW). O plaquetograma pode proporcionar informações relevantes so-

bre a atividade trombopoética (GROTTO, 2009). 

As análises bioquímicas permitem avaliar a integridade funcional de alguns órgãos, 

pois algumas enzimas são especificas de análise de função e outras de lesão. A homeosta-

se também pode ser avaliada, através de dosagens de carboidratos, proteínas, lipídeos, 

eletrólitos e da atividade de enzimas presentes no sangue. A análise da função hepática e 

renal é indispensável para avaliação toxicológica de uma substância, principalmente quando 

esta é administrada oralmente. 

A análise do funcionamento hepático geralmente é realizada através da avaliação de 

enzimas como alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase 

alcalina (FAL) e gama glutamil transferase (GGT) (BORSA et al., 2006). Quando há uma 

elevação dessas enzimas no soro, esse evento logo é atribuído à disfunção hepática, que 

pode ser devido à lesão dos hepatócitos, alterações na permeabilidade da membrana do 

mesmo e em processos de colestase (RAMAIAH, 2007). 

Os rins têm como principal função manter a homeostasia através da filtração, reab-

sorção e excreção de substâncias. As taxas de excreção de ureia e creatinina são os princi-

pais parâmetros de avaliação da função renal, enquanto o aumento dos níveis de proteína 

na urina (proteinúria) é usado como indicador de lesão renal (SODRÉ et al., 2007). 

Outras análises importantes na avaliação da toxicidade são as análises macroscópi-

cas e histopatológicas, estas permitem avaliar a integridade morfológica e estrutural do teci-

do. Tais análises consistem em mostrar os possíveis processos de necrose, inflamação, e 

outras alterações causadas pelas substâncias administradas em animais (MELO, 2009). 
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Segundo a OECD (2008) a análise macroscópica consiste em uma avaliação da superfície 

externa do corpo, da cavidade abdominal e dos órgãos dos animais a fim de observar alte-

rações estruturais. A análise microscópica dos órgãos vitais permite avaliar os órgãos do 

organismo, principalmente aqueles em que os exames laboratoriais não conseguem avaliar 

pelas suas limitações (MELO, 2009). 

A avaliação do ciclo estral de ratas, associada à análise histológica dos órgãos sen-

síveis à ação de estrogênios, pode fornecer um parâmetro da função hormonal e reprodutiva 

em fêmeas (OECD, 2008). A partir da obtenção do esfregaço vaginal, a citologia do epitélio 

da vagina é observada diariamente. A classificação das fases é feita de acordo com os tipos 

celulares observados no esfregaço vaginal, considerando-se as fases de proestro, estro, 

metaestro (diestro I) e diestro (diestro II) (MARCONDES et al., 2002).  

A fase do proestro se caracteriza pela preponderância de células epiteliais nuclea-

das, enquanto que a fase do estro é identificada pela presença dominante de células anu-

cleadas disformes (Figura 3). No metaestro encontram-se proporção equivalente de leucóci-

tos, células epiteliais nucleadas e células disformes, já a fase do diestro é caracterizada pelo 

predomínio de leucócitos (WENDLAND et al., 2007; SELL et al., 2002). O ciclo é considera-

do regular quando se observa regular e repetidamente uma duração de 4 a cinco dias, apre-

sentando 2 a 3 dias de diestro, 1 dia de proestro e 1 a 2 dias de  estro (ANDERSSON et al., 

2013). 

A ovulação ocorre a partir do início de proestro ao fim do estro e a duração do ciclo 

estral no rato fêmea é em média de 4 dias (MARCONDES et al., 2002). Estas observações 

podem proporcionar informações úteis que ajudarão na avaliação histológica dos tecidos 

sensíveis ao estrogênio. 
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Figura 3: Fases do ciclo estral de ratas Wistar. A: metaestro, B: diestro, C: proestro e D: es-

tro. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 4.1 Obtenção e caracterização do extrato hidroalcoólico de própolis vermelha 

(EHPV) 

A própolis vermelha foi proveniente da região Nordeste do Brasil, coletada em Junho 

de 2011 do apiário localizado na Ilha do Porto (Ilha da Lagoa Manguaba), no Município de 

Marechal Deodoro no Estado de Alagoas (S 9°44'36,84288" e O 35°52'3,632813"). 

 

         4.1.1 Extração 

A extração foi realizada em banho com ultrassom, onde 2 g de cada amostra de pró-

polis foram colocados em tubo de ensaio estéril com rosca (tipo Falcon), extraídos com 25 

mL de etanol a 70% durante 1 hora. Os extratos obtidos ao final do processamento foram 

filtrados e o solvente eliminado através de evaporação em capela de exaustão, obtendo o 

extrato seco. A ressuspensão do extrato seco foi feita em diferentes concentrações em solu-

ção aquosa com Tween 80 a 5% (MAIA – ARAÚJO et al., 2011). 

 

4.1.2 Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

As análises foram realizadas em um cromatógrafo líquido Shimadzu®, equipado com 

um degaseificador DGU-20A3, um autosampler SIL-20A, duas bombas (A e B) LC-20AD, 

detector de arranjo de diodos SPD-M20Avp (DAD) com uma interface CBM-20A. Utilizou 

uma coluna analítica Phenomenex C18 de fase reversa de 250 x 4,6 mm (5 µm de tamanho 

de partícula). 10 mg de própolis foi diluído em 100 mL metanol / água mili-q 50:50. 5 mL 

desta solução foi diluído em 25 mL metanol / água mili-q 50:50, obtendo a concentração de 

0.02 mg/mL, a solução foi filtrada com filtro de membrana PTFE 0,45 μm (Millipore-HVHP, 

MA, USA). A taxa de fluxo foi de 1 mL/min  e o volume de injeção foi de 20 µL. O sistema 

gradiente de eluição foi realizado com uma fase móvel constituída de ácido acético: (A) água 

mili-q 1,0% (v/v) e (B) metanol. O gradiente de eluição começou iniciando com 40% de B por 

10 minutos. 50 – 55% de B por 15 minutos. 55 – 65% de B por 23 minutos. 65 – 70% por 35 

minutos. 70 – 80% de B por 45 minutos. O cromatograma obtido foi analisado em um com-

primento de onda de 280 nm. Os padrões de flavonoides utilizados foram: formononetina, 

daidzeína, biochanina A. 
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4.2 Aspectos éticos 

O projeto de pesquisa obedeceu às normas do Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal - CONCEA e foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Ani-

mais da Universidade Tiradentes (CEUA-UNIT) em Setembro de 2013, processo nº 010913. 

 

4.3 Animais 

Foram utilizados ratos adultos machos e fêmeas (nulíparas e não grávidas) da linha-

gem Wistar, entre 8 e 12 semanas de idade com massa corpórea no início do experimento 

de 260-330 g (machos) e 165-210 g (fêmeas). 

