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RESUMO

A prépolis vermelha brasileira consiste de uma mistura resinosa produzida por abelhas
da espécie Apis melifera, que desde 2007 é classificada como o 13° tipo de propolis
caracteristica do Brasil. Nos Ultimos anos tém sido avaliadas suas aplicagcdes no
tratamento de doencas articulares, seus efeitos sobre parametros bioquimicos
utilizados como indicadores no apontamento de acdes biolégicas e possiveis
toxicidades decorrentes da sua ingestdo. O presente trabalho teve como objetivo
analisar os parametros sanguineos de individuos normais e com osteoartrose quanto
as possiveis toxicidades do uso oral do extrato etandlico da propolis vermelha. Foi
realizado um ensaio bioquimico hematolégico, duplo cego, randomizado e controlado
por placebo (Comité de Etica em Pesquisa da UFAL, nimero de registro: 2.059.400).
Participaram do estudo 42 individuos, que foram administrados com 1 mL do extrato
da propolis ou do placebo, diariamente, por 30 dias. Durante este periodo e 30 dias
apos a suspensdo do extrato da propolis, foram analisadas as concentracdes séricas
de Lactato Desidrogenase (LDH), da Proteina C Reativa (PCR), dos perfis
bioguimicos da fungéo hepatica, renal, lipidico, glicemia e 0 hemograma. A partir das
analises bioguimicas, foi constatado que os resultados em todos os perfis avaliados
se dispuseram prevalentemente dentro dos seus respectivos limites normais, sendo
demonstrado que a administracdo do extrato da prépolis ndo acarretou em alteracdes
sobre os perfis bioquimicos da funcdo hepatica, renal, glicemia e concentracdes
séricas da LDH, o que indicou a auséncia de citotoxicidades. Além disso, foram
observadas diminui¢6es nos niveis séricos da PCR, 0 que apontou para acfes anti-
inflamatorias da propolis vermelha, e também diminui¢des do colesterol total e da
fracdo LDL, ocorrendo de forma paralela a manutencdo dos niveis de HDL. As
analises do hemograma nao apontaram variacbes fora dos limites normais dos
parametros eritrocitarios ou das contagens de plaquetas, sendo observadas
elevacOes discretas no numero de leucdcitos totais. Os resultados dos voluntarios com
o diagnostico de osteoartrose apresentaram o mesmo padrdo observado nos
pacientes normais, também demonstrando indicios de a¢des benéficas e a seguranga
na aplicacdo da propolis vermelha em quadros de doencas articulares. Concluiu-se
gue a administracdo do extrato etandlico da propolis vermelha ndo acarretou em
toxicidades sobre nenhum dos perfis ou grupos de voluntarios avaliados neste
trabalho.

Palavras - Chave: Propolis Vermelha. Osteoartrose. Analises bioquimicas e

hematoldgicas.



ABSTRACT

Brazilian red propolis consists of a resinous mixture produced by Apis melifera bees,
which since 2007 It is classified as the 13° type of propolis characteristic of Brazil. In
the recent years it has been evaluated their applications in the treatment of joint
diseases, their effects on biochemical parameters used as indicators for the appointment
of biological activities and possible toxic effects arising from your intake. The present work
aimed to analyze the blood parameters of normal individuals and with osteoarthrosis
regarding possible toxicities from the oral use of ethanol extract of red propolis. A
hematological biochemical assay, double-blind, randomized and placebo controlled
was performed (UFAL Research Ethics Committee, registration number: 2.059.400). 42
individuals participated in this study, who were administered with 1 mL of propolis
extract or placebo, daily, for 30 days. During this period and 30 days after the
suspension of propolis extract, they were analysed the serum concentrations of
Lactate Dehydrogenase (LDH), C-Reactive Protein (CRP), biochemical profiles of liver,
kidney, lipid, blood glucose and complete blood count. From the biochemical analyzes,
it was found that the results in all the evaluated profiles were predominantly available
within their respective normal limits, It has been demonstrated that administration of
propolis extract did not result in changes in the biochemical profiles of liver function,
kidney, blood glucose and serum LDH concentrations, which indicated the absence of
cytotoxicities. Futhermore, decreases in serum CRP levels were observed, which
indicated anti-inflammatory actions of red propolis, and also decreases in total
cholesterol and LDL fraction, in parallel with the constancy of HDL levels. The complete
blood count analyzes did not indicate variations outside the normal range of
erythrocytic parameters or platelet counts, been observed slight increases in total
leukocytes counts. The results of the volunteers with a diagnosis of osteoarthrosis
showed the same pattern observed in normal patients, also showing evidence of
beneficial actions and safety in the application of red propolis in cases of joint diseases.
It was concluded that the administration of the ethanol extract of red propolis did not
cause toxicities on neither of the profiles or groups of volunteers evaluated in this work.

Palavras - Chave: Red Propolis. Osteoarthrosis. Biochemical and hematological

analyses.
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais tém sido amplamente investigados como fonte potencial
de novos e ativos agentes terapéuticos (BUENO-SILVA et al.,, 2013a; NEWMAN,;
CRAGG, 2012; HONG et al., 2017). Entre os produtos naturais, a propolis € uma fonte
rica de compostos biologicamente ativos que exibem atividades potenciais de ampla
abrangéncia clinica e farmacéutica, por conta disto ela tem sido utilizada em todo o
mundo pela medicina tradicional ha séculos nas mais diversas aplicacdes (SFORCIN;
BANKOVA, 2011). Entretanto, ainda na atualidade, estudos buscam conhecer
possiveis alteracdes por toxicidade provenientes do uso oral da propolis vermelha
(LUSTOSA et al., 2008; MORSY et al., 2016).

A palavra propolis € de origem grega, decorrente de pro, em defesa de e polis,
cidade. Implica, portanto, um produto envolvido na defesa da comunidade das
abelhas (TORETI et al., 2013). Dentre as diversas variedades existentes, a propolis
brasileira consiste de uma mistura resinosa produzida por abelhas da espécie Apis
mellifera, a qual através da coleta de inUmeras fontes vegetais, que variam conforme
seu habitat, e de partes diversas de plantas, como brotos, botdes florais e exsudatos
resinosos, misturados com suas secrec¢des salivares, origina um material balsamico
de cores e consisténcia variadas (BUENO-SILVA et al., 2013a; FROZZA et al., 2013;
SFORCIN; BANKOVA, 2011).

Em geral a propolis inclui em sua composi¢cdo aproximadamente 50% de
resinas e balsamo, 30% de cera, 10% de 6leos essenciais e aromaticos, 5% de pdlen
e 5% de outras substancias. Contém também uma variedade de compostos quimicos,
tais como alcoois, cetonas, esteroides, compostos inorganicos e polifendis como
acidos e aldeidos fendlicos (FROZZA et al., 2013; HUANG et al., 2014; BABAEI et al.,
2016), sendo os flavonoides e isoflavonéides apontados como de maior relevancia
clinica (NETO et al., 2017; TELES et al., 2015), provendo a0 composto uma vasta

gama de atividades biolégicas.

Entre essas atividades destacam-se como principais a antibacteriana (RIGHI
et al.,, 2011; NETO et al., 2017; SILVA et al., 2017), antifungica (MENDONCA, L. et
al.,, 2015), anti-inflamatoria (FRANCHIN et al.,, 2016; BUENO-SILVA et al., 2016),
antioxidante (FROZZA et al., 2013; SILVA et al., 2017), e anticancerigenas (FROZZA

et al., 2013; NANI et al., 2018). E importante ressaltar que, dentre estas propriedades
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da prépolis vermelha brasileira, tem despertado interesse cientifico também a sua
capacidade anti-inflamatoria, relatada abundantemente na literatura (BUENO-SILVA
et al., 2015).

