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RESUMO

RIBEIRO, Joselito Nardy, M.S., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2001. Efeitos de prépolis, antocianina e naringenina em coelhos
normais e diabéticos. Orientadora: Tania Toledo de Oliveira. Conselheiros:
Tanus Jorge Nagem e Maria Goreti de Aimeida Oliveira.

A diabete € uma doenga cronica que se caracteriza por eliminagao
frequente de urina, sede incontrolavel, emagrecimento e niveis elevados de
triacilglicerdis e glicose no sangue. Neste trabalho, verificaram-se os efeitos da
propolis e de flavondides em coelhos normais e com diabete induzida pela
droga aloxano. O experimento foi dividido em trés ensaios biologicos. No
primeiro, os animais foram submetidos ao tratamento com a propolis em forma
de comprimido de 150 mg e com a mistura de flavondides, em forma de
capsulas, contendo 10 mg de antocianina e 10 mg de naringenina. No segundo
ensaio, outros coelhos foram submetidos ao tratamento com propolis em forma
de capsulas de 150 mg e com antocianina também em capsulas de 20 mg. No
terceiro ensaio, verificou-se a possibiidade de efeitos adversos que as
substancias testadas nos dois ensaios anteriores pudessem ocasionar nos
metabolismos mineral, protéico, lipidico e de carboidratos de animais sadios.
Os resultados do primeiro ensaio indicaram que a aplicagdo da droga aloxano
ocasionou perda de peso corporal e aumento dos niveis de triacilglicerdis e

glicose no plasma sanglineo dos animais. Verificou-se, também, que tanto a



propolis quanto a mistura de flavondides provocaram ganho consideravel de
peso corporal nos grupos de animais tratados com essas substancias. Além
disso, mesmo que estatisticamente nao-significativo, essas substancias
ocasionaram queda visivel nos niveis de glicose e triacilglicerdis no sangue dos
coelhos. No segundo ensaio, verificou-se que, apos a aplicagdo da droga
aloxano, ocorreu aumento dos niveis de triacilglicerdis e glicose no sangue dos
animais, bem como perda de peso corporal. Observou-se, também, tendéncia
de tanto a prépolis quanto a antocianina proporcionarem certo ganho de peso
aos animais. Com relagdo aos niveis de triacilglicerdis e glicose, constatou-se
tendéncia de queda desses constituintes no sangue dos animais tratados com
as referidas substancias, embora os resultados nao fossem significativos do
ponto de vista estatistico. Por fim, no terceiro ensaio, verificou-se que, de modo
geral, as substancias testadas nos dois ensaios anteriores ndo provocaram

efeitos adversos consideraveis no metabolismo de coelhos saudaveis.
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ABSTRACT

RIBEIRO, Joselito Nardy, M.S., Universidade Federal de Vigosa, February,
2001. Propolis, anthocyanin and naringenin effects on normal and
diabetic rabbits. Adviser: Tania Toledo de Oliveira. Committee Members:
Tanus Jorge Nagem and Maria Goreti de Aimeida Oliveira.

Diabetes is a chronic disease characterized by frequent elimination of
urine, excessive thirst, weigh loss and high levels of triacylglycerols and glucose
in the blood. In this work, the effects of propolis and flavonoids were verified on
normal rabbits and on rabbits having diabetes induced by the drug aloxane. The
experiment was divided in three biological assays. In the first assay, the animals
were undergone treatment with propolis in the form of 150 mg tablets and with a
flavonoid mixture, in the form of capsules, containing 10 mg anthocyanin and 10
mg naringenin. In the second assay, other rabbits were undergone treatment
with propolis in the form of 150 mg capsules and with anthocyanin also in 20 mg
capsules. In the third assay, the possibility of adverse effects that the
substances tested in the two previous assays could cause to the mineral,
protein, fat and carbohidrate metabolisms of healthy animals was verified. The
results of the first assay indicated that the application of aloxane caused loss of
corporal weight and increased the triacylglycerol and glucose levels in the blood
plasma of the animals. It was also verified that propolis as well as the flavonoid

mixture produced considerable earnings of corporal weight in the groups of
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animals treated with those substances. Besides, even not being statistically
significant, those substances caused Vvisible reduction in the glucose and
triacylglycerol levels of the rabbits’ blood. In the second assay, an increase of
glucose and triacylglycerol levels in the animals’ blood, as well as loss of
corporal weight, was verified after the application of aloxane. It was also
observed a tendency for propolis and anthocyanin to produce some weight
earnings in the animals. With relation to triacylglycerol and glucose levels, it
was verified a tendency to reduction of those constituents in the blood of the
animals treated with the above mentioned substances, although the results
were not significant from the datistical point of view. Finally, in the third assay, it
was verified that, in general, the substances tested in the two previous assays
did not cause considerable adverse effects on the metabolism of healthy
rabbits.

1. INTRODUGAO

A diabete € uma doenga tdo antiga quanto a propria humanidade. Um
documento meédico egipcio, escrito ha cerca de 3.500 anos e conhecido como
papiro Ebrs, faz referéncia a uma doenca que se caracterizava por eliminacao
frequente e abundante de urina. O grande Aretaeus, médico romano (30-90 da
era cristd), relatou em suas anotagbes uma doenga cujos principais sintomas
eram eliminagdo frequente de urina, sede incontrolavel e emagrecimento,

atribuindo-a a influéncias perniciosas que afetariam a bexiga e os rins. Foi esse

Xiii



médico que criou o termo Dia-betes, que significa “passar através”, pelo fato de
a poliuria, um dos sintomas mais tipicos da doenga, se assemelhar a drenagem
de agua através de um sifao (ARDUINO, 1980).

A diabete € uma das doencas cronicas mais comuns no mundo, que
afeta de forma gravissima ndo apenas a saude do homem, como também a
economia de muitos paises. Em 1997, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
registrou cerca de 142,5 milhdes de casos de diabete em todo o planeta, onde
36,8% desses casos ocorriam em paises do Primeiro Mundo e 63,2% nos
paises em desenvolvimento. No final de 2000, foi estimado que o numero de
casos de diabéticos em todo o planeta era de 154,4 milhdes (PAZ et al., 2000).

A diabete € uma doenca na qual o agucar do sangue se encontra em
niveis elevados quando o paciente esta em jejum, além de ser acompanhado
por alteracbes no metabolismo de carboidratos e também de lipidios e
proteinas. Essas alteracdes sdo uma consequéncia do déficit da secregdo ou
déficit da agéo da insulina (PALLARDO, 1997).

E comum a ocorréncia de niveis elevados de triacilglicerdis em
pacientes portadores de diabete. Esse fendbmeno esta diretamente relacionado
com a reducdo da atividade da lipase lipoprotéica. A funcdo desta enzima é
hidrolisar os ftriacilglicer6is em acidos graxos livres e dlicerol, cuja agéo é
dependente dos niveis circulantes de insulina que se apresenta ausente ou
com acgao ineficaz em portadores de diabete (HOWARD, 1987; ABBATE e
BRUNAEL, 1990).

A droga aloxano, que também ¢é conhecida como 24,5,6-
tetraoxoexaidropirimidina monoidratada, tem sido largamente utilizada como
agente indutor de diabete em modelos animais, desde a descoberta de sua
relativa citotoxicidade para as células beta do péncreas (MORDESS e
ROSSINI, 1981; GORRAY et al., 1986).

Os flavondides s&o substancias encontradas em diversos tipos de
alimentos de origem vegetal, como macga, uva, cebola roxa e outros. Além
disso, eles se apresentam como os pigmentos mais importantes na coloragéo
das flores. Tais substéncias provavelmente ocorrem em todas as angiospermas
(RAVEN et al., 1996; COOK e SAMMAN, 1996; BATLOUNI, 1997).

Tem-se observado que os flavondides exibem grande quantidade de

efeitos farmacoldgicos, como efeito antibacteriano, antiviral (HANASAKI et al.,
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1994), antinflamatério, antialérgico (HOPE et al, 1983; Middleton e
Kandaswami, 1993, citados por COOK e SAMMAN, 1996; HANASAKI et al.,
1994), vasodilatador (DUARTE et al., 1993) e outros.

A propolis € uma resina produzida pelas abelhas (GHISALBERTI,
1979). E uma substancia aromética, cuja temperatura de fusdo oscila entre 64
e 69 °C. A cor varia de acordo com as plantas de origem, podendo ser verde,
cinzenta, preta etc. As abelhas utilizam a prépolis, na colbénia, para varios fins,
como reduzir as aberturas das colméias e embalsamar animais invasores que
sao mortos por abelhas-soldado. A propolis € utilizada também para fins anti-
sépticos (BIRI e ALBERT, 1983; CRANE, 1990).

Verifica-se, através de diversos trabalhos cientificos, que a prépolis
possui inUmeras propriedades farmacoldgicas, como efeito antibacteriano
(GRANGE e DAVEY, 1990), antiviral (AMOROS et al, 1992), antiprotozoario
(STARZYK et al, 1997), antitumoral (FRENKEL et al, 1993), antinflamatério
(DOBOWOLSKI et al., 1991; VOLPERT e ELSTNER, 1996) etc.

O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos de flavondides e da
propolis em coelhos normais e diabéticos. Os flavondides testados foram a
antocianina e a naringenina, sendo a antocianina testada de maneira isolada e
também em associacdo com a naringenina. Foi realizado também um ensaio
toxicologico, para verificar a possibilidade de efeitos adversos causados por
essas substancias sobre o peso corporal e sobre os metabolismos mineral,

protéico, lipidico e de carboidratos de coelhos normais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A diabete

2.1.1. Historico

A diabete € uma doenga conhecida desde a antiglidade. O conhecido
Galeno (131-201 da era cristd) descreveu este mal como consequéncia de uma
fraqueza dos rins. Nesse remoto periodo da histéria, os observadores
relatavam que a hereditariedade era importante, porque muitos membros da
mesma familia eram afetados por essa “doenga da &agua doce”. Em 1776,
Dobson descobriu que o sangue dos diabéticos era adocicado e que a urina
continha acucar fermentavel. Cawley, em 1788, observou pela primeira vez, na
autopsia de um diabético, que o pancreas estava destruido. Rollo, em 1796, foi
o primeiro médico a propor a restricdo dietética no tratamento do diabetes,
assinalando, num paciente, o halito cetdnico (“mag¢d passada”). No século XIX,
Brockman, em seus estudos com peixes, e mais tarde Langerhans, em seus
estudos com humanos, descreveram grupos de células no pancreas como
pequenas ilhas num mar de tecido pancreatico. Essas ilhotas perfazem um
total de 1% do péancreas. Dois cientistas alemaes, Von Mering e Minkowski,
relataram, em 1889, que, se o0 pancreas fosse retirado, o animal em estudo
desenvolveria diabete. Mais tarde, cientistas descobriram que, mesmo se o

pancreas fosse destruido, o animal ndo desenvolveria a diabete se as ilhotas
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fossem preservadas. Em 1921, Banting e Best, trabalhando em Ontario, no
Canada, comegaram um projeto de pesquisa historico e importante. Quando
obtiveram tecido das ilhotas picado e purificado e injetaram o material em um
animal com diabete, observaram que os niveis sanguineos de agucar do animal
baixaram. Isso foi um importante evento para muitos milhares de diabéticos
espalhados pelo mundo todo e assinalou uma nova era no tratamento dessa
doenga. Embora essa descoberta parecesse a solugdo para os problemas da
diabete, tomou-se aparente que a simples administracdo de insulina ndo era
suficiente para alterar o estado basico desta sindrome em muitos pacientes
(KRALL, 1983; ARDUINO, 1980).

2.1.2. A diabete no mundo atual

Até o final de 2000, o numero de casos de diabéticos, no mundo, foi
estimado em 154,4 milhées. De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude
(OMS), este numero chegara a 299,9 milhdes em 2025, quando 76% dos casos
estardo situados em paises do Terceiro Mundo. No Brasil, ha previsdo de que
nesse mesmo espago de tempo o numero de doentes atinja a cifra dos 11
milhdes. Atualmente, os custos econdmicos diretos e indiretos decorrentes dos
gastos com esta doenga, em nosso pais, representam cerca de 5 a 14% do
total direcionado a saude (PAZ et al, 2000). Hoje, o Brasil ja é o sexto
colocado no "ranking" mundial da doenga, enquanto a india, primeira colocada,
conta com um numero preocupante de 50 milhées de doentes portadores desta
sindrome (LUCIRIO e WUSTHOF, 2000).

2.1.3. Caracteristicas gerais da diabete

Os niveis de dglicose sanglinea sdo mantidos pelos carboidratos
provenientes da dieta alimentar e também do glicogénio do figado. Ao penetrar
na corrente sanguinea, a glicose € imediatamente enviada para as células,
onde pode ser utlizada como energia em um processo conhecido como
oxidagdo celular. Além disso, a glicose pode, também, ser convertida em
glicogénio para armazenagem no figado ou musculo em um processo

denominado gliconeogénese. Em outro processo conhecido como lipogénese,
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a glicose € levada para um caminho que resulta na formagao de gordura, que
por sua vez € armazenada no tecido adiposo (MAHAN e KRAUSE, 1994).

Para sair da corrente sanglinea e entrar nas células, a glicose precisa
ser transportada, e esse ftransporte para o interior da maioria das células
depende da presenga de um hormbnio conhecido como insulina, que se
apresenta anexo aos locais receptores nas membranas celulares. Quando
ocorre auséncia de insulina suficiente ou redugdo de sua eficacia, a glicose nao
pode mais atravessar a membrana da célula, e a conseqiéncia disso é que
esse acgucar acaba se acumulando na corrente sanguinea, levando a
hiperglicemia. Foram relatadas algumas excegbes, em que a entrada da
glicose para o interior das células ndo depende da insulina. Esse fato é
observado em células do cérebro, do figado, do cristalino dos olhos, das
hemacias e da medula renal (MAHAN e KRAUSE, 1994).

O conceito de diabete depende da visdo de cada especialista. Para o
patologista, por exemplo, a diabete € uma doengca que afeta todos os tecidos
do organismo, mas em particular os pequenos vasos sanguineos dos rins, dos
olhos e do sistema nervoso. Para o fisiologista, a diabete é uma doenca que
afeta as fungbes de diferentes 6rgaos. No entanto, para um bioquimico, € uma
enfermidade na qual o agucar do sangue se encontra em niveis elevados
quando a vitima esta em jejum, além de ser acompanhado por altera¢gdes no
metabolismo de carboidratos e também de lipidios e proteinas. Para o
geneticista, existe forte predisposicdo hereditaria  dos individuos para
desenvolver diabete, enquanto para o oftalmologista a diabete € a principal
causa de diminui¢ao da visao e da cegueira (KRALL, 1983; PALLARDO, 1997).

Quando se fala em diabete, € preciso ressaltar que ela se divide em
duas categorias. Uma delas, a menos comum, € denominada tipo I,
responsavel por cerca de 5 a 10% de todos os casos da doenga, cujos
sintomas surgem por volta dos sete anos de idade. Por algum motivo ainda
desconhecido, o organismo sofre uma desordem metabdlica, e suas células de
defesa atacam e destroem as células do pancreas, que por sua vez passa a
produzir pouca insulina. Se o paciente ficar sem inje¢cbes desse hormoénio, ele
correra sérios riscos de vida (LUCIRIO e WUSTHOF, 2000).

Ja a diabete responsavel pelo maior nimero de individuos doentes é a

do tipo Il. Ao contrario da diabete tipo |, aqui o pancreas tem pouca
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participagcdo. O problema principal estd no resto do corpo. Afetadas por fatores
externos, as células ficam insensiveis a insulina. O mais importante desses
fatores € a obesidade, cada vez mais comum nos dias de hoje. A gordura afeta
o figado, que tem a fungdo de armazenar a glicose nido aproveitada pelo
organismo; se ele estiver comprometido, pode devolver a corrente sanguinea
um agucar alterado, defeituoso, incapaz de entrar nas células. Outro fator que
costuma predispor a diabete € o passar dos anos, uma vez que, com O
envelhecimento do individuo, as células perdem naturalmente a capacidade de
capturar a glicose na corrente sanguinea. Estima-se que, acima dos 60 anos
de idade, cerca de 17% da populagdo se torna diabética (LUCIRIO e
WUSTHOF, 2000).

2.1.4. O pancreas

O pancreas € um 6rgao que esta situado abaixo e atras do estdmago.
Foi verificado que ele possui duas fungdes bioquimicas principais: em uma
delas, as células exocrinas produzem enzimas digestivas para a secre¢do no
intestino e, em outra, as células enddcrinas produzem e secretam horménios
peptidios que regulam o metabolismo energético em todo o corpo. Esses
horménios produzidos pelo péancreas s&o a insulina, o glucagon e a
somatostatina. A produgdo hormonal ocorre em agregados de células
especializadas, chamadas de ‘"ilhotas de Langerans". Esses agregados sé&o
chamados de ilhotas porque se organizam em pequenas aglomeragdes de
formato irregular dentro do pancreas, 6rgdo que possui cerca de um milhdo
dessas ilhas. Paul Langerans foi o médico alemdo que descreveu essas ilhas
pela primeira vez no ano de 1869. Cada tipo de célula dessas ilhotas produz
um unico hormoénio: as células o produzem o glucagon, as células 3 a insulina

e as células & a somatostatina (KRALL, 1983; LEHNINGER, 2000; LUCIRIO e
WUSTHOF, 2000).
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2.1.5. A insulina

A insulina € um peptidio (M 5.700) com duas cadeias polipeptidicas, A
e B, unidas por pontes dissulfeto. Ela & produzida nas células B do pancreas na
forma de um precursor inativo que possui uma unica cadeia. Esse precursor é
chamado de pré-prodnsulina e apresenta uma sequéncia sinalizadora
aminoterminal, que direciona sua passagem para as vesiculas secretoras. A
remogao proteolitica da sequéncia aminoterminal sinalizadora e a formacao de
trés pontes dissulfeto produzem a pré-insulina, que é armazenada em granulos
secretores nas ceélulas . Quando a concentragdo elevada da dlicose
desencadeia a secrecdo de insulina, a pro-insulina é convertida em insulina
ativa por uma peptidase especifica, que cliva duas ligagcdes peptidicas para
formar a molécula da insulina madura (LEHNINGER, 2000).

A sequéncia de aminoacidos da insulina bovina foi determinada por
Sanger em 1953, trabaho que lhe valeu o Prémio Nobel cinco anos depois.
Esse trabalho abriu caminho para que diversas outras espécies tivessem as
sequéncias de aminoacidos de suas insulinas determinadas. Com isso,
observou-se que as cadeias A das insulinas dos humanos, porcos, caes,
coelhos e do esperma de baleias sdo idénticas. As principais diferencas nas
cadeias A das insulinas ocorrem nas posicdes 8, 9 e 10. Nos humanos, estas
sao Tre-Ser-lleu; em vacas, AlaSer-Val; e em cameiros, Ala-Gly-Val
(SOLOMONS, 1983).

Facilitar a entrada de moléculas de glicose para dentro das células néo
€ a Uunica funcdo da insulina. Ela promove também o armazenamento
subsequente de gordura. Isso ocorre devido ao estimulo provocado pela
insulina na atividade da enzima lipase lipoprotéica, que exerce, entre outras, a
funcdo de facilitar a captagdo de triacilglicerdis pelo tecido adiposo. Na
auséncia de insulina ou ineficacia de sua atividade, a captacdo pelo tecido
adiposo acaba sendo diminuida, e, como consequéncia, aumentam-se o0s
triacilglicerdis no sangue (MAHAN e KRAUSE, 1994).



2.1.6. A diabete e a elevagao plasmatica dos triacilglicerdis

As doengas cardiovasculares lideram as causas de O&bito entre os
individuos diabéticos. Estudos tém evidenciado que a incidéncia de mortalidade
por doenca arterial coronaria em individuos diabéticos é cerca de trés vezes
maior do que a observada na populagdo em geral (PYORAL et al., 1987,
STAMLER et al., 1993).

A diabete confere maior risco para o desenvolvimento de doenca
arterial coronaria, independentemente das faixas etarias e dos niveis de
colesterol analisados. Alteragdes lipoprotéicas, frequentes nesses pacientes e
principalmente  naqueles com controle insatisfatorio, contribuem para
ocorréncia de manifestacdes ateroscleroticas, muitas vezes de forma precoce
(ROSENGREN et al., 1989; RUBIES et al., 1993; STAMLER et al., 1993).

A hipertrigliceridemia representa uma das altera¢des lipoprotéicas mais
comuns na diabete. A elevagado plasmatica dos triacilglicerdis esta diretamente
relacionada a reducdo da atividade da lipase lipoprotéica. Essa enzima é
responsavel pela hidrolise dos triacilgliceréis em acidos graxos livres e glicerol,
e sua acdo esta vinculada aos niveis circulantes de insulina (HOWARD, 1987
ABBATE e BRUNAEL, 1990).

2.1.7. A inducao de diabete em cobaias pela droga aloxano

A droga aloxano, que também ¢é conhecida como 24,5,6-
tetraoxoexaidropirimidina monoidratada, tem sido largamente utilizada como
agente indutor de diabete, em animais-modelo, desde a descoberta de sua
relativa citotoxicidade para as células beta (B) do péncreas (MORDESS e
ROSSINI, 1981; GORRAY et al., 1986).

Estudos morfolégicos evidenciam que, na indugdo da diabete por
aloxano, as células 3 do pancreas sao destruidas, o que resulta, apés um
periodo de aproximadamente cinco dias, em severa e persistente redugdo da
insulina sérica, redugcdo do numero de células 3 no pancreas e nas ilhotas e
perda de peso (GORRAY et al., 1986). A injecéo intravenosa de aloxano causa

rapidamente danos & células (3 das ilhotas. No inicio, ha rapida queda de



glicose no sangue para niveis hipoglicémicos, provavelmente como resultado
da liberagcdo da insulina pelas células ( danificadas. Depois de poucos dias, a
glicose do sangue volta a aumentar, passando a ser usualmente mantida em
niveis elevados. Nesse ponto, as células [ estdo degeneradas, sendo o
conteudo de insulina no pancreas reduzido para niveis muito baixos. O
mecanismo de acdo do aloxano em destruir células 3 ndo esta claro, pois se

sabe que essa substancia também é capaz de produzir danos ao figado e aos
rins (BONDY, 1969).

2.2. Os flavonoides

Os flavondides sé&o substancias encontradas em diversos tipos de
alimentos de origem vegetal. Esses alimentos podem ser, por exemplo, maca,
uva, cebola, repolho, brécolis, vinho tinto etc. Além disso, eles se apresentam
como os pigmentos mais importantes nas cores das flores. Essas substancias,
provavelmente, ocorrem em todas as angiospermas e s&o esporadicamente
encontradas em membros de outros grupos. Nas folhas, os flavonodides
blogueiam a penetragdo da radiacdo ultravioleta, que danifica os acidos
nucléicos e as proteinas. Eles, seletivamente, absorvem luz de cores azul,
verde e vermelha, que sao importantes para a fotossintese (RAVEN et al.,
1996; COOK e SAMMAN, 1996; BATLOUNI, 1997).

Depois que as células fotossintetizantes deixam de existir, os
flavondides sdo liberados e podem ser detectados em sucos e resinas de
plantas. Muitos membros da familia dos flavondides possuem cores atraentes
e, como consequéncia, representam papel fundamental na ecologia das
plantas, tornando flores e frutos atraentes para abelhas e passaros. Nao ha
nenhuma evidéncia de que os flavondides possam ser produzidos em células
animais; eles aparecem em células humanas provenientes de alimentos de
origem vegetal (KUHNAU, 1976).

As plantas evoluiram ao produzir flavondides para exercerem diversas
fungbes, além das ja citadas, como protecdo contra fungos parasitas,
herbivoros, organismos patogénicos e injurias que possam causar oxidagao

nas células vegetais. Essas substancias se tornaram, também, fonte de



alimento para insetos que promovem a polinizacéo (SWAIN, 1986;
HARBORNE, 1986; 1988).

2.2.1. As classes e a estrutura quimica dos flavonéides

Os flavondides constituem um grupo de compostos polifendlicos com
baixo peso molecular. Eles apresentam dois anéis aromaticos de seis
carbonos, que estdo ligados por uma unidade de trés carbonos (Ce-C3-Cs). A
variagdo do estado de oxidacdo da parte Cs e a localizagdo da segunda
unidade aromatica determinam as propriedades e as classes dos flavondides.
Os anéis desse composto séo referidos como A, B e C (Coultate, 1990, citado
por COOK e SAMMAN, 1966; IRAN, 1991; RAVEN et al., 1996).

A estrutura geral dos flavondides pode ser vista na Figura 1. Variagbes
nesse esqueleto basico determinam as dferengas entre os diversos

flavonodides.

Fonte: COOK e SAMMAN (1996)

Figura 1- Estrutura geral dos flavondides.

A maioria das classes dos flavondides apresenta midltiplas variacoes
em suas estruturas devido & substituicbes que ocorrem nessas moléculas.
Tais substituicoes incluem: hidrogenacéo, hidroxilagéo, metilacdo,
malonizagdo, sulfatacdo e dlicosilagdo (HARBORNE, 1986; 1988). Muitos

flavondides ocorrem naturalmente como compostos glicosilados com um ou
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mais grupos hidroxilas fendlicos combinados com residuos de acucar. Os
carboidratos  substituintes podem ser: D-glicose, L-ramnose, glucoramnose,
galactose, lignina e arabinose. A quercitrina, a rutha e a robinina sdo os
flavondides glicosilados mais comuns na dieta (KUHNAU, 1976; HAVSTEEN,

1983; IRAN, 1991).

2.2.2. As antocianinas

As antocianinas sao os pigmentos principais, responsaveis pelas cores
das flores. Muitas dessas substancias se apresentam nas cores vermelho e
azul. Elas sado hidrossoluveis e localizam-se nos vacuolos. A cor de um
pigmento antocianinico depende da acidez encontrada no vacuolo; por
exemplo, a cianidina é vermelha em meio acido, violeta em meio neutro e azul
em meio basico. Em algumas plantas, as flores mudam de cor apds a
polinizagdo, geralmente pela grande produgdo de antocianinas (RAVEN et al.,
1996).

As antocianinas ndo estdo presentes apenas como pigmentos de
flores, mas aparecem também em uvas roxas, morangos, amoras pretas,
jabuticabas, cerejas, casca da batata-doce, cebola roxa, repolho roxo etc.
(FREUND et al., 1988).

2.2.3. A naringenina

A naringenina € um flavondide que pertence a classe das flavanonas.
Essa substancia apresenta-se sem cor e € encontrada, em grande quantidade,
em frutas citricas; sua importancia se deve ao fato de, por reagbes quimicas
simples, darem origem & diidrochalconas, compostos de sabor doce bem

acentuado e substitutos em potencial da sacarose (BOBBIO e BOBBIO, 1995).

2.2.4. O metabolismo dos flavonoides em animais

BRAVO et al. (1994) estudaram a degradacdo dos compostos
polifendlicos, catequinas e acido tanico em trato intestinal de ratos da raca

Wistar. Estes animais foram alimentados com 0,5 g/dia desses compostos
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durante um periodo de trés semanas. Eles observaram a ocorréncia de baixa
fermentacdo dessas substancias na flora intestinal dos animais € que menos
de 5% do que havia sido ingerido de catequinas e acido tanico tinha sido
excretado de forma inalterada, o que indica absorcdo desses compostos por
parte do organismo desses animais.

