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Efeito hipocolesterolémico dos acidos caféicos da prépolis
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RESUMO: Os produtos naturais vém sendo utilizados no tratamento de hiperlipidemia Os produtos
apicolas tém despertado o interesse do homem, entre eles destaca-se a propolis, coletada por
abelhas e rica, entre outros constituintes, em polifendis. Os maiores polifendis da prépolis sdo os
flavonoides, acompanhados dos acidos fendlicos,.os quais tém poder antioxidante, podendo
exercer agao protetora as lipoproteinas LDL-colesterol contra a lipoperoxidagao. Assim, o presente
trabalho avaliou se os acidos caféicos da propolis botucatuense (Botucatu-SP) afetam os niveis
de colesterol plasmatico, em coelhos submetidos a dieta rica em colesterol. Os animais foram
divididos em trés grupos: C (n=2) que receberam ragédo comercial e agua por todo o periodo e S
(n=2) que receberam ragao normal e agua no primeiro periodo e ragado suplementada e agua nos
segundo e terceiro periodos e S+T (n=5) receberam ragdo normal e agua no primeiro periodo,
ragao suplementada e agua no segundo periodo e ragao suplementada e extrato rico em acidos
caféicos no terceiro periodo. Os acidos caféicos foram administrados diluidos em agua, estando
na concentragéo de 0,05g acidos caféicos mL* kg-' animal. Semanalmente, apés jejum de 14
horas, as amostras de sangue foram coletadas da veia marginal da orelha para determinagéo dos
niveis plasmaticos de colesterol total e suas fragbes. Os acidos caféicos da prépolis reduziram a
concentragao plasmatica de colesterol total em 30% (280 para 199 mg dL-") nos coelhos tratados
com acidos caféicos, enquanto que nos animais do grupo S esses niveis foram discretamente
elevados (380 para 400 mg dL"). Os animais do grupo C mantiveram este parametro bioquimico
na faixa de normalidade por todo o periodo (50 mg dL-"). Portanto, concluimos que os acidos
caféicos exercem atividade inibitéria no metabolismo do colesterol, podendo ser considerado
uma substéancia de agdo no combate da hipercolesterolemia.
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ABSTRACT: Hypocholesterolemic effect of propolis’ caffeic acids. Natural products have
been used in tratamed of hypercholesterolemia. The bee products have been promoting up the
man’s interest, among them it stands out the propolis, coleted by bees, rich in polyphenols. The
biggest polyphenols of propolis was flavonoids and caffeic acids, which have antioxidant power,
presenting the protective action to the lipoprotein LDL-cholesterol against the lipid peroxidation.
Therefore, the present work was evaluated whether the caffeic acids of the Botucatu’s propolis
(Botucatu-SP) affect the levels of plasma cholesterol, in rabbits submitted to the rich diet in
cholesterol. The animals were divided in three groups: C (n=2) they received commercial ration
and water for the whole period; S (n=2) they received normal ration and water in the first period and
supplemented ration and water in the second and third periods; S+T (n=5) they received normal
ration and water in the first period, supplemented ration and water in the second period and
supplemented ration and extract rich in caffeic acids in the third period. The caffeic acids were
administered diluted in water, being in the concentration of 0.05g caffeic acid mL-' kg~ of animal.
Weekly, after fast of 14 hours, the samples of blood were collected from the marginal vein of the
ear for determination of the plasma levels of total cholesterol and their fractions. The caffeic acids
of the propolis reduced the plasma concentration of total cholesterol in 30% (280 for 199 mg dL™")
in the rabbits treated with flavonoids, while in the animals of the group S those levels were reduced
discreetly (380 for 400 mg dL-"). The animals of the group C maintained this biochemical parameter
in the normality range during the whole period (50 mg dL-"). Therefore, we concluded that the
caffeic acids exert inhibititory activity in the metabolism of the cholesterol, being considered as a
substance of action against the hypercholesterolemia.
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INTRODUGAO

A associagao entre hiperlipidemia e doenga
coronariana esta bem estabelecida e se fundamenta
principalmente no papel do colesterol durante o
desenvolvimento da aterosclerose (Posadas-Romero,
1995). O acimulo de LDL sobre a membrana endotelial
torna-se fator de risco para a aterosclerose e doengas
cardiovasculares (Goldstein & Brown, 1987) e afragcao
HDL (lipoproteina de alta densidade) impede este
depdsito (Millner, 1990; Whitney, 1994). Embora a
patogénese dessa enfermidade seja complexa, um
dos fatores determinantes reside na oxidagao das
LDL, induzindo o desenvolvimento da placa
ateromatosa (Steinberg et al., 1989).