Entre as doencas inflamatdrias, as reumaticas sdo de grande impacto tanto
na vida dos individuos bem como nas sociedades em todo o mundo, assim, sdo
responsaveis por incapacidades fisicas e diminuicao da produtividade. A artrose é um
exemplo de doenca crdnica incapacitante, que pode resultar em uma série de
prejuizos para a saude, a exemplo: dores musculoesqueléticas, rigidez nas
articulagbes, perda da amplitude dos movimentos, fraqueza muscular e lesdes
articulares (MOREIRA; AFONSO; ARAUJO, 2014; CONCEICAO et al., 2016).

O tratamento preconizado neste grupo de patologias se inicia com a
reabilitacdo, controle do peso corporal, uso de analgésicos opidides, a exemplo o
tramadol e anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES). Tais medicamentos, apesar de
eficientes, possuem efeitos indesejaveis ao organismo, assim justifica-se a busca por
novos medicamentos que gerem menos efeitos colaterais (MOREIRA; AFONSO;
ARAUJO, 2014; JOSE, 2013).

Estudos realizados para avaliar a eficacia terapéutica do Extrato Etandélico da
Prépolis Vermelha (EEPV), administrado por via oral in vivo em animais, em diversos
agravos clinicos, por meio da avaliacdo laboratorial dos parametros bioquimicos
sanguineos do soro e hematologicos do sangue total, tem apontado resultados
promissores na avaliacdo da toxicidade e efeitos benéficos da propolis vermelha
(FROZZA et al., 2013; TELES et al., 2015; MORSY et al., 2016; SILVA et al., 2015).

Os perfis bioquimicos e enzimaticos do soro, como ureia, creatinina e acido
arico para avaliacdo da funcéo renal (TELES et al., 2015; SILVA et al., 2015), enzimas
Transaminase Glutamico-Oxalacética (TGO) e Transaminase Glutamico Pirtvica
(TGP), Fosfatase Alcalina (FA), para avaliagdo da funcdo hepética, dosagem
glicémica para avaliacao dos niveis séricos de glicose (MORSY et al., 2016; SILVA et
al.,, 2015; VEGA et al., 2014), Triglicerideos (TRI), Colesterol Total (COL) e fracdes
para avaliacdo dos niveis de lipideos (SILVA et al., 2015), sdo os parametros que
vém sendo aferidos e apontados como de maior relevancia clinica nos estudos com

extratos de propolis vermelha.
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Além disso, estudos com a propolis vermelha tém utilizado parametros
hematoldgicos do hemograma como contagens de eritrocitos (RBC, do inglés Red
Blood Cell), determinacdo do Hematdcrito (Ht), concentracdes de Hemoglobina (Hb)
e contagens leucocitarias totais (WBC, do inglés White Blood Cells), estes destinados
clinicamente para avaliar processos de ordem anémica e infecciosas (MORSY et al.,
2016; YONAR et al., 2012; CORRIGAN; HIRSCHFIELD, 2015; ORSI et al., 2017).

Em observacdes anteriores, constatou-se, através de pesquisas realizadas na
Universidade Federal de Alagoas (UFAL) pelos grupos das professoras Magna
Suzana Alexandre Moreira (Laboratorio de Farmacologia e Imunidade, LaFl) e Flavia
Barros Prado Moura (Centro de Referéncia em Recuperacdo de Areas Degradadas
do Baixo Séo Francisco, CRAD), melhora nas dores, capacidade de movimentacao e
forca muscular em individuos com dores articulares, além de melhora nas atividades
laborais e sintomas de depressao com uso da propolis vermelha de Alagoas, conforme
informacfes da Associacdo dos Criadores de Abelhas de Japaratinga. No entanto,
este trabalho buscou, através da analise bioquimica dos parametros sanguineos,
verificar a auséncia ou baixa toxicidade provenientes do EEPV administrados por via

oral em humanos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Propolis Vermelha

2.1.1. Produtos naturais.

Os produtos naturais consistem em plantas, raizes, folhas, resinas, frutos e
afins, que sdo usados por comunidades rurais, povos indigenas ou mesmo pela
medicina popular (NEWMAN; CRAGG, 2012; SONG et al., 2012; SCHNEIDER et al.,
2012). O uso destes produtos, ou mesmo fitoterapicos no tratamento de doencgas, tem
crescido em todo o mundo sendo uma préatica milenar historicamente construida na
sabedoria do senso comum nos individuos. Desde os homens primitivos que
buscavam na natureza as solucdes para os diversos males que os acometiam, até as
primeiras farmacopeias que por milhares de anos, em diversos locais do mundo,
dispunham de produtos naturais os quais tinham dire¢do de serem usados na forma
de chés, infusdes ou outras formulacdes para o tratamento de enfermidades (COSTA,
2009; ALVIM et al., 2006).

Nas américas, devido a grande variedade de espécies vegetais e a
complexidade dos biomas que as compdem, as diversas comunidades fazem uso de
produtos naturais rotineiramente com fins medicinais e na busca por uma melhor
gualidade de vida (HONG et al., 2017; PIRIZ et al., 2013). Diante deste cenario, a
comunidade cientifica tem investigado estes produtos como potenciais fontes de
novos e ativos agentes terapéuticos, sendo eles de grande valia no processo de
descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos (MENDONCA, 1. et al., 2015;
NEWMAN; CRAGG, 2012).

Desde o inicio dos anos 2000, a demanda por produtos naturais originados
das abelhas tem aumentado, em grande parte pelo seu elevado valor nutricional e
suas aplicacbes na medicina preventiva e curativa (WEHBE et al., 2019; MENEZES
et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2003). Destaca-se 0 sucesso na fabricacdo de geleia
real, polen, mel e a propolis (BANKOVA; POPOVA; TRUSHEVA, 2018).

O mel, que consiste numa substancia acucarada natural é produzido por
abelhas a partir do néctar de flores ou secrecdes de partes vivas das plantas presentes
no derredor da colmeia e, uma vez depositadas em seu interior, sdo processadas e

maturadas nos favos, conforme demonstrado na Figura 1. Esse artigo representa um
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produto comum na dieta de muitos individuos, sendo amplamente utilizado por conta
de suas propriedades nutracéuticas (HILLS et al.,, 2019; SCHNEIDER et al., 2012;
MONTENEGRO; MEJIAS, 2013).

Figura 1 - A = Favo de mel de caixa de abelhas em apicultura de Alagoas. B =
Abelha A. mellifera em alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia).

Fot: - http://datasebrae.com.br/ig-rr;nguezais—de—alagoas; B - BELMIRO, 2011.

Neste contexto, ao contrario do mel, um outro produto ndo alimenticio
fabricado pelas abelhas, também a partir de fontes vegetais nas proximidades do
apiario € a prépolis. Uma resina que € utilizada para reparar os favos de mel, para
selar pequenas frestas, alisar as paredes internas, embalsamar insetos mortos, bem
como proteger a colmeia contra a invasdo de micro-organismos, conforme
demonstrado na Figura 2 (NETO et al., 2017; HUANG et al., 2014; MORSY et al.,
2013; YONAR et al., 2012; CABRAL et al., 2009). Segundo Salatino et al. (2005), a
propolis protege a coldnia de doengas, como infec¢des bacterianas devido as suas
atividades antissépticas e propriedades antimicrobianas.

Figura 2 - A = Fresta da caixa de abelhas preenchida com propolis vermelha B =
Interior da colmeia de A. mellifera com aresina produzida pelas abelhas.

Fonte: ttps://datasebrae.com.br/ig-mangue

o V2 0

zais-de-alagoas/


https://datasebrae.com.br/ig-manguezais-de-alagoas/
https://datasebrae.com.br/ig-manguezais-de-alagoas/
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2.1.2. Historico

Ao longo da historia, um dos muitos produtos naturais utilizados pela
humanidade tem sido a propolis. A sociedade egipcia reconhecia suas inumeras
propriedades e fazia uso deste produto no processo de embalsamamento dos corpos
de seus nobres em preparo para a mumificacdo. Na Grécia antiga, Hipdcrates a
adotou como cicatrizante interno e externo e em Roma os médicos faziam uso de suas
propriedades medicinais no tratamento de uma série de quadros, sendo referida por
Plinio, historiador romano, como medicamento capaz de agir na reducdo de dores e
inchacos (PEREIRA et al., 2015; PARK; ALENCAR; AGUIAR, 2002; CASTALDO;
CAPASSO, 2002).

