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Avaliagao do colesterol plasmatico em coelhos com hipercolesterolemia induzida
e tratados com extrato etandlico de propolis.
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RESUMO: Os produtos apicolas tém despertado o interesse do homem desde o inicio das
civilizagoes, entre estes destaca-se a propolis, rica em flavondides, com alto poder antioxidante,
tendo portanto, agao protetora as lipoproteinas LDL-colesterol contra a lipoperoxidagdo. O objetivo
do presente trabalho foi avaliar o efeito do exirato etandlico de prépolis sobre o nivel plasmaético
de colesterol em coelhos (Oryctolagus cuniculfus) submetidos a hipercolesterolemia. Os animais
foram divididos em 4 grupos: G = receberam ragdo comercial e dgua, G_= receberam ragao
suplementada e dgua, G,= recaberrarn ragio suplementada e dlcool e G = ra{;ao suplementada e
extrato etanﬂlrcndapnjpolls A hipercolesterolemia foi induzida com ragao suplemantada preparada
a partir da ragao comercial enriquecida com gema de ovo. Os animais receberam o extrato etandlico
de prépolis a 30% (30g de prépolis em 100mL de etanol) na concentragao de 100 mg/kg diariamenie,
por via oral. Semanalmente, apds jejum de 14 horas, as amostras de sangue foram coletadas
pela veia marginal da orelha, nas quais determinou-se o niveis plasmaticos de colesterol total,
Através dos resultados obtidos constatou-se gue o extrato etandlico de prépolis reduziu
significativamente (p<0,05) a concentragdo plasmatica de colesterol total (109,59mg/dL) nos
animais com hipercolesterolemia induzida (G,), comparativamente a G, (269,74mg/dL) e a G,
(331,38 mg/dL), que nao diferiram entre si (p=0,05). Enquanto que os animais do grupo G,
mantiveram este parametro bioquimico na faixa da normalidade (35,10 mg/dL).
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ABSTRACT: Effect of the ethanolic prépolis on the cholesterol level in rabbits with induced
hypercholesterolaemia. The propolis (bee glue) is a product rich in flavonoids, which are known
lor antioxidant activities, a protective action to the lipoproteins LDL-cholesteral against lipid
peroxidation. Because they have antioxidant properies, we investigated the effect of the ethanolic
extract propolis on the plasma level of cholesterol in rabbits {Oryctolagus cuniculus) submitted to
hypercholesterolaemia. The animals were divided into 4 groups. G =received commercial feed
and water, G = received enriched feed and water, G =received enriched feed and ethanal,
G,=received enriched feed and ethanolic extract of propolis. The hypercholesterolaemia was
induced with commercial feed enriched with egg yolk. The animals received the ethanclic extract
propolis at the concentration of 100 mg'kg daily. Weekly, after fast of 14 hours, the samples of
blood were collected from the marginal vein of the ear. The plasma was used for the estimation
total cholesterol. From the results obtained, we verified that the ethanoclic extract propaolis significantly
reduced the plasma level cholesteral (109,59 mg/dL, p<0,05), compared to the animals treated
with ethanol (331,38 mg/dL), and also to those receiving the commercial feed only, with cholesteral
at 269,74 mg/dL.

Key words: propolis, flavonoids, induced hypercholesterolaemia. rabbits.

INTRODUGAO

Dentre os produtos apicolas, a propolis
vem despertando interesse pelo potencial
benéfico & saude humana, originando assim
impartante ramo da medicina denominado
apiterapia (Funari et al., 1998). A prépolis & o nome
genérico dado a resina coletada de diversas fontes
vegetais e processada por abelhas, sendo
transportada para o interior da colméia para ser
utilizada como meio de defesa (Koo & Park, 1996).