Quadro 1. Distribuição dos animais nos grupos para avaliação da toxicidade aguda e suba-

guda do EHPV. 

Testes 
Controle 

(Veículo) 

EHPV 

10 mg/kg 

EHPV 

100 mg/kg 

EHPV 

200 mg/kg 

EHPV 

300 mg/kg 

Agudo 5 F - - - 5 F 

Subagudo 
5 F 

5 M 

5 F 

5 M 

5 F 

5 M 

5 F 

5 M 
- 

F: fêmeas; M: machos. 

 

4.3.1 Condições de acondicionamento e manutenção dos animais 

 Os ratos foram mantidos no Biotério da Universidade Tiradentes no campus Faro-

lândia em Aracaju/SE, em sala com temperatura controlada (22 ± 3°C), umidade relativa do 

ar máxima de 70% e iluminação artificial, com sequências de 12 horas de luz e 12 horas de 

escuro. No estudo de toxicidade aguda os animais ficaram em jejum antes da administração 

do extrato (restrição de alimento à noite e água Ad libitum). Depois de 3 horas após a admi-

nistração dos tratamentos, foram disponibilizados os alimentos para os animais. Nos demais 

experimentos, os animais tiveram livre acesso à dieta padrão Labina ® (Purina, São Paulo, 

Brasil) e à água potável. Os roedores ficaram agrupados de acordo com a dose, não ultra-

passando cinco por gaiola. 
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4.3.2 Preparação dos animais 

Os animais foram marcados para permitir a identificação individualizada e mantidos 

nas suas gaiolas durante cinco dias antes do início do experimento para permitir uma acli-

matação adequada às condições laboratoriais. 

 

4.4 Estudo de toxicidade oral aguda  

Para avaliação da toxicidade aguda foi seguido o protocolo da OECD (2001) Guideli-

ne for Testing of Chemicals 420. O estudo foi iniciado com cinco ratas fêmeas no grupo 

EHPV300, escolhidas aleatoriamente e cinco ratas fêmeas no grupo controle (água + Tween 

80 5%). Os animais em jejum foram pesados antes da administração do EHPV (gavagem) e 

permaneceram sem alimento durante as 3 horas subsequentes. Após a administração dos 

tratamentos, cada animal foi observado quanto ao ganho de massa corpórea semanalmente 

e quanto ao aparecimento de sinais de toxicidade (anexo A) durante as primeiras 24 horas, 

nos períodos de 15 min, 30 min, 1h, 2h, 4h, 12h e depois a cada 24 horas durante 14 dias 

após administração. No 15° dia os animais foram eutanasiados por anóxia em câmara de 

gás de CO2 (modelo CGSCO2G – Marca Beiramar), onde receberam um fluxo de ar conten-

do 100% de CO2, durante 15 minutos. A morte dos animais foi constatada através da obser-

vação da cessação dos sinais vitais e opacificação da córnea e então os mesmos foram 

submetidos à necropsia. 

 

4.5 Estudo de toxicidade oral subaguda 

Este estudo foi realizado de acordo com a o protocolo da OECD (2008), Guidelines 

for the Testing of Chemicals 407, Repeated Dose 28-day Oral Toxicity Study in Rodents. Os 

ratos foram divididos aleatoriamente em quatro grupos, cada grupo com 10 animais (5 ma-

chos e 5 fêmeas). Em jejum, o grupo controle recebeu por gavagem o veiculo (água + Twe-

en 80 5%) e os grupos testes receberam EHPV nas doses de 10, 100 e 200 mg/kg durante 

28 dias (grupos EHPV10, EHPV100 e EHPV200, respectivamente), o volume do extrato lí-

quido não excedeu a 1 mL/100 g. Todos os animais foram pesados e avaliados quanto ao 

consumo de água e de alimento semanalmente. As observações de sinais clínicos (anexo1), 

mortalidade e ciclo estral das fêmeas foram feitas diariamente. Foi feito um grupo de satélite 

adicional com quatro animais (dois de cada sexo) no controle e no grupo de maior dose para 

a observação da reversibilidade, persistência ou aparecimento tardio de efeitos tóxicos, por 

14 dias após o tratamento.  
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Com 28 dias de tratamento os animais foram colocados em jejum por 12 h para a co-

leta de sangue. Os roedores foram anestesiados com xilaziana (100 mg/kg) e ketamina (14 

mg/kg) por via intraperitoneal (i.p.) e foi coletado o sangue através da artéria mesentérica 

superior para a realização de hemograma (BC5380, Mindray) e dos exames bioquímicos: 

alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase, ácido úrico, colesterol total, proteínas 

totais, triglicerídeos, fosfatase alcalina, ureia, creatinina, glicose, sódio, potássio e albumina 

(Abbott; Architect C 8000). Após a coleta, os animais foram submetidos à eutanásia por a-

nóxia em câmara de gás de CO2 (modelo CGSCO2G – Marca Beiramar), onde receberam 

um fluxo de ar contendo 100% de CO2, durante 15 minutos. A morte dos animais foi consta-

tada através da observação da cessação dos sinais vitais e opacificação da córnea e na 

sequência os mesmos foram submetidos à necropsia. Encéfalo, fígado, rins, pulmões, cora-

ção, estômago, baço, ovário e testículo foram pesados, avaliados macroscopicamente e 

preservados em formalina tamponada (10%). Foram realizados os exames histopatológicos 

do fígado, rim e baço somente dos animais do grupo de maior dose e controle, conforme 

descrição abaixo.  

 

4.5.1 Determinação de ciclo estral 

Foi avaliado diariamente o ciclo estral de todas as fêmeas. Foi colocada uma gota de 

soro fisiológico na vagina da rata com um conta-gotas, o soro foi depositado e aspirado e o 

material foi colhido sobre lâmina histológica limpa e desengordurada, previamente prepara-

da e identificada. As fases do ciclo foram observadas em um microscópio e caracterizadas 

como metaestro, diestro, proestro e estro, de acordo com o tipo celular predominante 

(WENDLAND et al., 2007). Os critérios para consideração da regularidade do ciclo foram a 

ocorrência regular e repetida de um conjunto de duração de 4 a 5 dias correspondentes as 2 

a 3 dias de diestro (metaestro e diestro), 1 dia de proestro e 1 a 2 dias de  estro (ANDERS-

SON et al., 2013). 

 

4.6 Exame macroscópico e histopatológico 

  Na avaliação macroscópica dos órgãos observaram-se contornos, coloração e as-

pectos anormais dos órgãos analisados em todos animais do estudo subagudo. Os órgãos 

foram retirados por dissecção, pesados e conservados em formalina tamponada a 10%. O 

fígado, rim e baço foram incluídos em parafina de acordo com a rotina técnica laboratorial.  