Na Africa do Sul, no final do século XIX, foi amplamente utilizada devido as
suas propriedades cicatrizantes (PEREIRA; SEIXAS; AQUINO NETO, 2002). Na
Unido Soviética, Bulgaria, Tchecoslovaquia e Polbnia, nas décadas de 1950 a 1960,
a prépolis comecgou a ser reconhecida como uma opc¢ao de tratamento em doencas
de ordem diversa, considerando os resultados satisfatorios de seu uso em agravos

como faringite, rinite crénica, amigdalite e asma bronquica (SALATINO et al., 2005).

Na metade da década de 80, com novas descobertas publicadas, ocorreu uma
maior valorizagao do produto e um crescimento progressivo no interesse do mercado
mundial pela prépolis. Ao final da década de 90, foram desenvolvidos por cientistas
brasileiros diversos estudos focados no entendimento das propriedades
farmacolégicas da préopolis brasileira (RITA et al., 2013; SALATINO et al., 2005).

Em 2007, no estado brasileiro de Alagoas, pela primeira vez a proépolis
vermelha brasileira foi caracterizada e classificada como variedade distinta das
demais classes de propolis reconhecidas no Brasil, sendo a partir dai identificados
parametros como sua origem botéanica, caracteristicas fisico-quimicas, bem como
seus constituintes quimicos e biomarcadores (DAUGSCH et al., 2008; SILVA et al.,
2008; ALENCAR et al., 2007).

2.1.3. Classificacéo das Prépolis
Existem inUmeros tipos de prépolis, que tem como principais distingdes as
espécies de planta provedoras da resina que as originam e sua coloragcéo

caracteristica, por exemplo, amarela, verde, marrom ou vermelha (NASCIMENTO et



28

al., 2018; BANKOVA; CASTRO; MARCUCCI, 2000). Park et al. (2002) propbés uma
classificacéo das propolis caracteristicas do Brasil, inicialmente identificando em seu
trabalho 12 grupos distintos, caracterizados com base em sua composicdo e

propriedades fisico-quimicas (Quadro 1).

Quadro 1 — Classificacdo das variedades de propolis no Brasil.

. . Indicagéo | Substéancias
Origem Origem e P . o o
Grupo Cor P g Geografica | Solaveis em [Composigéo caracteristica Referéncia
Boténica Geogréfica
n°1G) Etanol (%)
PARK etal., 2000; PARK et
1 Amarelo Sul (RS) - 63,0 - al,, 2002.
Castanho PARK et al., 2000; PARK et
2 Claro Sul(RS) ) 575 ) al., 2002; SILVA, 2008.
Castanho F\’~esma do Es'tt_ar do Acido _dlmetll d_la.lll PARK et al., 2000; PARK et
3 botéo floral de Sul (PR) - 65,0 caféico; Flavonoides: Crisina .
escuro X al., 2002; SILVA, 2008.
Populus alba e Galangina.
Castanho PARK et al., 2000; PARK et
4 Claro Su(PR) ) 545 ) al., 2002; SILVA, 2008.
Marrom PARK et al., 2000; PARK et
®> | Esverdeado Su(PR) ) 58,7 ) al., 2002; SILVA, 2008.
Marrom folhzessg\?egsde Nordeste Esteres de Acidos Graxos, [PARK etal., 2000; PARK et
6 Avermelhado HJ tis BA) - 45,9 Compostos Aromaticos, |al., 2002; SILVA, 2008;
R yF.) Terpendides, Flavonéides. |CASTRO et al., 2007.
divaricata
7 Marrom Nordeste ) 438 ) PARK et al., 2000; PARK et
Esverdeado (BA) ’ al., 2002; SILVA, 2008.
8 Castanho Nordeste ) 213 } PARK et al., 2000; PARK et
Escuro (PE) ! al., 2002; SILVA, 2008.
Nordeste PARK et al., 2000; PARK et
° Amarelo (PE) - 46,7 - al., 2002; SILVA, 2008.
10 Amarelo Nordeste ) 241 } PARK etal., 2000; PARK et
Escuro (CE) ’ al., 2002.
Nordeste PARK et al., 2000; PARK et
11 Amarelo ®) - 231 - al,, 2002.
Regido da Flavonoides, Acidos 15, gy ot a1, 2000; PARK et
. Fendlicos, Cetonas, Aldeidos ) .
Resina de Propolis Aromaticos. Alcodis al., 2004; PARK et al., 2002;
Verde ou folhas jovens de| Sudeste verde de Terpenos Aciaos Grax’os FUNARI, FERO, 2006;
12 Marrom o chharis P.10) Minas 61,0 P i oacidos * |MARCUCCI et al., 2007;
Esverdeado dracunculifolia ' Gerals Oligoelementos vita’minas BANKOVA etal., 2000;
(BR412013 gBl B2 B6 ’E Ce SOUSA etal., 2007;
000005-4) AN SIQUEIRA, 2008; INPI, 2016.
Hidrocarbonetos.
Flavondides: Pinocembrina, .
Exsudato do Nordeste | Manguezais Formononetina, Rutina, SILVA etal,, 2007a; .
caule da X R DAUGSCH et al., 2007;
13 Vermelho . (AL, BA, | de Alagoas - Quercetina, Dalbergina, entre )
Dabergia P 1 SIQUEIRA, 2008a; INPI,
PB) (201101) outros e Acido Fendlico
ecastophyllum P . 2012.
(Acido Felurico).

Fonte: Adaptado de MENDONCA, 2011.

Atualmente, sdo relatados na literatura um total de 13 tipos distintos de
prépolis caracteristicas do Brasil, de forma que a variedade vermelha, desde 2007, é
classificada como o 13° tipo (Quadro 1) e desde entdo vem sendo alvo de inUmeros

estudos por parte de grupos de pesquisa nacionais e internacionais (NANI et al., 2018;
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BUENO-SILVA et al., 2016; FROZZA et al., 2013; CABRAL et al., 2009; ALENCAR et
al.,, 2007). Nos dultimos anos tem sido avaliadas, além de sua composicdo e
caracteristicas fisico-quimicas, as atividades biolégicas de seus extratos, em ensaios
In vitro e In vivo, usando modelos de estudo em animais (MORSY et al., 2016; TELES
et al., 2015; SILVA et al., 2015; MORSY et al., 2013; BATISTA et al., 2012; LIO et al.,
2012), e em humanos (VEGA et al., 2014).

2.1.4. Origem Botanica

Os trabalhos de Daugsch et al. (2008) e Silva et al. (2008) foram alguns dos
primeiros estudos que atribuiram a prépolis vermelha sua origem botanica. Segundo
os relatos destes descritores, a variedade vermelha foi encontrada no municipio de
Marechal Deodoro, situado no Estado de Alagoas, também sendo produzida em
outros estados do nordeste do Brasil. Monitorando a flora que era visitada por abelhas
da espécie A. mellifera, foi demonstrado que estas coletavam exsudatos resinosos
vermelhos secretados de ramos da planta Dalbergia ecastophyllum (L.) Taub, da
familia: Fabaceae (Leguminosae), popularmente conhecida na regido por rabo-de-

bugio (Figura 3).

ApoOs andlises comparativas entre amostras do exsudato vermelho e de
prépolis vermelha proveniente de colmeias da mesma regido, Daugsch et al. (2008) e
Silva et al. (2008) observaram equivaléncias nos perfis cromatograficos bem como
nos constituintes quimicos das amostras. Com base nestes achados os descritores
apontaram a D. ecastophyllum como sendo a origem botanica da prépolis vermelha.

Figura 3 - A = Exsudato vermelho em D. ecastophyllum. B = A. mellifera
coletando resina vermelha na planta.