Embora nio tivessem sido observadas interacbes de catequinas e
acido tanico com proteinas digestivas, foram verificadsa alteragbes no
metabolismo lipidico de ratos alimentados com tais substancias. E postulado
que catequinas influenciam o metabolismo lipidico, por estimularem a excrecao
da bile, que por sua vez possui efeito hipocolesterolémico (MURAMATSU et al.,
1986; BRAVO et al., 1994).

NAGEM et al. (1994) observaram que quando se tratava de ratos, via
intubagdo gastrica, com diversos flavondides, dentre eles a naringenina, ocorria
aumento da sintese de enzimas responsaveis pela metabolizagéo de drogas.

A respeito dos flavondides antocianinas, a Joint Fao/Mho Expert
Commitee on Food Additives (1982), citada por FRINHANI (1998), demonstrou
que essas substéncias s&o pouco absorvidas pelo trato gastrointestinal. A
limitagdo do metabolismo animal de antocianinas pode ser devida a
transformacdes dessas substancias por enzimas produzidas pela flora
bacteriana. Até aquele momento, metabdlitos de antocianinas ainda n&o

haviam sido identificados.

2.2.5. O metabolismo dos flavonoéides em humanos

As informagbes a respeito da absor¢cdo, metabolismo e excrecdo de
flavondides em seres humanos ainda sdo escassas (COOK e SAMMAN, 1996).
Muitos estudos indicaram que a absorgdo dessas substancias ocorre logo apds
a administragdo oral (DAS, 1971), enquanto outros evidenciaram que elas séo
pouco absorvidas, ndo atingem a circulagdo geral e formas inalteradas dessas
substancias apresentam niveis de concentracdes mensuraveis (GUGLER et al.,
1975).

Observou-se que o trajeto dos flavondides pelo trato gastrointestinal e
sua subseqguente absorcdo e metabolismo ainda necessitam de mais estudos.

Alguns polifendis dietéticos, como a quercetina (Gugler e Dengler, 1973;
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Hollman et al, 1993, citados por MILLER e RICE-EVANS, 1997) e as
catequinas (Hackett e Giriffiths, 1985, citados por MILLER e RICE-EVANS,
1997), parecem ser absorvidos pelo homem, mas a extensdo dessa absorgdo
ndo é bem clara. Apesar de os estudos da excrecdo urinaria de flavonodides
administrados oralmente serem empregados por pesquisadores como medida
da absorcdo, a excregdo de flavondides também pode ser demonstrada pela
bile (Ueno et al., 1983, citados por MILLER e RICE-EVANS, 1997). Além disso,
os flavondides podem sofrer degradagéo no intestino para compostos de baixo
peso molecular, como hidroxibenzoatos a hidroxicinamatos, que s&o
rapidamente absorvidos e excretados na urina (Booth et al., 1958, citados por
MILLER E RICE-EVANS, 1997).

GUGLER et al. (1975) investigaram o metabolismo da quercetina em
seis voluntarios (quatro homens e duas mulheres), com idade de 21 a 32 anos.
Ap6s a administragdo oral de uma dose unica de 4 g, ndo foram detectadas
concentragbes mensuraveis deste flavondide ou de seus derivados no plasma
ou na urina. Entretanto, aproximadamente 53% da dose oral foi recuperada nas
fezes, sem sofrer modificacdes, 0 que demonstrou determinada absorcdo da

dose original de quercetina.

2.2.6. Os flavonéides e suas propriedades farmacolégicas

Estudos de diversos pesquisadores tém demonstrado varias
bioatividades de flavondides (HERTOG et al, 1993). Tem-se relatado, por
exemplo, que os flavondides inibem a peroxidagdo de lipidios (RATTY e DAS,
1988; Salvayre et al., 1988, citados por COOK e SAMMAN, 1996) e agregacao
de plaquetas (BERETZ et al., 1986; GRYGLEWSKI et al., 1987; BOURDILLAT
et al, 1988; BERETZ e CAZENAVE, 1988; ROBAK et al., 1988; TZENG et al,
1991). Os flavondides também exercem efeitos antioxidantes, atuando contra
radicais livres (CAVALLINI et al., 1978; FRAGA et al., 1987).

DRENSKA et al. (1989) verificaram que as antocianinas possuem
atividade anticonvulsivante, enquanto TAMURA et al. (1994) demonstraram
que esses flavonoides possuem atividade antiinflamatoria.

NAGEM et al. (1994) investigaram a acdo dos flavonodides

formonometina, biochanina A, genisteina, daidzeina, naringenina, rutina,
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quercetina, morina, genistina, daidzina, quercitrina, kaempherol e isoquercitrina
do cultivar de soja UFV 5 sobre o metabolismo do colesterol, HDL colesterol,
LDL + VLDL, triacilglicerois, fosfolipidios e sobre os sais biliares, quando
administrados em ratos machos da ragca Wistar, por intubagcdo gastrica. Além
disso, eles testaram esses compostos como agentes indutores na sintese de
enzimas metabolizadoras de drogas. Tais pesquisadores observaram que
quercitrina, isoquercitrina, formonometina, biochina A, rutina e quercetina foram
os flavondides que mais influenciaram na diminuicdo dos teores de lipidios.
Com relacdo aos sais biliares, os flavondides quercitrina, isoquercitina,
formonometina, biochina A, rutina e quercetina influenciaram o aumento das
concentragbes desses sais. Tais resultados estdo de acordo com os obtidos
por Cohen et al. (1990), citados por NAGEM et al. (1994), quando testando o
efeito de diferentes proporcdes de alfafa, rica em compostos flavonidicos, na
dieta de animais, observaram que aqueles que ingeriram maior propor¢édo de
alfafa tinham niveis de colesterol e outros lipidios mais baixos e teores de sais
biliares aumentados, 0 que ¢€ vantajoso, pois o0s sais biliares sao os
responsaveis pela emulsdo dos lipidios. Os resultados de NAGEM et al. (1994)
indicaram, ainda, que formonometina, biochanina A, daidzeina, quercetina e
isoquercitrina influenciaram os teores de HDL colesterol e LDL + VLDL
colesterol, apresentando teores mais baixos das fracdes lipidicas analisadas.
Isso € interessante, pois se sabe que a arterosclerose coronariana esta
relacionada a uma alta relagdo LDL:HDL (PINCKNEY e PINCKNEY, 1973).

NAGEM et al. (1994) verificaram, também, que todos os compostos
flavonidicos testados induziram a sintese de enzimas metabolizadoras de
drogas.

OLIVEIRA et al. (1997) verificaram alta acdo de inibicdo da enzima
aldose redutase de E. coli, por parte dos compostos morina e quercitrina, a
uma concentragdo de 10*M desses flavondides. No entanto, verificou-se
também que, a uma concentracdo de 10° M, os flavondides que mais inibiram
a aldose redutase foram: naringenina, rutina e quercetrina. A aldose redutase é
uma enzima que catalisa a redugdo de glicose e galactose, produzindo sorbitol
e dulcitol, respectivamente, usando como co-fator o NADH (Kinoschita, 1965,
citado por OLIVEIRA et al, 1997). Essa enzima tem sido encontrada em

tecidos de animal como comea, retina, sangue etc. A excessiva presenca de
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sorbitol em ratos e humanos diabéticos causa a formagdo de cataratas
(HEYNINGEN, 1959; VARMA e KINOSHITA, 1976; Lemer et al., 1984, citados
por OLIVEIRA et al., 1997).

NAGEM et al. (1999) estudaram a agdo de naringina e dos corantes
naturais antocianina e carmim de maneira isolada e em associagdo no
metabolismo lipidico de ratos adultos machos, da ragca Wistar. Esses
pesquisadores dosaram colesterol, colesterokHDL e ftriacilgliceréis, apos a
administracdo de duas doses dos compostos isoladamente e em misturas. Os
resultados indicaram redugdo estatisticamente significativa dos niveis de
colesterol e triacilglicerois, sobressaindo-se os tratamentos com naringina +
antocianina e naringina + carmin, inclusive com efeitos sinérgicos. Com relagao
aos niveis de colesterol-HDL, aqueles autores observaram elevagdo acentuada
dessa lipoproteina no tratamento com Triton (substancia que foi usada para
inducdo de niveis altos de colesterol nos animais) e que ela ndo apresentou
reducao dos seus niveis com a administracdo das substincias testadas. Isso
foi considerado satisfatério, ja que o colesterol-HDL ¢é responsavel pelo
transporte do colesterol dos tecidos periféricos para o figado, onde é
metabolizado. Ainda assim, embora nado estatisticamente significativo, os
resultados evidenciaram tendéncia de aumento de colesterol-HDL, com énfase
nos tratamentos com naringina + antocianina e naringina isoladamente, que
apresentaram as maiores percentagens de variagdo. Segundo aqueles
pesquisadores, isso, possivelmente, permitira incluir, no futuro, essa classe de
constituintes quimicos na prevengao de doengas cardiovasculares.

LIMA (2000) investigou os efeitos farmacoldgicos dos flavondides e
corantes naturais extraidos do urucum no metabolismo lipidico de coelhos. Os
resultados desse trabalho indicaram acdo eficaz dos flavondides e corantes
extraidos e identificados dos cultivares do urucum no metabolismo lipidico de
coelhos e suas agOes ativadoras sobre a enzima lipase pancreatica in vitro. O
referido autor realizou dois ensaios. No primeiro ensaio foram utilizados
coelhos da raca Nova Zelandia, com alto teor de colesterol
(hipercolesterolemia) induzido por Triton, os quais receberam as substancias
luteolina, apigenina e bixina 30 e 95% de pureza, na dose de 0,01 mol kg™ de
peso corporal, por via intraperitonial. O sangue foi coletado 24 horas apds a

aplicacdo das substancias, e os teores de colesterol, colesterol-HDL e
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triacilglicerois foram analisados no soro desses animais. Todas as substancias
foram eficientes na redugdo do colesterol total, sendo a bixina 30% a
substancia mais eficiente. Essa bixina 30% poderia conter outras substancias,
como luteolina e apigenina, por ndo estar tdo pura como a bixina 95%.

Com relagdo ao colesterol-HDL, LIMA (2000) verificou a eficiéncia da
substancia apigenina em promover maior aumento no nivel desse constituinte
no soro. Tal efeito € benéfico, pois, de acordo com LEITE et al. (1994), esses
niveis de colesterol-HDL constituem um fator de prote¢do nas coronariopatias.

Quanto a redugdo nos niveis de triacilglicerdis, LIMA (2000) obteve
resultado satisfatério com a administracdo da bixina 30%, que reduziu em
88,66% o nivel de ftriacilglicerdis em relagdo ao grupo tratado com ragdo e com
a substancia indutora de hipercolesterolemia (Triton).

Por fim, no segundo ensaio biologico, LIMA (2000) trabalhou com os
flavondides quercetina, rutina, norbixina e bixina 95%. Todas essas
substancias reduziram os teores de colesterol no soro sanglineo dos coelhos,
sendo o melhor resultado apresentado pela bixina. Ja o nivel de triacilglicerol
foi mais reduzido pelas substancias quercetina e rutina e pela associagéo entre
a bixina e a quercetina. A substancia que promoveu maior aumento no nivel de
colesterol-HDL foi o flavonodide rutina. Todos os flavondides testados neste
trabalho apresentaram acédo ativadora da lipase. De acordo com LEHNINGER
(2000), esta enzima catalisa a hidrdlise enzimatica dos triacilglicerois. As
lipases, no intestino, operam na digestdo e absor¢do das gorduras da

alimentagéo.

2.2.7. A toxicologia dos flavonoides

A toxicidade de flavondides para animais e humanos parece ser
extremamente rara, ja que nenhum residuo de flavondide foi encontrado em
acumulo no corpo (KUHNAU, 1976). No entanto, tém-se relatado reacgbes
adversas devido a administragcdo de flavondides em doses farmacoldgicas
crébnicas (JAEGER et al, 1988) quando se excede o recomendado, que é de
23 mg/dia (HERTOG et al, 1993) a 170 mg/dia (KUHNAU, 1976). Efeitos
toxicos tém sido documentados com a administracdo de doses de 1 a

1,5 mg/dia de flavondides, como o cianidanol. Esses efeitos sdo: falha renal
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grave, anemia hemolitica, trombocitopenia, hepatite, febre e reagbes adversas
na pele (CRIQUI e RINGEL, 1994).

CRIQUI e RINGEL (1994) verificaram que, com uma dieta de 2% de
quercetina, ratos desenvolviam céncer de bexiga. No entanto, HIRONO et al.
(1981) ndo observaram essa doenga quando administraram acima de 10%
desse mesmo flavondide na dieta de ratos.

TIMBERLAKE e HENRY (1988), estudando, durante 90 dias, os efeitos
de antocianinas extraidas de uvas Vitis labrusca na reproducdo de caes e
ratos, observaram efeito colateral em caes Beagle machos, no entanto estes
animais consumiram menos alimentos e, por causa disso, perderam massa
corporea durante as cinco primeiras semanas de estudo. Em duas geragdes de
ratos houve perda de paladar e perda de peso de alguns o6rgdos, como o
figado. Entretanto, nenhum efeito colateral foi observado quando se
estabeleceu um nivel de 7,5% de antocianinas na dieta, equivalente a cerca de

5 mg/kg de peso corporal/dia.

2.3. A propolis

A propolis € uma resina produzida por abelhas que misturam as
substancias coletadas de diferentes partes da planta — como brotos, botbes
florais etc. — com as secregbes produzidas em seu organismo, dando origem a
um material de coloragdo e consisténcia variadas (GHISALBERTI, 1979). Tal
substancia se apresenta resinosa, amarga e aromatica, e sua temperatura de
fusdo oscila entre 64 e 69 °C. As abelhas utilizam a propolis na coldnia, onde
pode estar sozinha ou misturada com cera, para construcdo e adaptacdo de
seus ninhos. Esses insetos empregam a propolis para muitos fins, como:
reduzir as aberturas das colméias e embalsamar animais invasores mortos por
abelhas operarias. Em particular, quando o animal intruso é de maior porte e
ndao pode ser removido, ele é, entdo, embalsamado para se evitar a sua
putrefagdo no interior da colméia. As vezes, o apicultor se depara com
cadaveres de animais embalsamados com propolis. As abelhas utilizam a
propolis também para fins anti-sépticos (BIRI e ALBERT, 1983; CRANE, 1990).



2.3.1. Os constituintes da prépolis

A separacgao de fragdes da propolis € dificil por causa da complexidade
de sua composicdo. Uma maneira comum de se extrair a propolis € a que
utiliza alcool, em que se tém uma fragcdo soluvel conhecida como balsamo de
propolis e uma fragcdo insoluvel, conhecida como cera (GHISALBERTI, 1979).
Atualmente, o extrato mais comum de propolis é aquele de onde esta é
extraida com etanol. Outros solventes tém sido utilizados para extracdo da
propolis, com o objetivo de se separar e identificar seus constituintes
(VILLANUEVA et al, 1964; CIZMARK e MATEL, 1970; HLADON et al., 1980;
BANKOVA et al., 1983, 1988, 1989; MANOLOVA et al, 1985; ANDRICH et al.,
1987; CORTANI, 1987, 1991; GRUNBERGER et al, 1988; NEYCHEV et al,
1988; Ross, 1990, citado por MARCUCCI, 1995).

GREENAWAY et al. (1990) identificaram, entre outros, o flavondide
naringenina num extrato de propolis. Ja VILLANUEVA et al. (1970)
identificaram o flavondide pinocembrina, que também foi identificado por
TAZAWA et al. (1998), numa pré polis proveniente do Estado de Minas Gerais.

GREENAWAY et al. (1991) identificaram mais de 150 constituintes da
propolis proveniente do leste e centro europeu, usando para isso cromatégrafo
a gas acoplado ao espectrofotbmetro de massa (GC-MS). Entre esses
compostos foram encontrados varios tipos de flavondides.

TATEFUJI et al. (1996), utiizando técnicas como CLAE (HPLC), RMN-
C™, RMN-H' etc., isolaram e identificaram alguns compostos constituintes da
propolis obtida da regido de Manaus, no Estado do Amazonas. Esses
compostos foram os seguintes: acido 5 cafeoilquinico, acido clorogénico, acido
4- cefeoilquinico, acido 4,5- dicafeoilquinico, acido 3,5 dicafeoilquinico e acido
3,4 dicafeoilquinico.

TAZAWA et al. (1998), estudando a prépolis brasileira proveniente do
Estado de Minas Gerais, conseguiram isolar e identificar 24 compostos,
utilizando para isso técnicas como RMN-C'3, RMN-H', CLAE (HPLC), UV etc.
Essa prépolis foi extraida com etanol 75%. Entre esses compostos foram
encontrados os flavondides pinocembrina, diidrokaempferideo, kaempferideo,

isosakuratenina e betuletol.
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Outros diversos autores, que contribuiram enormemente para separar
e identificar inimeros constituintes da propolis, sdo citados por MARCUCCI
(1995).

2.3.2. A propolis e seus fins terapéuticos

Por centenas de anos, varios povos tém empregado a propolis para
diversos fins medicinais (GHISALBERTI, 1979). Hoje, isso pode ser verificado
através de diversos ftrabalhos cientificos, que relatam inimeras propriedades
farmacolégicas da propolis, como os efeitos antibacteriano (GRANGE e
DAVEY, 1990), antiviral (AMOROS et al., 1992), antiprotozoario (STARZYK et
al., 1997), antitumoral (FRENKEL et al., 1993), antinflamatério (DOBOWOLSKI
et al., 1991; VOLPERT e ELSTNER, 1996), regenerador do tecido cartilaginoso
(SCHELLER et al., 1977), inibidor de formacdo de radicais livres (SCHELLER
et al., 1989; VOLPERT e ELSTNER, 1993) etc.

Um efeito hepatoprotetor por parte da propolis também tem sido
observado por efeito de destruicio de radicais livres (GONZALEZ et al., 1995).

Em muitos animais, tem-se induzido a diabete melitus, usando para
isso a droga conhecida como estreptozocina (STZ), que estimula a produgéo
de radicais livres que causam a destruicdo e disjuncdo de células B
pancredticas (TURK et al., 1993; UCHIGATA et al, 1982; KANETO et al.,
1995). No entanto, MATSUSHIGE et al. (1996) verificaram que o nivel de
destruigdo de células [3 por STZ foi bem menor na presenca de propolis e que o
resultado obtido com extrato aquoso de propolis foi mais satisfatério do que o
com extrato alcodlico contendo metanol e prépolis.

MATSUNO et al. (1997) extrairam um composto de uma propolis
brasileira, o qual foi denominado PRF-1 e teve seu peso molecular estimado
em mais de 30 kD. Foi verificado que esse composto absorve no UV no
comprimento de onda de 260-280 nm. Esse composto se mostrou agente
antioxidante, podendo auxiliar no tratamento de doengas cronicas, como
diabetes e hepatite. Também, mostrou-se citotéxico para células de carcinomas

hepaticos e de pulm&o.
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HIGASHI e CASTRO (1994) constataram que um extrato de propolis
obtido da Sigma Chemical foi eficiente no combate ao parasita Trypanosoma
cruzi, que é o agente causador do malde-chagas.

Muitas substancias presentes na prépolis tém diversas atividades
biologicas, dentre elas os flavondides. Os efeitos bioquimicos destas
substancias podem ser divididos em quatro categorias: capacidade de ligar-se
a metais pesados, catalisar transporte de elétrons, habilidade de ligar-se a
radicais livres e afinidade de ligarr-se a polimeros biolégicos (HAVSTEEN,
1983).

2.3.3. A toxicidade da prépolis

A intfroducdo de um composto com fins terapéuticos, tanto em
medicina humana como veterinaria, requer uma série de estudos, que tém por
finalidade demonstrar ndo somente o lado benéfico deste composto, mas
também seus possiveis efeitos colaterais, ou seja, um estudo da sua toxicidade
€ imprescindivel para que ele seja definitivamente utilizado como farmaco
(HOLLANDS et al., 1991).

Quando se faz uso da prépolis em quantidades exageradas ocorrem
efeitos colaterais (MONTI et al., 1983; MACHACKOVA, 1985; TOSTI et al.,
1985; YOUNG, 1987; HAY e GREIG, 1990). A propolis contém alguns
compostos que podem ocasionar algum efeito tdxico: a dermatite, que ocorre
em apicultores, € bem conhecida (HAUSEN et al., 1987ab).

HAUSEN et al. (1987b) observaram a incidéncia de cerca de 200
casos, em humanos, de dermatite alérgica ocasionada pelo contato desses
individuos com a propolis. Eles identificaram a substancia acido 1,1-
dimetilalilcaféico (LB- 1) e responsabilizaram-na por essa alergia.

Schmalle et al. (1986), citados por MARCUCCI (1995), encontraram na
propolis outro composto responsavel por reagbes alérgicas, o qual foi
denominado tectocrisina; eles identificaram-no como sendo um flavondide. A
sensibilidade com relacao a essa substancia foi considerada baixa.

Uma administragdo oral adequada de prépolis, sem exageros, pode
evitar as reagoes alérgicas decorrentes da ingestdo dessa resina (ANGELINI et
al., 1987; HAUSEN et al., 1987ab; KLEINHANS, 1987).

XXXiii



DOBOWOLSKI et al. (1991), administrando uma dose oral de
aproximadamente 700 mg kg’ de propolis em 10 ratos (5 fémeas e 5 machos)
e monitorando esses animais por 48 horas, verificaram que a dose foi bem
tolerada e nenhuma morte ocorreu durante esse tempo.

HOLLANDS et al. (1991), realizando estudo da toxicidade de prépolis
cubano em ratos, observaram alteragdo de uréia no soro sanglineo dessas
cobaias. Eles explicaram que os resultados que indicaram alteragdo na uréia
sérica eram devidos ao alcool etilico pesente no extrato de prépolis que esses
animais ingeriram diariamente durante trés meses. No entanto, afirmaram,
também, que a propolis exerceu alguma influéncia nos niveis de uréia no soro
sanguineo, pois havia animais que tinham sido tratados somente com agua e o
nivel de uréia sérica deles se apresentou inferior ao daqueles animais tratados
com solugdo aquosa de propolis, ou seja, o nivel de uréia sérica em animais
tratados com extrato aquoso de propolis se apresentou menor do que daqueles
tratados com extrato alcodlico, porém foi maior que daqueles animais tratados
s6 com agua.

ARVOUET-GRAND et al. (1993) verificaram que a administracdo oral
de propolis em diferentes doses demonstrou que a dose letal (DLsp) com
extrato de propolis foi superior a 7.340 mg/kg em camundongos. Resultados
anteriores, com valores menores, foram obtidos por HRYTSENKO et al. (1977),
ou seja, de DLsp= 2.050 mg/kg e DLipp= 2.750 mg/kg. Tais disparidades de
valores chamam a atencdo para a padronizacdo de extratos de propolis. E
importante que os métodos de extragdo, estocagem e fonte sejam
padronizados. Trabalhos de pesquisadores russos utilizando extratos de
propolis demonstraram que extratos etéricos dessa substancia, testados em
camundongos brancos nas doses de 350 mg/kg, ndo foram toxicos. No
entanto, extratos alcodlicos e etéricos de propolis, apdés 19 horas de
administragdo, apresentaram DLsy na dose de 700 mgkg (GHISALBERTI,
1979).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Etapas do experimento

Este experimento foi dividido em trés ensaios biolégicos. No
primeiro, verificaram-se os efeitos da propolis em forma de comprimido
de 150 mg e da mistura dos flavondides antocianina (10 mg) e naringenina
(10 mg), em forma de capsulas, em coelhos diabéticos. Neste ensaio foi
medido o peso corporal dos animais, como também dosados os niveis de
trialcilglicerdis e glicose no soro sangiineo dessas cobaias aos 0, 7, 14,
21, 28 e 35 dias.

No segundo ensaio, investigaramse os efeitos da prépolis (150
mg) em forma de capsulas e do flavondide antocianina (20 mg), também
nessa forma, em coelhos diabéticos. Os procedimentos realizados foram
idénticos ao do primeiro ensaio.

O terceiro ensaio foi realizado com a finalidade de verificar os
possiveis efeitos colaterais que as substincias testadas nos dois ensaios
anteriores pudessem ocasionar no peso corporal e nos metabolismos
lipidico, mineral, protéico e de carboidratos de coelhos normais. Para
isso, realizou-se a pesagem dos animais e dosaram-se os niveis de
triacilglicerdis, colesterol HDL, colesterol LDL, colesterol total, glicose,
proteina total, albumina, transaminase glutdmico piravico (TGP),

transaminase glutdmico oxaloacético (TGO), gama-glutamil transferase
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(gama-GT), calcio, fosforo e cloretos nos soros sangiiineos desses
animais aos 0, 15 e 30 dias.

3.2. Primeiro ensaio bioldgico

Este ensaio teve como objetivo testar os efeitos da propolis, em
comprimidos de 150 mg, fornecida pela CONAP (Cooperativa Nacional de
Apicultores) da Cidade de Belo Horizonte, MG, e da mistura, em forma de
capsulas, dos flavondides antocianina de 10 mg e naringenina de 10 mg
em coelhos diabéticos. A antocianina foi doada pela industria Christian
Hansen. Essa substincia consiste de um corante em forma de poé
proveniente de uva roxa, que é hidrossoluvel e freqiientemente utilizado
na industria de alimentos. As principais antocianinas contidas nesse poé
sao peonidina, malvidina, delfinidina e petunidina. A naringenina em
forma de pé é proveniente de laranja e foi obtida, também, da industria

Christian Hansen.

3.2.1. Periodo de adaptacao dos animais

Foram utilizados, para este primeiro ensaio biolégico, 24 coelhos
machos albinos com aproximadamente dois meses de idade, da raca
Nova Zelandia, fornecidos pelo Setor de Cunicultura da Universidade
Federal de Vigosa, em Vigosa, MG.

Apos a chegada desses animais no Laboratério de Biofarmacos,
eles foram acondicionados em gaiolas individuais. Ai permaneceram, a
temperatura ambiente, por cinco dias, para adaptagao, recebendo agua a
vontade e sendo alimentados, diariamente, com 120 g de ragao para
coelhos nas diversas fases da criagdao, da marca Linha Natural da Purina.
Essa racdao continha, de acordo com o fabricante, por quilograma do
produto: ferro 30 mg, cobre 25 mg, zinco 260 mg, manganés 100 mg, iodo
2 mg, cobalto 1,5 mg, vitamina A 8.000 Ul, vitamina I 1.500 UIl, vitamina E
20 Ul, colina 900 mg, niacina 40 mg, acido pantoténico 12 mg, riboflavina
3 mg, vitamina B1; 4 mcg e antioxidante 100 mg. Além disso, o fabricante
revelou que o produto possui 13,0% de umidade, 14,0% de proteina bruta,

1,5% de extrato etéreo, 20,0% de matéria fibrosa, 15% de matéria mineral,
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2,5% de calcio e 0,5% de fésforo. A composicdo basica dessa ragao era:
alfafa desidratada, carbonato de calcio, farelo de arroz, farelo de soja,
farelo de trigo, fosfato bicalcico, milho integral moido, cloreto de sédio
(sal comum), melago, premix mineral vitaminico e refinazil.

3.2.2. Primeiro dia de experimento e medida de peso corporal

Apods cinco dias de adaptagado, os animais ficaram em jejum por 12
horas, apés o que seus pesos foram medidos, para verificar se no
decorrer do experimento esses animais ganhariam ou perderiam massa
corporal. Para essa medida, utilizou-se uma balanga da marca Digipeso
DP 3000, com capacidade maxima de 15 kg e minima de 125 g com

divisao de 5 g.