A proépolis, um produto apicola, tem
despertado grande interesse dos pesquisadores,
devido sua bioatividade em seres humanos, originando
assim importante ramo da medicina denominado
apiterapia (Stefano & Francesco, 2002; Karsten,
2001). A propolis € uma resina feita por abelhas
operarias que para fazé-la usam materiais coletados
de diversas plantas, sendo transportada para o interior
das colméias para ser utilizada como meio de defesa
(Koo & Park, 1996).

Devido a diversidade de plantas das quais
as abelhas coletam o material para producédo da
propolis, ha uma grande variabilidade dos compostos
quimicos encontrados nas propolis de diferentes
regides (Bankova et al., 2000), o que pode gerar
diferentes atividades deste produto. Estudos
comparando a propolis brasileira com a européia tém
demonstrado esta variabilidade (Bankova, 2005;
Kumazawa et al., 2003) e verificado a intensa atividade
farmacoldgica da propolis brasileira (Marcucci &
Bankova, 1999).

Sao conhecidos hoje mais de 180 compostos
da propolis, sendo que os melhores identificados sao
os polifendis, entre eles encontram os flavondides,
acompanhados dos acidos fendlicos e ésteres
fendlicos (Szewwezark & Goody, 1984; Midorikawa
& Banskota, 2001; Uzel et al., 2005; Isla et al., 2004).
Suas concentracdes variam dependendo da flora da
regido de coleta e da variabilidade genética da abelha
(Bankova et al., 1992; Koo & Park, 1996). Este
apiterapico tem se destacado em fungéo das inimeras
propriedades terapéuticas tais como: acao
antimicrobiana, antiviral, antiinflamatéria,
imunomoduladora, hipoglicemica, agao protetora em
miocardiopatias em ratos (Uzel et al., 2005, Havsteen,
1983; Szewwezark & Goody, 1984; Chopra et al.,
1995; Bankova et al., 1992; Tatefuji et al., 1996), dentre
outras como antitumoral e antioxidante (Orsolic et
al., 2005; Kimoto et al., 1999; Banskota et al., 2001;
De Castro, 2001; Marquele et al., 2005).

Alguns pesquisadores apontam muito dos
flavondides como agentes anti-aterogénicos por
serem importantes substancias antioxidantes (Hertog
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& Swwetnam, 1977; Mathiense et al., 1996). A
quercitina, um dos muitos flavonéides encontrados
na prépolis, tem efeito antioxidante (Igarashi &
Ohmuma, 1995): inibe a oxidag&o dos acidos graxos
polinsaturados dos fosfolipidios, que entram na
constituicdo da LDL (Rimm et al., 1996), Trabalhos
realizados em nosso laboratério revelaram que a
prépolis tem propriedade de reduzir em até 30% o
colesterol total e a LDL plasmatico, bem como
aumentar a HDL em coelhos com hipercolesterolemia
induzida (Fernandes et al., 2002a), dados que
corraboram com os achados de Fernandes et al.
(2002b), em ratos e de Fuliang et al. (2004) em
animais com diabetes mellitus experimental. Por outro
lado, Mesquita et al. (2007) demonstraram que a
fragao flavonoidica extraida da prépolis (usada no
trabalho de Fernandes et al., 2002b), foi eficiente em
reduzir o colesterol e a LDL e aumentar a HDL em
coelhos com hipercolesterolemia.

Os acidos caféicos sao fendis encontrados
em muitos produtos, e que tém sido isolados com
muita freqUiéncia na prépolis brasileira, dentre eles o
cafeato de feniletila (CAPE), que € descrito como um
potente inibidor especifico da ativagao do fator de
transcricdo nuclear NF kappa B e inibidor do tumor
de pele induzido por formol (Natarajan et al., 1996).
Por outro lado, testes feitos com extrato de prépolis
com e sem CAPE demonstraram que na presenga
deste ha um efeito antioxidante bem mais acentuado
(Russo et al., 2002), o que revela que estes acidos sao
importantes na prevencao de doengas coronarianas.
Valentova et al. (2003) também mostraram que os acidos
caféicos foram capazes de inibir a lipoperoxidagdo em
figado de ratos, podendo ser um tratamento importante no
combate de doengas causadas por radicais livres, como
aarterosclerose.