Fonte: DAUGSCH et al., 2008.
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Carvalho (1997), em um amplo estudo sobre diferentes espécies do género
Dalbergia, relata que sua distribuicdo esta associada principalmente com areas de
curso de agua, estuarios de rios, bancos de riachos, ou manguezais. No Brasil,
espécies deste género, principalmente a D. ecastophyllum (Figuras 4 e 5), séo
amplamente exploradas pelo setor apicola na producéo de prépolis vermelha, com
seus dominios fitogeograficos situados nas regides da Amazénia e da Mata Atlantica,
bem como manguezais e restingas proximas do mar (SANTOS et al., 2017,
GONCALVES et al., 2014; CUMANA et al., 2012).

Figura 4 - A = Folhas de D. ecastophyllum. B = Foto aproximada dos ramos.
A P i ,,. ¥ ;:,‘v-..-,,‘v .;1_:,‘ ’*.' 7 | 3 {) \ ,

%2 2P R qancee" Y \ .'(-Y".‘;(?'

1
/

Fonte: PARADIS; PONCET, 2019.

Figura 5 - A = Flores caracteristicas de D. ecastophyllum. B = Fruto com
tonalidade esverdeada.

@ S, Sant/Parc Amazonien de Guyane © C, Delnatte - DEAL Martinique

Fonte: A - SANT, 2019; B - DELNATTE, 2019.

2.1.5. Indicacdo geografica
Em funcdo de suas caracteristicas propriedades farmacéuticas e
nutracéuticas, sob o registro 1G201101, o Instituto Nacional da Propriedade Industrial
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(INPI) em 2012 outorgou como Indicacdo Geogréfica (IG) para a propolis vermelha de
Alagoas a regido dos manguezais neste estado, demonstrada na Figura 6 (RITA et
al., 2013). Neste trabalho foi destacada a prépolis proveniente do municipio alagoano
de Japaratinga, considerando que a amostra usada na confeccdo do extrato utilizado
nesta pesquisa foi produzida por um apiario componente da Associacdo dos Criadores
de Abelha de Japaratinga — ACAJA.

Figura 6 - A = Area de Indicacéo Geogréfica estabelecida pelo INPI. B = Capital
de Alagoas e municipios adjacentes. C = Municipio Alagoano de Japaratinga.
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Fonte: https://datasebrae.com.br/ig-manguezais-de-alagoas/

Outros estados em que também a variedade vermelha da propolis € produzida
séo Bahia, Pernambuco, Paraiba, Roraima e Sergipe. Ela, contudo, também pode ser
encontrada fora do Brasil em Cuba, na cidade de Pinar Del Rio, na Venezuela, na
China e no México (NETO et al., 2017).

2.1.6. Composicéao quimica

Metabdlitos vegetais (fitoquimicos) compreendem uma ampla variedade de
compostos, dotados de caracteristicas quimicas e biolégicas diversas. Dentre os
tantos tipos, o &cido cindmico, juntamente a alguns de seus derivados, estdo
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presentes em diversas variedades de prépolis. Outras categorias de compostos
também reportadas como presentes sdo terpenos, lignanas, cumarinas e flavonoides
(BAENA, 2015; HUANG et al., 2014; DE; BALTAS; BEDOS-BELVAL, 2011).

Dentro desta ultima classe de fitoquimicos, alguns dos subtipos de flavonoides
gue apresentam maior nimero de representantes sao flavonas, flavonéis, flavononas,
isoflavonoides, antocianos e chalconas (VERRUCK; PRUDENCIO; SILVEIRA, 2018;
DORNAS et al., 2007). Para os humanos, esses compostos tém efeito potencialmente
benéfico, agindo na eliminagcdo de radicais livres relacionados a desordens e
patologias diversas, sendo também considerados como antioxidantes e dotados de
acao antimicrobiana. Flavonoides juntamente aos acidos fendlicos e terpenos séo
alguns dos constituintes biologicamente ativos mais conhecidos da prépolis (MORAIS
et al. 2018; MENDONCA, I. et al., 2015).

Em trabalhos recentes foram descritos os principais compostos quimicos
presentes em amostras de prépolis vermelha brasileira (PORTO et al., 2018; FROZZA
et al., 2013). Um dos mais significativos encontrados durante revisao literaria foi
desenvolvido por Nascimento et al. (2018), em que séo relatadas diversas classes de
fitoquimicos em extratos de prépolis vermelha proveniente do estado de Alagoas,
sendo demonstrada nessa variedade a presenca dos terpenos, diversos tipos de
flavonoides e derivados como medicarpina, vestitol, neovestitol, daidzeina e do acido

ferdlico.

Por fim, a prépolis apresenta em sua constituicdo substancias com caréater
hidrofébico, sendo rica em metabdlitos secundarios vegetais, também apresentando
secre¢fes organicas das abelhas que a produzem, de maneira que, tamanha
complexidade em sua composi¢ao agrega ao composto uma vasta gama de possiveis
aplicacoes e acdes biologicas (SFORCIN; BANKOVA, 2011; JAIN et al., 2014; NETO
et al., 2017).

2.1.7. Aco0es bioldgicas
2.1.7.1. Microbioldgica

A propolis vermelha alagoana, desde sua classificagdo como tipo particular de
prépolis, é apontada como detentora de uma elevada atividade antimicrobiana
(ALENCAR et al., 2007; DAUGSCH et al., 2006).
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Nascimento et al. (2018), avaliaram a atividade da prépolis vermelha de
Alagoas, e paralelamente da propolis marrom, contra cepas de Staphylococcus
aureus e contra Pseudomonas aeruginosa. Foi relatada uma excelente atividade de
ambas as prépolis contra S. aureus, e uma moderada acdo por parte das duas
variedades contra P. aeruginosa.

Outro estudo, desenvolvido por Silva et al. (2017), avaliou a acéao
antibacteriana do EEPV usando variedades provenientes dos estados nordestinos de
Alagoas e Sergipe. Foi relatado no trabalho que a prépolis vermelha apresentou uma
elevada acédo antibacteriana, com destaque para a variedade proveniente de Alagoas,
gue demonstrou a maior atividade contra as cepas de Enterococcus sp. e S. aureus,
também mostrando-se efetiva contra Klebsiella sp.. Contudo, quando avaliada contra

Escherichia coli, os autores relatam auséncia de atividade por parte da prépolis.

2.1.7.2. Antioxidante

A medida da atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH) € um modelo de estudo que pode ser utilizado para avaliar a atividade
antioxidante da propolis, tendo como exemplos os trabalhos de Righi et al. (2011) e
Cabral et al. (2009). Estes descritores, através desta metodologia, atribuiram a
propolis vermelha uma elevada acdo antioxidante, justificada nos trabalhos como

conseqguente de seus constituintes fendlicos caracteristicos.

Em trabalho recente, Nascimento et al. (2019), avaliando a acdo antioxidante
do EEPV proveniente do Estado de Alagoas, demonstraram por meio do ensaio DPPH
gue O extrato apresentou uma capacidade de inibicdo percentual do radical de
91,07%, tendo na amostra analisada sido quantificados teores de fendis totais iguais

a 9,58%, e total de flavonoides iguais a 3,51%.

Nascimento et al. (2018), em um outro estudo também avaliando a acao
antioxidante do EEPV, demonstraram que a propolis exerceu uma elevada atividade
antioxidante no ensaio de DPPH, em que, para a concentracdo de 100 pg/ml, o
percentual de atividade foi igual a 97,0 %, na concentracdo de 50 ug/ml foi observado
um valor de 92,3%, quando nas concentracfes de 25 e 10 pg/ml foram observados

respectivamente os valores 86,6% e 79,0 %.
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2.1.7.3. Anticancerigena

Nani et al. (2018), partindo da premissa da propolis como uma rica fonte de
isoflavonoides, trataram acerca dos efeitos de dois desses compostos, vestitol e
neovestitol, isolados da prépolis vermelha proveniente do Estado de Alagoas.
Avaliando suas acgOes sobre alvos intracelulares, os descritores relataram que o
vestitol foi capaz de regular negativamente a expressao dos genes da alfa-tubulina e
da tubulina nos microtubulos, e o neovestitol por sua vez foi efetivo na regulacéao

negativa dos genes da Prostaglandina e sintase.