3.2.3. Primeira quantificagéo de triacilglicerdis e glicose

Ap6és a pesagem, os 24 animais foram submetidos a primeira
dosagem de triacilgliceréis e glicose. Essa primeira dosagem teve como
objetivo verificar qual a concentragdo normal desses constituintes no
sangue dos coelhos antes de terem sido submetidos a droga aloxano que
induz a diabetes.

Para essa dosagem, cada animal foi imobilizado, cujo sangue foi
retirado, introduzindo-se um tubo capilar na regidao dos olhos do animal,
conhecida como “plexo venoso oftalmico”. Apés a introducao do tubo, a
cabeca do animal foi tombada, e o sangue escorreu, através do capilar,
para um tubo de ensaio devidamente esterilizado e numerado. Esse
procedimento nao afetou a visao do animal.

Apés a retirada de sangue, os tubos de ensaio foram colocados
dentro de uma caixa de isopor com gelo e levados para uma centrifuga
com velocidade maxima de 7.000 rom. O sangue foi centrifugado a 3.000
rpm por 15 minutos, a temperatura ambiente. Apds a centrifugagao,
retiraram-se 500 pL do sobrenadante (soro), os quais foram transferidos
para uma pequena cubeta de plastico, para a dosagem de triacilgliceréis e
glicose.
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3.2.3.1. Dosagem de triacilglicerois

A dosagem dos triacilglicerois séricos foi realizada por via
inteiramente enzimatica, utilizando-se "kits" da marca BIOLAB e o
aparelho de dosagens multiparamétrico, conhecido como Alizé.

O principio do método foi o seguinte: a enzima lipase degradou o
triacilglicerol em glicerol e acidos graxos. O glicerol obtido reagiu com
ATP, em presenga da glicerolquinase, gerando o glicerol 3 fosfato e ADP.
O dglicerol 3 fosfato foi oxidado a diidroxiacetonafosfato, pela glicerol
fosfato oxidase, liberando agua oxigenada. Esta, juntamente com
paraclorofenol e amino+4-antipirina, em presenga da peroxidase,
transformou-se no cromogénio (que absorve em comprimento de onda de
505 nm), liberando agua. Esse processo pode ser assim sumarizado:

lipase

Triacilglicerol —————p Glicerol + acidos graxos

Glicerol + ATp —dlcerolauinase - w0010l 3 fosfato + ADP

glicerol 3 fosfato oxid}ase

Glicerol 3 fosfato Diidroxiacetonafosfato +

H20;

. .. id A =
H,O, + paraclorofenol + amino-4-antipirina—"2"°§°?°® Cromogeénio +

H20

3.2.3.2. Dosagem de glicose

Na andlise de glicose, também se utilizaram o "kit" da marca
BIOLAB e o aparelho de dosagens multiparamétrico Alizé. As reagées que

ocorreram foram as seguintes:

e+ glicose oxidase

Glicos Acido glucénico + H,0,
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peroxidase

H,O, + fenol + amino-4-antipirina +———p Cromogénio +
H.0

3.2.4. Inducio de diabete pela droga aloxano

Apoés a primeira andlise de sangue e ainda em jejum, 18 coelhos
receberam a droga aloxano (Sigma). O objetivo da aplicacdo dessa droga
foi induzir a diabetes nos animais. Seis coelhos nao foram submetidos ao
aloxano, os quais formaram o grupo-controle, que s6 recebeu ragao e foi
denominado grupo G1. O aloxano foi preparado da seguinte maneira: o pé6
de aloxano foi dissolvido em agua destilada numa concentragao de
100 mg mL". Para que o p6 se dissolvesse corretamente, ele foi colocado
num recipiente em banho-maria a 37 °C. Apds a dissolugao, aplicaram-se
100 mg kg de peso do animal, ou seja, um animal com 1,5kg recebeu
uma dosagem de 1,5mL de aloxano. Para realizar essa aplicagdo, o
animal foi imobilizado em uma guilhotina de madeira. Essa aplicagao foi
feita na veia marginal de uma das duas orelhas do coelho, com cuidado,
pois o produto é muito téoxico e, quando entra em contato com a pele,
forma uma cor résea.

Decorridas trés horas, os animais foram alimentados com 120 g de

ragao.
3.2.5. Aplicagéo de glicose 50% para evitar a hipoglicemia

Apés trés horas da aplicagio da droga aloxano, foram
administrados via injecdo intraperitonial, em cada um dos 18 animais,
10mL da solugdo 50% de glicose da Merck. Esse procedimento foi
repetido por mais duas vezes a cada quatro horas e teve como objetivo
evitar a hipoglicemia (que leva os animais a morte), que surge apds as
primeiras horas de aplicagdo da droga aloxano. Essa hipoglicemia ocorre
porque, de acordo com BONDY (1969), as células B destruidas pelo

aloxano langam, inicialmente, grande quantidade de insulina no sangue.
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Apés o consumo dessa insulina, o nivel de glicose volta a subir e
ultrapassa o normal.
Apés a aplicagao da glicose, os animais permaneceram por uma

semana alimentados, diariamente, com 120 g de ragao.

3.2.6. Segunda pesagem e exame de sangue

Apos sete dias de aplicagdo da droga aloxano, foram realizadas a
segunda pesagem e a dosagem de triacilglicerol e glicose no sangue,
para verificar a indugcdo da diabete. O procedimento de analise foi o
mesmo descrito anteriormente, e todos os animais apresentaram niveis

altos de glicose em relagao ao grupo-controle.

3.2.7. Separagao dos grupos para tratamentos

Apés a constatagcdo de que os animais estavam diabéticos, eles

foram separados, de acordo com os seguintes grupos:

Grupo 1 (G1): foi composto por seis animais saudaveis, que nao

foram submetidos a aplicagdo da droga aloxano.
Este grupo recebeu apenas 120g de racao
diariamente e agua a vontade.

Grupo 2 (G2): foi composto por seis animais diabéticos, que

receberam apenas 120 g de ragao diariamente e agua

a vontade.

Grupo 3 (G3): foi composto por seis animais diabéticos, que

receberam 120g de ragdo, um comprimido de
propolis de 150 mg diariamente e agua a vontade.

Grupo 4 (G4): foi composto por seis animais diabéticos, que

receberam 120g de racdo, uma capsula contendo a
mistura de antocianina 10mg + naringenina 10 mg

diariamente e agua a vontade.
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Apés a separagdo dos grupos, iniciou-se o tratamento com as
substancias. As pesagens e as dosagens de triacilgliceréis e glicose

foram realizadas novamente aos 14, 21, 28 e 35 dias.

3.3. Segundo ensaio bioldgico

Neste ensaio foram utilizados 24 coelhos machos, albinos, da raca
Nova Zelandia, com idade entre dois e trés meses, provenientes do Setor
de Cunicultura da UFV. Os procedimentos realizados foram idénticos aos
do primeiro ensaio, s6 que agora as substancias testadas nos animais
diabéticos foram: propolis em forma de capsulas de 150 mg e antocianina
em forma de capsulas de 20 mg, em que a antocianina foi a mesma
utilizada no primeiro ensaio e o pé de préopolis foi obtido a partir da
préopolis bruta coletada na Cidade de Itapecerica, no Estado de Minas
Gerais. Tal prépolis foi coletada pelo método CPl (Coletor de Prépolis
Inteligente).

Apés a constatagdo de que todos os coelhos ficaram diabéticos,

os grupos foram separados da seguinte maneira:

Grupo 5 (G5): foi formado por seis animais saudaveis, que

receberam 120 g de ragdo diariamente e agua a

vontade.

Grupo 6 (G6): foi formado por seis animais diabéticos, que

receberam apenas 120g de ragcdao diariamente e

agua a vontade.

Grupo 7 (G7): foi formado por seis animais diabéticos, que

receberam 120 g de racdo e uma capsula de prépolis

de 150 mg diariamente, além de agua a vontade.

Grupo 8 (G8): foi formado por seis animais diabéticos, que

receberam 120g de ragdo e uma capsula de
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antocianina de 20mg diariamente, além de agua a
vontade.

3.4. Terceiro ensaio biolégico

Este ensaio teve como objetivo verificar se as substancias
testadas nos dois ensaios anteriores provocam algum efeito adverso no
peso corporal e nos metabolismos mineral, protéico, lipidico e de
carboidratos de coelhos normais. Para isso, os animais tiveram suas
massas corporeas medidas, além de serem dosados os constituintes do
sangue: triacilgliceréis, colesterol total, colesterol-HDL, colesterol-LDL,
glicose, proteina total, albumina, TGP, TGO, fosforo, calcio, cloro e gama-
GT. Neste ensaio foram utilizados 30 coelhos saudaveis, machos e
albinos da raga Nova Zelandia, com idade em torno de dois meses. Os
procedimentos realizados nesta etapa foram idénticos aos conduzidos
nos dois ensaios anteriores, com exceg¢dao da aplicacdo da droga aloxano,

que nao ocorreu neste terceiro ensaio.

Os 30 coelhos foramdivididos nos seguintes grupos:

Grupo 9 (G9): foi composto por seis animais, que receberam

apenas 120 g de ragao diariamente e agua a vontade

(grupo-controle).

Grupo 10 (G10): foi formado por seis animais, que receberam

120 g de ragcao e uma capsula de 100mg de talco
farmacéutico diariamente, além de agua a vontade.
Neste grupo, verificou-se que houve algum efeito
deste talco (usado para completar os volumes de
todas as capsulas das substincias testadas

anteriormente) no metabolismo dos animais.
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Grupo 11 (G11): foi formado por seis animais, que receberam

120g de ragcdo e uma capsula de propolis de
150 mg diariamente, além de agua a vontade.

Grupo 12 (G12): foi formado por seis animais, que receberam

120 g de ragdo e uma capsula de antocianina de
20 mg diariamente, além de agua a vontade.

Grupo 13 (G13): foi formado por seis animais, que receberam

120 g de ragdo e uma capsula contendo a mistura
de 10mg de antocianina + 10mg de naringenina

diariamente, além de agua a vontade.

A pesagem dos animais e os exames de sangue foram realizados
aos 0, 15 e 30 dias.

Neste terceiro ensaio biolégico, foram dosados triacilgliceréis e
glicose da maneira descrita anteriormente, além de outros constituintes,

que serao descritos nos topicos subseqiientes.

3.4.1. Dosagem de triacilglicerdis e glicose

Estas dosagens foram realizadas da mesma forma como descrito
nos ensaios anteriores, utilizando-se o aparelho Alizé e "kits" da marca
BIOLAB.

3.4.2. Dosagem do colesterol total

Na andlise colorimétrica do colesterol foran utilizados o "kit" da
marca BIOLAB e o aparelho Alizé. O soro foi obtido pela centrifugagcao do
sangue. Esta andlise baseou-se na transformagdo do colesterol
esterificado em colesterol e acido graxo, mediado pela enzima colesterol
esterase. O colesterol formado foi oxidado pela enzima colesterol oxidase

em colesterol4-ona-3, liberando agua oxigenada. Esta, juntamente com o
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fenol e amino-4-antipirina, pela agcao da peroxidase, foi transformada no
cromogénio (que absorve em 500nm) e em agua, segundo o esquema

abaixo:

colesterol eskrase

Colesterol esterificado Colesterol + acido

graxo

Colestero| —<olesteroloxidase, ¢ e sterol-4-ona-3 + H,0,

peroxidase

H,O; + fenol + amino-4-antipiina ———— & Cromogénio + H,O

3.4.3. Dosagem de colesterol-HDL

O método desta dosagem se baseou na precipitagio dos
quilomicrons e das lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e de
baixa densidade (LDL) contidos no soro a ser analisado, pela adigcdo de
50puL do acido fosfotungstico (40 gL') na presenca do ion magnésio
(100gL" de MgCk) em pH6,2. Apés a adigio do acido fosfotiingstico na
presenga do ion magnésio, deixou-se a mistrura em repouso por 10
minutos e a centrifugou a 5.000rpm por 15 minutos, a temperatura
ambiente. O sobrenadante obtido pela centrifugacdo continha as
lipoproteinas de alta densidade (HDL), cujo colesterol foi determinado
pelo mesmo processo descrito anteriormente, na dosagem de colesterol
total.

Foram utilizados "kit" da marca BIOLAB e o aparelho Alizé.
3.4.4. Dosagem de colesterolLDL

O método de dosagem se baseou na separagdo das proteinas de
baixa densidade (LDL) e na determinagdo do colesterol ligado a essas
fracoes. Neste caso, adicionou-se em 50puL do soro 1mL de um
precipitante que contém surfactante anidnico policiclico (0,4 gL™),

surfactante  aniénico  policiclico policondensado (0,8gL”), dioxano
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polissubstituido (124mmolL") e tampdo imidazol pH 6,10 (25mmolL™).
Apés a adicao do precipitante no soro, a mistura foi deixada em repouso
por 30 minutos, a temperatura de 2 °C.

Apés o repouso, centrifugou-se a mistura por cinco minutos a
4.000 rpm, a temperatura ambiente. Separou-se o sobrenadante, depois
da centrifugagao, invertendo tudo e descartando o sobrenadante.
Dissolveu-se o precipitado com 0,5mL de um reativo composto de citrato
trissédico (0,15 mol L") e cloreto de sédio (0,11 mol L).

O precipitado que foi solubilizado continha as lipoproteinas de
baixa densidade (LDL), cujo colesterol foi determinado pelo mesmo
processo descrito na dosagem do colesterol total.

Para esta dosagem, utilizaramse "kit" da marca BIOLAB e o

aparelho Alizé.
3.4.5. Dosagem de proteina total

A proteina total do soro foi dosada, colorimetricamente, pelo
método do tipo Biureto, que consiste em complexar a proteina com sais
de cobre em meio alcalino, formando um complexo de coordenagao entre
o ion cuprico e quatro grupos NH das cadeias peptidicas. Esse complexo
absorve em um comprimento de onda de aproximadamente 545 nm.

Para ser realizada esta dosagem, foi utilizado o equipamento de
dosagens multiparamétrico de bioquimica (Alizé), bem como o "kit" da
marca BIOLAB.

3.4.6. Dosagem de calcio

A dosagem colorimétrica do calcio, presente no soro sangiineo
dos coelhos, sem desproteinizagdo, foi determinada pelo indicador azul-
de-metiltimol. Esta analise foi realizada com a adicio da 8-
hidroxiquinoleina, para que se pudesse evitar a interferéncia dos ions
magnésio até uma concentragio de 10 mg dL™.

Para realizagcao desta dosagem, foi utilizado o equipamento de
dosagens multiparamétrico de bioquimica (Alizé), bem como o "kit" da
marca BIOLAB.
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3.4.7. Dosagem da transaminase glutamico piravico (TGP)

A determinagcdo cinética da atividade da TGP se baseia na
conversao da L-alanina e a cetoglutarato em piruvato e L-glutamato,
mediada pela TGP. O piruvato formado reage com NADH e o ion hidrénio,
produzindo L-lactato e NAD®', numa recdo catalisada pela lactato

desidrogenase (LDH), segundo as seguintes reagoes:

L-alanina + a cetoglutarato —>‘TGP Piruvato + L-glutamato

Piruvato + NADH + H % Lactato + NAD*

Para ser feita a dosagem, foram utilizados o equipamento de
dosagens multiparamétrico de bioquimica (Alizé) e o "kit" da marca
BIOLAB.

3.4.8. Dosagem da transaminase glutamico oxalacético (TGO)

A deteminacao cinética da atividade da TGO se baseou na
conversao da L-aspartato e a cetoglutarato em oxaloacetato e L-
glutamato, mediada pela enzima TGO. O oxalacetato formado reage com
NADH e o ion hidrénio, produzindo L-malato e NAD*, numa reagio

catalisada pela enzima malato desidrogenase (MDH), segundo as reagoes

L-aspartato + a cetoglutarat%:gGO Oxaloacetato + L-
glutamato
Oxaloacetato + NADH +H %’-malato + NAD*

Para ser feita a dosagem, foram utilizados o equipamento de

dosagens multiparamétrico de bioquimica (Alizé) e o "kit" da marca
BIOLAB.
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3.4.9. Dosagem de fosforo

Resumidamente, o principio desta dosagem é baseado no fato de
que, em meio acido, os ions fosfatos formam com o molibidato de aménia
um complexo fosfomolibdico, cuja absorbancia ocorre a 340nm e é
proporcional a concentragdo de ions fosfatos nas amostras de soro. Para
essa dosagem, utilizaram-se, também, o "kit" da marca BIOLAB e o

aparelho Alizé.
3.4.10. Dosagem da gamaglutamil transferase (gamaGT)

A gamaGT é uma enzima que catalisa a transferéncia do

grupamento glutamil da gama-glutamil P-nitroanilida (gama GPNA) para a
glicilglicina (GG), formando gama-glutamil-glicilglicina (gama GGG) e P-
nitroanilina (PNA).

Gama GPNA + GG -#*™CT_ Gama GGG + PNA

A liberagio da PNA é diretamente proporcional a atividade da
gama glutamil transferase (gama GT) na amostra, sendo determinada
através do produto corado (que absorve em 530 nm).

Para esta dosagem foram utilizados o "kit" da marca BIOLAB e o

aparelho Alizé.

3.4.11. Dosagem de cloretos
Os ions cloreto reagem com tiocianato de mercurio formando

cloreto de mercurio e ions tiocianato, que reagem com os ions férrico

formando tiocianato férrico, de cor amarela (que absorve em 470 nm),
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proporcional a concentragao de cloretos na amostra de soro. Para esta
dosagem, utilizaram-se, também, o "kit" da marca BIOLAB e o aparelho

Alizé.

3.4.12. Dosagem de albumina

Em presengca de albumina, o indicador verde-de-bromocresol

forma um complexo corado, que exibe um espectro de absorcao diferente
do indicador na forma livre. A concentragdo deste complexo (que absorve
em 630nm) é proporcional a concentragdao da albumina na amostra de
soro. O "kit" da marca BIOLAB e o aparelho Alizé também foram

utilizados nesta dosagem.
3.5. Tratamentos estatisticos dos dados obtidos

3.5.1. Primeiro ensaio bioloégico

O primeiro ensaio biologico foi realizado segundo o delineamento
inteiramente casualizado, com quatro tratamentos (G1 = ragdo, G2 = ragao +
aloxano, G3 = ragdo + aloxano + propolis 150 mg em forma de comprimido e
G4 = ragdo + aloxano + a mistura em forma de capsulas de antocianina 10 mg
+ naringenina 10 mg), em seis repeti¢des.

O peso dos animais, a glicose e o triacilglicerol foram avaliados aos 0,
7,14, 21,28 e 35 dias.

Procedeuse a andlise de variancia e ao teste F (P<0,05 e P<0,01). Os
grupos-controle (G1 e G2) foram comparados entre si por meio do teste F,
assim como o0s grupos-tratamento G3 e G4. A comparagdo dos grupos-
tratamento com os grupos-controle foi realizada por meio do teste de Dunnett a
5% de probabilidade.

O efeito do tempo foi verificado por meio de anadlise de regressao,
utilizando-se a técnica de polindmios ortogonais, e o0 modelo mais adequado foi
escolhido com base no coeficiente de determinacdo (R?) e na significancia dos
coeficientes de regresséo pelo teste t a 1 e 5% de probabilidade,

respectivamente.
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3.5.2. Segundo ensaio biolégico

O segundo ensaio biolégico foi realizado conforme o
delineamento inteiramente casualizado, com quatro tratamentos (G5 =
ragao, G6 = ragao + aloxano, G7 = racao + aloxano + prépolis 150 mg em
forma de capsula e G8 = ragcao + aloxano + antocianina 20 mg em forma
de capsula), em seis repeticoes.

O peso dos animais, a glicose, o colesterol total e o triacilglicerol
foram avaliados aos 0, 7, 14, 21, 28 e 35 dias.

Procedeu-se a andlise de variancia e ao teste F (P<0,05 e P<0,01).
Os grupos-controle (G5 e G6) foram comparados entre si por meio do
teste F, assim como os grupos-tratamento (G7 e G8). A comparagao dos
grupos-tratamento com os grupos-controle foi realizada por meio do teste
de Dunnett a 5% de probabilidade.

O efeito do tempo foi verificado por meio de analise de regressao,
utilizando-se a técnica de polinbmios ortogonais, e o modelo mais
adequado foi escolhido com base no coeficiente de determinagio (R?) e
na significancia dos coeficientes de regressao pelo teste t a 1 e 5% de

probabilidade, respectivamente.
3.5.3. Terceiro ensaio biolégico

Este terceiro ensaio foi realizado segundo o delineamento
inteiramente casualizado, com cinco tratamentos (G9 = ragdo, G10 = ragao
+ 100mg de talco farmacéutico em forma de capsulas, G11 = ragao +
150 mg de prépolis em capsulas, G12 = ragdo + 20 mg de antocianina em
capsulas e G13 = ragao + 10 mg de antocianina + 10 mg de naringenina
em capsulas), em seis repetigoes.

Peso dos animais, glicose, colesterol total, HDL, LDL,
triacilglicerol, proteina, albumina, TGP, TGO, fésforo, calcio, cloro e gama
GT foram avaliados aos 0, 15 e 30 dias.

Procedeu-se a analise de variancia e ao teste F (P<0,05 e P<0,01).
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Os grupos-controle (G9 e G10) foram comparados entre si por
meio do teste F. Os grupos-tratamentos G11, G12 e G13 foram
comparados entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) e com os grupos-
controle (G9 e G10), por meio do teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

O efeito do tempo foi verificado por meio do desdobramento do

tempo dentro de tratamentos e testado pelo teste F (P<0,05 e P<0,01).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Primeiro ensaio biolégico

4.1.1. Efeitos das substancias-teste no peso corporal

Os efeitos da propolis em forma de comprimido de 150 mg e da
mistura de flavondides em capsulas contendo 10 mg de antocianina e 10 mg de
naringenina foram avaliados sobre o peso corporal de coelhos machos albinos
da ragca Nova Zelandia submetidos a droga aloxano. O periodo de avaliagdo foi
de 35 dias. Foram formados quatro grupos [G1 = (racdo), G2 = (ragdo +
aloxano), G3 = (racdo + aloxano + propolis em forma de comprimido de
150 mg) e G4 = (racdo + aloxano + mistura de flavondides em capsulas
contendo 10 mg de antocianina + 10 mg de naringenina)], cada um contendo
seis repeticoes.

No primeiro dia foram realizadas as pesagens dos animais para se
verificar qual o peso normal deles antes de se lhes administrar o aloxano. Logo
apods essa pesagem, realizou-se a aplicagéo da droga.

Aos sete dias, realizou-se nova pesagem para verificar a ocorréncia de
algum efeito, provocado pelo aloxano, sobre o peso corporal dos animais.
Nesse mesmo tempo, deu-se inicio aos tratamentos com as substancias-teste.

Aos 14, 21, 28 e 35 dias, novas pesagens foram realizadas. Os dados
obtidos foram submetidos aos tratamentos estatisticos especificos, cujos
resultados estdo apresentados no Quadro 1.



Quadro 1—Peso médio, em kg, e percentual de variagdo em relagdo aos
grupos-controle, em %, de coelhos submetidos a diferentes
tratamentos e avaliados durante 35 dias

Termpo Peso Variagéo (%) em

: Grupo Tratado Relagao a:
(dias) (kg) G a2

0 G1 =racao (R) 1,728 A - -
G2 =R + aloxano 1,693 A - -
G3 = R + aloxano + propolis 1,771 a - -
G4 =R + aloxano + antocianina + 1,882 a - -
naringenina

7 G1 1,884 A - -
G2 1,671 A - -
G3 1,740 a -7,64 +4,13
4 1,839 a -2,39 +10,05

14 G1 2,064 A - -
G2 1,618 B - -
G3 1,811 a -12,26 +11,93
4 1,938 a -6,10 +19,78

21 G1 2,154 A - -
G2 1,533 B - -
G3 1,878 a -12,81 +22,50
4 1,993 a -7.47 +30,01

28 31 2,445 A - -
G2 1,344 B - -
G3 1,957 a -19,96 +45,61*
4 2,088 a -1460 +55,36 *

35 G1 2,618 A - -

G2 1,243 B - -



G3 2,061 a -21,28 +65,81*

*

G4 2207a 1570 +7755*

Em cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).

Em cada tempo, a difere de b pelo teste F (P<0,05).

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em
cada tempo.

No primeiro dia de experimento, os grupos-controle (G1 e G2) eram
estatisticamente semelhantes. Estes resultados s&o coerentes, pois G2 ainda
nao havia recebido o aloxano.

Aos sete dias, ou seja, uma semana apds a aplicagdo do aloxano, os
grupos-controle ainda ndo se diferenciavam estatisticamente. No entanto,
verificou-se que o grupo saudavel G1 apresentou ganho de peso em relagido ao
grupo G2, passando de 1,728 kg para 1,884 kg, enquanto o G2 reduziu de
1,693 kg para 1,671 kg.

Com relagdo aos grupos-tratamento, aos sete dias, eles também
apresentaram perda de peso corporal, com a ressalva de que G3 reduziu de
1,771 kg para 1,740kg e G4 passou de 1,882kg para 1,839 kg. Deduziu-se,
entdo, que apds uma semana de aplicagio da droga os animais ja
apresentavam quedas no peso, mesmo que estatisticamente desconsideraveis.

Aos 14 dias, a diferenga entre 0s grupos-controle passou a ser
significativa, persistindo assim até o final do ensaio, 0 que demonstra que a
droga provocou efeito no peso corporal dos animais, no intuito de reduzi-lo.

Sabe-se que a droga aloxano induz a diabete (GORRAY et al., 1986) e
que o emagrecimento esta entre as manifestagdes mais comuns ocorridas em
individuos diabéticos (ARDUINO, 1979). Essa perda de peso devido a
aplicagdo de aloxano foi verificada também por VARELA e MUNOZ (1990), que
observaram decréscimo no peso corporal de ratos que se submeteram a
aplicacao do aloxano.

Quando foi comparado o grupo-tratamento G3 (que recebeu a propolis)
com o0s grupos-controle, percebeu-se que durante todo o experimento, apds a

aplicacdo de aloxano, este grupo se distanciou do grupo saudavel G1, com a



ressalva de que essa diferenga se tomou significativa a partir dos 28 dias. No
entanto, observou-se, também, que o grupo G3 ganhou peso corporal em
relaggo ao grupo G2, ressaltando-se que ambos passaram a ser
estatisticamente diferentes, também a partir dos 28 dias de experimento.

O grupo G3 ganhou massa corporal em relagio ao grupo G2,
passando de 1,740 kg aos sete dias para 2,061 kg aos 35 dias, enquanto o G2,
nesse mesmo periodo, passou de 1,671 para 1,243 kg. Deduziu-se, entdo, que
os resultados s&o satisfatérios do ponto de vista biolégico, uma vez que
indicam que a propolis pode ter influenciado o grupo G3 para que aumentasse
de peso em relagao ao grupo doente G2.

Quando foi comparado o grupo-tratamento G4 (antocianina +
naringenina) com o grupo-controle G1, notou-se que durante o todo o ensaio,
apos a aplicagdo de aloxano, o grupo G1 teve ganho de peso mais acentuado
do que o G4, mas a diferenca entre eles nao chegou a ser significativa.
Percebeu-se também que o G4 teve ganho de peso em relagdo ao controle
doente G2 durante todo o ensaio, com a ressalva de que a diferengca entre
esses dois grupos se tornou significativa a partir dos 21 dias. Esses resultados
sao promissores e indicam que a mistura dos flavondides influenciou o grupo
G4 para que proporcionasse ganho consideravel de peso corporal.

