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EFEITO DE EXTRATO DE  PRÓPOLIS  BRASILEIRA SOBRE A CICATRIZAÇÃO 
DE QUEIMADURAS DÉRMICAS PROFUNDAS 

 
 

Nívia Lucas de Oliveira 

 

Filmes de colágeno vem sendo usados para melhorar o reparo cicatricial e alguns 

estudos  pesquisam seu efeito biológico com a incorporação de produtos naturais. 

Tem sido demonstrado que a própolis verde apresenta várias atividades biológicas, 

como propriedades cicatrizantes, mas existem poucos relatos sobre a variedade 

vermelha. Este estudo objetivou analisar o efeito da incorporação de própolis verde e 

vermelha em filmes de colágeno sobre a cicatrização de queimaduras. Assim, filmes 

contendo extratos hidroalcoólicos de própolis foram preparados e aplicados em 

queimaduras dérmicas de ratos, distribuídos em 5 grupos (N=25): CTR (controle sem 

filme), COL (filmes de colágeno), GPa (filmes de colágeno com própolis verde a 0,5%), 

GPb (filmes  de colágeno com própolis verde  a 1,0%) e RP (filmes  de colágeno com 

própolis vermelha a 0,5%). Os animais foram eutanasiados após 3, 7, 14, 21 e 30 dias 

e as áreas teciduais pós queimadura analisadas histologicamente. Não foram 

observadas diferenças entre os grupos em 3 dias. GPa, GPb e RP mostraram redução 

na infiltração inflamatória, mas apenas em RP evidenciou-se rápida maturação da 

reação de granulação. A reepitelização se apresentou mais avançada em GPa, GPb e 

RP em 7, 14 e 21 dias (p<0,05). O número de miofibroblastos foi significativamente 

maior em RP em 14 e 21 dias (p<0,05), mas não houve diferença entre os demais 

grupos e tempos. Quanto à colagenização, em 7 dias, houve maior deposição de 

colágeno III em GPa, GPb e RP, e substituição mais rápida do colágeno III por I em 14 

dias nestes mesmos grupos. A deposição de colágeno I predominou em todos os 

grupos em 21 e 30 dias, mas apenas em RP, os feixes fibrosos exibiram arranjo 

grosseiramente entrelaçado semelhante à derme normal. Concluiu-se que o uso de 

filmes de colágeno com própolis acelera os eventos cicatriciais de reparo de 

queimaduras, e que os filmes com a variedade vermelha mostraram resultados 

significativamente mais eficientes. 

 

Palavras-chaves: própolis, filmes, cicatrização, roedores. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

As queimaduras são feridas traumáticas causadas por agentes térmicos, 

químicos, elétricos ou radioativos (SERRA, 2006; MENDES, 2009). Ocorrem nos 

tecidos de revestimento do corpo animal determinando destruição parcial ou total da 

pele e seus anexos, podendo atingir camadas mais profundas como o tecido celular 

subcutâneo, músculos, tendões e ossos (SERRA, 2006). 

Nos Estados Unidos, estima-se que, a cada ano, 1% da população tem injuria 

por queimadura e aproximadamente cem mil americanos precisam de internação 

hospitalar, sendo que dez mil desses queimados (10%) falecem durante a internação 

(BARRETO, 2001). 

Segundo a Sociedade Brasileira de Queimaduras, no Brasil acontece cerca de 

um milhão de queimaduras a cada ano, 200 mil são atendidos em serviços de 

emergência, e 40 mil demandam hospitalização. As queimaduras estão entre as 

principais causas externas de morte registradas no Brasil, perdendo apenas para 

outras causas violentas, que incluem acidentes de transporte e homicídios (VALE, 

2005). 

Há diversos produtos disponíveis para utilização em queimaduras tais como, 

agentes tópicos (soluções, cremes e produtos naturais) e substitutos de pele. A 

escolha do tratamento da ferida deve levar em consideração a localização, 

profundidade, extensão, presença ou não de infecção, agente causador do trauma, 

estado nutricional do paciente, presença de doenças crônicas degenerativas e faixa 

etária (FERREIRA et ali., 2003). 

Um dos muitos produtos naturais utilizados durante séculos pela humanidade 

tem sido a própolis, uma substância resinosa balsâmica de consistência viscosa e cor 

variada, fabricada por abelhas Apis mellifera., utilizada para esterilizar, vedar e 

impermeabilizar a colméia (MANARA et al., 1999). 

A própolis, sob a forma de extratos. hidroetanólicos, vem se destacando tanto 

pelas suas propriedades terapêuticas, tais como atividade antimicrobiana 

(BITTENCOURT, 2008; MARCUCCI et al., 2001; PARK et al.,1998; AHMED et al., 

1996), antiinflamatória (SOSA et al.,1997; MOURA et al, 2009), cicatrizante (SOUZA, 

et al., 2009), antiulcerogênica (BARROS et al, 2007) e antiparasitária (PONTIN et al, 

2008), quanto pela possibilidade de aplicação na indústria farmacêutica e alimentícia, 

na forma de alimento funcional (ACKERMANN,1991). A coloração e as propriedades 

terapêuticas da própolis dependem da sua composição química, origem botânica, 

localização geográfica e procedência (SANTOS et al., 2003; COUTO, 1996). Assim, a 
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própolis pode variar do marrom escuro passando a uma tonalidade esverdeada até o 

marrom avermelhado (ADELMANN, 2005).  

A própolis produzida no cerrado brasileiro é conhecida como própolis verde e 

tem como principal fonte vegetal à espécie Baccharis dracunculifolia (PARK et al., 

2004). Já a própolis vermelha, apresenta como origem botânica a Dalbergia 

ecastophiillum(L) Taub. (Leguminosae), sendo esta uma variedade regional 

encontrada na região sudeste, sul e região nordeste, inclusive  em Sergipe.(ALMEIDA, 

2008). 

 Alguns estudos têm se concentrado em promover a incorporação de compostos 

bioativo (fármacos sintéticos ou produtos naturais) em biomaterais implantáveis, a 

exemplo do colágeno I, especialmente em virtude das vantagens relacionadas a uma 

aceleração do processo de granulação e epitelização e a liberação controlada do 

produto incorporado diretamente no tecido danificado (HELARY et al.,2006; LEE et 

al,2001). Destaca-se que além de apresentar propriedades físicas, químicas e 

estruturais bem elucidadas, essa glicoproteína tem não apenas se mostrado de fácil 

isolamento e purificação (HO et ali.,1997), mas também pode ser dispensada em 

distintas formas, como filmes e esponjas (SRIVASTAVA  et al., 1990). 

Segundo Rogenski ( 1998), existe atualmente em todo mundo, grande tendência 

para o aproveitamento de recursos naturais na terapêutica, por  apresentarem  

vantagens econômicas, serem eficientes e apresentarem poucos efeitos nocivos à 

saúde. 

Desta forma, a importância deste estudo reside na comprovação do efeito do 

extrato de própolis verde e vermelha sobre o processo de reparo cicatricial de 

queimaduras dérmicas profundas, o qual poderá ser inserido como tratamento 

alternativo em queimaduras em humanos, proporcionando uma cicatrização mais 

rápida, diminuindo o sofrimento e conseqüentemente o tempo de internação 

hospitalar.  
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2.  REVISÃO BIBLIOGRAFICA 

 

2.1 Queimaduras 

 

A pele é um orgão protetor e impermeável à agua, que isola os componenetes 

internos dos do meio externo, representando, portanto, uma barreira natural do 

organismo (SMELTZER,1993). É constituída por duas camadas principais, a epiderme 

e a derme. A epiderme é composta por um tecido epitelial estratificado pavimentoso 

queratinizado que possui quatro tipos de células: os queratinócitos, os melanócitos, as 

células de Langerhans e as células de Merkel (HIB, 2003). A derme está dividida em 

duas camadas, a papilar, superficial, frouxa e a camada reticular mais profunda e 

muito mais densa (HIB, 2003; GARTNER, 2003; STEVENS,2001). 

A derme papilar apresenta delicadas fibras de colágeno e elastina que se 

encontram arranjadas de forma mais dispersa e perpendicular à superfície da pele. E a 

camada reticular é constituída por tecido conjuntivo denso não modelado, com grossas 

fibras de colágeno tipo I intimamente reunidas em grandes feixes dispostos 

principalmente em posição paralela à superfície da pele e redes de grossas fibras 

elásticas que estão enredadas com as fibras de colágeno (GARTNER, 2003). 

Os agravos à pele em decorrência de traumas, como a queimadura promove 

alterações na homeostase humana, comprometendo assim, a sobrevivência do 

indivíduo. A queimadura pode ser causada por agentes térmicos, químicos, elétricos, 

biológicos ou radioativos que agem no teciddo de revestimento do corpo humano, 

podendo destruir parcial ou totalmente a pele e seus anexos e até atingir camadas 

mais profundas, como tecidos subcutâneos, músculos, tendões e ossos (SERRA, 

2006). 

 A queimadura de primeiro grau é a mais superficial, pois compromete só a 

epiderme (apresenta-se avermelhada e dolorida), a de segundo grau compromete a 

epiderme e parte da derme (caracterizando-se pela presença de bolhas) e a de 

terceiro grau compromete toda a epiderme e toda a derme, podendo apresentar-se 

com uma coloração que varia do esbranquiçado ao amarelo e do marrom ao negro 

(SERRA, 2006). 

Histologicamente a ferida por queimadura é caracterizada principalmente pela 

necrose por coagulação com formação de três zonas distintas, denominadas zonas de 

Jackson ( MONDRAGON, 1999). A primeira delas é a zona de coagulação, com uma 

coagulação vascular irreversível e nenhum fluxo sanguíneo capilar. A profundidade 

deta zona mais gravemente lesada é determinada pela temperatura e a duração da 
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exposição. Em torno desta encontra-se uma zona de estase, caracterizada por um 

lento fluxo sanguíneo capilar que embora lesado não foi coagulado e dependendo do 

tratamento realizado pode haver a recuperação do tecido com epitelização ou a morte 

celular com aprofundamento da queimadura. A terceira zona é aquela de hiperemia, 

que é a resposta inflamatória habitual dos tecidos sadios a lesões não-letais ( 

DEMLING; 1993). 

 

2.2 Cicatrização 

 

 O processo de cicatrização é uma seqüência contínua e orquestrada de eventos 

complexos que levam à regeneração, reconstituição e restauração proporcional da 

capacidade tensional das estruturas lesadas, sendo dividido em três fases principais: 

inflamatória, proliferativa e de maturação da cicatriz (SERRA, 2006, SINGER e 

CLARK, 1999). Outros autores classificam de uma forma mais completa dividindo o 

processo em cinco fases principais: coagulação, inflamação, proliferação, contração 

da ferida e remodelação ( MANDELBAUM 2003).  