Uma vez inseridos em cassetes, os órgãos de interesse foram desidratados em uma série 

alcoólica crescente, diafanizados em xilol e incluídos em parafina em forma de blocos. Os 
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blocos rígidos foram levados ao micrótomo para fornecer os cortes de 5 µm de espessura e 

logo após foram colocados sobre lâminas de vidro e levados a estufa para secarem. Foi rea-

lizada coloração com hematoxilina-eosina (HE) e as imagens foram capturadas das lâminas 

usando câmara de vídeo Olympus C-7070, acoplada a microscópio Olympus CX31 e avalia-

das de forma cega quanto ao grupo experimental determinando a presença de alterações his-

topatológicas existentes. 

 

4.7 Análise estatística 

 As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa Prisma 5. As dife-

renças entre os dados obtidos para os diferentes tratamentos foram avaliadas por meio de 

teste t-Student (avaliação da massa corpórea no estudo agudo) e análise de variância (A-

NOVA) de duas vias seguida do pós-teste Tukey para avaliação do consumo de água, ração 

e avaliação da massa corpórea ao longo do tempo no estudo subagudo. Para avaliação do 

peso dos órgãos e parâmetros bioquímicos e hematológicos do estudo subagudo foi utiliza-

da ANOVA de uma via, seguida do pós-teste de Tukey. Os valores de p<0,05 foram consi-

derados significativos. Os dados foram apresentados como média ± erro padrão da média. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Rendimento extrativo e caracterização química da própolis vermelha 

Neste estudo o rendimento da extração do EHPV foi de 43,5% (± 4,9 m/v). Tal ren-

dimento apresentou valor acima do valor mínimo de 11% especificado pelo Ministério da 

Agricultura. Esse parâmetro é um dos requisitos mínimos de qualidade da própolis que deve 

estar de acordo com a Instrução Normativa nº 3, de 19 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001). 

O cromatograma resultante da CLAE apresentou seis picos majoritários com uma 

boa separação em comprimento de onda de 280 nm. Os picos, denominados P1, P2, P3, 

P4, P5 e P6, apresentaram tempos de retenção de 15, 24, 25, 26, 27 e 38 minutos respecti-

vamente. P1, P2 e P5 foram identificados como daidzeína (28,5 mg/g de própolis), formono-

netina (40,5 mg/g de própolis) e biochanina A (32,5 mg/g de própolis), respectivamente. Os 

picos foram identificados de acordo com o tempo de retenção de substâncias de referência 

(padrões), os quais foram analisados nas mesmas condições descritas anteriormente (figura 

4). 
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Figura 4: Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) do extrato hidroalcoólico da própo-

lis vermelha (EHPV). (P1) daidzeína, (P2) formononetina, (P5) biochanina A.  

 

A própolis do presente estudo apresentou valores de isoflavonas maiores que os da 

literatura. Daugsch et al. (2007), encontraram no extrato etanólico de própolis vermelha cole-

tada na região do Nordeste 0,3 mg/g de daidzeína; 0,5 mg/g de biochanina A e 10,2 mg/g de 

formononetina. Neste estudo os autores utilizaram amostras de diferentes locais e observa-

ram que os extratos com atividade antibacteriana mais eficaz também apresentaram perfil 

de composição química com picos majoritários de formononetina. Lopez et al. (2014), en-

contraram daidzeína, biochanina A e formononetina em amostras de própolis vermelha de 

Alagoas, Paraíba, Sergipe e Cuba. Da mesma forma, outros estudos utilizando própolis 

vermelha alagoana corroboram com a presente avaliação, a daidzeína foi identificada na 

fração clorofórmica e no extrato etanólico de própolis vermelha proveniente de Alagoas (A-

LENCAR et al., 2007) e a biochanina A e a formononetina também foram encontradas no 

extrato clorofórmico de própolis vermelha alagoana (RIGHI et al., 2011). 
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Os resultados da análise química mostraram, portanto, que a amostra utilizada no 

presente trabalho apresentou características químicas coerentes com o perfil da própolis de 

variedade vermelha. Considerando que a composição química está fortemente relacionada 

à ação biológica da própolis (LIO et al., 2010; BATISTA et al., 2012), sugere-se que os da-

dos obtidos a partir da avaliação toxicológica com esta amostra possam ser válidos para 

determinação da segurança da própolis vermelha brasileira proveniente da mesma região e 

origem botânica (Alagoas, Paraíba e Sergipe) e para utilização em estudos futuros. 

 

5.2 Análise da toxicidade aguda do EHPV 

  Na avaliação pré-clínica da toxicidade aguda não ocorreu morte de animais no gru-

po teste EHPV300, porém 80% dos animais apresentaram alguns sinais de toxicidade até o 

terceiro dia após a administração única do extrato. Após este período, não foram observa-

dos sinais de toxicidade.  

Os sinais clínicos observados com 15 minutos foram sonolência e diminuição da am-

bulação (20% dos animais). Em 30 minutos os animais apresentaram sonolência, diminuição 

da ambulação, respiração ofegante (40% dos animais) e tremores (20%). Após 12, 24 horas 

e 3 dias da administração do EHPV, 20% dos animais apresentaram diarreia. Não foram 

observados morte ou sinais de toxicidade no grupo controle.  

Em relação ao ganho de massa corpórea, não houve diferença significativa entre os 

grupos controle e EHPV após 7 e 14 dias (figura 5). 
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Figura 5: Avaliação da massa corpórea das ratas dos grupos controle e EHPV300 após 7 e 

14 dias do início do experimento. Dados expressos em % em relação à massa inicial dos 

animais, n = 05/grupo (teste t-Student, p > 0,05). 

 

Na análise macroscópica do encéfalo, fígado, rins, pulmões, coração, estômago, ba-

ço, ovários e testículos, não foram encontradas alterações nos grupos estudados. 

Segundo Almeida (2006), sonolência, diminuição da ambulação e redução do ritmo 

da respiração são efeitos depressores do sistema nervoso central, enquanto que a diarreia 

pode ser um indicativo do efeito do extrato no sistema autonômico. Os tremores compreen-

dem a movimentação involuntária de todo ou parte do corpo. Tais sinais indicam um possí-

vel efeito do EHPV no sistema nervoso central.   

De acordo com critérios previamente estabelecidos, a ocorrência de ≥ 1 animal com 

sinais de toxicidade, sem mortes, como observado no grupo EHPV300, permite a classifica-

ção de uma substância na categoria GHS 4, que sugere o uso com cautela (“warning”) (O-

ECD, 2001; UNECE). Existem poucos relatos sobre a toxicidade da própolis vermelha brasi-

leira. Nunes et al. (2009) avaliaram a toxicidade in vitro de uma amostra de própolis verme-

lha da cidade de Goiana-PE sobre Artemia salina. O extrato metanólico da própolis em 

questão apresentou uma DL50 igual a 18,9 µg/mL.  Outro estudo avaliou a toxicidade de 

uma amostra de própolis vermelha sergipana onde camundongos Swiss receberam 1g/kg do 

extrato por 14 dias. Os resultados mostraram que na dose de 1g/kg não houve morte dos 

animais e até 7 dias de administração do extrato foi demonstrada ausência de toxicidade, 

porém com 14 dias foi detectada toxicidade hepática nos animais (RODRIGUES, 2010).   