Quando foram comparados os grupos-tratamento entre si, percebeu-se
que durante todo o ensaio ndo houve diferenca significativa entre esses
grupos. Concluii-se, com essa observagao, que, do ponto de vista estatistico,
tanto a prépolis quanto a mistura de flavondides exerceram a mesma influéncia
sobre a massa corporal dos coelhos. No entanto, a mistura de flavondides
atuou mais cedo sobre o peso dos animais doentes, ou seja, aos 21 dias, ao
passo que atuacdo significativa da propolis ocorreu aos 28 dias. Isso indica
uma vantagem da mistura de flavondides sobre a prépolis, mesmo que isso
nao tenha relevancia do ponto de vista estatistico.

Em outro trabalho, Vertommen et al. (1994), citados por FRINHANI
(1998), verificaram certo ganho de peso em ratos diabéticos que foram tratados
com o flavondide diosmina. Porém, esse ganho foi menor do que o obsenado
em ratos saudaveis.

A Figura 2 ajuda a compreender melhor as observagdes realizadas no

Quadro 1. Nessa figura, nota-se claramente que, apesar de 0s grupos-
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tratamento ndo conseguirem acompanhar o grupo saudavel, eles ganharam
peso em relagao ao grupo G2.

4.1.2. Efeitos das substancias-teste no teor de glicose

A avaliagdo dos efeitos da propolis (em forma de comprimido de
150 mg) e da mistura de flavondides (em forma de capsulas contendo 10 mg

de antocianina + 10 mg de naringenina) nos niveis de glicose de animais

3,0 1
2,5 1
2,0 A
o
X X
== \X
o 1,51 T
D T
o} T
o
1,0 1 —o— Ragéo
—X— Aloxano
—2&— Prépolis
0,51 —&— Antocianina + naringenina
0,0 T T T T 1
0 7 14 21 28 35

Tempo (dias)

G1 =ragao: Y =17046 +0,02540 **T R? =098

G2 = aloxano: Y = 17537 -001354 **T R2 =092

G3 = propolis: Y =17146+0,008853**T  R? =0,90

G4 = antocianina + naringenina: Y =18179 +0,009891**T R? =090

Figura2 — Estimativa do peso de coelhos submetidos a diferentes dietas em
fungéo do tempo de avaliagao.

hiperglicémicos foi feita mediante um modelo experimental, utilizando-se
coelhos machos albinos da raga Nova Zelandia com diabete induzida pela

droga aloxano. O periodo dessa avaliagédo foi de 35 dias. Os animais foram



distribuidos em quatro grupos [G1= (ragdo), G2= (ragéo + aloxano), G3= (ragao
+ aloxano + propolis em forma de comprimido de 150 mg), G4= (ragéo +
aloxano + mistura de flavondides em capsulas contendo 10 mg de antocianina
+ 10 mg de naringenina)], cada um contendo seis coelhos.

No primeiro dia foram dosados os niveis de glicose sanguinea, para se
verificar a concentragdo normal deste carboidrato nos coelhos antes de lhes
ser aplicado o aloxano.

Aos sete dias, nova dosagem foi realizada para se verificar a indugéo
de diabete. Nesse mesmo tempo, iniciaram-se os tratamentos com as
substancias-teste.

Aos 14, 21, 28 e 35 dias, novas dosagens foram realizadas com o
objetivo de avaliar os possiveis efeitos ocasionados pelas substancias-teste
sobre os niveis de glicose sanguinea dos animais hiperglicémicos.

Os dados, aqui obtidos, foram submetidos a tratamentos estatisticos
especificos, cujos resultados estdo apresentados no Quadro 2.

No primeiro dia, os grupos-controle (G1 e G2) nao diferiam
estatisticamente entre si. Tais resultados estdo coerentes, pois na primeira
dosagem de sangue 0s animais ainda n&o haviam recebido o aloxano.

Aos sete dias (uma semana apds a aplicagdo do aloxano), observou-
se que a diferenca entre os grupos-controle ja era bastante evidente. Essa
diferenca persistiu até o final do ensaio. Esse resultado € satisfatério, pois
evidencia que a droga aloxano induziu niveis elevados de glicose no sangue
dos animais.

Assim, como neste experimento, outros pesquisadores também
obtiveram sucesso na indugdo de hiperglicemia em animais experimentais,
utlizando a droga aloxano. CHAUHAN et al. (1979), por exemplo, induziram
diabetes em fémeas de ratos albinos, administrando, via inje¢do intravenosa,
uma dose de aloxano de 60mg/kg de peso corporal do animal. Em outro
trabalho, BEHERA e PATNAIK (1979) induziram diabetes em ratos Swiss,
utilizando uma dose de aloxano de 100 mg/kg de peso corporal.

Aos 14 dias, observou-se que o0s grupos-tratamento ainda eram
estatisticamente semelhantes ao grupo G2 e diferentes do grupo saudavel G1.
No entanto, percebeu-se certa reducdo nos teores médios de agucar, tanto em

G3 quanto em G4, quando comparados com o controle diabético G2.

Ivi



Aos 21 dias, os grupos-tratamento ainda eram significativamente
diferentes do grupo saudavel G1 e semelhantes, do ponto de vista estatistico,
ao grupo diabético G2. Porém, observouse que tanto G3 quanto G4 se
aproximaram do grupo saudavel G1. Além disso, o grupo G4 apresentou
reducdo de 3,82% no seu teor médio de glicose em relagdo ao grupo diabético
G2.

Quadro 2 - Glicose média, em mgdL'1, e percentual de variacdo em relagdo
aos grupos-controle, em %, de coelhos submetidos a diferentes

tratamentos e avaliados durante 35 dias

1 = [0)
Tempo Glicose ~ Variagao (%) em

. Grupo Tratado Relacdo a:
(dias) (mg/dL) G &

0 G1 =ragao (R) 149,93 A - -
G2 =R + aloxano 156,43 A - -
G3 =R + aloxano + propolis 150,70 a - -
G4 =R + aloxano + antocianina + 14513 a - -
naringenina

7 G1 148,57 B - -
G2 378,20 A - -
G3 521,55a +251,05 +37,90
4 45530a +206,45 +20,39

14 G1 146,53 B - -
G2 370,05 A - -
G3 47732a +225,75 +28,99
4 40740a +178,03 +10,09

21 G1 146,92 B - -
G2 364,60 A - -
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G3 446,23a +203,72 +22,39

G4 350,68 a +138,69 -3,82
28 @1 141,12 B - -
G2 359,22 A - -
G3 42508a +201,22 +18,33
G4 33480a +137,24 6,80
3B Gt 143,67 B - -
G2 354,43 A - -
G3 27700a +9280 -21,85
G4 29347a +104,27 -17,20

Em cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).

Em cada tempo, a difere de b pelo teste F (P<0,05).

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em
cada tempo.

Aos 28 dias, verificou-se que tanto G3 quanto G4 ainda eram
estatisticamente diferentes do grupo saudavel G1. No entanto, percebeu-se
que esses tratamentos se aproximaram ainda mais desse grupo saudavel.
Além disso, G4 apresentou reducdo de 6,80% no seu teor médio de glicose,
em relagéo ao grupo diabético G2.

Aos 35 dias, percebeuse claramente que o0s grupos-tratamento ja
eram estatisticamente semelhantes ao grupo saudavel G1. No entanto, esses
grupos eram também semelhantes ao controle diabético G2. Observou-se,
porém, que G3 e G4 apresentaram queda de 2185 e 17,20%,
respectivamente, em relagao a G2.

Mesmo que esses resultados nao sejam significativos do ponto de
vista estatistico, do ponto de vista biologico eles sdo promissores, pois indicam
tendéncia das substancias-teste em reduzir os teores médios de glicose em

animais hiperglicémicos. Essa conclusdo foi reforcada quando se compararam

Iviii



os teores médios de glicose de G3 e G4 com os teores do controle diabético
G2. Percebeu-se que, enquanto G2 se manteve praticamente constante
durante todo o ensaio, apés a aplicagdo de aloxano o grupo G3 apresentou
queda de 521,55mg/dL para 277,00mg/dL, e o G4 reduziu de 455,30 mg/dL
para 293,47 mg/dL.

Ao serem comparados o0s grupos-tratamento entre si, observou-se
semelhanga, do ponto de vista estatistico, entre eles. Isso significa que tanto a
propolis quanto a mistura de flavondides exerceram o mesmo efeito sobre os
niveis de glicose dos coelhos diabéticos. No entanto, percebeu-se que o grupo
tratado com a mistura de flavondides (G4) apresentou redugdo no teor médio
de glicose mais cedo, a partir dos 21 dias, enquanto a redugdo apresentada
pelo grupo tratado com a prépolis (G3) aconteceu aos 35 dias. Isso levou a crer
numa tendéncia da mistura de flavondides em agir mais cedo em ralagdo a
prépolis, no sentido de reduzir os niveis de glicose de coelhos hiperglicémicos.

A semelhanga, do ponto de vista estatistico, entre o grupo tratado com
a mistura de flavondides e o grupo tratado com a propolis pode ser devida ao
fato de a propolis possuir flavondides em sua constituicdo (GREENAWAY et
al., 1990; TAZAWA et al, 1998), ou seja, os flavondides podem ter sido os
compostos responsaveis por essa tendéncia de redugdo dos niveis de glicose
em coelhos hiperglicémicos.

Mesmo que se atribua aos flavondides essa tendéncia de reducido de
niveis elevados de glicose, ndo se deve desconsiderar o fato de que a prépolis
possui constituicdo complexa (GHISALBERTI, 1979). Logo, deve-se considerar
a possibilidade de efeito sinérgico por parte dos inUmeros compostos quimicos
que fazem parte da constituicdo dessa resina natural.

Em muitos animais, tem-se induzido a diabete, utilizando para isso
uma droga conhecida como estreptozocina (STZ), que estimula a produgdo de
radicais livres que causam a destruicdo de células (3 pancreaticas (TURK et al.,
1993; UCHIGATA et al, 1982; KANETO et al, 1995). No entanto,
MATSUSHIGE et al. (1996) verificaram que o nivel de inducdo de diabete em
animais que se submeteram ao STZ era menor quando eles recebiam,
previamente, extratos de propolis.

MATSUNO et al. (1997) extrairam um composto de uma propolis

brasileira que foi denominado PRF-1. Eles demonstraram que tal substancia
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possuia propriedades antioxidantes e sugeriram que ela poderia ser utilizada
no tratamento de doengas crénicas como a diabete.

A Figura 3 auxilia na compreensdo do Quadro 2. Ela indica claramente
que o grupo G1 permaneceu praticamente constante em relagdo aos demais.
Ela indica também que aos 35 dias os grupos-tratamento se encontravam com
seus niveis de glicose abaixo do grupo-controle G2, o que evidencia a
tendéncia dessas substancias em reduzir o nivel de dlicose dos coelhos

diabéticos utilizados neste modelo experimental.

4.1.3. Efeitos das substancias-teste no teor de triacilgliceréis

Os efeitos da propolis (em forma de comprimido de 150 mg) e de uma
mistura de flavondides (em forma de capsulas contendo 10 mg de antocianinas
e 10 mg de naringenina) no nivel de ftriacilglicerdis foram avaliados em um
modelo experimental, utilizando-se coelhos machos albinos da raga Nova
Zelandia com hipertrigliceridemia induzida pela droga aloxano. Esses animais
foram distribuidos em quatro grupos [G1 = (racdo), G2 = (ragdo + aloxano),
G3 = (ragédo + aloxano + propolis em forma de comprimido de 150 mg) e
G4 = (ragdo + aloxano + mistura de flavondides em capsulas contendo 10 mg

de antocianina + 10 mg de naringenina)], com seis animais cada um.

—0O—Racgao
600 1 —X —Aloxano

—A—Prépolis
—@—Antocianina + naringenina

500

400

300

Glicose (mg/dL)

200 ;

100 +

0 7 14 21 28 35
Tempo (dias)

G1 =ragdo: Y = 146,12 mg/dL
G2 = aloxano: Y =197,4650 +18,0933 * *T — 0,4088 * *T 2 R2 = 0,74
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G3 = propolis: Y = 2118170 + 33,1870T -09119 * *T?2 R? = 0,77
G4 = antocianina + naringenina:
Y =2110370 +22,1038T -0,5938 * *T 2 R? =0,67

Figura 3 — Estimativa da glicose de coelhos submetidos a diferentes dietas em
funcao do tempo de avaliacao.

No primeiro dia de experimento, foram dosados os niveis de
triacilglicerdis no sangue dos coelhos, com o objetivo de verificar os niveis
normais desse constituinte antes da aplicagdo do aloxano.

Aos sete dias foi realizada nova dosagem de triacilglicerol para se
verificar a ocorréncia de hipertrigliceridemia decorrente da aplicagdo do
aloxano. Nesse mesmo tempo, iniciaram-se o0s tratamentos com as
substancias-teste.

Aos 14, 21, 28 e 35 dias, outras dosagens foram realizadas com o
objetivo de verificar se houve algum efeito ocasionado pelas substancias-teste
nos animais com hipertrigliceridemia. Os dados coletados foram submetidos
aos tratamentos estatisticos especificos, e o0s resultados obtidos estao
apresentados no Quadro 3.

Quadro 3 — Triacilglicerol médio, em mgdL‘1, e percentual de variagdo em
relacdo aos grupos-controle, em %, de coelhos submetidos a
diferentes tratamentos e avaliados durante 35 dias

Triacilglicer ~ Variagéo (%)

'I;girgg)o Grupo Tratado ol em Relacéo a:

(mg/dL) G1 G2

0 G1 =racao (R) 98,80 A - -

G2 =R + aloxano 107,00 A - -

G3 =R + aloxano + propolis 93,30 a - -

G4 =R + aloxano + antocianina + 7538 a - -
naringenina

7 1 86,73 B - -
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8 8

14 G
G2

21 G1
G2

28 @1
G2

3B Gt
G2
G3

G4

370,98 A
373,70 a

434,58 a

93,60 B
373,73 A
310,38 a

319,93 a

102,87 B
370,48 A
230,67 a

279,38 a

99,67 B
360,05 A
200,58 a

257,15 a

102,48 B
353,27 A
182,48 a

25593 a

+330,8

+401,0

+231,6

+241,8

+124,2

+171,5

+101,2

+158,0

+78,06
+149,7

+0,73

+17,14

-16,95

-14,40

-37,74

-24,59

-44.29

-28,58

-48,35

-27,55

Em cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada tempo, a difere de b pelo teste F (P<0,05).
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* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em
cada tempo.

No primeiro dia, observou-se que os animais dos grupos-controle (G1
e G2) eram estatisticamente semelhantes entre si. Tais resultados estéo
coerentes, pois, na dosagem do primeiro dia, os coelhos ainda n&o haviam
recebido o aloxano.

Dos 7 aos 35 dias, verificou-se que 0s grupos-controle permaneceram
estatisticamente diferentes entre si, com G2 possuindo niveis elevados de
triacilgliceréis em relagdo a G1. Este é um resultado satisfatério, pois
demonstra que a droga aloxano ocasionou hipertrigliceridemia nos animais.

A ocorréncia de niveis elevados de triacilglicerdis em coelhos da raga
Nova Zelandia devido a aplicacdo de aloxano foi observada também por
HUANG et al. (1993). Essa alta concentracdo de triacilglicerdis no sangue
deve-se ao fato de a droga ter provocado a destruicdo de células 3 do
pancreas (BONDY, 1969). Essas células sao responsaveis pela produgdo do
horménio insulina (KRALL, 1983; LEHNINGER, 2000; LUCIRIO e WUSTHOF,
2000), e a destruicdo delas no pancreas resulta em severa e persistente
reducdo da insulina sérica (GORRAY et al, 1986). Conseqguentemente,
ocorrem alteragcbes na atividade da enzima lipase lipoprotéica. Ela ¢é
responsavel pela hidrélise dos triacilgliceréis em &acidos graxos e dlicerol,
influenciando a captagdo de triacilglicerdis no sangue pelo tecido adiposo
(HOWARD, 1987). Na falta de insulina ou na ineficacia desta, a atividade da
lipase fica comprometida, ocasionando acumulo de ftriacilgliceréis no sangue
(MAHAN e KRAUSE, 1994).

A hipertrigliceridemia também foi observada nos animais dos grupos
G3 e G4 aos sete dias de ensaio. No entanto, ao se realizar o tratamento
estatistico, observou-se que a indugdo de niveis elevados de triacilglicerois
nesses grupos nao foi significativa.

Embora o teste de Dunnett tenha demonstrado que G3 e G4 nao
conseguiram se afastar significativamente do controle saudavel G1, ao analisar
atentamente o Quadro 3, percebeu-se que, aos sete dias, esses grupos-

tratamento adquiriram niveis elevados de triacilglicerdis, com a ressalva de que
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G3 passou de 93,30 mg/dL, no primeiro dia, para 373,70 mg/dL aos sete dias,
e G4 passou de 7538mg/dL, no primeiro dia, para 434,58 mg/dL aos sete
dias. Enquanto isso, o G1 praticamente ndo sofreu alteracdo, passando de
98,80 mg/dL, no primeiro dia, para 86,73 mg/dL aos 7 dias.

Quando foram observados os resultados obtidos aos 14, 21, 28 e 35
dias, verificou-se que os grupos-tratamento nao tiveram redugdo nos niveis de
triacilgliceréis a ponto de se afastar significatvamente do  grupo
hipertrigliceridémico (G2).

Mesmo que os resultados ndo sejam satisfatdrios, do ponto de vista
estatistico, biologicamente se pode deduzir que eles sao promissores, pois,
quando foi avaliado o Quadro 3, notou-se que a partir dos sete dias (quando se
iniciaram os tratamentos com as substancias) os niveis de triacilglicerdis, tanto
de G3 quanto de G4, comecaram a baixar g assim, permanecer até os 35 dias.
O G3 reduziu de 373,70mgdL" aos sete dias para 182,48 mgdL" aos 35 dias,
e o G4 reduziu de 43458 mgdL' aos sete dias para 25593 mgdL' aos 35
dias. Enquanto isso, o nivel de triacilglicerdis do grupo G2, que nao recebeu as
substancias-teste, permaneceu  praticamente  constante, passando de
370,98 mg/dL aos sete dias para 353,27 mg/dL aos 35 dias. Além disso, com o
passar dos periodos, os aumentos nos teores de triacilglicerdis nos grupos-
tratamento em relagcdo ao controle saudavel (G1) foram se tomando cada vez
menores.

Quando se aplicou o teste F (P<0,05) para comparar 0s grupos-
tratamento entre si, observou-se que estes ndo se diferiram significativamente
durante todo o ensaio, ou seja, tanto a propolis quanto a mistura de flavondides
exerceram efeito semelhante sobre os niveis de triacilglicerdis dos animais em
tratamento. Essa semelhanca, do ponto de vista estatistico, pode estar
relacionada ao fato de a propolis possuir flavondides em sua constituicdo, ou
seja, os flavondides contidos nessa substancia podem ter sido os responsaveis
pela reducdo dos niveis elevados de triacilglicerdis no sangue dos animais do
grupo G3. No entanto, ndo se deve desconsiderar o fato de que a propolis
possui, em sua constituicdo, diversos tipos de compostos quimicos
(GREENAWAY et al., 1991). Essa diversidade de substancias indica que pode

ter ocorrido efeito sinérgico.
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Mesmo que os tratamentos, com a propolis e com a mistura de
flavondides, tenham proporcionado efeitos estatisicamente semelhantes,
verifica-se, no Quadro 3, que o grupo tratado com a prépolis apresentou certa
vantagem em relagdo ao grupo tratado com a mistura de flavondides. Aos 14
dias, o grupo G3 apresentou reducdo de 16,95%, enquanto o grupo G4 se
reduziu 14,40%. Aos 21 dias, a redugdo em G3 foi de 37,74%, enquanto a de
G4 foi menor (24, 59%). Aos 28 e 35 dias, a diferenga de redugido entre esses
dois grupos se tornou ainda maior, sendo aos 35 dias de 48,35 e 27, 55% em
G3 e G4, respectivamente. Isso indica agdo mais eficaz por parte da propolis,
em comparagao com a mistura de flavondides.

A reducdo de niveis elevados de triacilglicerdis, por parte dos
flavonoides, verificada nesse modelo experimental, foi também observada em
varios outros trabalhos. NAGEM et al. (1994), investigando a agdo de diversos
tipos de flavondides, entre eles a naringenina, no metabolismo lipidico de ratos
diabéticos, verificaram consideravel redugdo de triacilglicerdis no sangue
desses animais.

NAGEM et al. (1999), estudando os efeitos de alguns flavondides,
entfre eles a antocianina, no metabolismo lipidico de ratos com
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia induzida por triton, verificaram
reducdo estatisticamente significativa dos niveis de triacilglicerdis e colesterol,
sobressaindo-se 0s tratamentos com naringina + antocianina e naringina +
carmin, inclusive com efeitos sinérgicos.

LIMA (2000), analisando os efeitos farmacologicos dos flavondides no
metabolismo lipidico de coelhos com hipertrigliceridemia induzida por triton,
verificou que o flavondide bixina foi bastante eficiente na redugdo dos niveis
elevados de triacilglicerdis nesses animais.

Em outro trabalho com coelhos hipertrigliceridémicos, LOPES et al.
(2000) verificaram que associacdo entre a naringenina e chistosan foi bastante
eficiente em promover a reducdo de triacilglicerdis no sangue desses animais.
O mesmo foi observado na associa¢ao entre naringina e antocianina.

Na Figura 4, demonstra-se claramente que ocorreram elevagdes nos
niveis de triacilgliceréis nos grupos de animais que se submeteram ao aloxano,
enquanto o grupo saudavel permaneceu praticamente constante. Nessa figura,

demonstra-se também que houve redugcdo desses niveis nos grupos em
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tratamento. Essa reducdo se tornou acentuada em torno dos 28 dias de
experimento. Outro fato interessante, apresentado na Figura 7, €& uma
tendéncia de retorno ao aumento dos niveis triacilgliceréis, préximo dos 35 dias
de experimento. Ndo se pode afirmar que esse crescimento continuaria apos

os 35 dias. Nao foi encontrado na literatura fato semelhante.

—QO—Ragiao

500 7 —X —Aloxano

—/—Propolis
—f—Antocianina + naringenina

400

\
)
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Triacilglicerol (mg/dL

100

0 T T T T 1
0 7 14 21 28 35

Tempo (dias)

G1 =ragdo: Y =97,36 mg/dL

G2 = aloxano: Y =1534850+228196*T-05126*T2  R? =078

G3 = propolis: Y =1069600+525358*T —32968* T2 +0,05336*T > R% =0,90
G4 = antocianina + naringenina:

Y =97,4843+614238T -37916*T2 +006228*T°> R% = 0,82

Figura4 — Estimativa do triacilglicerol de coelhos submetidos a diferentes
dietas em fungéo do tempo de avaliagéo.

4.2. Segundo ensaio biolégico

4.2 1. Efeitos das substancias-teste no peso corporal

Os efeitos da prépolis (em forma de capsulas de 150mg) e da
antocianina (em forma de capsulas de 20 mg) foram avaliados sobre o peso
corporal de coelhos machos adultos da raca Nova Zelandia, que receberam a

droga aloxano indutora de diabete. Esses animais foram distribuidos em quatro
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grupos [G5 = (ragéo), G6 = (ragaéo + aloxano), G7 = (ragdo + aloxano + prdpolis
em Prma de capsulas de 150mg) e G8 = (ragcdo + aloxano + antocianina em
forma de capsulas de 20 mg)], com seis repeticbes cada um.

No primeiro dia, realizou-se a pesagem dos animais para verificar quais
eram os pesos normais deles antes de receber o aloxano.

Aos sete dias, nova pesagem foi realizada com o objetivo de verificar
se ocorreu algum efeito da droga em relagdo ao peso corporal dos animais.
Nesse mesmo tempo, iniciaram-se os tratamentos com as substancias-teste.

Aos 14, 21, 28 e 35 dias, novas pesagens foram realizadas com o
objetivo de verificar se houve algum efeito das substancias-teste sobre o peso
corporal dos animais. Os dados coletados foram submetidos aos tratamentos
estatisticos especificos, e os resultados estao apresentados no Quadro 4.

Os resultados demonstraram que, mesmo antes da aplicacdo do
aloxano, os grupos-controle (G5 e G6) ja eram estatisticamente diferentes em
massa corporal. Essa diferenca persistiu at¢é o final do experimento. No
entanto, apés a aplicacdo do aloxano, notou-se claramente que o controle
saudavel G5 apresentou ganho de peso, durante todo o ensaio, em relacdo ao
controle G6. Essas informagdes indicaram claramente que a droga ocasionou a
perda de peso nos animais do grupo G6. Essa perda de peso € caracteristica
de animais que se tormam diabéticos ao se submeterem a droga aloxano
(GORRAY et al., 1986). De acordo com ARDUINO (1979), na diabete o
paciente perde peso por causa, principalmente, do catabolismo das proteinas e
da gordura do tecido adiposo. Ocorre, também, perda de glicose pela urina,
que pode alcangar cifras de 10% com o correspondente desperdicio caldrico, e
de desidratacao decorrente da polidria.

Quando foi comparado o grupotratamento G7 com o controle G5,
percebeu-se que, durante todo o ensaio, esses dois grupos permaneceram
praticamente semelhantes, do ponto de vista estatistico. No entanto, ao
analisar atentamente o Quadro 4, notou-se que, apdés a aplicacéo do aloxano
no grupo G7, o grupo saudavel G5 aumentou de peso em relacdo a este,
passando de 2,386kg no primeiro dia para 3,053kg aos 35 dias. O mesmo
ocorreu na relagao entre G8 e G5.

Quando foram comparados os grupos-tratamento (G7 e G8) com o

controle G6, perceberse que tanto G7 quanto G8 se distanciaram
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significativamente deste controle a partir do tempo 21. Ao observar as médias
de peso, notou-se que, desde a aplicacdo do aloxano, o grupo G6 perdeu peso

€ 0s grupos-tratamento apresentaram certo ganho.

Quadro 4 — Peso médio, em kg, e percentual de variagdo em relagdo aos
grupos-controle, em %, de coelhos submetidos a diferentes
tratamentos e avaliados durante 35 dias

Variagéo (%) em

Tempo Peso A A
(dias) Grupo Tratado (kg) Glgelagao aés
0 G5 =ragéo (R) 2,386 A - -
G6 =R + aloxano 1,892 B - -
G7 =R + aloxano + propolis 2,324 a - -
G8 =R + aloxano + antocianina 2404 a - -
7 G5 2,622 A - -
G6 1,858 B - -
G7 2279a 1308 +22,66
G8 2,362 a -992  +2713
14 G5 2,758 A - -
G6 1,814 B - -
G7 2438a -1160 +34,40
G8 2368a -1414  +30,54
21 G5 2,899 A - -
G6 1,773 B - -
G7 2486a -1425 +40,21*
G8 2505a 1359 +41,29*
28 G5 2,966 A - -
G6 1,730 B - -
G7 2589a 12,71 +4965*
G8 2538a 1443 +46,71*
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35 G5 3,053 A - -
G6 1,682 B - -
G7 2564a -1602 +5244*
G8

2541a 16,77 +51,07*

Em cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada tempo, a difere de b pelo teste F (P<0,05).
* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em

cada tempo.