Segundo COLLINS, 2006 a inflamação é uma reação complexa a vários agentes 

nocivos, como os microorganismos e células danificadas, geralmente necróticas, que 

consiste de respostas vasculares, migração e ativação de leucócitos e reações 

sistêmicas, podendo ser aguda ou crônica. 

A inflamação aguda se inicia rapidamente e tem uma duração relativamente 

curta, de alguns minutos a várias horas ou alguns dias. Suas principais características 

são a exsudação de fluidos e proteínas plasmáticas (edema) e a migração de 

leucócitos, predominantemente de neutrófilos. Já a inflamação crônica é caracterizada 

por infiltração de células mononucleares, incluindo macrófagos, linfócitos e 

plasmocitos; destruição tecidual induzida pela persistência do agente nocivo ou pelas 

células inflamatórias e tentativas de cicatrização pela substituição do tecido danificado 

por tecido conjuntivo, efetuado através da proliferação de pequenos vasos 

sanguíneos( angiogenese) e em particular, fibrose (CONTRAN, KUMAR e COLLINS, 

2006). 

As primeiras células de defesa que  chegam ao local da lesão são os neutrófilos 

que atuam no controle da infecção através da fagocitose, destruição de bactérias e lise 

de tecido desvitalizado, sendo que a deficiência de algumas dessas funções pode 

estar associada com o aumento da suscetibilidade à infecção. A atividade dos 

neutrófilos é acentuada por anticorpos lançados na ferida devido às alterações 

vasculares. Gradualmente, os neutrófilos diminuem em número e são substituídos por 
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outras células do sistema de defesa, uma das características da cronificação do 

processo ( CONTRAN, KUMAR e COLLINS, 2006). 

A infiltração pelos macrófagos, que continuam o processo de fagocitose iniciado 

pelos neutrófilos, é um componente importante da inflamação crônica ( 

MANDELBAUM; DI SANTIS E MANDELBAUM, 2003). A transição da inflamação 

aguda para a crônica ocorre quando não há uma resolução da resposta inflamatória 

aguda devido à persistência do agente nocivo ou há alguma interferência com o 

processo normal da ciciatrização ( CONTRAN, KUMAR e COLLINS, 2006). 

Os macrófagos são as células inflamatórias mais importantes da fase 

inflamatória. Permanecem do terceiro ao décimo dia, fagocitando bactérias, 

desbridando corpos estranhos e direcionando o desenvolvimento do tecido de 

granulação ( MANDELBAUM; DI SSANTIS E MANDELBAUM, 2003).  

A eliminação dos tecidos desvitalizados por fagócitos típicos das fases mais 

iniciais da resposta inflamatória (neutrófilos e macrófagos) apresenta maior 

importância nas lesões dérmicas profundas. Estas células inflamatórias influenciadas 

pela baixa tensão de oxigênio, alta concentração de ácido lático e pH baixo, são 

responsáveis pela produção de diversos fatores de crescimento e citocinas que iniciam 

o processo de reparo tecidual, atraindo fibroblastos e queratinócitos de áreas 

adjacentes à lesão (DIEGELMANN; EVANS, 2004).  

Com o aumento da concentração local dos fatores de crescimento as citocinas 

se elevam, os processos de regeneração vascular e fibroplasia se intensificam através 

da angiogênese, migração e proliferação fibroblástica, formando um tecido rico em 

elementos vasculares, celulares e a produção do tecido de granulação, que aos 

poucos vai se alastrando, preenchendo o vazio resultante dos tecidos eliminados. Na 

fase precoce do processo cicatricial existe deposição de fibronectina e ácido 

hialurônico que propiciam uma atmosfera favorável para a movimentação celular. O 

avanço do processo modifica os substratos sintetizados localmente os quais passam a 

ser compostos por proteoglicanos que fixam as células, beneficiando a troca de 

fenótipo celular (BALBINO et al., 2005). À medida que se formam novas camadas de 

tecido de granulação, as mais antigas, profundamente situadas, vão perdendo sua 

riqueza em vasos, e os fibroblastos e feixes de colágeno passam a predominar 

(BALBINO et al., 2005). 

A produção de colágeno (colagenização) na área da ferida representa um dos 

fatores mais significativos para a recuperação dérmica após uma agressão 

(DIELGEMAN, EVANS, 2004). O colágeno constitui um grupo de proteínas compostas 
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por três cadeias polipeptídicas dispostas em tripla hélice, e é o principal componente 

da matriz extracelular (MEC) perfazendo aproximadamente 25% da massa protéica 

total do organismo (GHADIALLY, 1997). De modo geral, as fibras colágenas se 

dispõem num padrão ondulado e exibem extensão bastante variada, e têm papel 

fundamental na arquitetura tecidual, na resistência dos tecidos e em uma ampla 

variedade de interações célula-célula e célula-matriz (RICH, WHITTAKER, 2005). 

 De acordo com relatos de JUNQUEIRA et al (1983), o colágeno pode ser 

classificado em dois tipos principais: os colágenos formadores de fibrila( tipo I, II e III) 

e os não – fibrilares ( tipo IV). O colágeno tipo I é o mais abundante, ocorrendo em 

uma variedade de tecidos, fornecendo alta resistência à tensão da pele, tendões e 

ligamentos; o colágeno tipo II predomina em cartilagens hialinas e elásticas; e o 

colágeno tipo III está presente em virtualmente todos os tecidos conjuntivos em 

proporção variada ao colágeno tipo I. Os não- fibrilares formam um grupo heterogêneo 

que inclui os colágenos das membranas basais (tipo IV) (LINSENMAYER, 1991). 

Ainda deve ser destacado que a disposição arquitetural típica das moléculas de 

colágeno em feixes fibrosos é altamente relevante para geração de força tênsil em um 

tecido exposto à agressão (PUGLIESE et al., 2003; RIBEIRO et al, 2009).  

Durante o reparo cicatricial, a síntese de colágeno tem início em média no 

terceiro dia, atinge seu pico máximo em três a seis semanas e entra em fase de 

remodelação. O colágeno tipo III é inicialmente depositado, sendo gradativamente 

substituído por colágeno tipo I à medida que ocorre maturação do tecido cicatricial 

(CARNEIRO et al., 2005). 

A utilização da técnica histoquímica de Picrossirius examinada sob luz 

polarizada apresenta marcante sensibilidade e especificidade para localizar as fibras 

colágenas (FONSECA, 2003). Podem-se distinguir diferentes tipos de colágenos 

através de padrões de cores, diferenças de diâmetro e arranjo estrutural das fibras 

(HIRSHBERG, BUCHNER e DAYAN, 1996; HIRSHBERG, BUCHNER e DAYAN, 

1999). O colágeno tipo I se compõe de fibras espessas amarelas brilhantes, laranja ou 

vermelha; o tipo II se apresenta como fibras finas com cores variadas distintas das 

observadas no colágeno I; o tipo III está representado por fibras extremamente 

delgadas esverdeadas e amarelo-esverdeadas. Tem sido sugerido que as diferentes 

birrefringências observadas à polarização após o uso do Picrosirius  permitem avaliar 

a fase do processo cicatricial, onde o colágeno encontra-se esverdeado ou amarelo 

esverdeado, em fase de cicatrização e altamente birrefringentes de cor laranja ou 

vermelha em processo fibrótico inativo. Assim, este método mostra-se bastante 

apropriado para avaliação da quantidade de deposição de colágeno em estudos que 

visam à avaliação da cicatrização (RABAU, DAYAN, 1994; RIBEIRO et al., 2004).   
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Diversos fatores podem modular a síntese de colágeno e interferir na 

velocidade de deposição da matriz protéica, na sua maturação ou em seu arranjo 

organizacional durante o processo cicatricial (MANDELBAUM, SANTIS, 

MANDELBAUM, 2003). Entre as estratégias utilizadas recentemente para modular o 

processo cicatricial, destaca-se o uso de membranas bioativas. As membranas 

contendo colágeno tem sido um dos materiais mais utilizados para reparar danos a 

traumas químicos e mecânicos, em especial em mucosas, devido a sua 

biocompatibilidade e sua capacidade para promover cicatrização de feridas 

(YAMATOGI et al., 2005). Além disso, foi demonstrado que matrizes de colágeno 

estimulam a proliferação de miofibroblastos sendo este um dos fatores primordiais 

para o reparo tecidual (HELARY et al., 2006). 

 

 

  2.3 Coberturas ou curativos dérmicos (Dressings) 

 

 Além da limpeza e desbridamento, outro princípio importante da terapia tópica 

de feridas é a oclusão com as coberturas que podem ser classificadas como primária 

(aquelas que permanecem em contato direto com a lesão) e secundária (aquelas que 

ficam sobre a cobertura primária, podendo ser gazes, algodão, entre outros) ( 

BLANDES, 2004). 

Várias condutas terapêuticas têm sido empregadas para tratamento de 

queimaduras, desde água gelada, passando por enxertos, homoenxertos. Além disso, 

diversos agentes tópicos como antissépticos, antibióticos e curativos têm sido 

utilizados na tentativa de favorecer a cicatrização de feridas cutâneas (RAHAL et al., 

2001). Assim, na constante busca de alternativas que permitam tratar e minimizar as 

lesões à pele, principalmente em pacientes queimados, investigações têm dado 

origem a produtos extremamente diversificados, destacando-se, entre eles, os 

substitutos temporários de pele (FEREIRA et al, 2008).  

Os substitutos temporários de pele são materiais eficazes no tratamento de 

queimaduras superficiais recentes e também na cobertura da pele enquanto aguarda-

se o enxerto definitivo, atuando como curativos. Podem ser trocados a intervalos 

regulares ou mantidos até a cicatrização ou enxerto, caso a aderência seja boa ou não 

haja infecção. Considera-se que há três linhas de substitutos temporários de pele 

(FERREIRA et al, 2008):  

- substitutos de origem animal, como enxerto homólogo, membrana amniótica, 

pele de porco, pele de embrião bovino e colágeno;  
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- substitutos elaborados à base de substâncias sintéticas, tais como silicone, 

poliuretano e hydrom; 

- substitutos tal como colágeno e silicone. 