Por outro lado, amostras de própolis de outras variedades não promoveram sinais 

tóxicos ou morte dos animais em ensaios agudos. Por exemplo, Araújo et al. (2011), utili-

zando extrato hidroalcoólico de própolis proveniente do Maranhão  (produzida por abelhas 

Scaptotrigonaaff. Postica) nas dosagens de 1.000, 2.000 e 4.000 mg/kg, não observaram 

morte dos animais e relataram diminuição dos níveis de ALT e FAL. Mohammadzadeh et al. 

(2007), avaliaram a toxicidade de uma amostra de própolis iraniana em altas doses (4.500 , 

9.000 , 13.000 e 20.000 mg/kg) e também não observaram sinais tóxicos ou morte dos ani-

mais.   

Os resultados da toxicidade aguda do presente estudo sugerem, portanto, uma maior 

toxicidade da própolis vermelha alagoana. Estas diferenças estão possivelmente relaciona-

das à composição química que pode variar em função de fatores como sazonalidade e ori-

gem botânica (TEIXEIRA et al., 2010; MENDONÇA et al., 2011).   
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Em adição, estima-se que o valor de DL50 do EHPV esteja acima de 300 mg/kg. No 

entanto, para obter uma estimativa de DL50 pela metodologia preconizada pela OECD utili-

zada neste estudo, seria necessária a avaliação da toxicidade de algumas substâncias que 

compõem o extrato.  Tal avaliação poderá ser o foco de futuras pesquisas para uma melhor 

compreensão da toxicidade aguda desse produto natural. 

 

5.3 Análise da toxicidade subaguda do EHPV 

Na avaliação pré-clínica da toxicidade subaguda do EHPV não houve morte nos gru-

pos avaliados. Porém, a ocorrência de episódios de diarreia foi comum aos grupos controle 

(20% dos animais) e EHPV10 (30% dos animais), ocorrendo com maior frequência nos gru-

pos EHPV100 (60% dos animais) e EHPV200 (50% dos animais). O estresse causado pela 

manipulação diária dos animais pode afetar o seu sistema nervoso autônomo e causar diar-

reia até no grupo controle, porém, como houve uma maior frequência de diarreia nos grupos 

de doses maiores, tal extrato realmente pode está favorecendo a intensificação desse sin-

toma. 

Outros sinais como respiração ofegante (10%) e diminuição da ambulação (20%) fo-

ram parâmetros encontrados no grupo de EHPV100 de modo pontual em animais machos, 

não permanecendo ao longo do experimento (tabela 1). A maioria dos sinais de toxicidade 

apresentados no estudo agudo também foi verificada no estudo subagudo, corroborando a 

sugestão de um possível efeito EHPV sobre o sistema nervoso central (ALMEIDA, 2006). 
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Tabela 1: Sinais de toxicidade subaguda do EHPV. 

Grupo Dia Animais  Sinais de toxicidade 

Controle 

4 
6 

23 
26 

 
M1 
M1 
M2 
M2 

 

Diarreia 

 
EHPV 10 

mg/kg 

3 
5 

27 

M3 
M5 
F3 

Diarreia 

EHPV100 
mg/kg 

 
                        1 

 
          M3 

 
Respiração ofegante 

 
                        1 

5 
6 
 

M3 
M1 
M1 

Diminuição da ambula-
ção 

 
                        2 

4 
5 
6 
8 

16 
18 
20 
21 
22 
27 

 

M3 
M1 e M5 

M1 
M5 
F3 
M1 
F2 
F2 
F5 
F5 
F5 

             Diarreia 

 
 
 

EHPV 200 
mg/kg 

 
2 
3 

                        5 
10 
25 

 

 
F5 e M3 

M1 
F4 
M2 
F4 

 

 
Diarreia 

Avaliação dos sinais de toxicidade subaguda dos grupos controle, EHPV 10, 100 e 200 

mg/kg. M: machos, F: fêmeas. 

 

A figura 6 apresenta o consumo de água e ração dos animais submetidos ao teste de 

toxicidade subaguda. Foi verificada diferença significativa no consumo de água de machos e 

fêmeas dos grupos EHPV quando comparados ao controle. As fêmeas do grupo EHPV100 

consumiram mais água na terceira semana (p <0,001), já os machos do grupo EHPV 200 

consumiram mais água na primeira semana (p <0,001). 
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Figura 6: Consumo semanal de água (mL) e ração (g) dos animais, para os grupos controle e EHPV nas doses de 10, 100 e 200 mg/kg. Dife-

rença significativa em relação ao controle, *p<0,05 e ***p <0,001, ANOVA de duas vias (tratamento e tempo) seguida do pós-teste Tukey, n=5. 
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Em relação ao consumo de ração, na terceira semana as fêmeas do grupo EHPV100 

consumiram mais ração que as fêmeas do grupo controle (p<0,05), e os machos do grupo 

EHPV 200 mg/kg consumiram mais ração na primeira (p<0,05) e na terceira semana 

(p<0,001). 

Foi observado que após 7 dias do início do experimento, as ratas tratadas com 

EHPV 100 mg/kg apresentaram aumento de massa corpórea (p<0,05). Já na segunda 

(p<0,05), terceira (p<0,05) e quarta semana (p<0,001) as ratas do grupo EHPV200 ganha-

ram mais massa corpórea quando comparadas ao grupo controle (figura 7A).  

Houve um maior ganho de massa corpórea dos machos do grupo EHPV200 em rela-

ção ao controle na terceira (p<0,05) e quarta semana (p<0,01) de administração do extrato 

(figura 7B).  

Observou-se que ocorreram aumentos pontuais do consumo de água e ração por 

machos e fêmeas. Tal aumento parece não estar relacionado com o aumento de massa 

corpórea dos animais quando analisados ao longo do tempo. Além disso, as fêmeas apre-

sentam ganho de massa corpórea já na primeira semana de tratamento com o EHPV. Este 

fato pode ser explicado devido ao papel do estrógeno endógeno na regulação da massa 

corpórea em fêmeas, que se encontra bem fundamentado na literatura, inclusive quanto às 

suas interações com os diferentes tipos de receptores existentes. Os receptores de estróge-

no alfa (RE-α) mediam os efeitos de estrógenos que levam à diminuição da ingestão alimen-

tar e perda de massa corpórea. Por outro lado, a ligação com receptores de estrógeno beta 

(RE-β) não influencia esta ingestão alimentar e não interfere na regulação de ganho de 

massa corpórea (ROESCH, 2006). 