Os resultados indicaram que as substancias-teste ndo impediram o
distanciamento significativo dos grupos-tratamento em relagdo ao controle
saudavel G5. A prépolis e a antocianina fizeram, também, com que tanto G7
quanto G8 tivessem ganho de peso estatisticamente significativo em relagédo ao
grupo G6.

O teste F (P<0,05) revelou que tanto a antocianina quanto a propolis
tiveram o mesmo efeito sobre o peso corporal dos animais em tratamento.
Essa similaridade pode ser devida ao fato de a propolis possuir flavondides em
sua constituicdo (VILLANUEVA et al., 1970). Os flavondides poderiam ser os
responsaveis por impedir queda de peso por parte dos grupos-tratamento. Nao
se deve ignorar, porém, que a propolis possui constituicdo complexa e que as
inUmeras substancias quimicas que compdem essa resina natural podem ter
agido, sinergicamente, no peso corporal desses animais.

Mesmo nado tendo realizado procedimentos estatisticos para se
comparar o tratamento com a prépolis em comprimido (no primeiro ensaio) com
o tratamento com a mesma em cdapsulas (no segundo ensaio), pode-se
especular que o fato de a propolis em comprimido ter proporcionado melhores
resultados do que a em capsulas esta relacionado com as vias de absorgdo. As
substancias (que compbem a prépolis) presentes no comprimido podem ter
sofrido modificagdes no pH acido estomacal, levando a mudangas nas suas
estruturas e tornando-as mais ativas. Em contrapartida, essas alteragbes nao
devem ter ocorrido na propolis em capsula, pois ela fica protegida do pH
estomacal.

Nesse ensaio, a antocianina isolada parece nido ter sido tdo eficiente

quanto a antocianina associada com naringenina, no primeiro ensaio, na
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recuperacao de peso dos animais. A associacdo dos dois flavondides no
ensaio anterior pode ter ocasionado efeito sinérgico positivo, dando resultados
mais atraentes do que no segundo ensaio.

Embora a Figura 5 tenha representado relagdo praticamente
semelhante entre os tratamentos (com as retas sobrepostas) e o controle G6,
no Quadro 4, por sua vez, demonstrou-se que 0s grupos-tratamento tiveram
ganho de peso em relagéo a esse controle. Essa figura ilustra, também, a

relagéo entre os controles, em que G5 ganhou peso em relagao ao G6.

3,5 1
g 2,0 1
o X X X X X X
2 151
o y
1,0 1 —O—Racéo
—X —Aloxano
0,5 4 ——Propolis
—f—Antocianina
0,0 T T T T 1
0 7 14 21 28 35

Tempo (dias)

G1=ragdo: Y =24585+0,01841**T R? = 0,96
G2= aloxano: Y =1792 kg

G3= propolis: Y =2447 kg

G4= antocianina: Y = 2453 kg

Figura 5 — Estimativa do peso de coelhos submetidos a diferentes dietas em
funcao do tempo de avaliacao.

4.2.2. Efeitos das substancias-teste no teor de glicose

Foi montado um modelo experimental que teve como finalidade avaliar
os efeitos da propolis (em forma de capsulas de 150 mg) e da antocianina (em

forma de capsulas de 20 mg) no nivel de glicose sanguinea de coelhos machos
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albinos da raga Nova Zelandia com hiperglicemia induzida pela droga aloxano.
Os animais foram distribuidos em quatro grupos [G5 = (ragdo), G6 = (ragéo +
aloxano), G7 = (ragéo + aloxano + propolis em forma de capsulas de 150 mg) e
G8 = (ragdo + aloxano + antocianina em forma de capsulas de 20 mg)], com
seis repeticoes cada um.

No primeiro dia, realizou-se a dosagem de glicose com a finalidade de

verificar quais eram as concentragdes normais desse agucar no sangue dos

coelhos antes da aplicagdo da droga aloxano.

Aos sete dias, realizaram-se novas dosagens de glicose com o objetivo
de verificar se houve indugéo de diabete nos coelhos dos grupos G6, G7 e G8.
Nesse mesmo tempo, iniciaram-se os tratamentos com as substancias-teste.

Aos 14, 21, 28 e 35 dias, novas dosagens foram realizadas com a
finalidade de verificar se as substancias-teste ocasionaram algum efeito sobre
os niveis de dlicose dos coelhos. Os dados obtidos foram submetidos a
tratamentos estatisticos especificos, € os resultados estdo apresentados no
Quadro 5.

Ao analisar atentamente o Quadro 5, notouse que, apds a aplicagao
da droga aloxano, os grupos-controle (G5 e G6) apresentaram diferencas
significativas entre si, persistindo, assim, até o final do ensaio. Isso indica que o
objetivo de se induzir a diabete foi atingido.

Assim como no experimento desta pesquisa, em outros trabalhos
varios pesquisadores conseguiram induzir a diabete em animais experimentais,
utilizando a droga aloxano. FRINHANI (1998), por exemplo, induziu diabete em
ratos, aplicando o aloxano, via intravenosa, numa dose de 60 mgkg de peso
corporal dos animais. Em outro modelo experimental, MOHANAN e BOSE
(1981) induziram diabetes em ratos por injecdo intraperitonial de aloxano em
uma dose de 100mg/100 g de peso corporal. J& MARCIANO (1997) testou
diferentes concentracbes de aloxano para induzir diabete experimental em
ratos. De acordo com esse pesquisador, O sucesso na indugdo da
hiperglicemia foi obtido com a dosagem de 60 mg de aloxano por quilograma
de peso corporal dos ratos.

Analisando também a relagdo entre os grupos-tratamento (G7 e G8) e
o controle G5, verificorse que, apés a aplicaggdo do aloxano, houve
distanciamento significativo entre eles. Mesmo apdés a administracdo das
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substancias, essa diferenca ndo diminuiu significativamente, persistindo até o
final do ensaio.

Embora, do ponto de vista estatistico, os grupos tratados com as
substancias-teste ndao tenham conseguido se aproximar do grupo saudavel G5,
notou-se claramente que houve redugdo no teor de glicose desses grupos.
Essa idéia foi mais bem compreendida quando se observou que, aos 35 dias,
os tratamentos se afastaram significativamente do grupo G6 diabético. O grupo
G7 passou de 581,20 mg dL"' aos sete dias para 307,02 mg dL"' aos 35 dias e
o G8, de 640,77 mg dL' aos sete dias para 338,35 mg dL" aos 35 dias. Nesse

mesmo periodo, o controle diabético se manteve praticamente constante.

Quadro 5 — Glicose média, em mgdL”, e percentual de variagdo em relagéo
aos grupos-controle, em %, de coelhos submetidos a diferentes
tratamentos e avaliados durante 35 dias

Variagao (%) em

Tempo Glicose ~
. Grupo Tratado Relacao a:
(dias) (mg/dL) a5 5

0 Gb5=racgéao (R) 148,17 A - -
G6= R + aloxano 135,73 A - -
G7=R + aloxano + prépolis 141,70 a - -
G8= R + aloxano + antocianina 152,65 a - -

7 G5 150,47 B - -
G6 537,70 A - -
G7 581,20a +286,26 +8,09
G8 640,77 a +325,85 +19,17

14 G5 154,85 B - -
G6 526,18 A - -
G7 530,05a +24230 +0,74
G8 551,35a +256,05 +4,78

21 G5 148,27 B - -
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G7

28

Q8 &

35 G5
G6
G7

G8

511,38 A
498,55 a

476,45 a

146,00 B
508,45 A
460,43 a

41212 a

147,57 B

509,17 A
307,02 a

338,35a

+236,24

+221,34

+215,36

*

+182,27

*

+108,05

*

+129,28

-2,51

-6,83

9,44

-18,95

-39,70

-33,55 *

Em cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada tempo, a difere de b pelo teste F (P<0,05).

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em

cada tempo.

Apesar de o teste F (P<0,05) ndo ter acusado diferenca entre os

tratamentos, observou-se certa tendéncia de o tratamento com antocianina ser

mais eficiente do que o tratamento com a prépolis. Tal fato foi comprovado ao

se analisar o Quadro 5, percebendo-se que, aos 21 dias, o grupo tratado com a

prépolis apresentou reducdo de 2,51% em seu teor médio de glicose, enquanto

no grupo tratado com antocianina essa redugdo foi de 6,83%. Aos 28 dias, o

grupo G7 exibiu reducdo de 9,44% abaixo dos 18,95% apresentados pelo

grupo da antocianina. Somente aos 35 dias € que o grupo tratado com a

propolis conseguiu superar o grupo G8, apresentando redugdo de 39,70% um

pouco acima dos 33,55% mostrados pelo grupo da antocianina. Notou-se,
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entdo, que o grupo da antocianina surtiu melhor efeito desde os 21 dias,
enqguanto o grupo da prépolis teve melhor resultado somente aos 35 dias.

Em outro ftrabalho, FRINHANI (1998), ao investigar os efeitos de
antocianinas de uvas roxas e de Tradescantia pallida nos niveis de dlicose de
ratos diabéticos, verificou que, num periodo de 21 dias de experimento, essas
substancias conseguiram reduzir, consideravelmente, os niveis de glicose
desses animais no décimo quarto dia de tratamento.

Na Figura 6, demonstra-se como as curvas dos grupos-tratamento
ficaram abaixo da curva do controle diabético mais ou menos a partir dos 21
dias. Ela indica também que, em torno desse mesmo periodo, a curva que
representa o grupo tratado com a antocianina passa a ficar abaixo da que
representa o0 grupo tratado com propolis. Somente aos 35 dias é que as
posicbes se invertem. Nessa figura, demonstra-se também que, em torno dos
35 dias, as curvas dos grupos G6, G7 e G8 apresentaram tendéncia de retorno
ao crescimento. Para esse fato ter sido mais bem compreendido, era preciso
que o experimento tivesse tido periodo maior de duracdo. Ndo ha como

especular o que aconteceria apds os 35 dias de experimento.

4.2.3. Efeitos das substancias-teste no teor de triacilgliceréis

Os efeitos da propolis em forma de capsulas de 150mg e da
antocianina, também em forma de capsulas de 20 mg, foram avaliados sobre o

nivel de triacilglicerdis no sangue de coelhos machos albinos da raga Nova
Zelandia com hipertrigliceridemia induzida pela droga aloxano. Esses animais
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G8 = antocianina:
Y =176,8090 + 86,4990T — 49962 * *T? +0,07636 **T3 R? = 0,90

Figura 6 — Estimativa da glicose de coelhos submetidos a diferentes dietas em
fungéo do tempo de avaliagao.

foram distribuidos em quatro grupos [G5 = (ragdo), G6 = (ragdo + aloxano),
G7 = (ragdo + aloxano + propolis em forma de capsulas de 150 mg) e
G8 = (ragdo + aloxano + antocianina em forma de capsulas de 20 mg)], sendo

cada grupo composto por seis animais.

Este modelo experimental teve duracéo de 35 dias, com a ressalva de
que:

*No primeiro dia, foi realizada a dosagem de triacilgliceréis para se
verificar o nivel normal destes no sangue dos animais antes da aplicagdo do
aloxano; logo apés a dosagem, aplicou-se a droga nesses coelhos.

* Aos sete dias, novas dosagens foram realizadas com o objetivo de

verificar a ocorréncia de algum efeito sobre os niveis de triacilglicerdis dos
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animais submetidos ao aloxano. Nesse mesmo periodo, deu-se inicio ao

tratamento com as substancias -teste.

*Aos 14, 21, 28 e 35 dias, novas dosagens foram realizadas com a
finalidade de verificar se as substancias-teste ocasionaram algum efeito sobre
os niveis de triacilglicerdis nos animais que se submeteram a esse tratamento
com aloxano.

» Tratamentos estatisticos foram aplicados aos dados coletados, cujos
resultados obtidos estdo no Quadro 6.

Ao observar o Quadro 6, percebe-se que 0s grupos-controle (G5 e G6)
passaram a se diferenciar significativamente aos sete dias apds a aplicagdo do
aloxano; persistiram estatisticamente diferentes até o final do ensaio. Nesse
periodo, notou-se que o grupo-controle saudavel G5 se manteve praticamente
constante em seu nivel baixo de ftriacilglicerois, apresentando concentracdo de
90,82 mg/dL aos sete dias e 88,02 mg/dL aos 35 dias. Enquanto isso, o grupo
G6 permaneceu pratcamente constante em seu nivel elevado de
triacilgliceréis, com uma concentragdo de 500,13mg/dL aos sete dias e
443 mg/dL aos 35 dias. Esses resultados indicaram claramente que se
conseguiu induzir a hipertrigliceridemia nos animais submetidos ao aloxano.
Essa indugdo também foi observada nos animais dos grupos-tratamento (G7 e
G8).

A hipertrigliceridemia ocorre porque os animais se tornam diabéticos ao
serem submetidos ao aloxano, que lhes provoca reducdo da insulina sérica. A
falta deste hormdnio ocasiona alteragbes na atividade da lipase, enzima
envolvida com os niveis de triacilglicerdis no sangue. Assim, com sua atividade
comprometida, esses niveis tendem a tommarse elevados (ABBATE e
BRUNAEL, 1990).

Aos 14 dias, o grupo tratado com antocianina apresentou redugdo de
5,03% no nivel médio de triacilglicerol em relagdo ao grupo que nado recebeu
tratamento com as substancias -teste (G6).

Aos 21 dias, o grupo da antocianina apresentou queda no seu nivel de
triacilglicerois de 23,82% em relagdo ao controle G6. Mesmo assim, ndo se
aproximou, de maneira significativa, do grupo saudavel G5.

Aos 28 dias, tanto o grupo da propolis quanto o da antocianina
apresentaram redugcdes no nivel médio de ftriacilgliceréis em relagdo ao
controle G6, de 13,62 e 43,65%, respectivamente. Com isso, o grupo da
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antocianina se aproximou consideravelmente do grupo-controle saudavel G5, o
que ndo foi possivel ao grupo da propolis. Ambos ndo se afastaram

significativamente do controle doente G6.
Quadro 6 — Triacilglicerol médio, em mgdL", e percentual de variacdo em

relacdo aos grupos-controle, em %, de coelhos submetidos a
diferentes tratamentos e avaliados durante 35 dias

Tempo Triacilglicer ~ Variagéo (%) em

. Grupo Tratado ol Relacéo a:
(dias) (mg/dL) G5 G6

0 G5 =ragéo (R) 89,40 A - -
G6 =R + aloxano 98,02 A - -
G7 =R + aloxano + propolis 117,35 a - -
G8 =R + aloxano + antocianina 111,25 a - -

7 G5 90,82 B - -
G6 500,13 A - -
G7 713,83a  +685,87 +42,71
G8 556,83a  +513,11 +11,34

14 G5 87,05B - -
G6 474,32 A - -
G7 53418a  +51365 +12,62
G8 45047a  +417,/48 -5,03

21 G5 88,77 B - -
G6 461,22 A - -
G7 479,75a  +440,44 +4,02
G8 351,35a  +295,80 -23,82

*
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28 G5 87,45 B - -
G6 454,02 A - -
G7 392,20 a +34848 -13,62

*

G8 255685a  +19257 -4365

35 G5 88,02 B - -
G6 443,22 A - -
G7 298,75a  +23941 -32,60
G8

175,12 a +9895  -60,49

Em cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).

Em cada tempo, a difere de b pelo teste F (P<0,05).

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em
cada tempo.

Aos 35 dias, o grupo da antocianina apresentou reducdo consideravel
de 60,49%. Essa reducdo fez com que este grupo se tornasse ainda mais
semelhante ao grupo saudavel e diferente do grupo-controle doente G6. Ja o
grupo tratado com a prépolis, mesmo tendo apresentado reducdo de 32,60%,
ndo conseguiu se aproximar, consideravelmente, do grupo-controle saudavel
nem se afastar, de maneira significativa, do grupo doente G6.

Os resultados apresentados pelo grupo G8 evidenciaram que a
antocianina foi eficiente em reduzir os niveis de triacilglicedis em coelhos com
hipertrigliceridemia induzida por aloxano e que a redugdo se tomou significativa
aos 35 dias de experimento.

Os resultados apresentados pelo grupo tratado com a prépolis néo
foram estatisticamente consideraveis. No entanto, percebeu-se claramente
tendéncia desta substédncia em reduzir o elevado nivel de triacilglicerdis dos
animais com ela tratados. Isso foi mais bem compreendido quando se observou
a redugdo que o grupo G7 apresentou de 713,83 mg/dL aos sete dias para
208,75mg/dL aos 35 dias, ao passo que o grupo-controle diabético G6

permaneceu praticamente constante. Pode-se dizer, entdo, que aumento no
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tempo do experimento, ou até mesmo na dosagem da propolis ou os dois
fatores combinados, poderia levar a resultados mais satisfatorios.

Quando foram comparados, pelo teste F (P<0,05), os grupos-
tratamento entre si, verificou-se que, do ponto de Vvista estatistico, as
substancias provocaram efeito semelhante, no sentido de reduzir os niveis de
triacilglicerdis dos animais com hipertrigliceridemia. No entanto, observou-se
tendéncia da antocianina em ser mais eficiente do que a propolis. Esta
substancia atuou mais cedo (aos 14 dias) do que a propolis (aos 28 dias).
Durante todos esses periodos, a antocianina provocou redugdes maiores do
que a propolis. A diferenca mais consideravel foi aos 35 dias, quando a
antocianina promoveu reducdo de 60,49%, sendo esta, praticamente, o dobro
da ocasionada pela prépolis, que foi de 32,60%.

JAHROMI e RAY (1993) verificaram redugdo consideravel do nivel de
triacilglicerdis  provocada pelo flavondide liquirritigenina, em  animais
experimentais com hipertrigliceridemia. J&a SUDHEESH et al. (1997) verificaram
que os flavondides extraidos da fruta Solanum melongena, conhecida
popularmente como berinjela, eram eficientes no combate a hiperlipidemia,
quando administrados em ratos hiperlipidémicos, numa dosagem de
1mg/100 g de peso corporal/dia. BOK et al. (1999), estudando os efeitos da
mistura de dois flavondides (naringina + hesperidina) em ratos machos,
verificaram redugéo consideravel no nivel de triacilglicerois do figado.

A reducdo dos niveis elevados de triacilgliceréis em diabéticos é
importante, uma vez que nesses doentes o metabolismo da glicose e dos
triacilglicerdis é bastante alterado. Individuos diabéticos possuem niveis muito
reduzidos do hormdnio insulina. Este horménio auxilia a captura de &cidos
graxos livres, na corrente sanguinea, pelo tecido adiposo. Na falta da insulina,
os acidos graxos livres se acumulam na corrente sanguinea. A falta de insulina
influencia a ocorréncia da hipertrigliceridemia (MAHAN e KRAUSE, 1994), que
aumenta o risco de ocorréncia de doenca arterial coronaria. Essas doencas
corondrias Sao as principais responsaveis pelas mortes dos individuos
portadores de diabete (PYORAL et al., 1987; STAMLER et al., 1993).

Na Figura 7, demonstra-se que a curva relacionada com grupo tratado

com antocianina ficou abaixo do controle diabético G6 a partir dos 14 dias de
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experimento, o que ocorreu com a curva da propolis, somente a partir dos 21
dias.

Essas curvas evidenciam, também, uma tendéncia de retorno ao
crescimento em torno dos 35 dias. No entanto, seria preciso um periodo maior
de experimento para verificar se esse aumento perduraria. Nao se pode

especular o que aconteceria apos os 35 dias de duragao desse ensaio.

4.3. Terceiro ensaio biologico (ensaio toxicolégico)

Neste ensaio foram investigados os possiveis efeitos toxicos das
substancias testadas nos dois ensaios anteriores sobre peso corporal e
metabolismos mineral, lipidico, protéico e de carboidratos de coelhos
saudaveis, machos albinos da raca Nova Zelandia. Estes animais foram
distribuidos em cinco grupos [G9= (ragdo), G10= (ragdo + talco farmacéutico
em forma de capsula de 100 mg), G11= (ragdo + prépolis em forma de
capsulas de 150 mg), G12= (racdo + antocianina em forma de capsulas de
10mg) e G13= (racdo + a mistura de flavondides contendo 10mg de

antocianina + 10 mg de naringenina)], cada grupo composto de seis animais.
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Figura7 — Estimativa do triacilglicerol de coelhos submetidos a diferentes
dietas em fungéo do tempo de avaliagéo.

Foi incluido um grupo que recebeu talco farmacéutico (trissilicato de
magnésio), utilizado como veiculo no preparo de medicamentos em capsulas.
A finalidade da inclusdo desse grupo foi verificar se o talco provoca algum
efeito adverso no peso corporal € no metabolismo de animais saudaveis. O
periodo de duracdo desse modelo experimental foi de 30 dias, sendo aos 0, 15
e 30 dias medido o peso corporal e dosados alguns constituintes do sangue
desses animais. Os dados coletados foram submetidos a tratamentos
estatisticos especificos, que forneceram o0s resultados apresentados nos

tépicos subsequentes:

4.3.1. Efeitos das substancias-teste no peso corporal

A andlise do Quadro 7 revelou que durante todo o terceiro ensaio nao
houve diferengas significativas entre os grupos-controle (G9 e G10). Isso foi
verificado pelo teste F, ou seja, o talco farmacéutico que foi administrado no
grupo G10 ndo causou nenhuma alteragdo no peso dos animais deste grupo.
Tais resultados séo satisfatorios, ja que a unica fungdo do talco € completar o
volume das capsulas, ndo devendo interferir no metabolismo do usuario.

Quando compararam os grupos-tratamento (G11, G12 e G13) com os
grupos-controle, pelo teste de Dunnett, verificou-se que, durante todo o terceiro
ensaio, esses grupos nado se diferenciaram significativamente. Pode-se
concluir, com isso, que as substdncias nao causaram nenhum efeito
significativo sobre o peso corporal dos animais.

FRINHANI (1998), em experimento realizado com ratos saudaveis,

avaliando os efeitos das antocianinas de uvas roxas e de Tradescantia pallida
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no peso corporal desses animais, ndo observou efeitos adversos
consideraveis.

A perda de peso corporal pode ser decorrente de varios disturbios
metabolicos, dentre eles se podem citar niveis muito elevados de glicose no
sangue (ODETTI et al, 1990; OSOL, s.d.), deficiéncia de vitamina Biz,
desidratacdo (SWENSON, 1988) etc. Isso leva a crer que as substancias, nas
dosagens aqui utilizadas, ndo provocaram nenhum disturbio metabdlico

relacionado aperda de peso.

4.3.2. Efeitos das substancias-teste no teor de glicose

A andlise do Quadro 8 indicou que, durante todo o ensaio toxicoldgico,
ndo houve diferenga significativa entre os grupos-controle (G9 e G10), ou seja,
o talco farmacéutico néo influenciou o teor de glicose do sangue dos animais.

Aos 15 e 30 dias, observou-se que o grupo tratado com a propolis
apresentou redugdo de 25,69 e 23,96%, respectivamente, em teor médio de
glicose, em relagdio ao grupo tratado com talco. Essas redugdes foram
consideradas estatisticamente relevantes, do ponto de vista estatistico. Porém,
as redugbes apresentadas por este grupo em relagdo ao grupo que recebeu

Quadro 7—Peso médio, em kg, e percentual de variagdo em relagdo aos
grupos-controle, em %, de coelhos submetidos a diferentes
tratamentos e avaliados durante 30 dias

'I;Zir:g))o Grupo Tratado TES;) VSZE\%%% Zr:n
G9 G10

0 G9 =ragao (R) 1,188 A - -

G10 =R + talco farmacéutico 1,204 A - -

G11 =R + prépolis 1,178 a - -

G12 =R + antocianina 1,223 a - -

G13 =R + antocianina + 1,169 a - -
naringenina

15 G9 1,471 A - -

G10 1,468 A - -
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G11 1421a -3,40 -3,20

G12 1,497 a +1,77 +1,98
G13 1,348 a --8,36 -8,17
30 &9 2,052 A - -
G10 2,024 A - -
G11 1,939 a -5,51 -4,20
G12 2,067 a +0,73 +2,12
G13 1,842 a -10,23 -8,99

Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula

nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (P>0,05).

Em cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em
cada tempo.
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Quadro 8 — Glicose média, em mgdL", e percentual de variacdo em relagdo
aos grupos-controle, em %, de coelhos submetidos a diferentes

tratamentos e avaliados durante 30 dias

. Variagdo em
Tempo Glicose ~
. Grupo Tratado Relacéo a:
(dias) (mg/dL) o G10

0 G9 =racao (R) 145,13 A - -
G10 =R + talco farmacéutico 166,93 A - -
G11 =R + propolis 128,82 a - -
G12 =R + antocianina 13715a - -
G13 =R + antocianina + 132,45 a - -
naringenina

15 &9 147,57 A - -
G10 167,88 A - -
G111 124,75 a -15,46 -25,69
G12 138,18 a -6,36  -17,69
G13 130,50 a -11,57 -22.27

30 G9 144,47 A - -
G10 165,73 A - -
G11 126,02 a 12,77 -23,96
G12 138,50 a -413  -1643
G13 132,18 a --851 -20,24

Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula

nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (P>0,05).
Em cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em

cada tempo.
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somente ragcdo (G9) ndo foram consideradas estatisticamente relevantes. Isso
indica que, apesar de a propolis ter ocasionado certa redugdo nos teores
médios de glicose desses animais experimentais, essa redugdo ndo pode ser
considerada significativa, do ponto de vista estatistico.

Com relagdo ao grupo tratado com antocianina e, também, ao tratado
com antocianina + naringenina, as redugbes apresentadas por esses grupos
aos 15 e 30 dias foram consideradas irrelevantes, do ponto de vista estatistico.

O metabolismo de carboidratos é frequentemente acompanhado pela
determinagdo de glicose sanguinea. Muitos fatores podem afetar os niveis de
glicose no sangue, dentre os quais se podem citar fatores de ordem genética,
idade e obesidade (LUCIRIO e WHUSTHOF, 2000).

A hiperglicemia pode ocorrer na diabete, assim como hipertireoidismo,
choque traumatico, traumatismo craniano, pancreatite aguda etc. Ja a
hipoglicemia pode ser observada em esforgo muscular exagerado,
hipotireoidismo, disturbios de absorcdo intestinal, tratamento desordenado com
insulina ou hipoglicemiantes orais, anorexia nervosa etc. Além disso, individuos
hipoglicémicos podem apresentar fome exagerada, nervosismo, desmaios e
convulsbes (OSOL, s.d.). Desse modo, pode-se concluir que, nas dosagens
testadas, as substancias-teste ndo provocaram patologias relacionadas com
disturbios no metabolismo de carboidratos, ja que n&o se observaram
alteracbes que pudessem ocasionar hiper ou hipoglicemia nos animais
utilizados nesse ensaio. Os niveis normais de glicose ndo foram alterados
significativamente por essas substancias-teste.

As redugdes ocorridas nos niveis de glicose dos grupos G11, G12 e
G13, embora ndo sejam significativas, do ponto de vista estatistico, reforcam a
idéia de que as substancias-teste podem ser utilizadas no tratamento da
hiperglicemia, uma vez que nos dois ensaios anteriores essas substancias

evidenciaram a mesma tendéncia de reduzir niveis de glicose.
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4.3.3. Efeito das substancias-teste no teor de colesterol total

A andlise do Quadro 9 revelou que, durante todo o ensaio toxicoldgico,
os grupos G9 e G10 ndo se divergiram estatisticamente, em relagdo aos niveis
de colesterol total. Isso demonstra que o talco farmacéutico ndo influenciou os

niveis normais de colesterol total dos animais.