Os substitutos temporários de pele podem ainda ser classificados em substitutos 

biológicos, que constituem os aloenxertos (homoenxertos), xenoenxertos 

(heteroenxertos) e membrana amniótica; e substitutos sintéticos que são compostos 

por membranas ou filmes constituídos de diferentes polímeros, como colágeno e 

silicone (FERREIRA et al, 2008). 

Mandelbaum (2005) refere que um substituto temporário de pele que venha a ser 

utilizado como curativo deve possuir como qualidades: conforto; não exigência de 

trocas freqüentes; boa relação custo-benefício; manter o leito da ferida com umidade 

local e as áreas periféricas secas e protegidas; facilidade de aplicação e remoção;  

adaptabilidade (conforme as diversas partes do corpo). BUSNARDO et ali., (2009) 

comentam que as características ideais para um substituto de pele são aderência, 

permeabilidade ao vapor d’água, elasticidade, durabilidade, constituição de uma 

barreira às bactérias, não ser antigênico, ter ação hemostática, ser de fácil aplicação e 

manuseio e de baixo custo. 

O tipo de curativo apropriado para favorecer a cicatrização de uma ferida varia 

com a natureza, localização e tamanho da lesão. A seleção deve ser feita com base 

nas propriedades físicas de proteção e o tipo de perda cutânea. Além disso, os 

curativos apropriados podem ser selecionados de acordo com a fase do processo de 

cicatrização da ferida. Os aderentes são necessários na fase inflamatória por 

removerem restos de material necrótico ou estranho e exsudato. Os não aderentes 

podem ser usados quando a ferida encontra-se no estágio reparativo, com tecido de 

granulação e uma maior produção de exsudato sanguinolento, podendo ser semi-

oclusivos ou oclusivos (LEMOS et al, 2008). 

Segundo Mandelbaum (2005), os principais curativos dérmicos disponíveis no 

Brasil são:  

 alginato de cálcio: composto de fibras de não-tecido, impregnadas de 

alginato de cálcio e sódio, extraídas de alga marinha Laminaria, contendo 

ácido algínico como principio ativo. É quimiotáxico para macrófagos e 

fibroblastos; tem ação bacteriostática; promove agregação plaquetária; é 

biocompatível e biodegradável e auxilia no desbridamento autolítico. 

 carvão ativado: composto por carvão ativado impregnado com prata, 

envolto por uma camada de não-tecido, selada em toda sua extensão. 

Remove o excesso do exsudato da ferida por absorção ( carvão) e tem 

efeito bactericida (prata). 
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 filmes semipermeáveis: composto por película de poliuretano 

transparente, adesiva e estéril, semipermeáveis. Mantém a umidade e o 

pH natural da pele e agem com barreira a contaminação da ferida. 

 hidropolímeros: almofadas geralmente compostas por três camadas 

sobrepostas, sendo uma central de hidropolimero, que se expande 

delicadamente, à medida que absorve o exsudato, e duas outras, 

formadas por não-tecido, não aderente, o que evita a agressão aos 

tecidos na remoção. Mantêm o meio úmido ideal para a cicatrização. 

 hidrogel: as placas são geralmente compostas por água, propilenoglicol e 

carboximetil celulose ou água e polivinilpirrolidona. Possui uma ação 

quimiotáxica para leucócitos; favorece a angiogênese; promove o 

desbridamento autolítico e mantém o meio úmido.  

 hidrocolóides: composto por carboximetil celulose sódica, gelatina e 

pectina em sua camada interna, e espuma de poliuretano na camada 

externa. Em contato com o exsudato, formam um gel hidrofílico que 

mantém o meio úmido. 

 protetores cutâneos: compostos por gelatina, pectina, 

carboximetilcelulose e polisobutileno. Tem ação de proteger a pele nas 

áreas periostomais e regiões adjacentes a feridas exsudativas e fístulas 

ou nos processos de dermatite de contato por extravasamento de 

líquidos. 

Alguns materiais biológicos alternativos, empregados como curativo oclusivo, 

têm sido estudados e recomendados por vários investigadores por possuírem 

propriedades antibacterianas e analgésicas, acelerarem a formação de tecido de 

granulação e epitelização, propiciarem barreira à invasão bacteriana, assim como 

promoverem retenção do exsudato, características admitidas como benéficas para a 

cicatrização (FALCÃO et ali, 2002). Destacam-se, entre eles, os filmes bioativos 

(membranas biológicas), constituídos de implantes orgânicos, livres, inertes e 

compostas quase que exclusivamente por colágeno, apresentando baixa 

antigenicidade (BUSNARDO et al, 2009). 

As membranas ou filmes de colágeno têm sido amplamente utilizados como 

curativo para reparar danos a traumas químicos e mecânicos devido a sua 

biocompatibilidade e sua atividade pró-cicatrizante (YAMATOGI et al., 2005). Além 

disso, tem sido demonstrado que matrizes de colágeno estimulam a proliferação de 

miofibroblastos sendo este um dos fatores primordiais para o reparo tecidual (HELARY 

et al., 2005). 



 
 

19 

 

Vários estudos buscando a melhoria do processo de reparo cicatricial vêm sendo 

realizados utilizando matrizes de colágeno como base para incorporação e posterior 

liberação controlada em tecidos-alvo de produtos bioativos da mais variada natureza 

(MAEDA et al, 2001; GOPINAT et al, 2004).  

Almeida (2008) comentou que apesar da molécula de colágeno não exibir 

propriedades farmacológicas antiinflamatórias, sua utilização sob a forma de filmes 

oclusivos propiciou uma transição mais rápida do fenótipo leucocitário de polimorfo 

(neutrofílico) para mononuclear (linfocítico). No entanto, o autor ressalta que essa 

redução não pareceu estar associada à composição físico-química da membrana, mas 

sim à proteção mecânica da ferida, o que sabidamente reduz a contaminação 

microbiana e facilita a instalação e completude do reparo cicatricial. 

BARRETO (2008) sugeriu que os benefícios promovidos pelo uso de filmes de 

colágeno sobre o processo de reparo poderiam também estar associados a íntima 

relação entre esta proteína (colágeno tipo I) e os fenômenos de proliferação e 

migração celular. Tais fenômenos se desenvolveriam provavelmente em resposta a 

ligação entre integrinas de superfície celular (ceratinócitos e fibroblastos) e esta 

molécula protéica, ativando receptores de uma série de proteínas quinases associadas 

ao ciclo celular (SHRIVASTAVA et al., 1990; HAGA et al., 2005). Assim, as moléculas 

de colágeno I parecem funcionar como uma matriz que orienta a migração celular 

durante a reparação cicatricial. (MORIMOTO et al., 2005) 

O efeito da incorporação da variedade sergipana da própolis vermelha em filmes 

de colágeno sobre a cicatrização de lesões dérmicas foi avaliado recentemente por 

BARRETO (2008) e ALMEIDA (2008), tendo sido observada a aceleração de eventos 

importantes do reparo cicatricial, como a formação e maturação da reação de 

granulação, epitelização e colagenização. Contudo ainda não existem trabalhos 

publicados que descrevam comparativamente o papel da incorporação de diferentes 

variedades da própolis brasileira em filmes de colágeno sobre a dinâmica do reparo 

cicatricial. 

 

2.4 – Produtos Naturais 
 
  
Existe atualmente em todo o mundo, grande tendência para o aproveitamento de 

recursos naturais na terapêutica, por apresentarem vantagens econômicas, serem 

eficientes e apresentarem poucos efeitos nocivos á saúde. A papaína (HERBA, 2001; 

MONETTO, 1987), a própolis (ALMEIDA, 2008) e o mel ( RAHAL, 2003) são uma 

dessas alternativas naturais e vem sendo utilizadas com grande êxito em várias 
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instituições hospitalares para o tratamento dos mais diversos tipos de feridas 

(ROGENSKI,1998). 

 

2.4.1 Própolis 

Própolis é o nome genérico da substância resinosa de composição complexa 

coletada pelas abelhas a partir dos mais heterogêneos tipos de plantas. A palavra 

própolis é derivada do grego onde pro significa “em defesa de” e polis “cidade”, isto é, 

em defesa da cidade ou da colméia (MARCUCCI, 1996; BURDOCK, 1998).  

A própolis é coletada por abelhas a partir de diversas partes das plantas como 

brotos, botões florais, cascas e exsudatos resinosos. Durante a coleta as abelhas 

misturam a cera e a própolis coletada juntamente com a enzima 13 – glicosidase 

presente em sua saliva, acarretando a hidrolise dos flavonóides glicosilados até suas 

respectivas agliconas (PARK et ali., 1997). 

As abelhas usam esta substância para se protegerem contra insetos e 

microorganismos, empregando-a no reparo de frestas ou danos à colméia (isolamento 

térmico e contra inimigos), no preparo de locais assépticos para a postura da abelha 

rainha e na mumificação de insetos invasores. Costuma-se encontrar na colméia 

pequenos animais ou parte deles envoltos em própolis, em perfeito estado de 

conservação (MARCUCCI, 1996), já que à própolis é também atribuída ação 

antimicrobiana, o que impede a decomposição do cadáver (PARK et al., 1998). 

 No Brasil a espécie Apis mellifera é a mais utilizada na produção comercial de 

mel, sendo esta a que mais se presta a polinização, ajudando na agricultura, produção 

de mel, geléia, cera, própolis e pólen. O habitat das abelhas Apis mellifera é bastante 

diversificado e inclui savanas, florestas tropicais, desertos, regiões litorâneas e 

montanhas (PEREIRA et al., 2003).  

O espectro de vôo de uma abelha A. mellifera abrange um raio de cerca de 4 a 

5 km em torno da colméia, de onde abelhas campeiras coletam pólen e néctar para 

alimentação, bem como resina para a própolis. Dessa maneira, a composição da 

própolis é um reflexo direto da flora vegetal da qual se servem as abelhas 

(ADELMANN, 2005).  

Segundo TEIXEIRA et al. (2005), não são conhecidos os fatores que 

direcionam a preferência das abelhas coletoras de resina por uma determinada fonte 

vegetal, mas se sabe que elas são seletivas nesta coleta. MARCUCCI (1996) refere 

que possivelmente a escolha da planta onde a abelha coleta a própolis esteja 

relacionada com a atividade antimicrobiana da resina, uma vez que as abelhas 

utilizam a própolis como um antisseptico.   
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Dessa forma, as propriedades da própolis variam de acordo com sua origem 

botânica. A coloração pode variar do marrom escuro passando a uma tonalidade 

esverdeada até o marrom avermelhado, dependendo de seu tipo e idade. O ponto de 

fusão é variável entre 60 -70ºC sendo que pode atingir em alguns casos, até 100ºC 

(MARCCUCI, 1996). A temperatura ambiente apresenta uma consistência maleável a 

rígida; o aroma balsâmico e resinoso; um sabor que oscila do suave balsâmico a forte 

e picante e uma granulometria heterogênea (BRASIL, 2001). A fragrância 

característica que a própolis possui, deve-se principalmente a presença de cerca de 

30 óleos essenciais já determinados. Destes, o acetato de linalina, acetato de benzila, 

acetil benzóico são os óleos essenciais presentes no jasmim e lavanda 

(MATSUNO,1997). 