Estudos qualitativos, sobre a
composicao guimica da propolis, revelaram as
seguintes proporgdes basicas: 55% resinas, 30%
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ceras, 10% dleo volateis e 5% de pdlen. Também
observou-se teores consideraveis de flavonoides,
acido caféico, vitaminas e sais mineirais
(Szewezark & Goddy, 1984), aminoacidos,
principalmente arginina e prolina (Gabrys et al.,
1988). Sendo que a proporgdo dos componentes
varia em fungao da flora predominante da regido,
epoca de coleta e da espécie da abelha (Bankova
etal., 1992, Soler et al., 1995, Koo & Park, 1996).
A presenga de compostos fendlicos, principalmente
os flavondides (quercetina), considerados o grupo
gquimico predominante da propolis, explica, em
parte, as diversas atividades biolégicas do produto
apicola (Markham et al., 1996, Matsuno, 1997).
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Assim, este apiterapico tem-se
destacado em fungdo das inimeras propriedades
terapéuticas tais como: agdo antimicrobiana,
antiviral, anti-inflamatdria, imunomodulatéria,
hipoglicemiante, agao protetora em miocardiopatias
induzidas em ratos, dentre outras (Havsteen, 1983,
Szewezark & Goody, 1984; Chopra et al., 1995;
Bankova et al., 1992; Tatefuji et al., 1996). A
associagac entre hiperlipidemia e doenga
coronariana estd bem estabelecida e fundamenta-
se principalmente no papel do colesterol no
desenvolvimento da aterosclerose (Posadas-
Romero, 1995). O acumulo das lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) sobre a membrana
endotelial, torna-se fator de risco para a
aterosclerose e doengas cardiovasculares
(Goldstein & Brown, 1987). Por outro lado, a fragao
HDL (lipoproteina de alta densidade) impede este
depdsito, uma vez que atua transportando ©
excesso de colesterol dos tecidos extra-hepaticos
para o figado (Millner, 1990 e Whitney, 1994).
Embora a patogénese dessa enfermidade seja
complexa, um dos fatores determinantes reside na
lipoperoxidagao das LDL-colesterol, elevando, desta
forma, a endocitose pelos macréfagos, presentes
na parede arterial, promovendo seu depdsito neste
local (Princen et al., 1998). Desse modo ocorre o
desenvolvimento da placa ateromatosa e
consequentemente elevando o risco de acidentes
cardiovasculares.

Muitos flavonoides, sao considerados
como agentes anti-aterogénicos por serem
importantes substancias antioxidantes (Hertog, et
al. 1997 e Ramirez-Tortosa et al. 1999). A
gquercetina, um dos muitos flavondides
encontrados na propolis, tem se mostrado como
potente inibidor oxidative dos acidos graxos
poliinsaturados dos fosfolipidios, que entram na
constituigao das lipoproteinas de baixa densidade
(Rimm, et al. 1996). Desta forma, a estrutura das
LDL-colesterol permanece inalterada, podendo ser
reconhecidas através da sua apolipoproteina pelas
células-alvo, reduzindo o nivel dessa lipoproteina
no plasma (Yugarani ef al., 1996, Mathiesen, et
al., 1996 e Carrero ef al., 1998).

De acordo com o exposto e
considerando-se as inumeras propriedades
farmacologicas da prépolis o presente trabalho
teve como objetivo verificar o efeito do extrato
etandlico de propolis sobre o nivel plasmatico de
colesterol em coelhos submetidos a dieta
suplementada com gema de ovo (dieta
enriquecida de colesterol).

MATERIAL E METODO

1- Instalagao do Experimento e Animais
Experimentais

O experimento foi instalado no biotério
do Departamento de Fisiologia - IB-UNESP/

Campus de Botucatu. Foram utilizados coelhos
(Oryctolagus cuniculus) machos, com idade
aproximada de 50 dias, pesando em média 1.300g.
Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central
pertencente ao “Campus de Botucatu” - UNESF.

2- Extrato Etandlico de Propolis
2.1- Preparo do Extrato Etandlico de Propolis
A propolis foi fornecida pelo
Departamento de Zootecnia-FCA UNESP/
Campus de Botucatu. As amostras de propolis,
" na forma bruta foram recolhidas e acondicionadas
em sacos plasticos durante os meses de fevereiro
e margo de 1999. Em seguida foram mantidas
congeladas (-4°C) por 3 ou 4 dias. Apos este
periodo, foram trituradas em liquidificador, a fim
de obter-se um produto com maior capacidade
de homogeneizagao com o solvente,
Os extratos etandlicos de prépolis (EEP}
foram preparados na concentragéo de 30% (30 g
de propolis em 100 mL de etanol absoluto -
MERCK) , de acordo com Sforcin (1936).