A própolis vermelha é rica em isoflavonas, que são substâncias que apresentam efei-

to estrogênico por possuírem semelhança estrutural com os hormônios estrogênicos. Tais 

substâncias se ligam preferencialmente a receptores RE-β (MORITO et al., 2001), e portanto 

o consumo destas isoflavonas não deveria alterar a massa corpórea dos animais. Porém, 

houve um aumento de massa significativo nas fêmeas tratadas com EHPV200 durante todo 

o experimento. Estes resultados podem ser explicados pelo fato que a administração de 

altas doses de isoflavonas pode reduzir os níveis de estradiol endógeno (LU et al., 1996). 

Com isso, a ausência de modulação estrogênica via RE-α pode produzir um efeito de au-

mento de massa corpórea nos animais, similar ao evento que ocorre na menopausa ou após 

ooforectomia (ROESCH, 2006).  

Corroborando estes achados, foram observadas alterações na regularidade do ciclo 

estral em 40% das ratas do grupo EHPV10 e em 100% das dos grupos EHPV100 e 
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EHPV200, enquanto todas as ratas do grupo controle apresentaram ciclo regular durante o 

período de 28 dias. Adicionalmente, as alterações no ciclo estral foram mais evidentes na 

primeira e segunda semana de tratamento com EHPV100 (80%) e na terceira e quarta se-

manas de tratamento com EHPV200 (80%), dados que coincidem com o ganho de massa 

corpórea em cada grupo. 

Em ratas, o ciclo estral é caracterizado por um aumento de estrógeno no segundo 

dia do diestro. Este estrógeno interage com RE-β e promove um aumento da liberação de 

hormônio luteinizante (LH) pela hipófise anterior, que induz uma breve resposta do corpo 

lúteo, seguida da fase de estro (GOLDMAN et al., 2007; MURR et al., 1973; OECD, 2009; 

ANDERSSON et al., 2013). Dessa forma, os efeitos do EHPV em ratas são indicadores de 

efeitos no sistema endócrino envolvendo o eixo hipotálamo-hipófise-ovários. 
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Figura 7: Avaliação da massa corpórea de ratos. Valores expressos em porcentagem em 

relação ao primeiro dia de tratamento em fêmeas (A) e machos (B), ao longo de semanas. 

(n = 5/grupo) e as barras indicam o erro padrão da média. EHPV: extrato hidroalcoólico de 

própolis vermelha. Diferença significativa em relação ao controle *p<0,05, **p<0,01 e ***p 

<0,001. ANOVA de duas vias (tratamento e tempo) seguida do pós-teste Tukey.  
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A tabela 2 apresenta o efeito da administração oral subaguda do EHPV na massa re-

lativa dos órgãos dos animais. A avaliação da massa dos órgãos das fêmeas mostrou um 

aumento significativo do baço do grupo EHPV100 em relação ao controle (p <0,001). Altera-

ções na massa de órgãos linfóides como baço e timo devem ser analisadas junto com acha-

dos histopatológicos relevantes, devido à variabilidade do peso desses órgãos (SELLERS et 

al., 2007). Por outro lado, Oršolic´; Bašic´ (2005) relataram a ação da própolis sobre a esti-

mulação da hematopoiese e no crescimento e diferenciação das células do baço, tal ação 

pode estar relacionada com o aumento do baço na dose de 100 mg/kg.  

Em relação à análise realizada com os dados da massa dos órgãos dos machos, re-

sultados mostraram um aumento significativo da massa dos pulmões (p <0,01) no grupo 

EHPV 100 mg/kg e diminuição da massa do testículo (p<0,01) do grupo EHPV200 quando 

comparados ao grupo controle. 

Segundo a Sociedade de Patologia Toxicológica os pesos dos pulmões são valiosos 

como pontos finais para estudos de inalação, já para estudos que não envolvem esse tipo 

de administração a avaliação do peso dos pulmões acrescenta pouco valor à avaliação mi-

croscópica e deveria ser opcional (SELLERS et al., 2007). 

  De acordo com Bae et al. (2012) a daidzeina, formononetina e principalmente a bio-

chanina A são inibidores da 5α-redutase, que é uma enzima que converte testosterona em 

dihidrotestosterona (andrógeno mais potente). A diminuição desse hormônio é importante no 

controle de doenças andrógeno-dependentes como hiperplasia benigna da próstata, calvície 

e acne. Tal inibição hormonal pode ser uma das causas da diminuição da massa testicular 

encontrada no presente estudo. O uso oral de isoflavonas em ratos machos pode diminuir a 

secreção de androgénios e glucocorticóides e isso pode atrasar o início da puberdade e 

causar problemas fisiológicos e de desenvolvimento (CACERES et al., 2014). 
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Tabela 2: Efeito da administração oral subaguda do EHPV na massa relativa dos órgãos de ratos Wistar (massa do órgão / massa corpórea 

%). 

                                     Fêmeas                                Machos 

Órgãos Controle EHPV 10 EHPV 100 EHPV 200 
 

Controle EHPV 10 EHPV 100 EHPV 200  

Encéfalo 0,83 ± 0,02 0,82 ± 0,01 0,86 ± 0,02 0,82 ± 0,03 
 

0,57 ± 0,01 0,58 ± 0,03 0,59 ± 0,02 0,53 ± 0,01  

Fígado 3,26 ± 0,08 3,51 ± 0,16 3,94 ± 0,30 3,26 ± 0,01 
 

2,74 ± 0,08 2,71 ± 0,06 2,79 ± 0,16 2,83± 0,12  

Rins 0,86 ± 0,02 0,86 ± 0,03 0,91 ± 0,04 0,91 ± 0,07 
 

0,83 ± 0,01 0,82 ± 0,02 0,85 ± 0,04 0,79 ± 0,3  

Pulmões 0,44 ± 0,01 0,46 ± 0,02 0,47 ± 0,02 0,49 ± 0,02 
 

0,35 ± 0,03 0,44 ± 0,03 0,50 ± 0,03** 0,41 ± 0,03  

Coração 0,39 ± 0,01 0,44 ± 0,2 0,42 ± 0,02 0,42 ± 0,02 
 

0,37 ±0,01 0,36 ± 0,01 0,35 ± 0,01 0,35 ± 0,02  

Estômago 0,92 ± 0,06 0,87 ± 0,08 1,02 ± 0,10 1,26 ± 0,04 
 

0,72 ± 0,08 0,56 ± 0,02 0,74 ± 0,10 0,77 ± 0,05  

Baço 0,17 ± 0,01 0,17 ± 0,00 0,24 ± 0,01*** 0,18 ± 0,01 
 

0,13 ± 0,01 0,15 ± 0,01 0,13 ± 0,00 0,13 ± 0,00  

Ovário 0,03 ± 0,00 0,03 ± 0,00 0,03 ± 0,00 0,02 ± 0,00 
 

- - - -  

Testículo - - - - 

 
0,44 ± 0,01 0,47 ± 0,01 0,46 ± 0,01 0,38 ± 0,01**  

 