As propriedades biológicas da própolis obviamente estão diretamente ligadas a 

sua composição química, e este é possivelmente o maior problema para a sua 

utilização em apiterapia. A composição química da própolis varia com a flora da região 

e época de colheita, como a espécie da abelha (no Brasil, o grau de “africanização” da 

Apis mellifera) e com a técnica empregada para obtenção do extrato. Fatores estes 

que exercem uma enorme importância nas propriedades biológicas e composição 

química distintas para diferentes amostras coletadas em diferentes partes do país 

(ADELMANN,2005) 

 No Brasil são descritas propriedades biológicas e composição química distintas 

para diferentes amostras coletadas em diferentes partes do país. Essa variação é 

facilmente explicada pela grande biodiversidade da flora brasileira, assim como, até 

certo ponto, a habilidade bioquímica das abelhas em alterar a composição nativa ou 

adicionar componentes próprios à própolis (PERREIRA et al., 2002). 

 Segundo ALENCAR et al (2005), a espécie Baccharis dracunculifolia ( alecrim-

do-campo), da família Asteraceae  é  a principal fonte vegetal utilizada pela abelhas 

Apis mellifera para a elaboração da própolis verde, produzida nos Estados de São 

Paulo e Minas Gerais. O própolis verde, portanto constitui-se num produto tipicamente 

brasileiro e, devido ao fato de ser altamente eficaz no combate a uma serie de 

microorganismos é valorizada no mercado internacional, sendo que, somente no 

Japão, movimenta um mercado da ordem de setecentos milhões de dólares ao ano 

(NASCIMENTO, 2008). 

A própolis recolhida de uma colméia, também conhecida como própolis bruta, 

apresenta em sua composição básica cerca de 50% de resinas vegetais, 30% de cera 

de abelhas, 10% de óleos essenciais, 5% de pólen e 5% de detritos de madeira e terra 

(MONTI et al., 1983; CIRASINO et al., 1987). 



 
 

22 

 

 Os principais compostos químicos isolados da própolis até o momento podem 

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

ésteres aromáticos, açúcares, álcoois, aldeídos, ácidos graxos, aminoácidos, 

esteróides, cetonas, charconas e di-hidrocharconas, flavanóides (flavonas, flavonóis e 

flavononas), terpenóides, proteínas, vitaminas B1, B2 B6, C, E, bem como diversos 

minerais (MENEZES, 2005). Contudo de todos estes, o maior grupo de compostos 

isolados da própolis são os flavonóides, encontrados em todas as partes do reino 

vegetal, os quais junto com os ácidos carboxílicos modificados são componentes 

estratégicos na própolis, pois são responsáveis pela bioatividade contra vários 

microorganismos patogênicos (BURDOCK, 1998). 

Os flavonóides foram isolados pela primeira vez em 1930 a partir de laranjas e 

acreditava-se tratar de mais um novo membro da família das vitaminas sendo essa 

substância designada como vitamina P, verificando-se mais tarde tratar-se de um 

flavonóide (MACHADO, 2008). 

Diversas funções são atribuídas aos flavonóides nas plantas. Entre elas, pode-se 

citar a proteção contra a incidência de raios ultravioleta, proteção contra micror-

ganismos patogênicos, ação antioxidante  e inibição enzimática. (MACHADO, 2008). 

Os flavonóides são compostos fenólicos que compreendem um amplo grupo de 

substâncias naturais não sintetizadas pelos animais (BEECHER, 2003; MANACH et 

al.; 2004). Cerca de 4.000 substâncias diferentes já foram listadas como flavonóides, 

entre elas apigenina, quercetina, hesperetina, rutina, luteolina, genisteina, daidzeina, 

antocianidina, kampferol etc., sendo que a presença e a concentração destes 

compostos são utilizadas como índice de qualificação de amostras de própolis ( LU, et 

al., 2005).  

Há grande controvérsia em relação ao teor de flavanóides nas amostras 

brasileira (PERREIRA, 2002). BANKOVA (1995) e SOUSA et al (2007) concluíram que 

as amostras de própolis brasileira apresentaram baixos teores de flavanóides totais e 

ésteres ácidos fenólicos, possuindo altas concentrações de ácido dihidroxicinâmico, 

acetofenonas preniladas e alguns terpenóides específicos.  E como conseqüência 

desta composição química oscilantes da própolis, ocorre também uma variação nas 

suas atividades farmacológicas (MENEZES, 2005). 

Embora a composição química da própolis seja um dado extremamente 

importante, suas distintas atividades farmacológicas podem também decorrer do 

sinergismo entre seus diversos compostos químicos (KROL et al., 1993). Destas 

substâncias com propriedades biológicas, nenhuma contribui mais para os efeitos 

observados na própolis do que os flavanóides (BURDOCK,1998). 
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A concentração de flavonóides totais nas amostras de própolis pode ser 

determinada pela complexação dos flavonóides presentes nas mesmas com o cation 

alumínio, formando complexos estáveis. Na analise espectrofotométrica este complexo 

fornece um desvio das bandas características dos flavanoides para maiores 

comprimentos de onda (efeito batocrômico) e uma intensificação da absorção 

(ADELMANN, 2005). 

Ensaios biológicos usando combinações isoladas revelam que os flavonóides 

exibem uma grande ação sobre os sistemas biológicos demonstrando efeitos 

antimicrobiano, antiviral, antiulcerogênico, citotóxico, antineoplásico, antioxidante, 

antihepatotóxico, antihipertensivo, hipolipidêmico, antiinflamatório e antiplaquetário 

(MACHADO, 2008). 

 MIRZOEVA & CALDER (1996), atribuíram a propriedade antiinflamatória à 

presença na própolis de compostos tais como a ácido cafeíco, a quercetina, a 

narigenuina e o éster fenetílico do ácido cafeíco (CAPE). Esta atividade sendo o 

resultado da supressão da síntese de prostaglandina e de leucotrienos pelos 

macrófagos. As propriedades de regeneração tecidual como cicatrização de úlceras e 

feridas podem estar relacionadas com a atividade antioxidante da própolis (MENEZES, 

2005) sendo que esta propriedade deve-se ao fato de que os flavonóides minimizam a 

peroxidação lipídica e o efeito dos radicais livres (MARCUCCI, 1998). 

ALMEIDA (2008) realizou um estudo para avaliar o efeito da própolis vermelha 

sobre a cicatrização de queimaduras de terceiro grau em modelo murino. Verificou-se 

que a utilização de biofilmes de colágeno bovino tipo I reconstituído com extrato 

hidroalcoólico de própolis (EHAP) a 1,0% mostrou-se bastante eficiente em acelerar o 

processo de reparo cicatricial por segunda intenção de queimaduras de terceiro grau. 

BARRETO (2008), analisando o processo de reparo cicatricial por segunda 

intenção em modelo experimental, após aplicação de membrana de colágeno 

contendo EHAP, concluiu que a associação entre as membranas de colágeno e a 

própolis vermelha promoveu melhores resultados no processo de cicatrização de 

segunda intenção em ratos. 

SUTTA et al. (1974) utilizaram solução alcoólica de própolis verde no tratamento 

de feridas em animais domésticos, tanto em casos clínicos como experimentais. Esses 

pesquisadores observaram seu efeito epitelizante, considerando-a adequada para o 

tratamento de feridas após a eliminação da infecção. 

DAMYANLIEV et al. (1982) aplicaram solução tópica de própolis (20 e 30%) em 

pacientes com feridas supuradas. Foi observado que a cicatrização ocorria dentro de 

um período de tempo menor do que as tratadas com pomada de Vishnevsky e 20% de 
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clorato de sódio. A solução exerceu efeito antimicrobiano “in vivo” sobre Bacterium 

coli, Streptococcus spp. e Staphylococcus spp.  

 Em continuação a linha de pesquisa SOENGIL et al. (2000) estudaram os 

efeitos da vaselina (grupo A), sulfadiazina de prata (grupo B) e própolis a 5% ou 10% 

(grupos C e D) em feridas de espessura total em coelhos. As taxas de fibras 

colágenas e epitelização dos grupos C e D excederam àquelas dos grupos A e B. 

Com a intenção de avaliar a influência do mel e da própolis sobre a cicatrização 

de feridas limpas por segunda intenção RAHAL et al. (2003), concluíram mediante 

estudo histológico que o tratamento com mel e própolis produziu melhor cicatrização 

pela redução da resposta inflamatória, havendo reepitelização mais rápida com a 

própolis. 

 

2.4.2 Papaína 

A papaína é uma enzima derivada do vegetal Carica papaia, que tem a 

propriedade de decompor substâncias protéicas. Com efeito terapêutico, apresenta 

características bactericida/bacteriostático, antiinflamatório, debridante químico e 

bioestimulante, promovendo alinhamento das fibras colágenas evitando a formação de 

quelóides ( CANDIDO, 2001). 

Atribui-se  a atividade protéica da papaína a presença de um radical sulfidrila 

(SH) pertencente ao aminoácido cisteína ( SILVA, 2003). Após o preparo a papaína é 

um pó de cor leitosa, com odor forte e característico, lembrando enxofre. É solúvel em 

água e glicerol, mas praticamente insolúvel em álcool, éter e clorofórmio. Pode ser 

inativada ao reagir com agentes oxidativos como ferro, oxigênio, derivados do iodo, 

água oxigenada, nitrato de prata, luz e calor (SANCHES, 1991).  

Na indústria de alimentos a papaína é utilizada na fabricação de queijos e 

biscoitos, como amaciante de carne e clareador de cervejas ( MONETTA, 1987; \park 

et al.; 1980; PIETRO, 2004; MARTINDALE, 2005). Na indústria cosmética é utilizada 

como um potente ingrediente ativo adcionado as preparações esfoliantes, devido à 

sua capacidade de hidrolisar ligações peptídicas de colágeno e queratina no estrato 

córneo da pele, removendo, assim, os debris celulares da epiderme (NIINIMAK et al., 

1993). Na odontologia, a papaína está sendo incorporada à formulação com gel para 

remoção química da carie (SILVA, 2005), como agente tópico irrigador em tratamento 

de canais (DUARTE et al, 2001) e na remoção do tártaro ( DAVANÇO, 2004).  