No estudo de Frozza et al. (2013) foi analisada a acéo citotoxica do EHPV
contra linhagens celulares tumorais de carcinoma epiderméide laringeo humano,
adenocarcinoma cervical humano e contra células ndo tumorais de epitélio renal
embrionario humano. Foi demonstrado que o extrato, em concentracdes mais
elevadas, exerceu efeitos inibitérios mais significativos sobre as células cancerigenas
guando comparados as ndo tumorais, sugestionando-se uma maior sensibilidade por
parte dessas, uma vez que, para mesmas concentracbes, comparativamente, foi
observada uma maior eficiéncia na inibigcdo da proliferagéo celular sobre as linhagens

cancerigenas investigadas.

2.1.7.4.  Anti-inflamatoria

Os leucadcitos compreendem um grupo heterogéneo de células engajadas na
defesa imunolégica do organismo contra agressfes. Dentre estes grupos, 0s
neutrofilos sdo as principais células envolvidas na defesa do corpo durante quadros
inflamatérios (FRANCHIN et al., 2016; PALOMINO; MARTI, 2015).

No estudo desenvolvido por Franchin et al. (2016) foi analisada a acao anti-
inflamatdria de constituintes isolados da prépolis vermelha, mais especificamente do
isoflavonoide vestitol, sobre a migracdo de neutrofilos induzida artificialmente por
estimulos inflamatérios. O estudo demonstrou que, in vivo, a administracdo
subcutdnea do vestitol reduziu tanto a liberacdo de quimiocinas, responséaveis
naturalmente por induzir a quimiotaxia nos neutrofilos, quanto a sua rolagem e adeséo

na microcirculacédo do mesentério de ratos.

No relato de Bueno-Silva et al. (2016) foi exposto que o EEPV, administrado

em camundongos por via subcutanea, promoveu uma diminuigdo significativa do
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influxo de neutrofilos na cavidade intraperitoneal, com as cobaias sendo submetidas
a estimulos inflamatérios por meio de injecdes intraperitoneais. Adicionalmente,
guando comparado o efeito do EEPV com a acédo de dexametasona, os descritores
relataram que o extrato se mostrou tdo eficaz quanto o anti-inflamatério na inibicdo da

migracao dos neutrofilos.

Segundo Bueno-Silva et al. (2013b), que avaliando a acéo anti-inflamatéria de
constituintes isolados da propolis vermelha, neste caso o vestitol e o neovestitol, assim
como o EEPV, constataram que ambos 0s compostos apresentaram atividade
inibitéria sobre a quimiotaxia de neutréfilos e, na comparag¢do com o anti-inflamatério
dexametasona administrado por via subcutanea, ainda segundo os autores, as trés
substancias se mostraram tao eficazes quanto o farmaco sob a mesma concentracéo

administrada (10 mg/kg).

Assim, dado sua aplicabilidade e elevada efetividade nos diversos estudos até
aqui descritos, tendo as vias de acéo de seus constituintes avaliadas em modelos cuja
descricéo é de grande valia para a clinica de patologias diversas, uma breve discussao
sobre desordens reumaticas de carater cronico se segue, objetivando fundamentar
uma maior reflexdo acerca da possivel aplicacdo da prépolis vermelha em disturbios
mais severos, a exemplo da osteoartrose, capaz de influir diretamente sobre a
gualidade de vida e produtividade do individuo acometido por esta condicdo
(MOREIRA; AFONSO; ARAUJO, 2014).

2.2. Osteoartrose
2.2.1. Patologias articulares e caracteristicas da osteoartrose

Conforme ja supracitado, doencgas reumaticas tém a capacidade de influenciar
diretamente sobre a qualidade de vida dos individuos. Os sinais e sintomas clinicos
de doencas articulares sdo manifestacoes de funcdo anormal, como reducdo da
mobilidade, hipermobilidade, dor, seja difusa ou local e, como no caso de osteoartrite,
pode ocorrer perda do espaco articular, decorrente da destruicdo da cartilagem
constituinte da articulacdo (SILVA; MONTANDON; CABRAL, 2008).

A osteoartrite é também denominada por osteoartrose ou artrite degenerativa,
tratando-se de uma condicdo resultante de alteracbes degenerativas localizadas

numa articulagdo, em que, tanto a cartilagem articular quanto o 0sso subcondral
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sofrem progressiva degeneracédo, resultando em um processo inflamatorio severo e
um desarranjo mecanico que agravam ainda mais o quadro (GARRIDO; SAMPAIO;
FERREIRA, 2011).

A osteoartrose é conhecida como uma das mais comuns doencgas articulares,
afetando caracteristicamente no esqueleto periférico os quadris, maos, pés e joelhos.
Dado os eventos inflamatérios envolvidos em seu processo fisiopatologico, essa
patologia € encarada como uma doenca decorrente do envelhecimento prematuro da
articulacdo. Alguns dos fatores de risco que contribuem para o inicio da degeneracao
nos diferentes componentes da articulagéo sao a idade, sexo, ocorréncia de traumas,
genética e quadros de obesidade (REZENDE; CAMPOS; PAILO, 2013; SILVA,
MONTANDON; CABRAL, 2008).

2.2.2. Osteoartrose do joelho

O joelho é uma articulacéo sujeita continuamente a carga corporal, tendo uma
grande amplitude de movimento. Dado o constante esfor¢co ao qual estdo sujeitos,
tornam-se potencialmente susceptiveis a uma série de desordens, de maneira que, a
dor nesta articulacdo, denominada por gonalgia, pode ser originada a partir de
inOmeras causas como traumatismos, 0 proprio uso excessivo, artrites inflamatorias,
desarranjos internos ou osteoartrose. Quando acometidos por um quadro de
osteoartrose, € comum nos pacientes a instabilidade articular. Outra sintomatologia
caracteristica € a presenca de dor em carater persistente e rigidez acompanhada de
comprometimento na funcionalidade articular (MOREIRA; AFONSO; ARAUJO, 2014;
MARCONCIN et al., 2019).

2.2.3. Tratamento

Duas linhas terapéuticas podem ser seguidas no tratamento da osteoartrose.
A primeira consiste em medidas ndo farmacoldgicas, que buscam tanto a recuperacéo
guanto a manutencédo do estado funcional articular. A segunda linha consiste em
terapias medicamentosas, elaboradas com o intuito de, nos estagios iniciais,
proporcionar alivio das dores e desacelerar o processo degenerativo. Para tal, podem
ser implementados AINES como terapéutica de primeira escolha, conforme o
esquematico da Figura 7, que ilustra uma abordagem holistica da osteoartrose, com

a ordem de prioridade a ser preconizada partindo do centro para fora (JOSE, 2013).
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Figura 7 — Esquematico das principais abordagens terapéuticas no tratamento
da osteoartrose.
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Fonte: Adaptado de JOSE, 2013.

Nos casos de ma resposta a terapia, onde, nos pacientes que mesmo em uso
dos AINES ocorrer reagudizacdo da dor ou quando ha contraindicacdo para
intervencdes cirargicas, pode ser adotado o0 uso de analgésicos opiaceos no
tratamento da osteoartrose, sendo preconizado nesses casos 0 uso do tramadol
(MOREIRA; AFONSO; ARAUJO, 2014).

Terapias alternativas com o uso de produtos naturais tém sido alvo de estudos
com enfoque no tratamento de doencas articulares. Um exemplo, é o trabalho
desenvolvido recentemente por Sales (2016), que avaliou a eficacia do extrato
etandlico da propolis alagoana na reducéo de alguns sintomas de doencas articulares
em humanos. Tendo analisado sua influéncia na melhora da amplitude de movimento,
forca e intensidade da dor, usando a prépolis proveniente do municipio Alagoano de
Japaratinga, administrada pelo periodo de 10 dias, foi demonstrada uma elevada
efetividade da propolis no alivio dor no joelho, também ocorrendo melhora significativa

nos demais parametros avaliados.