Os valores são expressos como média ± EPM, ANOVA de uma via seguida do pós-teste Tukey, ** p <0,01, *** p <0,001 estatisticamente signi-

ficativo em comparação com o grupo do controle. EHPV: extrato hidroalcoólico da própolis vermelha nas doses de 10, 100 e 200 mg/kg.
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A tabela 3 apresenta resultados da avaliação dos parâmetros hematológicos das fê-

meas no estudo subagudo do EHPV.  Houve uma diminuição significativa do volume cor-

puscular médio (VCM) do grupo EHPV100 (p<0,05) e EHPV200 (p<0,001), porém estes va-

lores estão dentro dos parâmetros de normalidade, 49,1 - 62,5 (fL) (MELO et al., 2012). Já 

em relação à concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM) notou-se um au-

mento no grupo EHPV200 (p<0,01), estes valores também estão dentro dos valores de refe-

rência 29,9 - 34,9 (g/dL) (MELO et al., 2012). 

Nos machos houve uma diminuição da CHCM nos grupos EHPV10 (p<0,05) e 

EHPV100 (p<0,01), diminuição da quantidade de eosinófilos (p<0,05) e aumento da quanti-

dade de monócitos (p<0,01) do grupo EHPV200 (tabela 4). Tais alterações estão dentro dos 

parâmetros de normalidade, CHCM 30,5 - 35,3 (g/dL), monócitos 1,0 - 6,5 (%) (MELO et al., 

2012) e eosinófilos 0,3 - 4,0 (%)  (LIMA et al., 2014). 

Os tratamentos com EHPV 10 e 100 mg/kg aumentaram significativamente os níveis 

de glóbulos vermelhos (p<0,05) e hemoglobina (p<0,05) dos machos quando comparados 

ao controle. Os valores desses parâmetros estão acima de valores de referência encontra-

dos na literatura, hemoglobina 12,8 - 15,9 (g/dL) e glóbulos vermelhos 6,7 - 8,6 (x106 /uL)  

(MELO et al., 2012), hemoglobina 10,20 - 17,80 (g/dL) e glóbulos vermelhos 4,72 - 10,25 

(x106/μL) (LIMA et al., 2014). Um estudo demonstrou que a própolis age diretamente sobre a 

hematopoiese da medula óssea e possui propriedades estimulantes e regenerativas desse 

processo (ORŠOLIC; BAŠIC´, 2005). Tal estimulação pode ser a possível causa da eleva-

ção da hemoglobina e glóbulos vermelhos observadas no presente trabalho e como essa 

alteração não foi observada na dose de 200 mg/kg, esse efeito pode ser dose/dependente. 

Os estudos de Melo et al. (2012) e Lima et al. (2014) trazem valores de referência 

hematológicos e bioquímicos de ratos wistar saudáveis do estado e Sergipe. Segundo Dias 

Junior (2006), para uma interpretação correta do eritrograma, pesquisadores têm procurado 

estabelecer valores de referência para animais da mesma região.  
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Tabela 3: Avaliação dos parâmetros hematológicos das fêmeas submetidas à administração 

oral do EHPV no estudo subagudo. 

Diferença significativa em relação ao grupo controle, * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001. A-

NOVA de uma via seguida do pós-teste Tukey. GB: glóbulos brancos, PLT: plaquetas, GV: 

glóbulos vermelhos, VCM: volume corpuscular médio, HCM: hemoglobina corpuscular mé-

dia, CHCM: Concentração de Hemoglobina Corpuscular Média. EHPV: extrato hidroalcoólico 

da própolis vermelha nas doses de 10, 100 e 200 mg/kg. 

 

 

 

 

 

Parâmetros hema-
tológicos 

Fêmeas 

Controle EHPV 10 mg/kg EHPV 100 mg/kg EHPV 200 mg/kg 

GB (x103/μL) 3,96 ± 1,17 4,58 ± 0,58 4,37 ± 0,65 4,42 ± 0,36 

Linfócitos (%) 69,43 ± 3,93 69,02 ± 2,80 70,18 ± 1,77 65,40 ± 1,00 

Monócitos (%) 1,98 ± 0,68 4,64 ± 3,40 0,78 ± 0,35 4,53 ± 0,22 

Eosinófilos (%) 0,80 ± 0,20 1,22 ± 0,39 1,10 ± 0,10 0,23 ± 0,03 

Neutrófilos (%) 27,40 ± 3,58 29,68 ± 3,47 27,90 ± 2,04 29,43 ± 0,95 

PLT (x103/μL) 1029,00 ± 107,6 981,60 ± 227,90 1052,00 ± 244,90 912,70 ± 34,14 

GV (x106/μL) 8,28 ± 0,70 9,02 ± 0,68 8,45 ± 0,91 7,20 ± 0,31 

Hemoglobina (g/dL) 15,53 ± 1,23 16,48 ± 1,16 15,34 ± 1,36 12,90 ± 0,45 

Hematócrito (%) 51,78 ± 4,58 55,12 ± 4,43 49,92 ± 5,03 37,90 ± 1,26 

VCM (fL) 62,48 ± 1,16 61,04 ± 0,48 58,70 ± 0,86* 52,70 ± 0,67*** 

HCM (pg) 18,78 ± 0,11 18,32 ± 0,15 18,14 ± 0,30 17,97 ± 0,29 

CHCM (g/dL) 30,08 ± 0,57 30,00 ± 0,41 30,92 ± 0,56 34,03 ± 0,19** 
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Tabela 4: Avaliação dos parâmetros hematológicos dos machos submetidos à administração 

oral do EHPV no estudo subagudo. 

Diferença significativa em relação ao grupo controle, * p<0,05, ** p<0,01. ANOVA de uma 

via seguida do pós-teste Tukey. GB: glóbulos brancos, PLT: plaquetas, GV: glóbulos verme-

lhos, VCM: volume corpuscular médio, HCM: hemoglobina corpuscular média, CHCM: Con-

centração de Hemoglobina Corpuscular Média. EHPV: extrato hidroalcoólico da própolis 

vermelha nas doses de 10, 100 e 200 mg/kg. 