A maior parte das aplicações clínicas da papaína de uso tópico objetiva o 

desbridamento de feridas e de queimaduras, de modo a acelerar o processo de 

cicatrização dessas lesões (HAX, 2009). 
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Tem seu uso indicado para todas as fases do processo cicatricial, para uso em 

feridas secas ou exsudativas com ou sem necrose. Normalmente são indicados nas 

concentrações de 2% (feridas com tecido de granulação), 4% a 6% (exsudato 

purulento) e 10% ( tecido necrótico). Promove desbridamento químico, granulação e 

epitelização, estimula a força tênsil das cicatrizes ( HAX, 2009). 
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Capítulo III – Material e Métodos 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

Obtenção do extrato de própolis 

Foram utilizadas amostras de própolis verde originárias do sudeste brasileiro 

(Minas Gerais), cuja origem botânica da própolis é identificada como sendo Baccharis 

dracunculifolia (alecrim do campo), e de propolis vermelha da região nordeste ( 

Sergipe, Brasil), de origem botânica ainda não totalmente estabelecida.  

A extração foi realizada conforme a metodologia aplicada por PARK et al 

(1998). Foi utilizado 1g da amostra de própolis, passando por um processo de 

trituração e homogeneização e em seguida foram adicionados 100 mL de solução 

hidroalcóolica 70%. A extração foi feita numa temperatura ambiente durante 24 horas 

sob agitação. Após a extração, a amostra foi filtrada e o solvente foi rotaevaporado. O 

pó obtido foi armazenado em tubo de ensaio estéril com rosca e mantido em 

refrigerador, a temperatura de +4ºC a +8ºC. O rendimento da extração foi calculado 

em relação à massa inicial de própolis utilizada e expresso em porcentagem. 

 Determinação de flavonóides totais 

              A concentração de flavonóides totais foi determinada através do método 

descrito por Adelmann (2005). Para determinar o teor de flavonóides totais nas 

amostras, foram adicionados volumes de 15 a 1000 μL dos extratos (concentrações de 

5 a 100 mg/mL) a uma solução de 0,1 mL de nitrato de alumínio 10 % e 0,1 mL de 

acetato de potássio 1 mol/litro. O volume final foi completado para 5 mL com etanol a 

80 %. As amostras foram homogeneizadas e após 40 minutos, em temperatura 

ambiente, a absorvância foi determinada através de um espectrofotômetro (modelo 

B572 – marca Micronal) no comprimento de onda de 415 nm. Para elaboração da 

curva de concentração padrão foi utilizada a quercetina nas concentrações de 5 a 50 

μg/mL dissolvida em etanol e submetida ao mesmo tratamento que a amostra. Os 

valores de flavonóides totais foram expressos como equivalentes de quercetina (mg de 

quercetina em 100 mg de sólidos totais). 

 Extração do colágeno tipo I 

O colágeno foi obtido de tendão bovino após tratamento com NaCl, ácido 

acético 0,5mol/L e pepsina, segundo método descrito por CARDOSO( 2005). O tendão 
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bovino foi colocado em acetona e posteriormente foi lavado com água destilada. Este 

material, após ser cortado em pequenos fragmentos, foi mantido em uma solução de 

NaCl 10% (m/v) a 4°C por 24 horas. Após esse período, o material foi lavado 

novamente com água destilada e mantido em tampão citrato 0,02mol/L em pH 4,3 por 

48 horas. A homogeneização do material foi feita em 500 mL de ácido acético 0,5 

mol/L, formando um gel do polímero. O material geleificado foi submetido a tratamento 

com pepsina na proporção 1:50, por 24 horas. Após este período, o material 

colagenoso foi precipitado por “salting out”, adicionando 5% de NaCl na dispersão. 

Após precipitação do polímero, o mesmo foi dialisado contra água destilada durante 2 

dias, sendo as trocas da água destilada realizadas periodicamente. O material 

resultante foi acondicionado sob refrigeração (-5ºC) até o momento do uso. 

 

 Obtenção do filme bioativo de colágeno contendo própolis 

O colágeno foi redisperso em ácido acético 0,5mol/L. A concentração de polímero 

utilizada foi definida através de testes preliminares, a fim de se obter filmes 

mecanicamente viáveis. A concentração de polímero foi definida em 1,0%. A inclusão 

de plastificantes também foi testada nesta etapa do desenvolvimento para evitar filmes 

quebradiços, sendo definida a concentração de 20% de propilenoglicol em relação a 

massa polimérica. 

O extrato seco de própolis foi solubilizado em propilenoglicol, o qual serviu como co-

solvente e plastificante. A concentração de própolis verde foi igual a 0,5%  e 1% e a da 

própolis vermelha 0,5% em relação à massa seca de polímero. 

Os filmes foram obtidos através de “Castring process” que consiste em verter a 

dispersão aquosa do polímero com o plastificante (contendo ou não o princípio ativo) 

em suportes de polietileno. Estes suportes foram colocados em capela de exaustão e 

o solvente foi eliminado. Após esta etapa, os filmes foram retirados do suporte, 

cortados na dimensão de 2x2 cm e acondicoinados em emalagens apropriada para 

esterilização. 

Ensaio Biológico 

 Um total de 125 ratos machos adultos (Rattus norvegicus albinus, linhagem 

Wistar), provenientes do Biotério da Universidade Tiradentes, com massa corporal 

aproximadamente 200±50g foram divididos em 5 grupos de 25 animais cada ( CTR - 
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controle, COL - animais tratados com filmes bioativos de colágeno, GPa – animais 

tratados com filmes bioativos colágeno contendo extrato de Própolis verde a 0,5%, 

GPb – animais tratados com filmes bioativos de colágeno contendo extrato de Própolis 

verde  a 1,0% e RP – animais tratados com filmes bioativos de colágeno contendo 

própolis vermelha a 1%). Os animais foram mantidos em gaiolas com cama de 

maravalha, que foram trocadas diariamente, mantidos à temperatura controlada de 

22ºC, em regime de luz com ciclo claro-escuro de 12h e receberam água ad libitum e 

dieta padrão Labina®(Purina, São Paulo, Brasil).  Após atingir o peso supracitado, os 

animais foram submetidos a procedimento de indução de queimaduras dérmicas na 

sala de experimentação animal do Biotério da UNIT/SE. Antes do início de todos os 

procedimentos experimentais, este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da Universidade Tiradentes sob o parecer consubstanciado de nº 170508. 

 

 Indução da Queimadura 

          A indução da queimadura foi realizada no dorso de todos os animais, estes 

foram anestesiados com injeção intraperitoneal de solução de cloridrato de Quetamina 

(Ketalar) 57,67mg/ml na posologia de 0,10 ml/100g, e Xylazina (Virbaxil) sendo diluída 

em soro na proporção de 1:9 e administrada na posologia de 0,25 ml / 100g. Após 

anestesia foi realizada tricotomia manual na região média do dorso e antissepsia com 

solução de Clorexidina a 2%. Utilizou-se um instrumental em bronze confeccionado 

segundo MEYER e SILVA (1999), com ponta ativa chata e plana, apresentando a 

dimensão de 1,0 cm2. O aquecimento se deu pela chama azul do fogo do maçarico em 

contato direto com o bronze por um período de 40 segundos até que este atinja o 

rubro, neste momento o instrumental foi encostado no dorso do animal permanecendo 

por 20 segundos queimando a pele (MEIRELLES, 2005 (Figura 1). 

 

Aplicação de biomaterial  

As áreas dérmicas queimadas de cada animal foram lavadas com soro 

fisiológico e o excesso de soro removido com o auxílio de algodão seco estéril. No 

grupo CTR (controle) não houve a colocação de filme. Nos demais grupos os filmes 

bioativos foram aplicados delicadamente sobre a lesão, de acordo com o seguinte 

protocolo: grupo COL ( colágeno), grupo GPa ( colágeno contendo extrato de própolis 

verde a 0,5%), grupo GPb ( colágeno contendo extrato de própolis verde a 1,0%), 

grupo RP ( colágeno contendo extrato de própolis vermelha a 0,5%). Os filmes 
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bioativos recobriram toda a lesão com margens de 0,5cm além das bordas das 

queimaduras. Com o intuito de diminuir a carga microbiana presente nos filmes, esses 

foram submetidos a radiação UV cerca de 15 minutos antes de sua aplicação sobre a 

queimadura ( figura 1). 

 

Figura 1: Etapas dos procedimentos metodológicos. (a) Instrumento confeccionado 

para indução da queimadura, (b) procedimento de indução da queimadura, (c) área de 

procedimento experimental de indução da queimadura e (d) área de necrose já 

recorberta pelo biofilme. 

 

Sacrifício dos animais e Obtenção dos espécimes. 

 

          Após o período experimental os animais foram então submetidos a eutanásia 

por anóxia em Câmara de Gás de CO2 (modelo CGSCO2G – Marca Beiramar, onde 

receberam um fluxo de ar contendo 100% de CO2, durante 15 minutos); depois de 

constatada a morte do animal através da cessação dos sinais vitais e opacificação da 

córnea, foi realizada a remoção dos espécimes equivalentes a área cicatricial. Para tal, 

foi utilizada lâmina de bistuti número # 15, montado em cabo Bad Parker. Em seguida, 

a ferida foi exircisada de forma elíptica, com margem de tecido ao redor da 

queimadura de 0,5cm, e esta foi acondicionada em frasco plástico contendo formol a 

10% (tampão fosfato, pH 7,4) com volume aproximadamente igual a 10 vezes o 

volume da peça, onde permaneceu por um período igual a 24 horas. Posteriormente, 

estes foram hemisseccionados, desidratados em soluções crescentes de etanol a 70, 

a b 

c d 
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95 e 100º GL, diafinizados em xilol e incluídos em parafina (técnica histológica 

convencional). Secções histológicas de 5m foram obtidas a partir das amostras 

emblocadas em parafina e posteriormente submetidas à coloração 

Hematoxilina/Eosina (HE) para avaliação das características do processo inflamação-

reparo e epitelização, ao método histoquímico Picrossírius, para análise do grau de 

deposição colagênica (fibroplasia) e imunihistoquímico, para quantificação de 

miofibroblastos. 