O presente trabalho teve por objetivo testar a
fracéo de acidos caféicos da propolis botucatuense (testada
por Fernandes et al., 2002), sobre os niveis de colesterol
plasmético e suas fragdes, em coelhos (Oryctolagus
cuniculus), submetidos a dieta rica em colesterol.

MATERIAL E METODO

Animais
Foram utilizados coelhos (Oryctolagus
cuniculus) machos, pesando em média 1.700 g, no
inicio da experimentagcdo. Os animais foram
fornecidos pelo Biotério Central pertencente ao
Campus de Botucatu/Unesp.

Prépolis
A Propolis utilizada neste trabalho foi cedida
pela Professora Silvia Funari do Setor de Apicultura,
do Departamento de Producéo, da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP -
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Botucatu, localizado na Fazenda Experimental
Lageado, fonte semelhante a utilizada por Fernandes
etal. (2002a).

Identificagdo e extragdo dos acidos

caféicos

Através das analises cromatrograficas
realizadas no Laboratério de Pesquisa e
Desenvolvimento da Empresa Centroflora/Anidro,
identificou-se que a prépolis botucatuense tem os
acidos caféicos, sob a orientacao das pesquisadoras
Maria Célia H. Reimberg e Elizabeth Teran. No
Departamento de Fitoquimica do CPQBA/Unicamp,
realizou-se a extragéo destes acidos sob a orientagéo
da Dr2 Mary Ann Féglio. Para esta extragao utilizou-
se a seguinte metodologia:

1.A prépolis bruta foi diluida com diclorometano
(CH,Cl,) através de agitagdo constante por 6 horas.

2. Evaporou-se o diclorometano utilizando-se
rotavapor e verificou-se a massa para calculo de
rendimento final

3. Redissolveu-se a massa obtida em acetato
de etila na proporg¢ao de 1g para 60 mL.

4. Transferiu-se para funil de separagéo e
extraiu-se com hidroxido de sodio 1N (NaOH) na
propor¢do de 1g para 60 mL com trés repeticdes
obtendo-se uma fase organica (desprezada) e uma
fase de acetato.

5. Utilizando-se acido cloridrico (HCI) reduziu-
se 0 pH da fase organica até préximo de 5,0

6. Transferiu-se para funil de separagéo e
reextraiu-se com diclorometano (CH,Cl,) na proporgéo
de 1g para 60 mL com trés repeticdes obtendo-se
uma fase organica e uma fase aquosa (desprezada).

7. Através do rotavapor, evaporou-se o
diclorometano da fase organica e verificou-se o rendimento.

Para confirmagéo da extracao foi feita uma
analise por Cromatografia de Camada Delgada,
utilizando como amostra quatro fases da extracao:

Pista 1: propolis bruta diluida com diclorometano

Pista 2: fase aquosa de acetato

Pista 3: fase organica de acetato

Pista 4: fase organica de diclorometano

Através da CCD observou-se que a amostra

TABELA 1. Delineamento experimental

da Pista 1 apresentava varias manchas, que indicavam
todos os componentes extraidos (flavondides, acidos,
caféicos, acidos clorogénicos, etc.). Na pista 2 nao
foram observadas manchas, o que comprova que
todos os compostos ficaram presentes na fase
orgéanica de acetato quando houve a separagao. Isto
pode ser confirmado observando-se a Pista 3 que
apresentava algumas manchas indicando a presenga
de alguns compostos, entre eles os acidos caféicos.

Na Pista 4 observaram-se trés manchas mais
evidentes, sendo que uma delas representa os acidos
caféicos, o que comprova que a extragao foi eficiente.

Com a amostra inicial de 150g de propolis
obteve-se um rendimento de 15g de solugéo
concentrada de acidos caféicos.

Toda a amostra de acidos caféicos foi
reservada em recipiente escuro para evitar contato
com a luz e reservada em temperatura abaixo de 20°C
para ser utilizada posteriormente no tratamento.

Essa amostra sera diluida em etanol 70%
para ser administrada nos animais na dosagem 0,05
g acidos caféicos mL-" dia™".

Instalagédo e Grupos Experimentais

O experimento foi instalado no biotério do
Departamento de Fisiologia — IB/Unesp, Campus de
Botucatu. Os coelhos (Oryctolagus cuniculus) foram
distribuidos aleatoriamente em 3 grupos
experimentais (G1, G2 e G3), conforme a Tabela 1.