2.3. Exames Laboratoriais
2.3.1. Relevancia clinica

Os exames clinicos laboratoriais, desde andlises bioquimicas dos fluidos
bioldgicos até contagens diferenciais de células sanguineas, se consolidaram como
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ferramentas importantes no diagnéstico e acompanhamento da evolucdo de

patologias e desordens de natureza diversa (SILVEIRA, 2015).

Partindo-se da premissa que a intoxicacdo consiste na expressdo ou
manifestacdo de efeitos nocivos do organismo exposto a substancias quimicas, 0s
efeitos toxicos de medicamentos podem manifestar-se em diversos sistemas do
organismo. Os exames laboratoriais permitem a observancia de parametros e
alteracdes indicativas de um quadro patol6gico em curso, seja no organismo como um
todo ou num sistema biolégico em particular (MAIOR; CASTRO; ANDRADE, 2017).

Parametros gerados a partir de exames laboratoriais, no ambito da pesquisa
cientifica, tém sido utilizados nos ultimos anos como indicadores para 0 apontamento
tanto da agdo biolégica quanto de possiveis toxicidades decorrentes da ingestdo da
propolis vermelha e seus extratos. Através de modelos de estudo em animais, essas
pesquisas tém buscado possiveis correlacdes entre a ingestao de extratos alcoolicos
da prépolis e variagbes nos perfis bioquimicos e parametros hematologicos (MORSY
etal., 2016; TELES et al., 2015; SILVA et al., 2015; MORSY et al., 2013; VEGA et al.,
2014).

2.3.2. Hemograma

O hemograma consiste essencialmente na avaliagcdo e quantificacdo dos
elementos figurados do sangue que sédo classificados como eritrdcitos, leucécitos e
plaguetas. Essencialmente é divido em eritrograma, leucograma e plaquetograma,
neste ultimo com maior relevancia clinica a contagem total de plaquetas (SILVEIRA,
2015; PRADO et al., 2014).

O eritrograma, que possibilita a avaliagdo qualitativa, quantitativa e
fisiopatoldgica acerca dos eritrocitos, € composto por uma série de parametros
hematimétricos. O primeiro destes, denominado RBC (Red Blood Cells), consiste na
contagem total de hemacias numa dada amostra de sangue. Outro parametro, a
Hemoglobina (Hb), € uma proteina de estrutura tetramérica presente nos eritrocitos a
gual atua no transporte dos gases Oz e CO:2 pelo sangue. Na sequéncia destes, ha o
Hematécrito (Ht), que numa mistura de sangue, corresponde a propor¢cao do volume
de eritrécitos em relacdo ao volume total da amostra (FERREIRA; BACH, 2018;
SILVEIRA, 2015).
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Outro parametro hematimétrico, o RDW (Red Cell Distribution Width ou
Amplitude de Distribuicdo dos Globulos Vermelhos), gerado pelos contadores
eletrbnicos hematologicos, trata-se de uma medida quantitativa da variagdo no
tamanho dos eritrécitos, sendo tdo maior seu valor quanto a heterogeneidade no
tamanho da populacdo de células do RBC (SILVEIRA, 2015; LIPPI et al., 2014).

Os parametros do eritrograma sdo usados na medicina para a avaliacao e
afericdo de disturbios decorrentes de divergéncias entres os valores quantificados
durante as analises e os valores de referéncia correspondentes ao sexo e faixa etaria
do individuo em acompanhamento clinico (MATOS et al., 2012; GROTTO, 2010). Na
Tabela 1 estdo expressos os valores de referéncia hematoldgicos do eritrograma,
formulados com base no Programa Nacional de Controle de Qualidade (PNCQ),

conforme dados constantes no Anexo A.

Tabela 1 — Valores de referéncia do eritrograma de homens e mulheres adultos.

Parametro Intervalo Unidade
Hemacias (RBC) 3,8-5,5 x106 células/pL
Hemoglobina (Hb) 12,0-17,0 g/dL
Hematocrito (Ht) 36,0 - 50,0 (%)
Volume Corpuscular Médio (VCM) 83,0-101,0 fL
Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) 27,0-32,0 pg
Concentragéo de Hemoglobina
Corpuscglar Média (CI%CM) 31,5-34,5 g/dL
RDW 11,6 - 14,0 (%)

Fonte: PROGRAMA NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE, 2019.

Alguns dos disturbios hematoldgicos mais recorrentes que séo diagnosticados
fundamentalmente com base em alteracbes nos parametros do eritrograma, sao as
eritrocitoses, caracterizadas por um aumento nos valores de RBC juntamente a Hb ou
ao Ht, e as anemias essencialmente caracterizadas quando os valores de Hb e Ht
encontram-se abaixo dos intervalos de referéncia (AIXALA, 2017; MATOS et al., 2012;
GROTTO, 2010).

A avaliacdo dos elementos figurados do sangue também abrange as células
leucocitarias, analisadas através do leucograma. Neste, a contagem total de
leucécitos em uma dada amostra de sangue € expressa pelo WBC (White Blood
Cells). Outros parametros analisados séo as contagens diferenciais, que quantificam

as subpopulacbes de leucocitos usualmente encontradas no sangue periférico,
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abrangendo neutrdfilos, eosindfilos, basoéfilos, mondcitos e linfocitos (SILVEIRA, 2015;
SANTOS; SILVERIO; ORFAOQ, 2015).

As contagens leucocitarias sdo importantes parametros do hemograma, uma
vez que a observancia de alteracOes em seus valores possibilitam a identificacédo e
acompanhamento de processos infecciosos ou oncoldgicos e, também, avaliar o curso
de desordens do sistema imunoldgico, tais como sindromes autoimunes e processos
inflamatérios (DANTAS et al., 2015; FRANCISCHETTI et al., 2010).

Na Tabela 2 estdo expostos os valores de referéncia correspondentes para
cada linhagem leucocitaria adotados nas rotinas de avaliagédo clinica no ambito do
Hospital Universitario Professor Alberto Antunes (HUPAA), e formulados com base

nos valores disponibilizados pelo PNCQ (2019), dispostos no Anexo A.

Tabela 2 — Valores de referéncia leucocitarios para homens e mulheres adultos.

Intervalos de Referéncia

Contagem Relativo (%) Absoluto Unidade
Leucécitos Totais - 4.000 - 10.000 células/mm3
Neutrofilos Segmentados 50-70 2.000 - 7.000 células/mm3
Neutroéfilos Bastonetes 0,0-25 0,0 - 250 células/mm3
Linfécitos 25-40 1.000 - 4.000 células/mm3
Mondcitos 2,0-8,0 80 - 800 células/mm3
Eosindfilos 0,0-4,5 0,0 - 450 células/mms3
Basofilos 0,0-1,2 0,0 - 120 células/mms3
Metamielocitos 0,0-0,0 0,0-0,0 células/mm3
Mielocitos 0,0-0,0 0,0-0,0 células/mm3
Promielocitos 0,0-0,0 0,0-0,0 células/mm3
Blastos 0,0-0,0 0,0-0,0 células/mm3

Fonte: PROGRAMA NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE, 2019.

As plaguetas sao elementos figurados do sangue, produzidos na medula
0ssea por fragmentacéo do citoplasma de células denominadas por megacariécitos.
O intervalo de referéncia para suas contagens se dispde entre 150.000 e 450.000
plaguetas/mms3. Elas atuam juntamente com os fatores de coagulacdo, componentes
do mecanismo fibrinolitico e vasos sanguineos na composicdo do sistema
hemostatico, responsavel pela resposta do organismo ao dano vascular (SILVEIRA,
2015; COSTA et al., 2020; PRADO et al., 2014).
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2.3.3. Perfis bioquimicos

A quantificacdo das concentracbes séricas de enzimas, glicerideos,
compostos nitrogenados e demais componentes encontrados no plasma sanguineo,
com base em valores de referéncia pré-estabelecidos, possibilitam a avaliacdo e
identificacdo de lesbes, desordens e patologias de carater diverso em curso
(SULLIVAN; FAULDS, 2013; TELLI; FRIGERI; MELLO, 2016). Na Tabela 3 estao
dispostos os valores de referéncia bioquimicos adotados nas rotinas de analise
laboratorial do HUPAA, seguindo os valores disponibilizados pelos reagentes Abbot
Laboratories.