 

  Análise Morfológica do Infiltrado Inflamatório 

 

          Para avaliação das características histomorfológicas associadas ao processo 

inflamatório/reparativo, foram analisadas as secções histológicas coradas em HE, 

observando-se os seguintes critérios: 

 Intensidade e tipo do infiltrado inflamatório 

 Tipagem (categorização) do processo inflamatório 

          A intensidade do processo inflamatório foi observada e determinada de acordo 

com os seguintes critérios: 

                 Ausente (0) - quando não forem identificadas células inflamatórias. 

Escassa (1) – quando as células inflamatórias, independente de seu 

fenótipo, constituíram menos de 10% da população celular observada na 

área da ferida cirúrgica. 

Moderada (2) – quando as células inflamatórias, independente de seu 

fenótipo, constituíram entre 10% a 50% da população celular observada na 

área da ferida cirúrgica. 

Severa (3) - quando as células inflamatórias, independente de seu fenótipo, 

constituíram mais de 50% da população celular observada na área da 

ferida cirúrgica. 

           Após a categorização da intensidade, a reação inflamatória foi classificada 

de acordo com o(s)     tipo(s) leucocitário(s) predominante(s) em: 

Inflamação aguda – quando predominaram leucócitos polimorfonucleares 

(neutrófilos e/ou eosinófilos). 

Inflamação subaguda – quando leucócitos polimorfonucleares (neutrófilos e 

eosinófilos) e mononucleares (linfócitos, plasmócitos e macrófagos) estiveram 

presentes em quantidade semelhante. 

Inflamação crônica inespecífica – quando predominaram linfócitos e/ou 

plasmócitos. 
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Inflamação crônica específica (granulomatosa) – quando predominaram 

macrófagos e/ou gigantócitos (células gigantes multinucleadas). 

 

 Determinação do grau de epitelização 

O índice de reepitelização da superfície da úlcera por queimadura (área 

lesionada) foi avaliado observando-se a formação de epitélio pavimentoso estratificado 

na região correspondente a superfície da ferida cirúrgica. 

Para obtenção deste índice, foram selecionadas 04 imagens previamente 

fotomicrografadas de cada secção histológica. Estas foram processadas em um 

software específico para morfometria Image Tool®, onde foi determinado o número de 

pixels correspondente a área de extensão ocupada pela faixa de epitelização na 

superfície da ferida e a extensão total da superfície da ferida. Posteriormente foi 

determinado o percentual de epitelização (Ep) em cada caso, calculando-se a razão 

entre a extensão superficial ocupada pelo epitélio neoformado (Eex) e a extensão total 

da úlcera por queimadura (Qex), multiplicado por 100, de acordo com a seguinte 

fórmula: 

 

Ep = (Eex / Qex) x 100, onde: 

Ep – Percentual de epitelização 

  Eex – extensão superficial ocupada pelo epitélio neoformado  

Qex – extensão total da úlcera por queimadura 

 

Estudo morfológico das fibras colágenas 

  

Secções histológicas de 5m foram obtidas e submetidas à coloração 

Picrosirius Red para estudo da deposição colagênica. As secções foram analisadas 

em microscopia de óptica sob luz polarizada. Foi realizada a analise descritiva dos 

grupos, detendo-se na identificação do colágeno, classificação em tipo I ou III de 

acordo com a birrefrigência apresentada (alaranjada ou amarelo-esverdeada, 

respectivamente), observação do aspecto morfológico das fibras (estiradas ou 

onduladas, delgadas ou espessas, curtas ou longas) e disposição dos feixes ( 

reticulares, entrelaçados ou paralelos), tanto na porção superficial quanto profunda da 

ferida. 

Procedimento de coloração imunohisoquímica 

 

Inicialmente foram obtidos cortes parafinados de 3m de espessura que foram 

montados em lâminas silanizadas. Em seguida foi realizada a 1ª desparafinização ( a 
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quente) em xilol a 60ºC por 30 minutos,  a 2ª desparifinação ( a frio) em xilol a 

temperatura ambiente por 20 minutos. Seguiu-se a hidratação dos cortes em etanol 

absoluto, etanol a 90%, a 70%, a 50% e lavagens em água corrente e destilada. Foi 

realizado o bloqueio da peroxidase endógena, em água oxigenada (10 volumes) em 5 

banhos de 5 minutos cada. Já a recuperação antigênica foi realizada pela fervura em 

forno de microondas, com solução de ácido cítrico 10mM/pH 6,0, em dois ciclos de 12 

minutos cada, em potência máxima ( 750W), foi deixado esfriar até atingir a 

temperatura ambiente, seguido por lavagens em água corrente/destilada e solução 

salina tamponada com fosfato ph (PBS). Posteriormente realizou-se a incubação com 

o anticorpo primário (anticorpo anti a-smooth muscle actin, clone 1A4, Dako, Corp., 

Glomstrup, Denmark) diluído em solução de albumina a 1% e azida sódica a 0,1% em 

PBS ( 1:200), em câmara úmida por 12 horas a 4ºC. Foram realizadas 3 lavagens em 

solução de PBS e incubadas com anticorpos secundários conjugados com peroxidase 

( LSAB Complex/HRP Duet, Mouse/Rabbit, Dako) por 30 minutos a 37ºC na diluição 

de 1:500, seguido por 3 lavagens em tampão PBS. Foram então, incubadas com o 

complexo Streptavidina – Biotina (Dako) por mais 30 minutos, e reveladas com 

substrato cromogênico (3,3 diaminobenzidina – DAB, Sigma) misturando 120mg do 

cromógeno em 200ml de PBS mais 2 ml de água oxigenada 20 volumes e 2ml de 

DMSO, incubando-o em estufa de calor seco por 5 minutos a 37ºC, seguido por 

lavagens em água corrente e finalmente em água destilada. As lâminas foram então 

contra-coradas com hematoxilina de Carazzi por 5 minutos e lavadas em água 

corrente e destilada. Os cortes foram desidratados em 2 banhos de álcool absoluto, 

seguido pela diafanização em xilol por 10 minutos, mais 10 minutos em novo xilol e 

montagem das lâminas com Bálsamo do Canadá. 

 

Analise quantitativa de miofibroblastos 

 

Foram selecionados e fotomicrografados 10 campos histológicos (400x) em cada 

secção histológica, selecionados por casualização sistemática. De acordo com este 

procedimento, os campos são selecionados da esquerda para a direita e de cima para 

baixo, e para cada campo fotomicrografado, seguem-se dois campos desprezados, até 

que fosse obtido o total de dez campos. Para contagem de miofibroblastos, um retículo 

de integração com 100 quadrículas-testes foi superposto as imagens e contadas as 

células imunomarcadas que eram cortadas horizontal ou verticalmente pelos lados ou 

vértice de cada quadrícula. A média de miofibroblastos foi obtida somando-se o total 

de células imunomarcadas e dividindo-se pelo número de campos estudados. 
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Analise Estatística 

          Os dados obtidos a partir da análise da determinação da intensidade da reação 

inflamatória e deposição de fibras colágenas foram comparados entre os grupos 

experimentais e controles (3, 7, 14, 21 e 30 dias) de maneira puramente descritiva. 

 Para análise da existência ou não de diferenças estatisticamente significativas 

no índice percentual de epitelização e número médio de miofibroblastos, as médias de 

cada grupo experimental e controle serão submetidos ao teste ANOVA (com extensão 

Tukey) para indicar se existia ou não diferença estatisticamente significativa entre as 

médias. Foram consideradas significativas diferenças quando o valor de p fosse menor 

ou igual a 0,05. 
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The incorporation of Brazilian Propolis into collagen-basead films improves dermal   

burn healing. 
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Abstract 

Some studies have been successful in incorporating natural products into collagen-based 

films in order to improve burn healing. Furthermore, it has been demonstrated that the 

Brazilian green propolis presents a wide range of biological activities, such as healing 

properties, but there are no reports regarding the red variety.  The purpose of this study 

was to evaluate the healing properties of collagen-based films containing Brazilian 

green and red propolis on burn wounds in rodents. Collagen-based filmogenic 

dispersions were obtained using polyethyleneglycol as plasticizer, containing 

hydroalcoholic extracts of red or green propolis. Subsequently, burn wounds of 1cm
2 

were performed in the dorsum of 125 Wistar rats, assigned into five groups (n=25) 

according to the dressing used: CTR (burn wounds), COL (collagen-based dressing), 

GPa and GPb (collagen-based films containing 0.5 and 1.0% of green propolis, 

respectively) and RP (collagen-based films containing 0.5% of green propolis). The 

animals were euthanized after 3, 7, 14, 21 and 30 days, and the inflammatory reaction, 

collagenization and myofibroblasts differentiation were histologically assessed. In 7 and 

14 days, GPa, GPb and RP showed decrease of the neutrophils content and the 

inflammatory severity, respectively, but only RP presented formation of mature 

fibroblast-rich granulation tissue. Epithelization was advanced in GPa, GPb and RP in 

7, 14 and 21 days (p<0.05), and the mean of myofibroblasts was higher in RP in 14 and 

21 days (p<0.05). GPa, GPb and RP showed more rapid substitution of type-III for type-

I collagen in 14 days, and improved the collagenization density in 21 and 30 days. 

However, only in RP, the collagen bundles were grossly interlaced resembling the 

normal dermal arrangement. We concluded that the use of collagen-based films 

containing both varieties of Brazilian propolis improved burn healing, and that the red 

propolis provided better results than the green one. 

Keywords: propolis, collagen, burn healing. 
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Introduction 

The skin works as a barrier to the environment, which is responsible for 

protecting the organism from water loss and penetration of harmful substances. If this 

barrier is disturbed by mechanical or  thermal action, the skin starts a complex repair 

mechanism known as wound healing (Fu et al, 2007). The analysis of the kinetic of this 

biological process in response to different forms of dermal substitution is important for 

the development of efficient therapeutic products capable of stimulating the wound 

healing (Alborova et al, 2007) 

Despite the fact that there have been many recent advances in dermal 

substitution and wound healing research areas of medicine, neither the commercially 

available products nor the materials currently described in experimental studies are able 

to fully substitute for natural living skin (Shakespeare, 2001). However, healing of 

dermal wounds with macromolecular agents such as natural polymers is preferred to 

skin substitutes owing to many advantages such as biocompatibility, nonirritant and 

nontoxic properties, and ease and safety of the application on dermis (Sezer et al, 2007). 

Collagen films have been employed to improve the cicatricial repair of 

mechanical and chemical damages (Gopinath et al, 2005 ; Gopinath et al, 2004). 