 

 

 

 

 

 
Parâmetros hema-

tológicos 

Machos 

Controle EHPV 10 mg/kg EHPV 100 mg/kg EHPV 200 mg/kg 

GB (x103/μL) 7,30 ± 0,65 7,79 ± 1,12 6,28 ± 0,40 6,82 ± 1,04 

Linfócitos (%) 55,20 ± 1,76 54,58 ± 2,43 62,48 ± 3,49 49,30 ± 1,60 

Monócitos (%) 1,18 ± 0,27 0,84 ± 0,28 1,05 ± 0,13 3,30 ± 0,57** 

Eosinófilos (%) 2,50 ± 0,31 2,42 ± 0,43 1,70 ± 0,42 0,27 ± 0.09* 

Neutrófilos (%) 40,93 ± 1,25 41,80 ± 2,09 34,58 ± 2,55 46,93 ± 2,07 

PLT (x103/μL) 1130,00 ± 48,76 1001,00 ± 65,72 1072,00 ± 114,90 924,70 ± 42,68 

GV (x106/μL) 9,13 ± 0,59 11,96 ± 0,94* 12,19 ± 1,02* 8,78 ± 0,40 

Hemoglobina (g/dL) 16,40 ± 1,12 20,20 ± 1,30* 20,80 ± 1,61* 15,10 ± 0,57 

Hematócrito (%) 50,70 ± 3,60 65,34 ± 4,62 68,45 ± 5,68 45,20 ± 1,64 

VCM (fL) 55,48 ± 0,35 54,74 ± 1,36 56,18 ± 0,46 51,53 ± 0,47 

HCM (pg) 17,98 ± 0,05 17,00 ± 0,36 17,10 ± 0,24 17,23 ± 0,12 

CHCM (g/dL) 32,35 ± 0,12 31,02 ± 0,42* 30,45 ± 0,35 ** 33,43 ± 0,12 
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Os valores dos parâmetros bioquímicos das fêmeas estão apresentados na tabela 5. 

Os resultados significativos foram em relação ao grupo controle. As análises demonstraram 

um aumento da ureia no grupo EHPV10, porém seu valor ainda está dentro do valor de refe-

rência (30 - 57 mg/dL) (MELO et al., 2012). Os níveis de fosfatase alcalina do grupo 

EHPV100 também aumentaram, mas permaneceram dentro do valor de referência (51 - 116 

U/L) (LIMA et al., 2014). No grupo EHPV200 houve um aumento dos valores de sódio e co-

lesterol total, mas tais variações se encontram dentro dos valores de referência 125 - 141 

(mmol/L) e 46 - 101 (mg/dL), respectivamente (LIMA et al 2014; MELO et al., 2012). 

A tabela 6 apresenta a avaliação bioquímica dos machos, foram encontradas altera-

ções apenas do grupo EHPV200 quando comparados ao controle. Houve aumento das mé-

dias de proteínas totais, sódio, fosfatase alcalina, creatinina, colesterol total, alanina amino-

transferase e albumina, porém esses valores ainda estão dentro da faixa de referência: 4,0 - 

6,9 (g/dL), 125 - 143 (mmol/L), 56 - 153 (U/L), 0,24 - 1,20 (mg/dL), 45 - 76 (mg/dL), 38 - 82 

(U/L); 2,0 - 3,5 (g/dL), respectivamente (LIMA et al., 2014).O valor para triglicerídeos foi o 

único que com diminuição em relação ao controle, mas o valor de 22,7 ainda está dentro do 

valor de referência 22 - 100 (mg/dL) (LIMA et al., 2014). 

Embora os resultados bioquímicos tenham permanecido dentro dos valores de refe-

rência, não deve ser descartada a possibilidade de algum grau de toxicidade do EHPV ad-

ministrado de forma subaguda, especialmente quando consideradas alterações como au-

mento da massa do pulmão em machos, aumento da massa do baço em fêmeas e diminui-

ção da massa dos testículos em machos. 

Alterações em enzimas hepáticas são relevantes para a análise toxicológica. Por e-

xemplo, alterações nas quantidades de fosfatase alcalina e ALT podem ocorrer em resposta 

a xenobióticos. A ALT é uma enzima citosólica que, quando apresenta níveis aumentados, 

pode indicar necrose do fígado ou modificações na permeabilidade da membrana dos capi-

lares sanguíneos (COSTA SILVA et al., 2008, UPUR et al., 2009). No presente estudo hou-

ve um aumento de valores de ALT nos machos e esse dado corrobora com um estudo que 

também encontrou um aumento nas enzimas hepáticas ALT e AST após tratamento agudo 

com própolis vermelha sergipana (RODRIGUES, 2010). Vale destacar que outros indicado-

res desta função mostraram alterações em machos, como o aumento das quantidades de 

proteínas totais e diminuição de triglicerídeos. Estes dados assemelham-se com o de Morsy 

et al. (2013) que observaram o mesmo comportamento desses parâmetros na avaliação 

bioquímica do soro de ovelhas tratadas com própolis vermelha. 

. 
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Tabela 5: Avaliação dos parâmetros bioquímicos das fêmeas submetidas à administração 

oral do EHPV no estudo subagudo. 

Diferença significativa em relação ao grupo controle,* (p<0,05), ** (p<0,01) e *** (p<0,001). 

ANOVA de uma via seguida do pós-teste Tukey. ALT: alanina aminotransferase, AST: as-

partato aminotransferase, AU: ácido úrico, CT: colesterol total, PT: proteínas totais, TRI: tri-

glicerídeos, FAL: fosfatase alcalina. EHPV: extrato hidroalcoólico da própolis vermelha nas 

doses de 10, 100 e 200 mg/kg. 

 

 

 

 

Parâmetros bioquí-
micos 

Fêmeas 

Controle EHPV 10 mg/kg 
EHPV 100 

mg/kg 
EHPV 200 

mg/kg 

ALT (U/L) 51,8 ± 4,9 42,2±2,5 65,2±5,8 55,0±1,7 

AST (U/L) 92,8±9,6 74,8±2,5 97,2±11,9 65,7±3,8 

AU (mg/dL) 2,5±0,4 2,3±0,5 2,6±0,8 1,6±0,3 

Ureia (mg/dL) 35,0±3,8 56,8±7,4* 34,8±2,5 48,0±1,0 

Creatinina (mg/dL) 0,52±0,03 0,53±0,03 0,46±0,03 0,48±0,02 

Glicose (mg/dL) 182,2±17,6 127,4±10,1 125±20,1 174,0±8,4 

CT (mg/dL) 68,0±3,5 62,8±2,6 75,4±2,1 94,7±1,9*** 

PT (g/dL) 5,7±0,2 5,4±0,2 5,2±0,3 6,5±0,1 

Sódio (mmol/L) 131,8±0,7 131,8±1,2 132,6±1,4 140,7±0,7*** 

Potássio (mmol/L) 7,8±0,7 6,9±1,0 8,3±0,8 5,6±0,8 

Albumina (g/dL) 2,7±0,1 2,6±0,1 2,5±0,1 3,1±0,1 

TRI (mg/dL) 36,0±3,4 33,6±2,4 41,2±1,7 33,7±7,4 

FAL (U/L) 55,0±4,8 53,8±3,1 94,8±10,1** 71,0±0,0 
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Tabela 6: Avaliação dos parâmetros bioquímicos dos machos submetidos à administração 

oral do EHPV no estudo subagudo. 