Tabela 3 — Valores de referéncia adotados nas rotinas laboratoriais do HUPAA.

Parametro I.R. Unidade
Lactato Desidrogenase (LDH) 125 - 220 U/L
Transaminase Glutamico
Oxalacética (TGO) 5-34 UL
Transaminase Glutamico
PirGvica (TGP) 0-55 UL
Bilirrubina Total (BT) 0-1 mg/dL
Bilirrubina Direta (BD) 0-0,5 mg/dL
Bilirrubina Indireta (Bl) 0-0,8 mg/dL
Proteinas Totais (PT) 6,1-7,9 g/dL
Albumina (ALB) 3,56-5,2 g/dL
Globulinas (GLO) 25-33 g/dL
Proteina C Reativa (PCR) <5 mg/L
Ureia (UR) 10 - 50 mg/dL
Creatinina (CR) 0,6-1,3 mg/dL
Acido Urico (AU) 2,6-7,2 mg/dL
Sadio (Na*) 136 - 145 mEq/L
Potassio (K*) 35-51 mEq/L
Desejavel < 200 mg/dL
Colesterol Total (COL) Alterado 200 - 239 mg/dL
Elevado = 240 mg/dL
Colesterol HDL (HDL) 40 - 60 mg/dL
Colesterol LDL (LDL) <130 mg/dL
Colesterol VLDL (VLDL) < 40 mg/dL
Otimo < 150 mg/dL
Moderadamente Elevado mg/dL
Triglicerideos (TRI) 150 - 199
Elevado 200 - 499 mg/dL
Muito Elevado = 500 mg/dL
Glicose (GLI)* 70 - 105 mg/dL

* - Valores referentes a glicemia em jejum; I.R. - Intervalo de Referéncia; mEq — miliEquivalentes.

Fonte: Laboratorios de analises clinicas do HUPAA, 2019.
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2.3.3.1. Provas laboratoriais de dano celular e processos inflamatorios.

Um parametro bioquimico comumente utilizado como marcador da morte e
dano celular, trata-se da enzima Lactato Desidrogenase (LDH), que existindo na forma
de cinco isoenzimas esta presente em diversos tecidos do corpo, contudo, figado,
musculos e as células vermelhas do sangue sdo as maiores fontes de sua atividade
sérica. Em condicBes normais seus hiveis seéricos sdo diminutos, entretanto,
elevacOes em suas concentracdes sdo indicativos de dano celular devido a liberacao
da enzima na corrente sanguinea apos rompimento das células (PIQUERAS et al.,
2016; SULLIVAN; FAULDS, 2013; MOKWATSI; SCHUTTE; KRUGER, 2016).

A Proteina C Reativa (PCR), é uma glicoproteina que tem a propriedade de
reagir com o polissacarideo C de Streptococcus pneumoniae formando precipitados
na presenca de ions calcio. A PCR no plasma é predominantemente de origem
hepatica. Elevacdes em seus niveis sdo caracteristicas da fase aguda em processos
inflamatérios, e seu acompanhamento é um importante recurso no monitoramento de
infeccdes, lesdes teciduais e a progressdo de doencas cronicas (VALADAS et al.,
2019; WU et al., 2015).

2.3.3.2. Perfis bioquimicos hepaticos

O figado é um o6rgdo que tem papel essencial para o organismo, sendo
responsavel pela sintese, metabolismo e excrecdo de inUmeras substancias e
proteinas. Para o devido diagnodstico de desordens hepéticas, além de outras
avaliacOes clinicas, sado frequentemente verificadas alteracdes nos niveis séricos de
parametros bioquimicos de carater diverso (OZOUGWU, 2017; CORRIGAN;
HIRSCHFIELD, 2015).

Os niveis séricos das enzimaticas Transaminase Glutamico Oxalacética
(TGO) e Transaminase Glutamico Piravica (TGP), quando elevados acima dos limites
de referéncia sao indicativos de les6es nos hepatdcitos (células do sistema hepatico).
Entretanto, TGP por ser uma enzima presente em maior quantidade nos hepatécitos
do que em outros tecidos tem maior relevancia clinica quando detectadas alteracdes
em seus valores, mesmo em relacdo aos niveis de séricos TGO (TELLI; FRIGERI;
MELLO, 2016).
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As Bilirrubinas Totais e Fragbes (BTF), que nas rotinas laboratoriais é um
parametro denominado por Bilirrubina Total (BT) consiste no principal metabdlito do
heme presente na hemoglobina, mioglobina e nos citocromos. Sua forma né&o
conjugada, também chamada Bilirrubina Indireta (Bl), € transportada no sangue
sobretudo acoplada a albumina, até que, pelo sistema porta hepatico, chegue ao
figado onde sofre esterificacdo com o acido glicurénico tornando-se em bilirrubina
conjugada ou Bilirrubina Direta (BD), processo este que viabiliza sua efetiva excrecao
(0ZOUGWU, 2017).

Diversos disturbios podem ocasionar elevagbes nos niveis séricos de
bilirrubinas. A exemplo da anemia hemolitica, onde a elevada destruicdo dos
eritrocitos decorre em elevacao das concentracdes séricas de Bl. Algumas das causas
de elevacao na concentracdo sérica de BD sdo déficits de excrecao da bilirrubina,
obstrucdo dos ductos biliares e condi¢cbes inflamatérias envolvendo o trato biliar
(PIQUERAS et al., 2016; MARTELLI, 2012).

A respeito do papel do figado como sitio sintético das proteinas plasmaéticas,
dentre as diversas variedades por ele produzidas as Proteinas Totais e Fragcdes (PTF),
divididas em Proteina Total (PT), Globulinas (GLO) e Albumina (ALB) séricas sdo
perfis essenciais para avaliacdo da funcdo hepatica. Diminuicbes nos niveis
plasméticos de proteinas ou hipoproteinemias, ocorrem em patologias onde ha lesao
ou necrose celular no figado. Hiperproteinemias, por sua vez, sao caracteristicamente
decorrentes de processos inflamatdérios e infecciosos, que também podem acarretar
em elevacbes da GLO. J4 as albuminemias podem ser causadas por, dentre outras
patologias, sintese defeituosa dessa proteina associada a doencas e distUrbios
hepatocelulares (OZOUGWU, 2017; ALBERTO, 2013; DORRIO et al., 2012).

2.3.3.3. Perfis bioquimicos renais

Um dos principais parametros bioquimicos utilizados para avaliar a fungéo
renal trata-se da Ureia (UR). Elevacdes em seus niveis, condicdo denominada por
hiperuremia, sédo associadas a lesdes na estrutura do tecido renal, sejam de carater
glomerular, tubular ou intersticial. A hipouremia, por sua vez, é caracterizada por
baixos niveis de ureia no sangue, sendo associada a presenca de insuficiéncia
hepatica dado a diminui¢cdes na capacidade do figado de sintetizar ureia (GOTSMAN
et al., 2010; SODRE; COSTA; LIMA, 2007).
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Outro parametro bioquimico relevante para avaliacdo da funcéo renal trata-se
da Creatinina sérica (CR). Consistindo em um importante parametro usado na pratica
clinica para avaliacédo da taxa de filtracdo glomerular e redu¢des em sua velocidade,
gue sdo associadas a aumentos nos niveis séricos de creatinina e indicativos do grau
de deterioragao renal quando na presenca de patologias nesse sistema (MALTA et
al., 2019; SODRE; COSTA; LIMA, 2007).

O Acido Urico (AU) é um dos principais produtos do catabolismo das bases
nitrogenadas. Entre as principais desordens clinicas caracterizadas por eleva¢cfes nos
niveis séricos de acido urico, uma das mais caracteristicas trata-se da artrite gotosa
(Gota), tendo como principal caracteristica a deposicdo de cristais de urato
monossodico nas juntas e articulacdes o que culmina em severas inflamacgdes locais
e excruciantes dores. Quadros de hiperuricemia também s&o relacionados a distarbios
renais, valores elevados deste parametro sdo associados a danos na estrutura
glomerular e tubulos renais (GUARDA et al., 2019; AZEVEDO et al., 2017).