Furthermore, in addition to the excellent biocompatibility properties presented by these 

films, it has been demonstrated that collagen matrices stimulate biological phenomena 

involved in the success of wound healing, such as myofibroblastic differentiation and 

fibroblastic proliferation (Helary et al, 2006). 

Some studies have been carried out in order to incorporate bioactive compounds 

(synthetic or natural) within implantable materials, such as type-I collagen films 

(Gopinath et al, 2005 ; Gopinath et al, 2004). These modified films seem to provide 

controlled liberation of the incorporated product directly within the damaged tissue, and 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Sezer%20AD%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gopinath%20D%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gopinath%20D%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Helary%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gopinath%20D%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gopinath%20D%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus


 
 

47 

 

promote acceleration of the granulation tissue development and epithelization process 

(Helary et al, 2006).  

Hydroalcoholic solutions of propolis, a resinous product produced by bees, have 

been currently employed in improving the cicatricial repair (Ramos e Miranda, 2007). 

Biological activity of propolis might be related to its antimicrobial, anti-inflammatory 

and immunomudalatory properties (Castaldo e  Capasso, 2002). Research relating 

propolis and wound healing has been carried out by using different vehicles, such as 

sponges (Moura et al, 2009) and ointments (Sehn et al, 2009), but there is still no study 

employing collagen-based dressing films. Besides, the majority of the papers are 

focused in the Brazilian green propolis, so that only some few studies pointing at the 

biological effects of the Brazilian red variety have been reported (Marquele et al 2005; 

Ayres et al, 2007). 

Therefore, the aims of this study were to investigate the suitability of the 

collagen-based films containing hydroalcoholic extracts of two different varieties of 

Brazilian propolis (green and red) on the dermal burn healing in rodent model. 

 

Material and Methods 

Assessment of the flavonoids content. Flavonoids in propolis hydroalcoholic extracts were 

expressed as quercetine equivalent. Quercetine (Sigma, Germany) was used to make the 

calibration curve (standard solutions of 6.25, 12.5, 25.0, 50.0, 80.0 and 100.0  g.mL
–1

 in 

80% ethanol (V/V)). 0.5 mL of a product (ethanolic solutions of propolis) was mixed 

with 1.5 mL 95% ethanol (V/V), 0.1 mL 10% aluminum chloride (m/V), 0.1 mL of 1 

mol.L
–1

 potassium acetate and 2.8 mL water. A volume of 10% (m/V) aluminum 

chloride was substituted by the same volume of distilled water in blank. After 
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incubation at room temperature for 30 minutes, the absorbance of the reaction mixture 

was measured at 415 nm. 

Preparation of the films containing  propolis. Collagen was obtained from 

bovine tendon through treatment with NaCl, acetic acid and pepsin (CARDOSO, 2005). 

Hydroalcoholic extracts of red propolis was solubilized in polyethylene glycol 400, 

which was employed as cosolvent and plasticizer. This solution was mixed to 1% 

collagen dispersion in acetic acid (0.5 mol/L) and the films were obtained by casting 

process. The final propolis concentration in the film was 0.5 and 1.0%. After solvent 

evaporation, the films were cut off in square shape (2x2cm), and sterilized using UV 

rays (20 min). 

Burning Procedurse and Groups Formation. A hundred twenty-five male Wistar 

rats (250 ± 50 g), supplied with food and water ad libitum in a temperature and 

humidity-controlled environment, were anesthetized with intraperitoneal ketamine-

xylazine (100mg/kg - 5mg/kg). Second-degree burn wounds were performed in the back 

of the animals by the contact of a heated 1cm
2
 standard-sized square-shaped copper 

plate with the skin for 10 s. Animals were handled in accordance with the principles of 

aseptic chain in order to avoid bacterial contamination. Subsequently, rats were 

randomly assigned into five groups (n=25): according to the dressing used: CTR (burn 

wounds), COL (collagen-based dressing), GPa and GPb (collagen-based films 

containing 0.5 and 1.0% of green propolis, respectively) and RP (collagen-based films 

containing 0.5% of green propolis). After 3, 7, 14, 21 and 30 days five animals of each 

group were euthanized in CO2 chamber and the burned areas were removed, formalin-

fixed and paraffin-embedded according to routine laboratorial techniques. Serial 5 µm 

thick histological sections were obtained and stained by histochemical and 

immunohistochemical techniques. 
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Assessment of the inflammatory profile (IP) and epithelization rates (ER). The 

IP was classified as acute (predominance of polymorphonuclear cells) and chronic 

(predominance of mononuclear cells), and graded as mild/absent (1), moderate (2) or 

severe (3). The ER was evaluated by measuring the epidermal migration from the 

normal wound margin to the point where the migrating epithelium stopped processing 

by using a morphometry software (ImageTool
®

). ER (%) was determined by the relation 

between the new epithelium present in the burn wound surface and total area of the burn 

wound surface. 

Determination of the mean of myofibroblasts count (MC). Myofibroblastss were 

detected by using a monoclonal antibody against
 
the α-smooth muscle actin antigen 

(clone 1A4; 1:200, 12 h, Dako, Glostrup, Denmark). After
 
washing in PBS, slides were 

incubated with biotin-labeled antimouse
 
secondary antibodies (Vector Laboratories Inc., 

Burlingame,
 

CA), then washed in PBS, and incubated with peroxidase-labeled
 

streptavidin (DAKO). The reaction products were visualized by
 
immersing the slides in 

freshly prepared diaminobenzidine (Dojindo,
 

Kumamoto, Japan). Ten histological 

sections (x 40, 10 ocular, 0.739 mm
2
 per field) were randomly selected and the mean of 

immunostained cells was assessed.  

Assessement of the collagen deposition. Histological sections stained in 

picrosirius and analyzed under polarized light were used to the descriptive analysis of 

the collagen deposition. Collagen fibers were analyzed according their birefringence 

pattern (greenish/yellow-greenish or orange, orange-reddish), morphological appearance 

(wavy or stretched, thin or thick, short or long) and disposition (parallel-arranged or 

interlaced).  

Statistical analysis. Statistical significance of the quantitative measurements was 

assessed by analysis of variance (one-way ANOVA) and Tukey test. Each time point 
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was analyzed separately, and two-tailed α-levels of P  0.05 were regarded as 

significant. 

Ethics aspects. In accordance to the institution's guidelines outlined in "Guide 

for the Care and Use of Laboratory Animals", it is hereby assured that all animals 

received humane care during all the steps of the experimentation. Furthermore, the 

study protocols were approved by our National Research Council prior to the beginning 

of the experiments. 

 

Results 

The yield of the hydroalcoholic extraction process of the green propolis was 

41.43%, whereas the red propolis was 48.8%. On the basis of calibration curves for 

standard flavonoids, the concentration of these bioactive compounds in hydroalcoholic 

extracts of both propolis samples was assessed. The content of flavonoids of the green 

propolis was 0.95±0.44%, whereas the red propolis presented 1.87±0.26%. 

  On clinical evaluation, only CTR  group exhibited peripheral hyperemic halo 

surround the burn wounds until 7 days. The adaptation of the dressings was fully 

satisfactory. Besides, all films were completely resorpted in 14 days. 

 As presented in table 1, in 3 days, the inflammatory infiltrate was moderate and 

limited to the margins of the burn wounds in all groups. Despite all groups showed 

severe inflammation in 7 days, an extensive infiltration of neutrophils was found in 

CTR and COL, whereas granulation tissue was seen in GPa, GPb and RP, particularly in 

the bottom of the burn wounds. In 14 and 21 days, there was a remarkable decrease in 

the severity of the inflammation content in the groups dressed with collagen-based films 

containing propolis. In 30 days, inflammation was inconspicuous in all groups. 
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However, in RP it was possible to observe the progressive regeneration of cutaneous 

appendages (figure 1- HE stain).  

Despite in 3 days the epithelization process had been inconspicuous in all 

groups, the ER was significantly higher in GPa, GPb and RP than in CTR and COL in 7 

(p=0.000), 14 (p=0.000), 21 (p=0.005) and 30 days (p=0.015). However there was no 

difference within the groups dressed with propolis-containing films or within CTR and 

COL (p>0.05) (figure 2).  

The MC increased progressively from 3 to 14 days, and then started to slowly 

decrease until 21 days (figure 3). No significant difference was observed among the 

groups in 3, 7 and 30 days. Notwithstanding, the MC was significantly higher in RP in 

14 (p=0.00) and 21 days (p=0.04). 

In 3 days, all groups exhibited deposition of short thin delicate collagen fibrils, 

greenish birefringence (type-III collagen) and reticular arrangement. The same pattern 

of collagenization was observed in CTR and COL in 7 days, whereas in GPa and GPb 

some few thicker yellowish and orange fibers (type-I collagen) were found. Besides, in 

RP, these Type-I collagen were abundant and parallel-arranged. In 14 days, there was 

almost full replacement of type-III for type-I collagen, but the arrangement of the fibers 

was still reticular in CTR, parallel in COL, GPa and GPb, and slightly interlaced in RP. 

In 21 days, the collagen deposition was quite dense in all groups, but the arrangement 

was parallel in CTR and COL and interlaced in the other groups. In 30 days, all groups 

exhibited dense deposition of thick gross interlaced type-I collagen bundles associated 

to some few thinner type-III collagen fibrs in the papillary dermis. Furthermore, the 

density and highly interlaced appearance of the repaired dermal collagen observed in RP 

strongly resembled the histological features seen in the normal dermis of rats (figure 5). 
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Discussion 

The extraction yield was 41.43% for the green propolis and 48.8% for the red 

propolis, both values higher than the mimimum one (35%) specified in the Brazilian 

legislation (Brasil, 2001).  

  The concentration of flavonoids was assessed in both propolis samples collected 

from ten different localities in Brazil. The fact that the red propolis (collected from 

Sergipe - in Brazilian Northeast) presented higher contents of flavonoids than the green 

propolis (collected from Minas Gerais - Brazilian Southeast) suggests that the 

phytogeographic position of the hives might influence the physicochemical 

characteristics of propolis. However, the content of flavonoids of both samples were 

regarded as satisfactory, although they were lower than the values reported in previous 

studies (Silva et al, 2007; Chang et al, 2008). Flavonoids, one of the main group of 

phenolic compounds in propolis, are the key compounds for estimation of propolis 

quality, and the content of flavonoids has been implied in the biological activities of 

propolis. The biochemical effects of flavonoids can be divided into four categories: 

binding affinity to biological polymers; binding of heavy metal ions; catalysis of 

electron transport; and ability scavenge free radicals (Coneac et al, 2008). The ability to 

inhibit the incorporation of thymidine, uridine, and leucine into carcinoma cells, and 

block the DNA synthesis, presented by some flavonoids provides some antitumoral 

effects to the propolis. Besides, the flavonoids pinocembrin, galangin and pinobanksin, 

in addition to p-coumaric acid benzyl ester and caffeic acid phenethyl ester (CAPE), 

might probably be responsible for the antimicrobial activity of propolis (Havsteen, 

2002).  