3- Formulagao da Ragao Suplementada

A ragao suplementada foi formulada no
Laboratério Experimental do Departamento de
Pediatria da Faculdade de Medicina de Botucatu
(Camacho et al,19937).

4- Grupos Experimentais

Inicialmente todos os animais foram
mantidos durante 7 dias no Biotério onde se
realizou a experimentagao, com a finalidade de
adaptagao ac novo ambiente. Os animais foram
escolhidos aleatoriamente e distribuidos em
gaiolas metabdlicas, os quais foram divididos em
4 grupos:
G, - grupo controle agua (n=2) — os animais
receberam ragac comercial e agua, durante o
periodo experimental de 126 dias (fases 1, 2, e
3),
G, - grupo controle suplementado (n=2) - os
animais receberam racao comercial e agua
durante 35 dias (fase 1), apds este periodo
receberam ragao suplementada (com dieta rica
em colesterol) e dgua, durante 91 dias (fases 2 e
3),
G, - grupo controle alcool (n=2) — os animais
receberam ragao comercial e agua, durante 35
dias (fase1), apos este periodo receberam ragao
suplementada e agua, durante 91 dias (fases 2 e
3). Sendo que 49 dias de suplementagao (Fase
2), os animais passaram a receber solugao
hidroalcodlica (fase 3) na concentragao de 3,8 mL
de etanol e m 150 mL de agua, com o objetivo de
verificar um possivel efeito do veiculo em que a
propolis se encontra.
G, - grupo tratado (n=2) - 0s animais receberam
ragdo comercial e agua, durante 35 dias (fase 1),
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apods este periodo receberam ragao suplementada
e agua, durante 91 dias (fase 2 e 3). Apds 49 dias
de suplementagao (com dieta rica em colesterol),
0s animais passaram a receber solugio etandlica
de propolis (fase 3), em substituicao a dgua.

A solugao etandlica de propolis foi
administrada, diariamente por via oral (diluida na
agua de beber), a 30% na concentragao de 100
ma’kg (Merino et al., 1996).

5 - Procedimento do Experimento

Os animais foram mantidos emn gaiolas
metabdlicas individuais, os quais receberam
diariamente 150g de ragao, 150 mL de agua e os
tratamentos acima descritos. As amostras de
sangue foram coletadas semanalmente, apds
padronizagao de um determinado dia da semana.
O sangue foi coletado atraves da veia marginal
da orelha dos coelhos submetidos ao jejum de 14
horas. © plasma foi obtido através de
centrifugagao do sangue a 3.000 rpm por 20
minutos

6 - Determinagdes Bioquimicas

Mo plasma determinou-se o colesterol
total, utilizando-se “Kits” (CELM) na seguinte
preconizagao:
Colesterol total: segundo método enzimético-
colorimétrico (colesterol esterase/colesterol e
oxidase/peroxidase) de acordo com Leffler, Mac

Doygald (1963).

7- Andlise Dos Resultados - Delineamento
Estatistico

O estudo estatistico do nivel plasmatico
de colesterol total dos coelhos referentes aos 4
grupos experimentais, com 2 repeticbes para os
grupos 1, 2 e 3 e com 3 repetigbes para os grupo
4, foi realizado a partir da técnica da analise de
varidncia para experimento inteiramente
casualizado com parcelas subdivididas no tempo
{Mead, 1988).

A analise estatistica foi implementada
utilizando-se o procedimento Mixed do programa
computacional SAS (Littell et al., 1996), e todos
os resultados foram discutidos ao nivel de 5% de
significancia.

RESULTADO E DISCUSSAO

A Tabela 1 e Figura 1 mostram os
resultados médios obtidos para o nivel plasmatico
de colestercl total nas trés fases analisadas.