A racao suplementada foi formulada no
Laboratério Experimental do Departamento de
Pediatria da Faculdade de Medicina /Unesp/Botucatu,
a partir de ragdo normal, suplementada com gema
de ovo, segundo descrito em Fernandes et al. (2002a)
e em Mesquita et al. (2007).

Conducio experimental

O controle da ingestéo de ragéo foi diario e o
peso dos animais foi obtido num intervalo de 15 dias.
Semanalmente, apds jejum de aproximadamente 14h,
coletava-se sangue através da veia marginal da orelha
dos animais, o qual era centrifugado e o plasma
congelado para posteriores dosagens de colesterol
total, LDL e HDL, através de kits enzimaticos.

Grupos 12 Periodo 2° Periodo 3° Periodo
Experimentais (40 dias) (40 dias) (60 dias)
G1 Rac¢&o normal Ragéo normal Racgao normal
G2 Rag&o normal Racéo Racgdo Suplementada
Suplementada
G3 Ragdo normal Racgéao Racgdo Suplementada
Suplementada + tratamento
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Delineamento Estatistico
Para cada variavel foi utilizada analise
multivariada de perfil (Morrison, 1990), visando
comparar os grupos, em cada periodo, bem como o
efeito de periodos para cada grupo. O nivel de
significancia adotado foi de 0,05%.

RESULTADO

ATabela 2 mostra os resultados obtidos com
a evolugéo de ingestao diaria média para os coelhos
dos grupos G1 (ragdo normal), G2 (ragéo
suplementada) e G3 (grupo tratado com a fragéo de
acidos caféicos).

Os coelhos foram pesados quinzenalmente
e os valores médios do aumento de peso corporal
por grupo estao representados na Figura 1.

Nas Figuras 2, e 3 estao representados os
resultados referentes aos valores médios de colesterol
total. A Figura 2 mostra os valores médios ao longo
de todo o experimento nos 3 grupos estudados e a
Figura 3 representa os valores médios em cada
periodo (12, 22 e 32, segundo o protocolo da Tabela 1).

TABELA 2. Valores médios da ingestao diaria de ragao
(em cada periodo, segundo o protocolo da Tabela 1),
dos animais distribuidos nos 3 grupos experimentais.

Grupos 12 Periodo | 22 Periodo | 32 Periodo

experimentais

G1 123,3 117,8 115,2

G2 125,4 103,0 89,16

G3 126,6 98,22 97,92

Peso (kg)
N

0 — T
0 15 30 45 60 75 80 95 105 120 135

Dias de experimento

—+—G1 —m—G2 —a—G3

FIGURA 1. Valores médios do peso corporal por
grupo. G1:ragao normal, G2: ragao suplementada,
G3: ragado suplementada + acidos caféicos. Nao houve
diferencga significativa entre os grupos (p>0,05).
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A Figura 3 mostra os valores médios de
colesterol total nos trés grupos, durante os trés
periodos experimentais. Todos os animais, no primeiro
periodo apresentaram uma taxa média de colesterol
de mais ou menos 50mg dL-'. Os coelhos do grupo
G1 permaneceram com o nivel de colesterol na faixa
de normalidade (50mg dL-'), durante todo o
experimento (22 e 3¢ periodos). Os animais dos grupos
G2 (50 para 380mg dL-") e G3 (50 para 280mg dL-")
elevaram significativamente (p<0,05) o colesterol no
2¢ periodo (com ragéo suplementada), esse valor
continuou alto (400mg dL-") no 3¢ periodo.nos animais
de G2 e nos coelhos do grupo tratado registrou uma
reducao na hipocolesterolemia de 30%, apds o
tratamento com os acidos caféicos (de 280 para
199mg dL-"), a qual foi estatisiticamente diferente
(p<0,05%).

?500— —o—G1

3 400 | |-=m—G2 ok
53007 —&—G3

§2oo—

:;;100* *

1 3 5 7 9 1 13 15 17 19

Tempo (semanas)
——G1 —=mG2 —a—G3

FIGURA 2. Valores de colesterol (mg dL") plasmatico
nos animais dos grupos: Controle (G1), suplementado
(G2) e tratado (G3 ). * inicio da suplementagéo **inicio
do tratamento com acidos caféicos.