The decrease of the inflammatory infiltrate observed in the groups treated with 

propolis-containing collagen-based films might be related to the wide range of 
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immunomodulatory effects of the propolis, such as inhibition of prostaglandin synthesis 

and stimulation of phagocitary activity of macrophages (Russo et al, 2002; Orsolić & 

Basić, 2003; Ramos & Miranda, 2007). Therefore, the incorporation of propolis 

hydroalcoholic extracts into the films might provide reduction of prostaglandin-induced 

chemotactic stimuli and more rapid phagocytosis-associated microbial elimination, 

which could consequently improve the healing process. Furthermore, the early 

development of granulation tissue suggests that the biological events that characterize 

the healing dynamics are taking place more rapidly in the groups treated with propolis-

containing collagen-based films. The reason for the maintenance of intense 

inflammation in the group treated only with collagen-based films lays on the fact that, 

although collagen presents plenty of biomodulatory effects, these molecules do not 

exhibit anti-inflammatory activity (Srivastava et al, 1990). 

The epithelization process is important for wound healing, ensuring that the new 

formed epithelium binds to dermis and sticks to tissue, as stated in previous reports 

(Erdağ e Sheridan, 2004). In this study, the epithelization rates were highly improved by 

using propolis-containing collagen-based films. These data are supported by previous 

studies demonstrating that type-I collagen molecules may work as a matrix which 

orientates the migration of keratinocytes, add to endothelial cells, fibroblasts and 

leukocytes (Morimoto et al, 2005).  Caffeic acid esters and similar molecules present in 

propolis have been proved to stimulate migration of dermal keratinocytes (Brudzynski 

& Carlone, 2004). Recent studies also demonstrated that a wide variety of Brazilian 

propolis is able to induce macrophage activation under stress conditions (Missima & 

Sforcin, 2008). This immunomodulatory property could be indirectly related to the 

epithelization process, since activated macrophages release expressive amount of FGF 

(Logan et al, 1992), a cytokine involved in epithelial proliferation process (Werner & 
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Grose , 2003). Furthermore studies have demonstrated intimate relation between 

epithelization and fibroplasia (fibroblastic proliferation and collagen deposition) 

(McDougall et al, 2006), demonstrating the relevance of the epithelial recovering for the 

success of the burn healing. 

As also presented in the figure 1 (immunohistochemical stain) RP exhibited 

more evident myofibroblastic differentiation in 14 and 21 days. Myofibroblasts are 

fibroblasts rich in actin that present contratile properties and promote wound contraction 

(Ribeiro et al, 2009). Therefore, it is suggested that the use of collagen-based films 

containing hydroalcoholic extracts of red própolis could contribute to the formation of a 

more retracted final collagenic scar, and maybe minimize the risk of the development of 

hypertrophic scars or keloyds. 

The dynamics of collagenization is extremely relevant to assess the success of 

the healing process (Ribeiro et al, 2009a). It has been demonstrated that type-III 

collagen is initially produced by fibroblasts in order to orientate the proliferation and 

migration of fibroblasts and endothelial cells during the formation of the granulation 

tissue (Ramos e Miranda, 2007; Fleischmajer  et al, 1990 ; de Giacomo et al, 2005 ), 

and then it is gradually substituted for type-I collagen to provide tensile force and 

mechanical stability of the dermal fibrous connective fibrous tissue (Friedman et al, 

1993). Based on this, the biological phenomena of collagen synthesis, deposition and 

maturation during wound healing seemed to be improved in GPa, GPb and RP. Besides, 

the biological property of proliferative endothelial orientation during the granulation 

tissue formation can explain the fact that these type-III collagen was more abundant in 

CTR and COL in 7 days, when the granulation tissue was still in progress, and less 

distinguishable in propolis-containing collagen-based films dressed groups, where the 
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well-developed granulation tissue had already installed, and endothelial growth 

orientation was no longer required.  

For the other hand, type-I collagen deposition was progressing, once it is 

responsible for the tensile strength of the scar (Junqueira et al, 1983). In 14 days, all the 

groups presented absolute predominance of birefringent fibers consistent with type-I 

collagen. These data confirm in vivo findings on the healing phase of burn healing 

documented in previous study (Provenzano et al, 2005). However, the collagenization 

was more advanced in the groups dressed with propolis-containing collagen-based 

films. These findings might be related to the stimulatory activity of some varieties of 

Brazilian propolis upon FGF synthesis, a cytokine involved in the dynamics of 

fibroblasts proliferation and collagen synthesis and deposition (Narine et al, 2006), but 

other studies are necessary to clarify this theory. Furthermore, the interlaced orientation 

of the collagen bundles found in RP since the 14
th

 day is strongly suggestive that the 

collagenization was more advanced and better organized in this group, as long as this 

particular arrangement appears to mimic the architecture of the normal dermis 

(Junqueira et al, 1983; Ostrovskiĭ et al, 1992). 

No substantial difference was observed between GPa and GPb, suggesting that 

the difference in the concentration of the hydroalcoholic extract of green propolis 

incorporated into the collagen-based films did not modify the dynamics of the dermal 

cicatricial repair.  

However, the development of cutaneous appendages within the cicatricial area in 

RP, higher myofibroblastic differentiation and dense organization of the interlaced 

collagen scar, are indicative that the healing process, and consequently full recovery of 

the morphofunctional properties of the injured dermis, was more advanced in this 

group. The reason for these results is still hardly justifiable, but it might be related to the 
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content of flavonoids found in the red propolis extracts. A Study  has  suggested that the 

healing properties of propolis are the anti-inflammatory and antioxidant potential 

provided by the flavonoids (Marquele et al, 2005). Since the content of flavonoid found 

in the red propolis extracts was higher than that observed in the green ones, the better 

results obtained with RP might be related to the concentration of these bioactive 

compounds. 

Some steps of the healing process, such as collagenization and epithelization, 

were clearly more advanced in COL than in CTR, despite these differences had not been 

statistically significant. These findings appear to be related to mechanical protection of 

the wounds provided by the dressing films, which consequently would reduce bacterial 

contamination, and facilitate the development of the granulation tissue (Diegelmann & 

Evans, 2004).  

Based on the findings reported in this study, it is suggested that collagen films 

containing Brazilian propolis was efficient in improving wound healing process when 

employed as wound dressing for dermal burn healing. 
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Table 1. Semiquantitative assessment of the inflammatory infiltrate within the burn 

wounds in the experimental groups. 

Time (days) Animals  
Experimental groups 

CTR COL GPa GPb RP 

3* 

R1 2a 2a 1a 2a 2a 

R2 1a 2a 2 a 1a 2a 

R3 1a 1a 1a 1a 1a 

R4 1a 1a 1a 2a 2a 

R5 2a 1a 2a 1a 1a 

7 

R1 3a 3sa 3sa 3c 3c 

R2 3a 3sa 3sa 3c 3c 

R3 3a 3a 3c 3c 3sa 

R4 3a 3sa 3c 3sa 3c 

R5 3a 3a 3c 3c 3c 

14 

R1 3c 3c 3c 2c 2c 

R2 3sa 3c 2c 2c 2c 

R3 3c 2c 2c 2c 2c 

R4 3c 3c 2c 2c 2c 

R5 3sa 3c 3c 2c 2c 

21 

R1 2c 2c 1c 2c 1c 

R2 2c 2c 2c 1c 1c 

R3 2c 2c 1c 1c 2c 

R4 2c 2c 1c 2c 1c 

R5 2c 2c 1c 2c 1c 

30 

R1 1c 1c 1c 0 0 

R2 1c 1c 0 1c 1c 

R3 1c 1c 1c 0 0 

R4 1c 1c 0 1c 0 

R5 1c 1c 0 1c 0 

[*] –infiltrate limited to the matgins of the burn wounds; [3] – Intense infiltrate (more than 50% of 

inflammatory cells); [2] moderate infiltrate (between 10 and 50% of inflammatory cells); [1] –mild 

infiltrate (less than 10% of inflammatory cells); [0] –  lack of infiltrate/ [a] – acute infiltrate (neutrophils-

rich); [sa] – subacute infiltrate (composed of plymorphonuclear and mononuclear inflammatory cells); [c] 

– chronic infiltrate (predominantly composed of lymphocytes and/or plasma cells). 
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Figure 1. Inflammatory dynamics in the experimental groups. Acute infiltrate was mild in three days but 

expressive in seven. Chronic infiltrate was associated to immature ( blood capillaries-rich) granulation 

tissue in CTR and COL, in opposition to the mature ( fibroblasts-rich) granulation tissue seen in GPa, 

GPb and RP in 14 days. In 21 days, there was still a mature granulation tissue in CTR and COL, whereas 

GPa, GPb and RP presented early fibrous scar with delicate appearance. In 30 days, a gross well-formed 

fibrous scar was seen in GPa, GPb and RP, but only in the latter there was the development of cutaneous 

appendages in the center of the scar ( HE,100X). 

 

 
 
Figure 2. Percentual epithelization rates of the burn wounds along the time.  Observe ethat GPa, GPb and 

RP exhibited higher rates than CTR and COL. 
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Figure 3. Dynamics of miofiblastic differentiation in burn healing. Whereas a scanty immunomarking was 

found in the third day in all groups, a remarkable increase in the myofibroblasts differentiation was 

observed in 7 and 14 days. Observe that the labeled cells were diffusely arranged within the burn wounds. 

In 21 days, there was a strong tendency to a parallel arrangement of the myofibroblasts. In 30 days, a 

clear decrese in the count of immunostained cells was verified in all groups ( Immunohistochemical stain 

Clone 1A4, LSAB, 200x). 

 

 

 

 

Figure 4. Quantitative assessment of the mean of myofibroblasts count in the experimental groups along 

the time. 
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Figure 5. Dynamics of collagen deposition in the burn wounds. Observe the gradative replacement of the 

reticularly arranged type-III collagen ( greenish) for the type – I collagen ( orange), initially in a parallel 

arrangement and subsequently interlacedly disposed, along the time. Note the architectural appearance of 

the collagenization pattern resembling the normal dermis in RP in 30 days ( Sirius red/polarized light, 

100x). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