Quadro 9 — Colesterol total médio, em mg dL'1, e percentual de variagdo em
relacdo aos grupos-controle, em %, de coelhos submetidos a
diferentes tratamentos e avaliados durante 30 dias

Tempo o Colesterol VariagéNO em
(dias) rupo Tratado Total Relacao a:
(mg/dL) &9 G10

0 G9 =racao (R) 92,12 A - -
G10 =R + talco farmacéutico 88,73 A - -
G11 =R+ propolis 7592 a - -
G12 =R + antocianina 91,08 a - -
G13 =R + antocianina + 111,32 a - -
naringenina

15 G9 90,20 A - -
G10 89,68 A - -
G11 7388 a -18,09 -17,62
G12 91,22 a +1,13 +1,72
G13 111,92 a +24,08 -+24,80

30 &9 90,07 A - -
G10 90,02 A - -
G11 7442 a -17,38 -17,33
G12 91,33 a +1,40 +1,46
G13 112,02 a +24.37 +2444

Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula

n&o diferem entre si, pelo teste de Tukey (P>0,05).
Em cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em
cada tempo.
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Aos 15 dias, observouse reducao de 18,09% no teor de colesterol total
no grupo de animais tratados com propolis, em relagdo ao grupo tratado com
racdo. Aos 30 dias, essa reducdo foi de 17,38%. No entanto, tais diminuicbes
foram consideradas irrelevantes, do ponto de vista estatistico.

O grupo tratado com antocianina e o com a mistura de flavondides
(antocianina + naringenina) ndo tiveram seus niveis de colesterol total alterados
de forma significativa. Logo, esses resultados indicam claramente que essas
substancias ndo ocasionaram disturbios no metabolismo de colesterol dos
animais deste modelo experimental.

O colesterol é originario da dieta e da sintese pelo organismo; é
precursor dos acidos biliares e dos hormonios esteroidais. Além disso, faz parte
da constituicdo da mielina dos tecidos nervosos. Assim, € importante que se
mantenham os niveis normais de colesterol total (STRYER, 1996; SWENSON,
1988).

Alteragcdes bruscas nos niveis de colesterol podem ocorrer em varios
processos patoldgicos. A  hipercolesterolemia, por exemplo, pode ser
decorrente de moléstias do trato biliar e também de xantomatoses, xantelasma,
xantoma diabético, xantoma tuberoso etc. (STRYER, 1996). Ja a
hipocolesterolemia ocorre em hipertireoidismo, anemia perniciosa, hepatite
toxica, pneumonia, febre tiféide, tuberculose etc. Assim, conclui-se que as
substancias-teste, aqui avaliadas, ndo apresentaram toxicidade (nas dosagens
empregadas) a ponto de ocasionarem patologias caracteristicas de hipo e
hipercolesterolemia.

As redugbes de colesterol total ocasionadas pela prépolis no grupo
G11, embora nédo sejam significativas, do ponto de vista estatistico, indicam

que essa substancia pode ser utilizada no tratamento da hipercolesterolemia.

4.3.4. Efeito das substancias-teste no teor de colesterol-HDL

Ao analisar o Quadro 10, verificouse que, durante todo o ensaio
toxicolégico, o grupo que recebeu talco farmacéutico ndo apresentou diferenca
significativa do grupo que s6 recebeu ragcdo. Assim, concluiu-se que esse
veiculo ndo ocasionou alteragcdes consideraveis no nivel normal de colesterol-
HDL do grupo G10.
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Quadro 10— HDL médio, em mgdL"’, e percentual de variagdo em relacdo aos

grupos-controle, em %,

tratamentos e avaliados durante 30 dias

de coelhos submetidos a diferentes

Variagdo em
'I;Zirgg)o Grupo Tratado ( ml_é%ll) Glgelagéo (a; :1 .
0 G9 =racao (R) 19,22 A - -
G10 =R + talco farmacéutico 13,92 A - -
G11 =R + propolis 19,90 a - -
G12 =R + antocianina 14,25 a - -
G13 =R + antocianina + 16,02 a - -
naringenina
15 &9 18,37 A - -
G10 15,05 A - -
G11 18,22 a -0,82  +21,06
G12 14,08 a -23,35 6,45
G13 15,87 a -13,61 +5,45
30 G9 19,28 A - -
G10 14,73 A - -
G11 19,20 a -041  +30,35
G12 14,62 a 2417 0,75
G13 16,17 a -16,13 +9,78

Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula

n&o diferem entre si, pelo teste de Tukey (P>0,05).
Em cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em

cada tempo.
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Aos 15 dias, observou-se que o grupo tratado com a prépolis
apresentou redugcdo de 0,82% em relagdo ao grupo tratado somente com
racdo. Aos 30 dias, essa diminuicdo foi de 0,41%. Tais redugbes foram
consideradas estatisticamente irrelevantes, o que demonstra que a prdpolis
ndo alterou significativamente o teor de colesterol-HDL dos animais do grupo
G11.

O grupo tratado com antocianina apresentou quedas de 23,35 e
24.17% aos 15 e 30 dias, respectivamente, em seu nivel de HDL, em relacao
ao grupo G9, mas essas diminuigbes nao foram consideradas significativas, do
ponto de Vvista estatistico. Isso significa que a antocianina ndo causou
alteracdes relevantes no nivel médio de colesterol-HDL do grupo G12.

O grupo tratado com a mistura de flavondides apresentou diminuigéo
de 13,61 e 16,13% aos 15 e 30 dias, respectivamente, em seu nivel médio de
colesterol-HDL em relagdo ao grupo tratado com ragdo. Porém, essas
diminuicdes nao foram consideradas relevantes, do ponto de vista estatistico.
Isso indica que a associagdo entre naringenina e antocianina nio alterou
significativamente o nivel de colestero-HDL do grupo G13.

Embora o teste de Tukey (P<0,05) tenha demonstrado que os efeitos
produzidos pelas substancias-teste no nivel de colesterol-HDL tenham sido
semelhantes em todos o0s grupos, percebeu-se que o tratamento com a
propolis apresentou melhores resultados, pois diminuiu somente 0,82 e 0,41%,
aos 15 e 30 dias, respectivamente, o nivel de HDL. Isso é importante, pois, de
acordo com NAGEM et al. (1994), o colesterol-HDL ¢é responsavel pelo
transporte do colesterol dos tecidos periféricos para o figado, onde é

metabolizado. Reducao no nivel normal de HDL poderia afetar esse transporte.
4.3.5. Efeitos das substancias-teste no teor de colesterol-LDL

Ao analisar o Quadro 11, percebeu-se que o grupo tratado apenas com
racdo nao diferiu, pelo teste F (P<0,05), do que recebeu o talco farmacéutico,

durante todo o ensaio toxicoldgico. Isso demonstra que o talco ndo provocou

alteragbes no nivel normal de colesterol-LDL do grupo G10.
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Quadro 11— LDL médio, em mgdL‘1, e percentual de variagdo em relagdo aos
de coelhos submetidos a diferentes
tratamentos e avaliados durante 30 dias

grupos-controle, em %,

Variagdo em
'I;Zirgg)o Grupo Tratado ( ng%‘L) Glgelagéo (a; :1 .
0 G9 =racgzo (R) 38,47 A - -
G10 =R + talco farmacéutico 63,27 A - -
G11 =R + propolis 34,48 b - -
G12 =R + antocianina 7212 a - -
G13 =R + antocianina + 52,42 ab - -
naringenina
15 &9 38,57 A - -
G10 63,22 A - -
G11 3220b -16,52 -49,07
G12 73,02 a +89,32 +15,50
G13 5228ab  +3555 -17,30
30 G9 38,63 A - -
G10 62,40 A - -
G11 3218b -16,70 -48,43
G12 7247 a +87,60 +16,14
G13 54,03ab  +39,87 -1341

Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula

n&o diferem entre si, pelo teste de Tukey (P>0,05).
Em cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em

cada tempo.
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A andlise do Quadro 11 também permitiu observar que o grupo tratado
com a propolis obteve redugdes no seu nivel de LDL de 49,07 e 48,43% aos 15
e 30 dias, respectivamente, em relagdo ao grupo tratado com talco
farmacéutico. Esse grupo obteve, também, diminuicdes de 16,52 e 16,70% aos
15 e 30 dias, respectivamente, em relagdo ao grupo tratado com ragao.

Embora o grupo da propolis tenha apresentado diminui¢des nos niveis
de LDL, estas ndo foram consideradas estatisticamente relevantes.

Com relagdo ao grupo tratado com antocianina, os resultados
indicaram que essa substancia ocasionou redugdes de 17,30 e 13,41% aos 15
e 30 dias, respectivamente, nos niveis de LDL em relagcdo ao grupo tratado
com talco, mas essas diminuicbes nao foram consideradas estatisticamente
relevantes. O grupo que recebeu ragdo apresentou aumento de LDL, sendo tal
aumento n&o relevante estatisticamente.

Ja o grupo tratado com a mistura de flavondides apresentou aumentos
no nivel de LDL aos 15 e 30 dias em relacdgo a G9 e G10, porém esses
aumentos n&o foram considerados relevantes pelo teste F (P<0,05).

Os resultados aqui obtidos indicam que todas as substancias-teste nao
alteraram significativamente os niveis normais de LDL dos animais. Isso é
importante, pois o LDL, juntamente com o HDL, participa da sintese de
hormédnios esteroidais (LIMA, 2000), e alteragdo significativa em seu nivel

normal poderia afetar essa sintese.

4.3.6. Efeitos das substancias-teste no teor de triacilglicerois

A avaliacdo dos resultados apresentados no Quadro 12 evidenciou
que, durante todo o ensaio toxicoldgico, os grupos G9 (ragdo) e G10 (ragcdo +
talco) ndo diferiram estatistcamente entre si, pelo teste F a 5% de
probabilidade. Esses resultados indicam que o talco ndo alterou o nivel normal
de triacilglicerdis do grupo G10.

Ao analisar o comportamento do grupo G11, verificou-se que ele
apresentou redugdo, no nivel de triacilglicerdis, de 17,07% aos 15 dias e de
15,66% aos 30 dias em relacdo ao grupo tratado com ragao (G9). Este grupo
apresentou, também, redugbes de 12,79 e 1293% aos 15 e 30 dias,
respectivamente, em relagdo ao grupo que recebeu talco. Tais redugbes nao

foram consideradas relevantes pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.
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Quadro 12— Triacilglicerol médio, em mgdL", e percentual de variacdo em
relagéo aos grupos-controle, em %, de coelhos submetidos a

diferentes tratamentos e avaliados durante 30 dias

'I;Zirgg)o Grupo Tratado Trlacgiqllcer nggiaé\%?
(mg/dL) &9 G10
0 G9 =racao (R) 84,33 A - -
G10 =R + talco farmacéutico 80,60 A - -
G11 =R + propolis 73,78 a - -
G12 =R + antocianina 76,22 a - -
G13 =R + antocianina + 64,72 a - -
naringenina
15 &9 81,90 A - -
G10 77,88 A - -
G11 67,92 a -17,07 -12,79
G12 64,02 a -21,83  -17,80
G13 60,00 a -26,74  -22,96
30 G9 81,63 A - -
G10 79,07 A - -
G11 68,85 a -15,66 -12,93
G12 50,50 b -38,14  -36,13
G13 59,02 ab -27,70  -25,36

*

*

Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula

n&o diferem entre si, pelo teste de Tukey (P>0,05).
Em cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em

cada tempo.
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Aos 15 dias, o grupo tratado com a antocianina (G12) teve redugéo de
21,83% em seu nivel de triacilglicerdis em relagdo ao grupo tratado com ragao.
Essa redugéo foi considerada estatisticamente significativa.

Aos 30 dias, além de apresentar reducdo significativa de 38,14% em
relagéo ao grupo G9, o grupo G12 apresentou, também, reducdo consideravel,
do ponto de vista estatistico, de 36,13% em relacdo ao grupo tratado com o
talco. Isso indica que a antocianina reduziu significativamente os triacilglicerdis
no sangue dos animais do grupo G12.

O grupo tratado com a mistura de flavondides (antocianina +
naringenina) também apresentou reducdes significativas aos 15 e 30 dias. A
maior reducao foi, aos 30 dias, de 27,70% em relagdo ao grupo que recebeu
somente ragéo.

Os triacilglicerdéis sdo o grupo mais significativo de lipidios, do ponto de
vista do metabolismo energético dos animais. Eles podem ser fornecidos pela
dieta ou ser sintetizados, a partir de fontes néao-lipidicas. Essa sintese ocorre
amplamente no figado, no tecido adiposo, na glandula mamaria em lactagao,
nos rins, no cérebro e nos pulmdes (SWENSON, 1988).

A hipertrigliceridemia é observada em males como: diabete, sindrome
nefrética, pancreatite, arterosclerose e em doengas coronarianas (OSOL, s.d;
LIMA, 2000). Mesmo que os animais deste ensaio ndo estivessem
hipertrigliceridémicos, a antocianina e a associagdo de antocianina e
naringenina demonstraram ser promissoras no tratamento de elevados niveis
de triacilglicerdis. Esses resultados reforgam aqueles obtidos nos dois ensaios
anteriores, que apresentaram a tendéncia destes flavondides em reduzir niveis
elevados de triacilglicerdis em animais diabéticos. Nesse ensaio toxicologico, a
maior redugao ocorreu NOs grupos que se submeteram aantocianina.

Embora a prépolis ndo tenha proporcionado resultados significativos na
reducdo dos ftriacilglicerdis, pode-se dizer que essa substancia também
apresenta tendéncia em causar diminui¢cdo deste constituinte.

4.3.7. Efeitos das substancias-teste sobre o teor de proteina total

Pela avaliagdo do Quadro 13, verificou-se que o grupo tratado com
racdo (G9) nao diferiu estatisticamente, durante todo o ensaio, do grupo que
recebeu, além de ragdo, talco farmacéutico (G10). Isso comprova que o talco

n&o influenciou o nivel normal de proteina total do grupo G10.
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Quadro 13— Teor de proteina médio, em mgdL’, e percentual de variacdo em
relagéo aos grupos-controle, em %, de coelhos submetidos a

diferentes tratamentos e avaliados durante 30 dias

, Variagdo em
'I;Zirgg)o Grupo Tratado I(Dr:]cg?d'rﬂ? Glgelagéo (a; :1 .
0 G9 =racao (R) 51,90 A - -
G10 =R + talco farmacéutico 51,52 A - -
G11 =R + propolis 51,78 a - -
G12 =R + antocianina 48,33 a - -
G13 =R + antocianina + 57,23 a - -
naringenina
15 G9 51,70 A - -
G10 52,40 A - -
G11 51,57 a -0,25 -1,58
G12 47,65 a -7,83 -9,06
G13 57,02 a +10,29  +8,82
30 G9 53,13 A - -
G10 51,27 A - -
G11 50,70 a -4,57 -1,11
G12 48,63 a -8,47 -5,15
G13 59,65 a +12,27 +16,34

Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula

n&o diferem entre si, pelo teste de Tukey (P>0,05).
Em cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em

cada tempo.
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Aos 15 dias, o grupo tratado com a prépolis (G11) apresentou redugéo
de 0,25% em relagdo ao grupo tratado com ragado (G9). Este grupo apresentou,
também, reducdo de 1,58% em relagio ao grupo tratado com talco
farmacéutico (G10). J& aos 30 dias, o grupo G11 teve diminuigdes de 4,57%
em relagcdo ao grupo G9 e 1,11% em ralagdo ao grupo G10. Essas diminuigdes
ndo foram consideradas relevantes do ponto de vista estatistico, levando a crer
que a propolis ndo alterou significativamente o nivel normal de proteina total do
grupo G11.

Com relagdo ao comportamento exibido pelo grupo que recebeu
antocianina 20 mg em forma de capsulas, este apresentou redugdes de 7,83 e
8,47% aos 15 e 30 dias, respectivamente, em relacdo ao grupo tratado com
racdo. Este grupo apresentou, também, reducdes pequenas em relacdo ao
grupo tratado com talco. Essas diminuicdes nao foram consideradas
significativas, do ponto de vista estatistico. Logo, pode-se concluir que a
antocianina nao influenciou, significativamente, o nivel normal de proteina total
do grupo G12.

A andlise do comportamento do grupo que recebeu a mistura contendo
antocianina e naringenina revelou que este grupo apresentou, aos 15 e 30 dias,
aumentos de 10,29 e 12,27%, respectivamente, em relacdo ao grupo tratado
com racdo. Foram observados também aumentos, em relacdo ao grupo tratado
com talco, de 8,82 e 16,34% aos 15 e 30 dias, respectivamente. Embora
tenham ocorrido tais aumentos, eles ndo foram considerados significativos do
ponto de vista estatistico. Isso leva a crer que a mistura de flavondides n&o
alterou significativamente o nivel normal de proteina total.

Mais de 7% do plasma sanglineo consiste em proteinas como
albumina, globulinas (a4, o2, B1, B2, y) e fibrinogénio. Outras proteinas em
microquantidades sdo anticorpos, enzimas e certos tipos de horménios. As y-
globulinas sdo produzidas pelos linfocitos e pelas células plasmaticas. Essas
proteinas sdo denominadas imunoglobulinas. As  imunoglobulinas  s&o
classificadas em IgM, IgG, IgA, IgD e IgE, sendo IgG a mais abundante nos
animais normais. A IgE é produzida pelos animais que estdo enfrentando
processos alérgicos diversos. Dessa forma, num processo alérgico ocorre
aumento de proteina total no plasma, incrementado pela IgE (SWENSON,
1988).
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A albumina plasmatica, o fibrinogénio, parte das globulinas e a
protrombina sao formados no figado. As globulinas, incluindo y-globulinas, sao
formadas nos linfonodos e em outras células do sistema reticuloendotelial do
baco e da medula d6ssea. A sintese de proteinas plasmaticas € reduzida
significativamente nas lesdes hepaticas graves ou deficiéncias prolongadas de
proteinas na dieta. Isso pode reduzir o fibrinogénio plasmatico, resultando em
aumento do tempo de protrombina e retardando o tempo de coagulagdo do
sangue nos capilares. A pressdo osmotica, produzida pelas proteinas
plasmaticas, opbe-se a pressdo hidrostatica e, dessa forma, evita 0 excesso de
passagem de agua para os tecidos, o que pode causar edema (SWENSON,
1988).

Os resultados obtidos neste modelo experimental indicaram que tanto a
propolis quanto os flavondides nao alteraram significativamente os niveis
normais de proteina total no sangue dos animais. Isso leva a crer que nao
ocorreram danos ao organismo desses animais, por exemplo lesdes hepaticas,
resultantes da administragdo dessas substancias. Além disso, sabendo que os
niveis normais de proteinas plasmaticas em coelhos sdo da ordem de 50 a
53 mg/dL, verificourse que os mesmos estdo de acordo com os apresentados
no Quadro 13.

Resultados indicando a naotoxicidade de flavondides em relacdo aos
niveis normais de proteinas plasmaticas também foram obtidos por LIMA
(2000), que, ao avaliar os efeitos toxicologicos de alguns flavondides (dentre
eles a quercetina) no nivel de proteina total de coelhos saudaveis, verificou que
tais substancias ndo provocaram alteracdes consideraveis no metabolismo

protéico desses animais.
4.3.8. Efeitos das substancias-teste no teor de albumina

Pela anadlise do Quadro 14, observou-se que os grupos G9 e G10 ndo
diferiram estatisticamente, em teor médio de albumina, durante todo o ensaio

de toxicologia. Conclui-se, entdo, que o talco farmacéutico nao causou

alteracdes significativas no nivel dessa proteina do grupo G10.
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Quadro 14— Teor de albumina médio, em gdL", e percentual de variagdo em
relagéo aos grupos-controle, em %, de coelhos submetidos a
diferentes tratamentos e avaliados durante 30 dias

'I;Zirgg)o Grupo Tratado Algjé?_i;]a ng;ggaé\oozr:n
&9 G10
0 G9 =racao (R) 443 A
G10 =R + talco farmacéutico 442 A
G11 =R + propolis 4,34 a
G12 =R + antocianina 454 a
G13 =R + antocianina + 4,51 a
naringenina
15 G9 445 A
G10 4,44 A
G11 432 a -2,93 -2,70
G12 453 a +1,80 +2,03
G13 451a +1,35 +1,58
30 G9 4,46 A - -
G10 4,44 A - -
G11 433a -2,91 2,48
G12 454 a +1,79 +2,25
G13 4,49 a +0,67 +1,13

Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula

n&o diferem entre si, pelo teste de Tukey (P>0,05).

Em cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em
cada tempo.
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Aos 15 e 30 dias, observaram-se quedas de 293 e 291%,
respectivamente, no nivel médio de albumina do grupo tratado com a prépolis
em relagdo ao grupo tratado com racdo. Diminuicées semelhantes foram
apresentadas, também por esse grupo, em relacdo ao grupo tratado com talco.
Tais redugdes foram consideradas irrelevantes de acordo com o teste de
Dunnett a 5% de probabilidade.

Foram observados, também, pequenos aumentos nos teores de
albumina dos grupos tratados com antocianina € com a associagdo desta com
a naringenina, em relagdo aos grupos G9 e G10. Tais aumentos foram
considerados irrelevantes do ponto de vista estatistico.

A albumina é a mais importante proteina plasmatica (em humanos,
aproximadamente 4,5g/dL) e corresponde a cerca de 60% das proteinas
plasmaticas totais; por volta de 40% esta presente no plasma e 60% no espago
extracelular. O figado produz 12 g de albumina/dia, representando 25% do total
de proteinas sintetizadas pelo figado e metade das proteinas secretadas. Entre
as fungbes importantes da albumina esta a capacidade desse polipeptidio de
se ligar a varias substancias, que incluem horménios esterdides, bilirrubina e
alguma por¢cdo do triptofano do plasma. Além disso, a albumina se liga a
aproximadamente 10% do cobre plasmatico. Uma variedade de drogas,
incluindo sulfonamidas, peniciina G e aspirina, liga-se a albumina, o que tem
implicagdes farmacoldgicas. Acredita-se, também, que a albumina seja
responsavel por cerca de 75 a 80% da pressdo osmoética do plasma (MURRAY
etal., 1994).

A sintese de albumina é afetada em uma série de moléstias,
particularmente aquelas do figado. O plasma de pacientes com doenga do
figado freqlentemente apresenta decréscimo da relagéo A:G (albumina:
globulina) (MURRAY et al., 1994).

Os resultados obtidos neste ensaio toxicolégico indicam que as
substancias-teste ndo ocasionaram alteragdes significativas nos niveis normais
de albumina dos animais dos grupos G11, G12 e G13. Essa conclusédo é
reforcada quando se observa a semelhanca dos niveis dessa proteina, no
Quadro 15, com os encontrados na literatura, com relagdo a coelhos, da ordem
de4,0a4,5g/dL.
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43.9. Efeitos das substancias-teste na atividade de gama-glutamil
transferase (Gama-GT)

Avaliando o Quadro 15, observou-se que durante todo o ensaio
toxicolégico os grupos G9 (ragéo) e G10 (talco farmacéutico) ndo divergiram
significativamente entre si. Isso indica que o talco farmacéutico ndo alterou a
atividade normal de gama GT.

Aos 15 dias, o grupo tratado com a propolis (G11) apresentou queda
na atividade de gama GT de 11,25%. Porém, nenhuma alteragéo foi observada
em relagdo ao grupo tratado com talco farmacéutico (G10). Ja aos 30 dias
houve aumento na atividade de gama GT, do grupo G11, de 5,91% em relagéo
ao grupo G10 e diminuicdo de 6,63% em relagdo ao grupo que recebeu
somente racdo. Embora essas alteragbes tenham ocorrido, elas ndo foram
consideradas relevantes, do ponto de vista estatistico.

Com relagdo ao grupo tratado com antocianina (G12), observou-se que
ocorreu redugdo, na atividade de gama GT, desse grupo de 3,75% em relagao
ao grupo que recebeu apenas ragdo (G9); isso aos 15 dias de experimento. Ja
em relacdo ao grupo tratado com talco (G10), o que se observou foi aumento
de 8,45% na atividade dessa enzima.

Novas alteragdes voltaram a ocorrer na atividade de gama GT, do
grupo G12, aos 30 dias de experimento. Nesse periodo, ocorreu aumento de
17,91% em relagdo ao grupo G10, bem como aumento de 3,95% em relagdo a
G9.

Embora tenham ocorrido alteragbes na atividade de gama GT, no
grupo que recebeu antocianina elas nao foram significativas pelo teste de
Dunnett a 5% de probabilidade.

Na andlise do comportamento do grupo que recebeu a mistura
contendo antocianina e naringenina (G13), observou-se que 0 mesmo
apresentou redugdes, na atividade de gama-GT, de 19,85 e 529% aos 15 e 30
dias, respectivamente, em relagdo ao grupo que recebeu apenas ragao (G9).
Alteragdes no sentido de diminuigdo e aumento também foram observadas
nesse grupo em relagdo ao que recebeu apenas talco (G10). Porém, todas

essas alteragdes foram consideradas irrelevantes, do ponto de vista estatistico.



Quadro 15— Gama-GT médio, em U.l, e percentual de variagdo em relagéo
aos grupos-controle, em %, de coelhos submetidos a diferentes
tratamentos e avaliados durante 30 dias

'I;Zirgg)o Grupo Tratado Ga(rS_?_)GT nggiaé\%?
&9 G10
0 G9 =racao (R) 12,83 A
G10 =R + talco farmacéutico 11,33 A
G11 =R + propolis 12,33 a
G12 =R + antocianina 13,17 a
G13 =R + antocianina + 11,67 a
naringenina
15 G9 13,33 A - -
G10 11,83 A - -
G11 11,83 a -11,25 0
G12 12,83 a -3,75 +8,45
G13 10,67 a -19,85 9,81
30 G9 12,67 A - -
G10 11,17 A - -
G11 11,83 a -6,63 +5,91
G12 13,17 a +395  +17,91
G13 12,00 a -5,29 +7,43

Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula

n&o diferem entre si, pelo teste de Tukey (P>0,05).

Em cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em
cada tempo.
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A gamaGT é uma indicadora sensivel das doencas hepaticas. Os
niveis sao freqientemente elevados nas disfungbes do figado, ocasionadas por
alcoolismo. Essa enzima esta presente no figado, nos rins e no pancreas e
transfere acido glutdmico C-terminal de um peptidio para outros peptidios ou L-
aminoacidos (MURRAY et al., 1994).

Os resultados aqui obtidos indicam que as substancias-teste nao
interferiram significativamente na atividade de gama-GT. Isso significa que elas

nao ocasionaram problemas hepaticos nos animais.

4.3.10.Efeitos das substancias-teste na atividade de transaminase

glutamico oxalacético (TGO)

Quando analisou o Quadro 16, verificouse que nenhuma diferenca
significativa, pelo teste F (P<0,05), ocorreu aos 15 e 30 dias entre os grupos
G9 e G10. Isso indica que o ftalco farmacéutico nao alterou, de forma
significativa, a atividade de TGO no grupo G10.

Em relagcdo ao grupo tratado com a prépolis (G11), verificaram-se
alteracbes aos 15 e 30 dias, com a ressalva de que a maior alteragcdo ocorreu
aos 30 dias. Nesse periodo, o grupo G11 apresentou aumento de 12,07% em
relacio ao grupo que recebeu talco. Porém, tais alteragbes ndo foram
consideradas relevantes, do ponto de vista estatistico.