A concentragao de colesterol total no
plasma ndo diferiu significativamente entre os
grupos experimentais analisados na fase 1,
permanecendo este parametro na faixa da
normalidade.

TABELA 1. Valores médios obtidos para o nivel plasmatico de colesterol total (mg/dL) dos coelhos referentes
aos quatro grupos experimentais, avaliados em trés fases.

Grupos Fases

Experimentais Fi F, Fs
Gs 73,29+19,79a" A™ 46,69+ 4,17aA 35,10+1,81aA
G: 56,93:1,76aA 165,30+85,36bB 269,74+37,54cC
Ga 60,19+5,38aA 227,57+83,93bB 331,38+39,16cC
Ga 67,19+1,81aA 212,14:27,81bB 109,59+13,90bA

CV = 24,88%

(1) Médias seguidas de mesma letra miniscula ndo diferem quanto aos grupos, em cada fase

considerada, ao nivel de 5% significancia.

(2) Médias seguidas de mesma letra, mailscula nao diferem quanto as fases, em cada grupo

estudado, ao nivel de 5% significancia.

CQuando os animais passaram a receber a
dieta enriquecida com gema de ovo, na fase 2, o
nivel de colesterol nos animais pertencentes aos
grupos G,, G, e G,, elevou-se de forma
significativa, tanto em relagdo ao grupo controle
(G,) como a fase anterior.

Os animais submetidos ao tratamento
com extrato etandlico de prépolis (G,)
apresentaram gueda significativa no nivel

plasmatico de colesterol (fase 3), comparativa-
mente tanto Agqueles animais que receberam
solugéo etandlica (G,) como agueles submetidos
somente & dieta suplementada com colesterol (G,).
Diante disso, fica evidente que os componentes
da propolis tiveram agao redutora no nivel de
colesterol, podendo, portanto, eliminar o efeito do
etanol sobre a redugdo deste parametro, uma vez
gue que a concentragao de colesterol nos animais
do grupo G, continuou aumentando na fase 3.
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Colesterol total (mg/dL)

FIGURA 1 - Valores médios obtidos para o nivel plasmatico de colesterol (mg/dL), nos
guatro grupos experimentais e nas trés fases analisadas

Diante disso, fica evidente que os
componentes da propolis tiveram agao redutora
no nivel de colesterol, podendo, portanto, eliminar
o efeito do etanol sobre a redugao deste
parametro, Uma vez gue gue a concentragdo de
colesterol nos animais do grupo G, continuou
aumentando na fase 3.

A literatura relata a existéncia de grande
guantidade de flavondides, principalmente a
guercetina, na propolis, e sabe-se que estes
compostos apresentam propriedades antioxi-
dantes (Matsuno, 1997). A diminuigao no nivel
de colesterol nos animais tratados com a propolis
pode associar-se a agdo antioxidante dos flavo-
noides, presentes na propolis. Assim sendo, as
lipoproteinas de baixa densidade (LDL-colesterol)
estariam protegidas contra os efeitos deletérios
da oxidaglo e o seu reconhecimento pelas
células-alvo estaria assegurado, o que provocara
a sua redugdo no plasma (Carrero et al,1998 e
Milgdikar et al, 1998). Resultados semelhantes
foram cbservados por Conquer ef al. (1958), os quais
relataram que dietas contendo flavondides,
correlacionaram-se inversamente a incidéncia de
acidentes cardiovasculares, por diminuir o nivel
de colesterol.

QOutras hipoteses podem explicar tal
redugao, como por exemplo o fato dos flavondides
diminuirem a atividade da HMG-CoA redutase,
reduzindo os niveis tanto hepatico como sérico de
colesterol (Bok et al.,1993) e aumentarem o nivel
de HDL-colesterol em ratos submetidos as dietas
enriquecidas com colestercl (lgarashi & Ohmuma,
1995).

CONCLUSAO

O extrato etandlico de propolis reduziu o
nivel plasmatico de colesterol total simultaneamente
a ingestao de dieta suplementada com colesterol,
ou seja, a indugdo da hipercolesterolemia em
coelhos.
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