Diferença significativa em relação ao grupo controle,* (p<0,05), ** (p<0,01) e *** (p<0,001), 

ANOVA de uma via seguida do pós-teste Tukey. ALT: alanina aminotransferase, AST: as-

partato aminotransferase, AU: ácido úrico, CT: colesterol total, PT: proteínas totais, TRI: tri-

glicerídeos, FAL: fosfatase alcalina. EHPV: extrato hidroalcoólico da própolis vermelha nas 

doses de 10, 100 e 200 mg/kg. 

  

 

 

 

Parâmetros bio-
químicos 

Machos 

Controle EHPV 10 mg/kg 
EHPV 100 

mg/kg 
EHPV 200 

mg/kg 

ALT (U/L) 47,2±4,1 39,0±2,2 38,8±3,5 61,7±0,3* 

AST (U/L) 73,2±7,6 78,4±5,5 65,0±4,0 85,7±2,3 

AU (mg/dL) 1,1±0,1 1,4±0,1 2,3±1,0 1,6±0,3 

Ureia (mg/dL) 31,8±3,2 28,2±0,6 31,5±1,3 36,7±1,7 

Creatinina (mg/dL) 0,39±0,02 0,39±0,01 0,42±0,03 0,50±0,00** 

Glicose (mg/dL) 198,4±11,0 148,2±9,2 168,8±22,4 229,7±29,2 

CT (mg/dL) 46,0 ± 2,0 50,4 ± 2,9 49,0 ± 3,4 64,3 ± 4,9** 

PT (g/dL) 4,5 ± 0,1 4,6 ± 0,3 4,7 ± 0,3 6,1 ± 0,7*** 

Sódio (mmol/L) 133,0±1,0 132,6±0,6 134,8±0,3 142,3±0,3*** 

Potássio (mmol/L) 5,7±0,4 7,2±0,4 7,1±0,6 5,3 ± 0,9 

Albumina (g/dL) 2,1±0,0 2,1±0,1 2,2±0,1 2,8 ± 0,0** 

TRI (mg/dL) 38±4,2 25,8±1,0 28,0±4,1 22,7 ± 3,4* 

FAL (U/L) 66,4 ± 7,8 63,0 ± 7,5 70,8 ± 9,6 126,7 ± 19,4** 
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Após a administração diária do EHPV durante 28 dias, oito animais, sendo quatro 

pertencentes ao grupo EHPV200 e quatro pertencentes ao grupo controle (dois machos e 

duas fêmeas para cada grupo), foram observados por mais 14 dias para a avaliação de si-

nais de toxicidade retardada (grupo satélite). Nenhum animal apresentou sinais de toxicida-

de durante o tempo avaliado. 

Não foram encontradas alterações na análise macroscópica dos órgãos dos animais.  

Na avaliação histológica do fígado, rim e baço (figura 8) dos grupos controle e EHPV200 

não foram encontradas alterações histopatológicas nos tecidos. 

Embora a administração do EHPV em roedores não tenha causado alterações ma-

croscópicas e histopatológicas do fígado, rim e baço, é importante considerar as alterações 

na massa corpórea, consumo de água e ração, parâmetros bioquímicos e hematológicos e 

ciclo estral como um alerta no consumo desse produto natural. Além disso, pode-se consi-

derar uma estimativa do NOEL abaixo da dose de 10 mg/kg, uma vez que nessa dose já foi 

possível observar algumas alterações. 

 

 

 

 

 

 

 



UNIVERSIDADE TIRADENTES  
DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM SAÚDE E AMBIENTE – Rafaela Oliveira da Silva 

 
 

59 
 

 

Figura 8: Avaliação histopatológica do fígado, rim e baço de fêmeas e machos do grupo con-

trole e EHPV 200 mg/kg do estudo de toxicidade subaguda do EHPV. Fígado (HE 400), rim 

e baço (HE 100) sem alterações histopatológicas. 
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Capítulo IV – CONCLUSÕES 
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6. CONCLUSÃO 

 

 O EHPV utilizado no presente estudo apresentou as isoflavonas daidzeína, biocha-

nina A e formononetina em sua composição, características químicas coerentes com os a-

chados anteriores para a própolis vermelha de Alagoas. 

Os resultados da toxicidade aguda do EHPV demonstraram que a DL50 está acima 

de 300 mg/kg, porém essa dose foi capaz de provocar alguns sinais clínicos de toxicidade 

aguda sem mortalidade dos animais.  

A administração subaguda do EHPV nas doses de 100 e 200 mg/kg geraram altera-

ções na massa corpórea, consumo de água e ração, parâmetros bioquímicos e hematológi-

cos e ciclo estral. O estudo subagudo também indicou uma estimativa do NOEL abaixo da 

dose de 10 mg/kg. 

Portanto, tanto a avaliação da toxicidade aguda como subaguda sugerem que este 

tipo de própolis deve ser consumido com precaução. 
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Anexo A: Sinais de toxicidade 

Alterações respiratórias  Alterações cardiovasculares 

Bloqueio nas narinas Bradicardia 

Dispneia Taquicardia 

Apneia Arritmia 

Ofegante Vasoconstrição ou dilatação 

Cianose Alterações do tônus muscular 

Alterações atividades motoras Hipotonia 

Aumento da ambulação Hipertonia 

Diminuição da ambulação Alterações gastrointestinais 

Sonolência Fezes duras, secas e escassas 

Perda do reflexo de endireitamento Diarreia 

Perda da resposta à dor Vômito 

Catalepsia Alterações renais 

Ataxia Micção involuntária 

Prostração Urina vermelha 

Tremores Alterações da pele 

Posição lateral Edema 

Alterações dos reflexos Avermelhamento da pele 

Não fechamento das pálpebras após toque da 
córnea 

Ocorrências diversas 

Incapacidade de retrair as patas traseiras 
quando puxadas 

Convulsões 

Não constrição da pupila na presença de luz Salivação 

Ausência de resposta a um estímulo externo 
(barulho) 

Piloereção 

Alterações oculares Analgesia 

Lacrimejamento Fezes claras 

Constrição ou dilatação da pupila independente 
da presença ou ausência da luz 

Queda de pelos 

Retração anormal do olho Vocalizações 

Queda das pálpebras Secreções 
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Córnea opaca Excreções 

  
Alterações a manipulação 

  
Estereotipias 

  
Mortes 
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