A andlise do comportamento do grupo tratado com antocianina (G12)
revelou ocorréncias de alteragbes da atividade de TGO aos 15 e 30 dias, tendo
a alteracdo mais acentuada ocorrido aos 15 dias. Nesse periodo houve
redugédo, na atividade de TGO, de 33,19% em relagdo ao grupo que recebeu
talco farmacéutico (G10). No entanto, essa e as outras alteragdes foram
desconsideraveis estatisticamente.

Observando o Quadro 16, constatou-se que o grupo G13 tratado com a
mistura de flavondides (antocianina + naringenina) também apresentou
alteracdes em sua atividade de TGO, tanto em relagdo a G9 quanto em relacao
a G10. A maior alteragdo foi aos 15 dias, quando o grupo G13 apresentou
reducdo de 28,60% em relacdo ao grupo G10. No entanto, essas alteragbes

foram consideradas irrelevantes, do ponto de vista estatistico.
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Quadro 16— TGO médio, em U.l, e percentual de variagio em relagdo aos
grupos-controle, em %, de coelhos submetidos a diferentes
tratamentos e avaliados durante 30 dias

'I;Zirgg)o Grupo Tratado 2638 nggiaé\%?
&9 G10
0 G9 =racao (R) 65,50 A - -
G10 =R + talco farmacéutico 81,67 A - -
G11 =R + prépolis 72,67 a - -
G12 =R + antocianina 56,00 a - -
G13 =R + antocianina + 64,50 a - -
naringenina
15 G9 65,83 A - -
G10 83,33 A - -
G11 73,33 a +11,39  -12,00
G12 55,67 a -1543  -33,19
G13 59,50 a -962  -28,60
30 G9 67,33 A - -
G10 82,83 A - -
G11 72,83 a +8,17  -12,07
G12 56,33 a -16,34  -31,99
G13 62,33 a -743  -24]75

Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula

n&o diferem entre si, pelo teste de Tukey (P>0,05).

Em cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em
cada tempo.
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As transaminases (TGP, TGO etc.) catalisam a transferéncia de uma
amina o de um aminoacido para um o-cetoacido. Essas enzimas, geralmente,
encaminham o0s grupos aminas o de varios aminoacidos para o0 a-
cetoglutarato, para a conversdo em NH;" (STRYER, 1996; LEHNINGER, 2000).
Essas enzimas estdo presentes em altas concentragdes no musculo, figado e
cerebro. A elevagdo da atividade das transaminases no sangue indica necrose
ou moléstia, especialmente nesses tecidos (MURRAY et al., 1994).

Os resultados aqui apresentados evidenciam que as substancias-teste
ndo ocasionaram alteragbes significativas na atividade da TGO, levando a crer
que também nao causaram danos relacionados ao aumento da atividade dessa
enzima nos animais utilizados neste modelo experimental.

Em outro estudo de toxicidade aguda, LIMA (2000) constatou que
alguns flavondides (dentre eles a rutina) ndo alteraram significativamente a

atividade de TGO em coelhos machos albinos da raga Nova Zelandia.

4.311.Efeitos das substancias-teste na atividade da transaminase

glutamico piravico (TGP)

A andlise do Quadro 17 revelou que, durante todo o0 ensaio
toxicolégico, o grupo que recebeu apenas ragdo (G9) permaneceu diferente,
estatisticamente, do que recebeu, além de racao, talco farmacéutico. Isso nao
quer dizer que esse veiculo influenciou a atividade de TGP, uma vez que,
mesmo antes de se administrar o talco, os grupos ja eram, por natureza,
estatisticamente diferentes.

Ao estudar o comportamento do grupo G11 (propolis), percebeu-se
que, aos 15 dias, ocorreu diminuicdo bastante consideravel (67,11%), em
relagdéo ao grupo-controle G9 (ragdo), da atividade de TGP. No entanto, a
diminuicdo de 19,69%, em relacdo ao grupo que recebeu talco (G10), foi
considerada irrelevante, do ponto de vista estatistico.

Aos 30 dias, o grupo G11 voltou a apresentar diminuicdo significativa,
pelo teste de Dunnett (P<0,05), de 66,99% em relacdo ao grupo tratado com
ragdo. Porém, mais uma vez, a diminuicdo da atividade de TGP (16,27%), por
parte desse grupo em relacdo ao que recebeu talco (G10), foi considerada

irelevante.
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Quadro 17— TGP médio, em U.l, e percentual de variagdo em relacdo aos
grupos-controle, em %, de coelhos submetidos a diferentes
tratamentos e avaliados durante 30 dias

'I;Zirgg)o Grupo Tratado 263 S ng;ggaé\oozr?
G9 G10
0 G9 =racao (R) 106,33 A - -
G10 =R + talco farmacéutico 40,00 B - -
G11 =R + propolis 34,00b -68,02 -15,00
G12 =R + antocianina 41,00 b -61,44 +2,50
G13 =R + antocianina + 96,00 a -9,72 +140,00
naringenina
15 G9 101,33 A - -
G10 41,50 B - -
G11 33,33b 67,11*  -19,69
G12 4150 b -59,04 * 0
G13 92,17 a -9,04  +122,10
30 &9 104,00 A - -
G10 41,00B - -
G11 34,33b 66,99 * -16,27
G12 40,33 b 61,22 * -1,63
G13 96,33 a -7,38  +134,95

*

Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula

n&o diferem entre si, pelo teste de Tukey (P>0,05).

Em cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em
cada tempo.
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Ao estudar o comportamento do grupo que recebeu antocianina (G12),
observou-se que, aos 15 dias, ele apresentou diminuicdo de 59,04% na
atividade de TGP, em relagdo ao grupo-controle, que recebeu somente racao
(G9). Porém, nenhuma alteragdo ocorreu em relagdo ao grupo que recebeu
talco farmacéutico (G10).

Aos 30 dias, nova alteragdo, bastante significativa (-61,22%), ocorreu
na atividade de TGP, do grupo G12, em relagdo ao grupo G9. No entanto,
novamente, em relagdo ao grupo que recebeu talco, essa alteragdo foi
considerada irrelevante (-1,63%).

O grupo que recebeu a mistura de antocianina com naringenina (G13)
apresentou aos 15 dias, pelo teste de Dunnett (P<0,05), aumento consideravel
(122,10%) na atividade de TGP, em relagdo ao grupo que recebeu talco
farmacéutico (G10). No entanto, teve diminuicdo insignificante de 9,04% em
relagéo ao grupo que recebeu ragao (G9).

Aos 30 dias, G13 exibiu 0o mesmo comportamento de 15 dias
anteriores, ou seja, aumento consideravel (134,95%) em relagdo ao grupo que
recebeu talco farmacéutico (G10), e uma diminuicdo desconsideravel (7,38%)
em relagéo ao grupo que recebeu ragao (G9).

Embora pareca que as substancias-teste influenciaram profundamente
a atividade de TGP, deve-se considerar o fato de que os grupos G11 e G12 ja
apresentavam aumentos estatisticamente significativos, em relagéo ao grupo
G9, antes mesmo de se iniciarem os tratamentos com a prépolis e com a
antocianina. Isso quer dizer que ja era de natureza desses grupos essa relagao
de divergéncia. Além disso, os grupos G11 e G12 ndo apresentaram alteragdes
significativas em relagéo ao grupo que recebeu talco farmacéutico (G10).

Em relagdo ao grupo G13, ndo se pode afirmar que as alteragdes
significativas, ocorridas na atividade de TGP, possam ter sido ocasionadas pelo
tratamento com a mistura de flavondides (antocianina + naringenina). Isso
porque esse grupo ja era, por natureza, estatisticamente diferente do grupo
G10 (talco). No primeiro dia de experimento, antes de se administrar a mistura
de flavondides j& havia ocorrido aumento de 140% na atividade de TGP do
grupo G13 em relagcdo ao G10. Além disso, esse grupo nao apresentou
diferengcas significativas, durante todo o ensaio, em relagdo ao grupo-controle,

que recebeu apenas ragéo (G9).
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Com essas informagbes, pode-se deduzir que as alteragbes ocorridas
na atividade de TGP dos grupos G11, G12 e G13 ndo foram decorrentes da
administracao da propolis e dos flavondides.

LIMA (2000), ao estudar os efeitos de flavondides (dentre eles a
quercetina e a apigenina) em coelhos normais, verificou que 0os mesmos nao
alteraram significativamente a atividade de TGP no plasma sanguineo desses

animais.

4.3.12. Efeito das substancias-teste no teor de fosforo

Observou-se, no Quadro 18, que os grupos G9 e G10 ndo diferiram
entre si de modo significativo durante todo o ensaio toxicoldgico. Isso quer
dizer que o talco farmacéutico néo influenciou o teor médio de fosforo do grupo
G10.

Com relagdo ao grupo que recebeu prépolis, pode-se dizer que ele
apresentou alteracdes praticamente insignificantes durante todo o ensaio.
Essas alteragbes foram de diminuicbes de 2,93 e 2,91% aos 15 e 30 dias,
respectivamente, em relagdo ao grupo G9 e também em torno desses
percentuais em relagdo ao grupo G10. O mesmo se observou em relagédo aos
comportamentos dos grupos G12 (antocianina) e G13 (antocianina +
naringenina), que apresentaram alteragdes insignificantes em seus teores
médios de fosforo quando comparados com os grupos G9 e G10, pelo teste de
Dunnett (P<0,05).

O fosforo é, possivelmente, o elemento que desempenha o papel mais
variado na quimica dos organismos vivos (NUNES, 1995). Esse elemento tem
funcdes mais conhecidas do que as de qualquer outro elemento mineral, nos
seres vivos. Ele combina com o calcio e carbonato para formar compostos que
proporcionam rigidez aos ossos e dentes. Além disso, esta presente em todas
as células do corpo, tendo funcdo vital em muitos processos metabdlicos,
inclusive naqueles relacionados aos tampdes nos liquidos corporais
(SWENSON, 1988). Sua concentragdo no plasma é influenciada pela fungéo da
glandula paratirdide, acdo da vitamina D, absorcdo intestinal, funcdo renal,

metabolismo dos ossos e nutricdo (MURRAY et al., 1994).
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Quadro 18— Teor de fosforo médio, em mgdL”, e percentual de variagcdo em
relagéo aos grupos-controle, em %, de coelhos submetidos a

diferentes tratamentos e avaliados durante 30 dias

'I;Zirgg)o Grupo Tratado z:r:]);;grl_c; nggiaé\%?
&9 G10
0 G9=racgéo (R) 8,01 A - -
G10=R +talco farmacéutico 7,04 A - -
G11= R + prépolis 7,66 a - -
G12= R + antocianina 8,16 a - -
G13=R + antocianina + 848 a - -
naringenina
15 G9 8,03 A - -
G10 7,05 A - -
G11 755a -5,98 +7,09
G12 8,07 a +0,50  +14,47
G13 8,40 a +4,61 +19,15
30 G9 7,98 A - -
G10 7,16 A - -
G11 754 a -5,51 +5,31
G12 8,18 a +2,51 +14,25
G13 849 a +6,39  +18,58

Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula

n&o diferem entre si, pelo teste de Tukey (P>0,05).
Em cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em

cada tempo.
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Um excesso relativo de fosforo em relagédo ao célcio pode resultar em
algumas situagdes bastante danosas. A ingestdo desse elemento duas ou trés
vezes mais que a necessidade por longos periodos causara problemas
severos, em razdo das modificagdes no metabolismo do calcio (NUNES, 1995).
Os niveis elevados de fésforo no soro sdo observados em insuficiéncia renal,
hipoparatiroidismo etc. Ja seus niveis reduzidos sao observados em
hiperparatiroidismo, raquitsmo, sindrome de ma absorcdo, ingestdo de
antiacidos que ligam o fosfato ao intestino, alcoolismo crénico (especialmente
com doenga hepatica) etc. (MURRAY et al., 1994).

Assim, ao constatar que as substancias-teste ndo causaram alteragoes
significativas no metabolismo do fésforo, pode-se concluir, entdo, que as
mesmas nao ocasionaram ao organismo desses animais danos que

estivessem relacionados aconcentragdo desse elemento no plasma.

4.3.13. Efeito das substancias-teste no teor de cloretos

Na andlise do Quadro 19, verificouse que durante todo o ensaio
toxicolégico os grupos G9 e G10 ndo se distanciaram significativamente. Isso
indica que o talco farmacéutico n&o influenciou o teor de cloretos no plasma
sanguineo dos animais.

Com ralagdo ao grupo que recebeu propolis, percebeu-se que ele
apresentou alteragbes em seu teor de cloretos durante todo o ensaio. Essas
alteragdes, tanto em relagdo ao grupo G9 quanto ao G10, ja ocorriam desde o
inicio do ensaio, ou seja, ja existam mesmo antes de se administrarem as
substancias-teste. Notou-se, também, que essas alteracbes se apresentaram
uniformes durante todo o ensaio. Assim, constatou-se que as diminuicbes
significativas ocorridas nesse grupo nao devem ser atribuidas ao uso das
substancias-teste.

As alteragbes ocorridas no grupo que recebeu antocianina associada
com naringenina também ndo devem ser atribuidas a administracdo das
substancias-teste, uma vez que, mesmo antes de se submeter a essas
substancias, o grupo G13 ja apresentava tais alteragdes, que se
caracterizavam por diminuicdes significativas, mais ou menos uniformes, no

teor médio de cloreto.
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Quadro 19— Teor de cloreto médio, em mmol L”, e percentual de variacdo em
relagéo aos grupos-controle, em %, de coelhos submetidos a

diferentes tratamentos e avaliados durante 30 dias

Variagdo em
Tempo Cloro ~
. Grupo Tratado Relacao a:
(dias) (mmol/L) o G10
0 G9 =racao (R) 83,58 A - -
G10 =R + talco farmacéutico 84,37 A - -
G11 =R + propolis 76,12b -8,93 -9,78 *
G12 =R + antocianina 85,38 a +2,15 +1,20
G13 =R + antocianina + 76,80 b -8,11 -8,97*
naringenina *
15 &9 83,72 A - -
G10 82,87 A - -
G111 7728 b -769* -6,75*
G12 84,77 a +1,25 +2,29
G13 76,75 b -8,33* -7,39*
30 G9 82,80 A - -
G10 82,60 A - -
G11 76,58 b -7,51 -7,29*
G12 84,00 a +1,45 +1,69
G13 73,10 b -11,71 -11,50

*

*

Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula

nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (P>0,05).
Em cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em

cada tempo.
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Com relagdo ao grupo que recebeu antocianinas, ndo se observaram
alteragdes significativas durante todo o ensaio toxicoldgico.

O cloro é indispensavel a todos os animais (NUNES, 1995). Ele é o
principal ion inorganico do fludo extracelular (MURRAY et al, 1994).
Juntamente com o sdodio, age no organismo controlando a pressdo osmotica, o
balanco hidrico, a acdo cardiaca e a condugdo do impulso e transmissdes
neurais (NUNES, 1995). Seus niveis elevados podem ser decorrentes de
insuficiéncia renal (quando a ingestdo de cloretos excede a excregdo), acidose
dos tubulos renais, ureterossigmoide (reabsorcdo de urina no intestino) etc. E
seus niveis reduzidos podem ser devidos a doengas gastrointestinais (vomitos,
diarréia), acidose respiratoria cronica, insuficiéncia adrenal (perda de NaCl) etc.
(MURRAY et al., 1994).

Uma vez que os grupos G11 e G13 ja apresentavam alteragbes em
seus niveis de cloretos, em relagdo aos controles, mesmo antes da
administragdo das substancias, ndo se pode dizer que os possiveis danos no
organismo desses animais que levaram a essa distorcdo no metabolismo de
cloretos possam ter sido causados pela administracdo da propolis e da mistura
contendo antocianina e naringenina. Ja quanto ao grupo G12, ndo ocorreram
danos ao organismo desses animais, ocasionados pela antocianina, que

levassem a um disturbio no metabolismo de cloretos.

4.3.14. Efeito das substancias-teste no teor de calcio

Observando o Quadro 20, verificou-se que, durante todo o ensaio, o
grupo G9 ndo se diferenciou significativamente, pelo teste F, do grupo G10.
Isso indica que o talco ndo alterou a concentracdo de célcio no sangue dos
animais desse grupo.

Quando se fez comparagdo entre os grupos-tratamento e os grupos-
controle, percebeu-se que O grupo que recebeu a propolis (G11) nao se
distanciou significativamente do grupo-controle G9 durante todo o ensaio.
Porém, quando foi comparado este grupo com o G10, verificou-se que ambos
se diferenciaram de maneira consideravel, pelo teste de Dunnett, durante todo
o0 ensaio. No entanto, ao observar a relacdo entre esses dois grupos, notou-se

queo G11 ja era significativamente diferente de G10 mesmo antes de se
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Quadro 20— Teor de calcio médio, em mgdL", e percentual de variagdo em
relagéo aos grupos-controle, em %, de coelhos submetidos a

diferentes tratamentos e avaliados durante 30 dias

o Variagdo em
Tempo Calcio ~
. Grupo Tratado Relacao a:
(dias) (mg/dL) o G10

0 G9 =120 mg de racao (R) 15,13 A - -
G10 =R + 100 mg de talco 16,43 A - -
farmacéutico
G11 =R + 150 mg de propolis 12,48 a -17,51 24,04
G12 =R + 200 mg de antocianina 13,48 a -10,91 -17,95
G13 =R + 100 mg de antocianina + 14,45 a -4.49 -12,05
0 mg de naringenina

15 G9 15,73 A - -
G10 17,22 A - -
G11 12,92 a -17,86 -24,97
G12 13,35a -1513 22,47
G13 14,17 a -992 17,71

30 G9 15,63 A - -
G10 16,57 A - -
G111 12,97 a -17,02 21,73
G12 13,00 a -16,83 -21,54
G13 14,33 a -8,32  -13,52

Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula

n&o diferem entre si, pelo teste de Tukey (P>0,05).
Em cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em

cada tempo.
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administrar a prépolis. O grupo G11 ja apresentava diminuicdo de 24,04% em
relacdéo ao grupo G10 e assim persistiu, de maneira praticamente uniforme, até
o final do ensaio. Isso indica que a propolis ndo foi a responsavel por essas
alteracoes.

Os outros grupos-tratamento G12 e G13 ndo apresentaram diferengas
significativas dos grupos G9 e G10 durante todo e ensaio. Isso indica que a
antocianina e a mistura dela com a naringenina nao influenciaram a
concentragéo de calcio no plasma sanguineo dos animais.

Mais de 40 a 50% do calcio plasmatico esta sob a forma soluvel,
ionizada, ao passo que 40 a 45% dele esta ligado a proteina, principalmente
albumina e outras proteinas plasmaticas. Os restantes 5% formam complexo
com elementos inorganicos nao-ionizados, de acordo com o pH do sangue. O
calcio plasmatico € fundamental para a coagulagédo sanguinea. Ele também é
necessario para a permeabiidade de membranas, a excitabilidade
neuromuscular, a transmissdo dos impulsos nervosos e a ativagdo de
determinados sistemas enzimaticos. A reducdo no calcio sanglineo aumenta a
iritabilidade do tecido nervoso, e niveis muito baixos do elemento podem
ocasionar descargas espontédneas de impulsos nervosos, acarretando tetania e
convulsdes. A hipocalcemia pode causar fraqueza cardiaca. A hipercalcemia
de calcio diminui a atividade cardiaca e gera insuficiéncia cardiaca
(SWENSON, 1988).

Nesse ensaio, verificou-se que as substancias-teste nao ocasionaram
danos ao organismo dos coelhos a ponto de levar a hipo ou a hipercalcemia. O
grupo da propolis ja tinha esse metabolismo de calcio, divergente
significativamente, em relagdo ao grupo que recebeu somente racdo e em
relacdo ao que recebeu, além de racao, o talco farmacéutico.

Em outro trabalho, LIMA (2000), ao estudar os efeitos de alguns
flavondides (dentre eles a rutina) no metabolismo de célcio de coelhos
saudaveis, verificou que tais substdncias ndo provocaram alteragdes
significativas nas concentragbes normais desse elemento no sangue desses
animais.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

O experimento da presente pesquisa teve como objetivo investigar os
efeitos da prépolis e de flavondides em coelhos normais e diabéticos, para o
que foram realizados trés ensaios bioldgicos.

No primeiro ensaio foram testados os efeitos da prépolis em forma de
comprimidos de 150 mg e da mistura de flavondides em forma de capsulas
contendo 10 mg de antocianinas de uva roxa e 10mg de naringenina de laranja
em coelhos com diabete induzida pela droga aloxano. Esses coelhos eram
machos albinos da raga Nova Zelandia, que foram divididos em quatro grupos
[G1 (recebeu 120g de ragdo diariamente), G2 (recebeu, além de ragdo, o
aloxano), G3 (recebeu, além de ragcdo e aloxano, um comprimido de propolis
diariamente) e G4 (recebeu, além de ragdo e aloxano, uma capsula de
antocianina + naringenina diariamente)], cada grupo contendo seis coelhos.

No primeiro dia, os animais tiveram seus pesos medidos e foram
dosados (glicose e triacilglicerdis. Esse procedimento teve como objetivo
verificar 0os niveis normais desses constituintes e o0 peso dos coelhos antes de
Ihes ser administrado aloxano.

Sete dias apds a aplicagdo dessa droga, novas pesagens e dosagens
foram realizadas, com a finalidade de verificar a inducdo de diabete e, também,
se 0s animais perderam peso. Nesse mesmo periodo, iniciaram-se 0s

tratamentos com as substancias-teste.
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Aos 14, 21, 28 e 35 dias, esses procedimentos de pesagem e dosagem
foram repetidos, para verificar se as substancias-teste exerceram algum efeito
sobre o0 peso corporal e sobre os niveis de triacilglicerdis e glicose dos animais.

Os resultados indicaram que a droga aloxano induziu hiperglicemia,
hipertrigliceridemia e perda de peso corporal nos animais.

Com relagdo ao peso corporal, o0s resultados evidenciaram que a
mistura de flavondides (antocianina + naringenina) proporcionou ganho de
peso consideravel em animais diabéticos. Ja com relagdo ao grupo que
recebeu propolis, mesmo que seu ganho de peso nao tenha sido relevante
estatisticamente, pode-se dizer que, do ponto de vista biologico, ele é
promissor quando comparado com o grupo diabético, que ndo recebeu
tratamento. Isso indica certa tendéncia da propolis em proporcionar ganho de
peso aos coelhos diabéticos.

Com relagdo ao teor de glicose, mesmo que os resultados ndo sejam
estatisticamente consideraveis, pode-se dizer que eles sao promissores, pois,
quando foram comparados ambos 0s grupos-tratamento com o grupo-controle
diabético, percebeu-se que tanto a prépolis quanto a mistura de flavondides
reduziram os niveis elevados de glicose no sangue dos coelhos. A mistura de
flavondides apresentou certa vantagem, uma vez que passou a atuar mas
cedo.

Quanto ao teor de ftriacilgliceréis, ambas as substancias combateram a
hipertrigliceridemia, porém se notou que, durante todo o ensaio (apdés a
aplicagao de aloxano), a propolis proporcionou redugbes maiores do que a
mistura dos dois flavondides.

O segundo ensaio bioldgico foi realizado de maneira idéntica ao
primeiro. No entanto, as substincias testadas foram a propolis em forma de
capsulas de 150 mg e a antocianina em forma de céapsulas de 20 mg.

Os resultados, embora estatisticamente desconsideraveis, indicaram
que tanto a propolis em capsulas quanto a antocianina demonstraram certa
tendéncia em proporcionar ganho de peso aos animais diabéticos, em
comparagao com o grupo-controle diabético.

Com relagédo ao teor de glicose, embora estatisticamente irrelevantes,
os resultados evidenciaram certa tendéncia dessas substéncias em reduzir os

niveis elevados de glicose dos coelhos diabéticos, em comparagdo com o0s
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grupos-controle. Além disso, a antocianina indicou certa vantagem em relagéo
a propolis, atuando mais cedo e reduzindo a quantidade de glicose. Somente
aos 35 dias (fim do ensaio) € que a propolis superou a antocianina, mas de
maneira discreta.

No tocante ao teor de ftriacilglicerdis, os resultados indicaram que
ambas as substancias atuaram diminuindo o teor elevado de ftriacilgliceréis dos
coelhos diabéticos, ressaltando-se que a antocianina atuou de maneira mais
significativa e mais cedo, proporcionando redugbes maiores dos 14 aos 35
dias.

O terceiro ensaio teve como objetivo investigar se as substancias
testadas nos dois ensaios anteriores ocasionavam algum efeito adverso nos
metabolismos mineral, protéico, lipidico e de carboidratos de coelhos saudaveis
machos albinos da raca Nova Zelandia. Este experimento teve um periodo de
30 dias de duragéo, sendo as dosagens de alguns constituintes do sangue e as
medidas de peso realizadas aos 0,15 e 30 dias.

No primeiro dia foram feitas dosagens e medidas de peso, com o
objetivo de verificar os valores normais desses parametros antes da
administragéo das substancias aos coelhos.

Aos 15 e 30 dias, novas dosagens e pesagens foram feitas com a
finalidade de verificar algum efeito sobre 0 metabolismo dos coelhos.

Os resultados indicaram que, de modo geral, as substancias-teste (nas
dosagens testadas) ndo ocasionaram alteragcdes relevantes no metabolismo
desses animais saudaveis.

Pode-se concluir, entdo, que as substancias testadas neste
experimento apresentaram certo potencial no combate a hiperglicemia e
hipertrigliceridemia de coelhos diabéticos. Além disso, essas substancias néo
ocasionaram efeitos adversos significativos no metabolismo de coelhos
saudaveis. Isso leva a crer que tais substancias podem se apresentar como
futuros farmacos no combate adiabete.

Diversos trabalhos tém atribuido tanto aos flavondides quanto a
propolis inUmeras propriedades farmacolégicas. Isso quer dizer que se deve
aproveitar a0 maximo o potencial medicinal dessas substancias e que o estudo
dos seus efeitos em relagcido a diabete, doenca que aflige milhdes de pessoas

no mundo todo, deve continuar. O fato de que, neste experimento, alguns
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resultados ndo tenham se apresentado significativos do ponto de vista
estatistico ndo significa que ndo foram promissores do ponto de vista bioldgico.
Uma sugestdo para trabalhos futuros € que se prolonguem por mais tempo os
ensaios e que se testem doses mais elevadas, procedimento que poderao

proporcionar resultados interessantes.

CXViii



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABBATE, S.L., BRUNAEL, J.D. Pathophysiology of hyperlipidemia in diabetes
mellitus. J. Cardiovase Pharmacol, v.16 (suppl 9), p.51-57, 1990.

AMOROS, M. SAUVAGER, F. GIRRE, L, CORMIER, M. In vitro antiviral
activity of propolis. Apidologie, v.23, p.231-240, 1992.

ANDRICH, G. FIORENTINI, R., CONSIGLIERI, A. Characteristics of some
examples of propolis from the ligunan coast. Citta Api, v.28, p.30-31; 34-35;
37-38, 1987.

ANGELINI, G., VENA, G.A, MENEGHINI, CL. Psoriasis and contact allergy to
propolis. Contact Dermatitis, v.17, p.251-253, 1987.

ARDUINO, F. Conheg¢a seu diabetes. 5.ed. Rio de Janeiro: Expressao e
Cultura, 1979. 196p.

ARDUINO, F. Diabetes mellitus. 3.ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan,
1980. 125p.

ARVOUET-GRAND, A., LEJEUNE, B., BASTIDE, P., POURRAT, A, LEGRET,
P. Propolis extract. Part 6. Subacute toxicity and cutaneous primary irritation
index. Journal de Pharmacie de Belgique, v.48, p.165-170, 1993.