2 500
E 400
5 300
8 200
8 100
S o
12 periodo 2° periodo 32 periodo
Periodos
0OG1 BG2 BG3

FIGURA 3. Valores médios de colesterol total (mg
dL-") plasmatico, nos 3 periodos de experimentagao,
dos animais dos grupos: sem suplementacéo (G1),
suplementacgéao (G2) e tratado (G3 ), nos 3 periodos
experimentais.O 22 e o0 32 periodos do G2 e G3 foram
diferentes do 12 periodo (p<0,05%), e 0 32 periodo de
G3 foi estatisticamente diferente do 22 periodo desse
grupo (p<0,05%)
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DISCUSSAO

Observando os resultados de ingestédo de
ragéo (Tabela 1) nota-se que os animais de G2 e G3
diminuiram o consumo diario de racdo em relagao
aos animais de G1, semelhante ao relatado por
Mesquita et al. (2007). Estes resultados sugerem que
provavelmente o confinamento pode reduzir a procura
de alimento pelos animais. Além disso, essa reducao
mais acentuada para G2 e G3 pode ter ocorrido devido
aracao suplementada apresentar alto valor calérico
(Justo et al., 2002), pois estes animais apresentaram
a mesma proporgao de ganho de peso corporal que
os animais de G1 (Figura 1).

As Figuras 2 e 3 mostram os valores médios
de colesterol total para os trés grupos. Apés a
suplementacdo (G2 e G3) nota-se aumento
significativo (p<0,05) no nivel plasmatico de colesterol
total de + 350% . Esses resultados estao de acordo
com os de Pittas et al. (1999), Fernandes et al (2002a)
e Mesquita et al. (2007), os quais mostraram que a
ragcao suplementada foi eficiente em causar a
hipercolesterolemia experimental em coelhos. As
Figuras 3 e 4 mostram que os animais tratados com
acidos caféicos (G3) apresentaram uma diminuigao
em £30 % no colesterol total (p<0,05%).

A prépolis tem sido relatada como agente
anti-aterogénico. E os principais componentes
bioativos desta resina sao os polifendis, entre eles
os flavondides, os acidos caféicos e os ésteres
fendlicos (Midorikwa et al., 2001; Uzel et al., 2005).
Fernandes et al. (2002a) sugeriram que o efeito
hipolipidémico encontrado nos coelhos tratados com
a propolis pode ser explicado pelos flavonodides, os
quais tém efeito antioxidante.(Hertog & Swwetnam,
1977; Havsteen, 2002). Na tentativa de comprovar tal
hipotese, Mesquita et al. (2007) demonstraram que a
prépolis botucatuense tem 11% de flavonodides e que
essa fracao foi capaz de reduzir em 30% o nivel de
colesterol em coelhos com hipercolesterolemia
induzida. Na tentativa de elucidar melhor o efeito
hipolipidémico da propolis, este trabalho teve por
objetivo estudar o possivel efeito dos acidos caféicos.
Os resultados aqui apresentados, mostram que os
acidos caféicos (0,05 mg mL-"dia"), foram capazes
de diminuirem 30% o nivel de colesterol em coelhos
com hipercolesterolemia experimental (Figuras 2 e
3), efeito semelhante ao encontrado para a propolis
bruta (Fernandes et al., 2002a; Fernandes, et al.,
2002b; Fulliang et al., 2004) e para a fracédo de
flavondides (Mesquita et al., 2007). Além disso,
Yugarani et al. (1996) demonstraram que polifenois
naturais reduziram o nivel de lipideos em ratos
alimentados com dietas ricas em gordura.

Sabe-se que a absorgao intestinal dos
polifenois € muito baixa, os que os tornam com baixa
biodisponibilidade. Entretanto, tem sido registrado
biodisponibilidade para alguns desses polifenois, tais

como a antiocianina da groselha preta, em humanos
(Netzel et al., 2001) e a quercetina (Ross & Kasum,
2002). Sendo assim, pode ser que os acidos caféicos
tenham sido absorvidos pelo intestino dos coelhos
com hipercolesterolemis, o que poderia justificar o
efeito sistémico desses acidos sobre o nivel de
colesterol. Além disso, o efeito hipocolesterolémico
da fracdo de acidos caféicos esta de acordo aos
achados de Russo et al. (2002) e Valentova et al.
(2003), os quais sugerem que os acidos caféicos
podem ser um tratamento importante no combate de
doencas causadas por radicais livres, como a
arterosclerose, o que garante ainda mais a agao
fitoterapica da propolis.

CONCLUSAO

Conclui-se que os acidos caféicos,
apontados como antioxidantes, reduzem em 30% o
colesterol total, podendo explicar, pelo menos em
parte, o efeito hipocolesterolémico encontrado para
a propolis bruta.
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