BANKOVA, V.S.,, POPOV, S.S., MAREKOV, N.L. A study on flavonoids of
propolis. J. Nat. Prod., v.46, p.471-474, 1983.

BANKOVA, V.S., POPOV, S.S., MAREKQOV, N.L. On the chemical composition

of some propolis fractions with antiviral action. Acta Microbiol. Bulg., v.23,
p.52-57, 1988.

CXix



BANKOVA, V.S., POPQV, S.S., MAREKOQOV, N.L. Isopentenil cinnamates from
poplar buds and propolis. Phytochemistry, v.28, p.871-873, 1989.

BATLOUNI, M. Hipdtese oxidatva da arterosclerose e emprego dos
antioxidantes na doenga arterial coronaria. Arquivos Brasileiros de

Cardiologia, v.68, n.1, p.55-63, 1997.

BEHERA, H.N.,, PATNAIK, B.K. In vivo and in vitro effects aloxan on collagen
characteristics of bone, skin and tendon of Swiss mice. Gerentology, v.25,
n.5, p.255-260, 1979.

BERETZ, A., ANTON, R., CAZENAVE, J. The effects of flavonoids on cyclic
nucleotide phosphodiesterase. In: Plant flavonoids in biology an

medicine: biochemical, pharmacological and structure-activity
relationships. New York, USA: Alan R. Liss, 1986. p.281-296.

BERETZ, A, CAZENAVE, J. The effect of flavonoids on blood-vessel wall
interactions. In plant flavonoids in biology and medicine II: biochemical,
cellular and medicinal properties. Nem York, USA: Alan R. Liss, 1988. p.187-
200.

BIRI, M., ALBERT, JMA. Cria moderna de las abejas - manual practico.
Barcelona: Editorial de Vecchi, 1983. 287p.

BOBBIO, F.O., BOBBIO, P.A. Introdugdo a quimica de alimentos. 2.ed. Sao
Paulo: Varela, 1995. 223p.

BOK, SH. LEE, S.H., PARK, Y.B. BAE, KH., SON, KH. JEONG, T.S,
CHOL, M.S. Plasma and hepatic cholesterol and hepatic activies of 3-
hydroxy-e-metil-glutaryl-CoA  reductase = and acyl CoA: cholesterol
transferase are lower in rats fed citrus peel extract or a mixture of citrus
bioflavonoids. J. Nutrient., v.129, p.1182-1185, 1999.

BONDY, P.K. Disorders of carbohydrate metabolism. In: Ducan’s-diseases of
metabolism. Philadelphia: W.B. Saunders, 1969. p.225-267.

BOURDILLAT, B., DELAUTIER, D., LABAT, J., BENVENISTE, J., POTIER, P,
BRINK, C. Mechanism of action of hispidulin, a natural flavone, on

human platelets. In plant flavonoids in biology and medcine IlI: biochemical,
cellular and medicinal properties. New York, USA: Alan R. Liss, 1988. p.211-
214.

BRAVO, L., ABIA, R, EASTWOOD, M.A.,, SAURA-CALIXTO, F. Degradation of
polyphenols (catechin and tannic acid) in the rat intestinal tract. Effect on
colonic fermentation and faecal output. Brit. J. Nutr., v.71, p.933-946, 1994.

CAVALLINI, L., BINDOLI, A., SILIPRANDI, N. Comparative evaluation of
antiperoxidative action of silymarin and other flavonoids. Pharmacol. Res.
Commun, v.10, p.133-136, 1978.

CXX



CHAUHAN, UP.S., RASTOGI, VK., JAGGI, C.B. Protein metabolism in various
tissues of aloxan diabetic rats. Indian Journal Experimental Biology, v.17,
n.8, p.783-785, 1979.

CIZMARIK, J., MATEL, |. Examinationof the chemical composition of propolis. I.

Isolation and identification of the 3,4 dihydroxycinnamic acid (caffeic acid)
from propolis. Experientia, v.26, p.713, 1970.

CODY, V. Crystal and molecular structure of flavonoids. In: Plant flavonoids in
biology and medicine Il: biochemical, cellular, and medicinal
properties. New York, USA: Alan R. Liss, 1988. p.17-27.

COOK, N.C., SAMMAN, S. Flavonoids- chemistry, metabolism, cardioprotective
effects, and dietary sources- review. The Journal of Nutrition
Biochemistry, v.7, n.1, p.66-76, 1996.

CORTANI, G. Procedimento per la preparazione di un estrato di propoli. Apic.
Mod., v.78, p.147-150, 1987.

CORTANI, G. Estrazione della frazione oleoresinosa della propoli ed esempi di
utilizzazione di tale resina nella preparazione di propoli cosmetici. Riv. Ital.
Sostanze Gras, v.68, p.99-100, 1991.

CRANE, E. Bees and beekeeping, science, practice and world resources.
New York: Cornell University Press, 1990. 614p.

CRIQUI, MH., RINGEL, B.L. Does diet or alcohol explain the French paradox?
Lancet., v.344, p.1719-1723, 1994.

DAS, N.P. Studies on flavonoid metabolism: Absorption and metabolism of (+)
catechin in man. Biochem. Pharmacol., v.20, p.3435-3445, 1971.

DRENSKA, D., BANTUTOVA, |, OVCHARQOV, R. Anti-convulsant effect of
anthocyanins and antioxidants. Farmatsiya, v.39, p.454-457, 1989.

DOBOWOLSKI, J.W., VOHORA, S.B., SHARMA, K., SHAH, SA, NAQVI,

S.AH., DANDIYA, P.C. Antibacterial, antifungal, antiamoebic, ant-
inflammatory and antipyretic studies on propolis bee products. J.

Ethnopharmacol, v.35, p.77-82, 1991.

DUARTE, J., VIZCAINO, F.P. UTRILLA, P., JMENEZ J, TAMARGO, J.,
ZARZUELO, A. Vasodilatory effects of flavonoids in rat aortic smooth
muscle. Structure activity relationships. Biochem. Pharmacol., v.24, p.857-

862, 1993.
FRAGA, C.G.,, MARTINO, V.S, FERRARO, G.E., COUSSIO, J.D., BOVERIS,

A. Flavonoids as antioxidants evaluated by in vitro and in situ liver
chemiluminescence. Biochem. Pharmacol., v.36, p.717-720, 1987.

CXXi



FRENKEL, K., WEI, H.,, BRIMANI, R.,, YE, J., ZADUNAISKY, V.A, HUANG, M,
FERRARO, T., CONNEY, AH., GRUMBERGER, D. Inhibition of tumor
promoter-mediated processes in mouse skin and bovine lens by caffeic acid
phenethyl éster. Cancer Res., v.53, p.1255-1261, 1993.

FREUND, P.R., WASHAM, C.J., MAGGLON, M. Natural color for use in foods.
Cereal Foods World, v.33, n.7, p.553-559, 1988.

FRINHANI, EM.D. Efeito de antocianinas de uvas roxas (enocianinas) e de
antocianinas extraidas de trapoeraba (Tradescantia pallida) em ratos
normais e diabéticos. Vicosa, MG: UFV, 1998. 91p. Dissertacdo (Mestrado
em Agroquimica)— Universidade Federal de Vigosa, 1998.

GHISALBERT], E.L. Propolis:a review. Bee World, v.60, p.59-84, 1979.

GONZALEZ, R., CORCHO, I, REMIREZ, D., RODRIGUEZ, S., ANCHETA, O,
MERINO, N. GONZALEZ, A., PASCUAL, C. Hepatoprotective effects of
propolis extract on carbon tetrachloride-induced liver injury in rats.
Phytother. Res., v.9, p.114-117, 1995.

GORRAY, K.C., BASKIN, D.G., BRODSKY, J. Response of pancreatic B cells
to alloxan and streptozotocin en the guinea pig. Pancreas, v.1, p.130-138,
1986.

GRANGE, J.M., DAVEY, RW. Antibacterial properties of propolis. J. R. Soc.
Med., v.83, p.159-160, 1990.

GREENAWAY, W., SCAYSBROOK, T., WHATLEY, F.R., The composition and
plant origins of propolis: a report of work at Oxford. Bee World, v.71, p.107-
118, 1990.

GREENAWAY, W., SCAYSBROOK, T., WHATLEY, F.R. Identificaton by gas
chromatography-mass spectrometry of 150 compounds in propolis. Ztsclu.

Naturforsch., v.46, p.111-121, 1991.

GRUNBERGER, D., BANERJEE, R., EISINGER, K. Preferential cytotoxicity on

tumor cells by caffeic acid phenethyl ester isolated from propolis.
Experientia, v.44, p.230-232, 1988.

GRYGLEWSKI, R.J., KORBUT, R., ROBAK, J., SWIES, J. On the mechanism
of antithrombotic action of flavonoids. Biochem. Pharmacol, v.36, p.317-
322, 1987.

GUGLER, R., LESCHIC, M., DENGLER, H.J. Dispositon of quercetin in man
after single oral and intravenous doses. Eur. J. Clin. Pharmacol, v.9, p.229
234, 1975.

HAY, KD. GREIG, D.E. Prépolis allergy: a cause of oral mucositis with
ulceration. Oral Surg Oral Med Oral Pathol., v.70, p.584-586, 1990.

CXXii



HANASAKI, Y., OGAWA, S. FUKUI, S. The correlaton betwween active
oxygens scavenging and antioxidative effects of flavonoids. Free Radical
Biol. Med.,, v.16, p.845-850, 1994.

HARBORNE, J.B. Nature, distribution and function of plant flavonoids. In: Plant
flavonoids in biology and medicine: biochemical, pharmacological, and
structure-activity relationships. New York, USA: Alan R. Liss, 1986. p.15
24.

HARBORNE, J.B. Flavonoids in the enviroment: structure-activity relationships.
In: Plant flavonoids in biology and medicine Il: biochemical, cellular
and medicinal properties. New York, USA: Alan R. Liss, 1988. p.17-27.

HAUSEN, B.M., WOLLENWEBER, E., SENFF, H., POST, B. Propolis allergy. I.
Origin, properties, usage and literature review. Contact Dermatitis, v.17,
p.163-170, 1987a.

HAUSEN, B.M., WOLLENWEBER, E., SENFF, H., POST, B. Propolis allergy. II.
The sensitizing properties of 1,1- dimethylallyl cafeic acid ester. Contact
Dermatitis, v.17, p.171-177, 1987b.

HAVSTEEN, B. Flavonoids, a class of natural products of high pharmacological
potency. Biochem. Pharmacol, v.32, p.1141-1148, 1983.

HERTOG, M.G.L., HOLLMAN, P.CH., KATAN, M.B.,, KROMHOUT, D. Intake of
potentially anticarcinogenic flavonoids and their determinants in adults in the
Netherlands. Nutr. Cancer, v.20, p.21-29, 1993.

HEYNINGEN, V.R. Formation of polyols in the lens of rat with sugar cataract.
Nature, v.184, p.194-195, 1959,

HIGASHI, KO., CASTRO, S.L. Propolis extracts are effective against
Trypanosoma cruzi and have an impact on its interaction with host cells.
Journal of Ethnopharmacology, v.43, p.149-155, 1994.

HIRONO, 1, UENO, I, HOSAKA, S. TAKANASHI, H., MATSUSHIMA, T.,

SUGIMURA, T., NATORI, S. Carcinogenicity examination of quercetin and
rutin in ACl rats. Cancer Lett., v.13, p.15-21, 1981.

HLADON, B., BYLKA, W. ELLNAIM-WOJTASZEK, M. In vitro studies on the
cytostatic activity of propolis extracts. Arzneim-Forsch Drug Res, V.30,
p.1847-1848, 1980.

HODNICK, W.F., MILOSAVLJEVIC, E.B., NELSON, JH. PARDINI, RS.
Eletrochemistry of flavonoids: relationships between redox potentials,
inhibition of mitochondrial respiration and production of oxygen radicals by
flavonoids. Biochem. Pharmacol, v.37, p.2607-2611, 1988.

CxXiii



HOLLANDS, I., VIDAL, A., GRA, B., SOTOLONGO, M. Estudio evaluativo de la
toxicidad subcronica del propdleos cubano. Rvta. Cub. Cienc. Vet, v.22,
n.2, p.91-100, 1991.

HOPE, W.C., WELTON, AF., FIELDER-NAGY, C. BATULABERNARDO, C.,
COFFEY, JW. In vitro inhibition of the biosynthesis of slow reacting

substances of anaphylaxis (SRS-A) and lipoxygenase activity of quercetin.
Biochem. Pharmacol, v.32, p.367-371, 1983.

HOWARD, B.V. Lipoprotein metabolism in diabetes mellitus. J. Lipid Res.,
v.28, p.613-628, 1987.

HUANG, H.C., WENG, Y., LEE, CR, JAN, TR, CHEN, YL, LEE, Y.T.
Protection by scoparone against the alterations of plasma lipoproteins,

vascular morphology and vascular reactivity in hyperlipidaemic diabetic
rabbit. Br. J. Pharmacol, v.110, p.1508-1514, 1993.

HRYTSENKO, V., TYKHONOV, O.., PRYAKHIN, O.R. Study of the
polyssacaride preparation propolis, Farmatsevtychnyi zhurnal, v.32, p.92-
93, 1977.

IRAN, R. Natural products a laboratory guide. 2.ed. San Diego: Academic
Press, 1991. 360p.

JAEGER, A, WALTI, M., NEFTEL, K. Side effects of flavonoids in medical
practice. In: Plant flavonoids in: biology and medicine II: biochemical.

Cellular, and medical properties. New York, USA: Alan R. Liss, 1988.
p.379-394.

JAHROMI, MAF. RAY, AB. Anthyperlipidemic effect of flavonoids from
pterocarpus marsupium. Journal of Natural Products, India, v.56, n.7,

p.989-994, 1993.

KANETO, H., FUJIl, J., SEO, H.G., SUZUJI, K, MATSUOKA, T. NAKAMURA,
M., TATSUMI, H., YAMASAKI, Y. KAMADA, T. Apoptotic cell death
triggered by nitric oxide in pancreatic [-cells. Diabetes, v.44, p.733-738,

1995.

KLEINHANS, D. Airborne contact dermatits due to propolis. Contact
Dermatitis, v.17, p.187-188, 1987.

KRALL, L.P. Manual do diabete de Joslin. 11.ed. Sdo Paulo: Livraria Roca,
1983. 32p.

KUHNAU, J. The flavonoids. A class of semiessential food components: Their
role in human nutrition. Wid. Rev. Nutr. Diet, v.24, p.117-191, 1976.

LEHNINGER, AL. Principios de bioquimica. 2.ed. S&o Paulo: Sarvier, 2000.
839p.

CXXiV



LEITE, P.F.,, MARTINEZ, T.L.R., HALPERN, A. Risco cardiovascular: fatores
metabdlicos e nutricionais, diagnésticos e tratamentos. Sio Paulo:
Loyola, 1994. 543p.

LIMA, LRP. Efeitos farmacoldgico, toxicolégico e mecanismo de agao
dos flavondides e corantes naturais no metabolismo lipidico de
coelhos. Vigosa, MG: UFV, 2000. 115p. Dissertacdo (Mestrado em
Agroquimica) — Universidade Federal de Vigosa, 2000.

LOPES, RM., OLIVEIRA, T.T., NAGEM, TJ., PINTO, AS. Farmacologia de

flavondides no controle hiperlipidémico em animais experimentais.
Biotecnologia, v.3, n.17, p.18-22, 2000.

LUCIRIO, |D., WUSTHOF, R. A epidemia do sangue doce. Super
Interessante, v.14, n.1, p.31-34, 2000.

MACHACKOVA-TODOROVA, V., MANOLOVA, N. GEGOVA, G. Antiviral
action of some fractions isolated from prépolis. Acta Microbiol. Bulg., v.17,

p.79-84, 1985.

MAHAN, LK., KRAUSE, M.T.A. Alimentos, nutricdo e dietoterapia. 8.ed. Sdo
Paulo: Roca, 1994. 957p.

MANOLOVA, N.H., MAXIMOVA, VA, GEGOVA, GA. On the antinfluenza
action on fractions from propolis. C. R. Bulg. Acad. Sci. Biologie (Virol),

v.38, p.735-737, 1985.

MARCIANO, C. Efeito de amido da fruta da lobeira no controle de diabetes
mellitus. Vigosa, MG: UFV, 1997. 89p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos)— Universidade Federal de Vigosa, 1997.

MARCUCCI, M.C. Propolis: chemical composition, biological properties and
therapeutic activity. Apidologie, v.26, p.83-99, 1995.

MATSUNO, T. CHEN, C., BASNET, P. A tumouricidal and antioxidant
compound isolated from an aqueous extract of propolis. Med. Sci. Res,

v.25, p.583-584, 1997.

MATSUSHIGE, K., BASNET, P., HASE, K, KADOTA, S, TANAKA, K,
NAMBA, T. Propolis protects pancreatic (- cells against the toxicity of
streptozotocin (STZ). Phytomedicine, v.3, n.2, p.203-209, 1996.

MILLER, N.J., RICE-EVANS, C.A. The relative contributions of ascorbic acid

and phenolic antioxidants to the total antioxidant activity of orange and apple
fruit juices and glack currant drink. Food Chemistry, v.60, n.3, p.331-337,

1997.
MOHANAN, S., BOSE, S. Influence of streptozotocin and alloxan induced

diabetes on the metabolism of dermal collagen in albino rats. Acta
Diabetologica, v.18, n.3, p.251-258, 1981.

CXXV



MONTI, M., BERTI E. CARMINATTI, G., CUSINI, M. Occupational and
cosmetic dermatitis from propolis. Contact Dermatitis, v.9, p.163, 1983.

MORAZZONI, P., MAGISTRETTI, M.J. Effects of Vaccinium myrtillus
anthocyanosides on prostacyclinike activity in rat arterial tissue.
Fitoterapia, v.57, n.1, p.11-14, 1986.

MORDESS, J.P., ROSSINI, AAA. Animal models of diabetes. The American
Journal of Medicine, v.70, p.353-360, 1981.

MURAMATSU, K. FUKUYO, M., HARA, Y. Effect of green tea catechins on
plasma colesterol level in colesterol-fed rats. J. Nutr. Sci. Vitaminol., v.32,

p.613-622, 1986.

MURRAY, RK, GRANNER, DK, MAYES, P.A, RODWELL, V.W. Harper:
bioquimica. 7.ed. Sdo Paulo: Atheneu Editora S&o Paulo, 1994. 763p.

NAGEM, TJ., OLIVEIRA, T.T.A, MIRANDA, LC.G., PEREIRA, CAS. Efeitos
de flavonodides sobre lipideos em ratos e sobre enzimas metabolizadoras de
drogas. Arq. Biol. Tecnol., v.37, n.3, p.471-482, 1994.

NAGEM, T.J. PEREIRA, W.L., OLIVEIRA, T.T. PINTO, AS. OLIVEIRA,
M.G.A., STRINGHETA, P.C. Efeitos de naringina e dos corantes naturais
antocianina e carmim no metabolismo lipidico. Rev. Bras. Farm., v.80, p.25-
28, 1999.

NEYCHEV, H., DIMOV, V., VULEVA, V. Immonomodulatory actino of propolis
II. Effect of watersoluble fraction on influenza infection in mice. Acta
Microbiol. Bulg., v.23, p.58-62, 1988.

NUNES, J.. Nutricido animal basica. 1.ed. Belo Horizonte: Copiadora Breder
Ltda., 1995. 334p.

ODETTI, P.R., BORGOGLIO, A, PASCALE, A, ROLANDI, R. ADEZATI, L.

Prevention of diabetes-increased aging effect on rat collagen-linked
fluorescence by aminoguanidine and rutine. Diabetes, v.39, n.7, p.796-800,

1990.

OLIVEIRA, T.T., NAGEM, TJ., MIRANDA, L.C.G. PAULA, VF., TEIXEIRA,
M.A. Inhibitory action on aldose reductase by soybean flavonoids. J. Braz.
Chem. Soc., v.8, n.3, p.211-213, 1997.

OSOL, ARTHUR. Dicionario médico blakiston. 2.ed. Sao Paulo: Organizagéo
Andrei Editora LTDA. [ s.d.]. 1169p.

PALLARDO, J.P.M. Advances in diabetes. Madrid: Grupo Aula Médica S.A.,
1997. 269p.

PAZ, G., BITTENCOURT, A, CAMPOS, D.J., PERALTO, MB., KOPPE, V.R.
Diabetes, 2000. Disponivel em: http:// move.to/diabetes.

CXXVi



PINCKNEY, E.R., PINCKNEY, C. The cholesterol controversy. Los Angeles:
Sherpourne, 1973. 162p.

PYORAL, K., LAAKSO, M. UUSITUPA, M. Diabetes and atherosclerosis. An
epidemiological view. Diabetes Metab. Rev.,, v.3, p.463-528, 1987.

RAVEN, P.H., EVERT, RF. EICHHORN, S.E. Biologia vegetal. 5.ed. Rio de
Janeiro: Editora Guanabara Koogan S.A., 1996. 728p.

RATTY, AK., DAS, N.P. Effects of flavonoids on nonenzymic lipid peroxidation:
Structure activity relationship. Biochem. Med. Metabol. Biol., v.39, p.69-79,
1988.

ROBAK, J., KORBUT, R., SHRIDI, F. SWIES, J., RZADKOWSKA-
BOLDALSKA, H. On the mechanism of antiaggregatory effect of muyricetin.
Pol. J. Pharmacol. Pharm, v.40, p.337-340, 1988.

ROSENGREN, A., WELIN, L., TSIPOGIANNI, A. Impact of cardiovascular risk

factors on coronary heart disease and mortality among midlle age diabetic
men. A general populations study. Br. Med. J., v.299, p.1127-1231, 1989.

RUBIES PRAT, J., REVERTER, JL., SENT, M. Cauculated low density
lipoprotein cholesterol should not be used or management of lipoprotein
abnormalities in patients with diabetes mellitus. Diabete Care, v.16, p.1081-
1086, 1993.

SCHELLER, S., SZAFLARSKI, J., TUSTANOWSKI, E., NOLEWAJKA, E.,
STOJKA, A. Biological properties and clinical applications of propolis. VII.
Investigation of the influence of ethanol extract of propolis (EEP) on
cartilaginous regeneration. Arzneim-Forsch/Drug Res., v.27, p.2138-2140,
1977.

SCHELLER, S., GAZDA, G., KROL, W., CZUBA, Z., ZAJUZZ, A. GABYS, J,
SHANI, J. The ability of ethanolic extract of propolis to protect mice against
gamma irradiation. Z. Naturforsch., v.44c, p.1049-1052, 1989.

SUDHEESH, S., PRESANNAKUMAR, G, VIJAYAKUMAR, S.,
VIJAYALAKSHMI, N.R. Hypolipidemic effect of flavonoids from Solanum
melongena. Plant Food Human Nutriction, v.51, p.321-330, 1997.

SWENSON, M.J. DUKES - Fisiologia dos animais domeésticos. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 1988. 799p.

SOLOMONS, T.W.G. Quimica organica 3. Rio de Janeiro: Livros Técnicos e
Cientificos, 1983. 1048p.

STAMLER, J., VACCAROO, O., NEATON, J.D. Diabetes and other risk factors
and 12 year cardiovascular mortality from screend for the Multiple Risk
Factor Intervention Trial. Diabetes Care, v.16, p.434-444, 1993.

CXXVii



STARZYK, J., SCHELLER, S., SZAFLARSKI, J., MOSKWA, M., STOJKO, A.
biological properties and chemical application of propolis. Il. Studies on the
antiprotozoan activity of extract of propolis. Arzneim-Forsch/Drug Res.,

v.27,n.1, p.1198-1199, 1997.

STRYER, L. Bioquimica. 4.ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1996.
1000p.

SWAIN, T. The evolution of flavonoids. In: Plant flavonoids in biology and
medicine: Biochemical, pharmacological, and structure-activity
relationships. New York, USA: Alan R. Liss, 1986. p.1-14.

TAMURA, H., YAMAGAMI, A. Antioxidative activity of monoacylated
anthocyanins isolated from muscat bailey a grape. Journal of Agricultural
Food Chemistry, v.42, n.8, p.1612-1615, 1994.

TATEFUJI, T., 1ZUMI, N., OHTA, T. ARAI, S, IKEDA, M., KURIMOTO, M.
Isolation and identification of compounds from brazilian propolis wich
enhance macrophage Spreading and mobilty. Biol. Pharm. Bull., v.19, n.7,
p.966-970, 1996.

TAZAWA, S., WARASHINA, T. NORO, T. MYASE, T. Studies on the
constituents of brazilian prépolis. Chem. Pharm. Bull, v.49, n.9, p.1477-

1479, 1998.

TIMBERLAKE, C.F. BRIDLE, P. Anthocyanins. In: WAFORD, J. (Ed.).
Developments in food colours. London: Applies Science Publishers, 1980.
p.115-149.

TOSTI, A., CAPONERI, G.M. BARDAZZI, F., MELINO, M. VERONESI, S.
Propolis contact dermatitis. Contact Dermatitis, v.12, p.227-228, 1985.

TURK, J.,, CORBETT, JA, RAMANADHAM, S. BOHRER, A, MCDANIEL,

M.L. Biochemical evidence for nitric oxide formation from streptozotocin in
isolated pancreatic islets. Biochem. Biophys. Res. Comm., v.197, p.1458
1464, 1993.

TZENG, SH., KO, W.C, KO, F.N., TENG, C.M. Inhibiton of platelet
aggregation by some flavonoids. Thromb. Res., v.64, p.91-100, 1991.

VARELA, P., MUNOZ, R., Nutritional utilization of a low protein-diet in aloxan
diabetic rats. Archivos Latinoamericanos de Nutrition, v.40, n.3, p.349-
359, 1990.

VARMA, SD., KINOSHITA, J H. Inhibition of lens aldose reductase by

flavonoids. Their possible role in the prevention of diabetic cataracts.
Biochem. Pharmacol, v.25, p.2505-2513, 1976.

CXXViii



VILLANUEVA, V.R, BOGDANOVSKY, D., BARBIER, M., GONNET, M. LAVIE,
P. Sur lisolement et lidentification de la 3,5,7- trihydroxy flavone (galangine)
a partir de la propolis. Ann Ins Pasteur, v.106, p.292-302, 1964.

VILLANUEVA, VR, BARBIER, M., GONNET, M., LAVIE, P. Les flavonoids de

la propolis: isolement dune nouvelle substance bacteriostatique: la
pinocembrine [dihydroxy- 5,7 flavanone]. Ann Inst Pasteur, v.118, p.84-87,
1970.

VOLPERT, R., ELSTNER, E.F. Biochemical activity of propolis extracts II.
Photodynamic activities. Z. Naturforsch, v.48c, p.858-862, 1993.

VOLPERT, R., ELSTNER, E.F. Interactions of different extracts of propolis with
leukocytes enzymes. Arznein-Forsch/Drug Res., v.46, p.47-51, 1996.

UCHIGATA, Y., YAMAMOTO, H., KAWAMURA, A, OKAMOTO, H. Protection
by superoxide dismutase, catalase, and poly(ADP-ribose) synthetase
inhibitors against alloxan and streptozotocin induced islet DNA strand breaks
and against the inhibiton of proinsulin synthesis. J. Biol. Chem., v.257,
p.6084-6088, 1982.

YOUNG, E. Sensitivity to propolis. Contact Dermatitis, v.16, p.49-50, 1987 .

CXXiX



CXXX