A quantificacdo das concentracdes séricas de ions é importante na avaliacao
de varias sindromes e anormalidades eletroliticas, como na hipernatremia, quando as
concentracdes séricas do ion Sédio (Na*) estdo acima de 145 mEqg/L. Outro eletrélito
importante na homeostase do organismo € o Potassio (K*), de maneira que desordens
em seus niveis séricos tem sério impacto clinico nos pacientes acometidos por essas
condi¢cdes. Um dos exemplos sdo os quadros de hipocalemia ou hipopotassemia, que
é definida quando o K* sérico atinge valores inferiores a 3,5 mEqg/L, também havendo
a hiperpotassemia, quando o K* atinge niveis superiores a 5,1 mEg/L, exigindo
tratamento médico imediato (DUTRA et al., 2012; PIROZZI et al., 2012).

2.3.3.4. Perfis lipidicos

Referente as disposi¢cdes deste perfil, o0 primeiro conceito relevante refere-se
a definicdo e funcdes das lipoproteinas que, consistindo em macromoléculas
hidrossoluveis, se associam com lipideos e com o colesterol a fim de viabilizar o seu
efetivo transporte pela corrente sanguinea, dado a sua caracteristica hidrofobicidade.
Sdo divididas em classes de particulas heterogéneas, sendo as principais
lipoproteinas as Lipoproteinas de Densidade Muito Baixa (VLDL), Lipoproteinas de
Baixa Densidade (LDL) e a Lipoproteina de Alta Densidade (HDL) (FALUDI et al.,
2017; LIMA; COUTO, 2006).
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O Colesterol plasmatico, na prética laboratorial referido como Colesterol Total
(COL) e os Triglicerideos (TRI), sdo lipideos em que a quantificacdo dos niveis séricos
€ de vital importancia para o diagnéstico e monitoramento de dislipidemias. Como
exemplos tém-se as hipolipidemias ou hiperlipidemias, quando os niveis séricos de
lipoproteinas se apresentam abaixo ou acima dos Ilimites de referéncia
respectivamente, também sendo classificadas conforme a fracdo lipidica que se
apresenta elevada como nas hipercolesterolemias e hipertrigliceridemias (FALUDI et
al., 2017).

2.3.3.5. Perfil glicémico

A Glicose (GLI) é um dos mais importantes monossacarideos presentes na
corrente sanguinea. Sua concentracao sérica normalmente é mantida dentro de uma
faixa estreita de valores através de mecanismos hormonais. A quantificacdo de suas
concentracgdes séricas é vital no diagndstico e acompanhamento de doengas como o
diabetes, desordens que afetam o metabolismo de carboidratos e quadros de
hipoglicemia (PEGORARO et al., 2011; VUE; SETTER, 2011).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral
Analisar parametros sanguineos em individuos normais e com osteoartrose

guanto as possiveis toxicidades do uso oral do extrato etandlico da propolis vermelha.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar as concentracdes do parametro enzimatico de dano celular Lactato
Desidrogenase (LDH);

e Verificar a acdo do extrato da propolis vermelha sobre os niveis séricos da
Proteina C Reativa (PCR) como marcador inflamatorio;

e Caracterizar os perfis bioquimicos das funcbes hepatica, renal, lipidico e
glicémico;

e Descrever os efeitos do extrato de propolis vermelha sobre os parametros que

compde o hemograma.
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4. METODOLOGIA
4.1. Propolis Vermelha
4.1.1. Coletadaresina

A amostra de propolis vermelha usada neste estudo foi disponibilizada pela
Associacdo dos Criadores de Abelha de Japaratinga — ACAJA, composta pelos
apiarios situados no municipio alagoano de Japaratinga (Figura 8), Alagoas, Brasil
(9°05'18.6"S 35°15'35.7"W). De acordo com a revisao bibliogréafica anterior, a resina
da propolis foi produzida por abelhas da espécie Apis mellifera, tendo sido coletada
em janeiro de 2019.

Figura 8 - A= Colmeiadeabelhas em apiario situado no municipio de Japaratinga.
B = Interior da colmeia com demonstracdo da resina produzida pelas abelhas.
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Fonte: Autor, 2019.
4.2. Pesquisa Clinica

Foi realizado um ensaio bioquimico e hematolégico, duplo cego, randomizado
e controlado por placebo, com o objetivo de verificar a auséncia ou baixa toxicidade
do EEPV, administrado por via oral em humanos, subdivididos em individuos néo
doentes, sem diagndéstico de doencas crbnicas inflamatérias, e individuos com
diagnéstico de osteoartrose do joelho. O protocolo deste trabalho foi submetido a
Plataforma Brasil (CAAE: 66612317.2.0000.5013) e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da UFAL, sob o Registro de N° 2.059.400, estando disposto no Anexo B

o parecer do Comité de Etica em Pesquisa.

4.2.1. Critérios de participacao e excluséao
Foram incluidos neste estudo pacientes voluntarios com diagnaostico clinico de
dor articular deferido por médico, decorrente de inflamacgéo nas estruturas intra e/ou

peri articulares, quadros de osteoartrose no joelho e presenga de dor durante a
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avaliacao inicial, provocada pelas doencas supracitadas. Dado a complexidade e os
diversos fatores que influenciam os individuos em diferentes fases de instalacdo e
progressdo das doencas articulares, conforme a revisao bibliografica anterior, foram
incluidos na pesquisa pacientes em diferentes fases de progresséo e instalacio da
patologia articular.

Também foram incluidos voluntérios que nao apresentavam quadros de dor
ou doenca inflamatoéria articular, com objetivo de serem usados como objeto de
comparacao dos resultados de seguranca, na avaliacdo de influéncias da propolis
sobre os perfis biogquimicos hematoldgicos e a observacdo de informacdes clinicas
importantes acerca da seguranca e possivel toxicidade em decorréncia do uso por via
oral do EEPV. Todos os voluntarios tinham idades entre 40 e 60 anos, eram de ambos
0S sexos e ndo houveram restricbes quanto ao grupo étnico para participagdo na

pesquisa.

Os critérios de exclusao dos voluntarios do estudo foram pacientes gestantes;
histérico de alergias a picadas de abelha e em decorréncia do uso de outros
opoterapicos; histérico de hemorragia gastrointestinal, perfuracdo gastrica, doenca
renal ou hepética; histérico de alcoolismo exacerbado; uso de anticoagulantes,
medicamentos corticosteroides; implantes de protese ou marcapasso; doencas
crbnicas graves nao controladas (hipertensdo, diabetes mellitus, dislipidemias,
cardiopatias e outras doencas que dado sua natureza e tratamento caracteristico
pudessem interferir com a avaliacdo dos parametros analisados); diagnéstico clinico
de processos infecciosos ou virais durante o periodo de participagdo na pesquisa
(resfriados, infeccBes do trato respiratorio, urinario e afins) e individuos em uso de
terapias farmacoldgicas com multiplos farmacos simultaneamente ou que pudessem
interferir diretamente nos parametros analisados, sendo as possiveis interacdes

farmacoldgicas e efeitos adversos avaliados por profissional farmacéutico habilitado.

4.2.2. Grupos experimentais

A amostra foi composta de 49 individuos, captados a partir de listas de espera
e triagem em ambulatoérios de fisioterapia e hospitais conveniados ao Sistema Unico
de Saude (SUS), a partir da fixacdo de cartazes nas dependéncias da UFAL, em
clinicas e consultérios de médicos parceiros, instituicdes publicas e privadas de ensino
superior e usuarios da rede publica de Saude de Alagoas. Do total de individuos,

estiveram habilitados a participar da pesquisa 42 (cerca de 85% da amostra inicial),
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com base nos ja descritos critérios de inclusdo e exclusao. Deste total, participaram
16 homens (38%) e 26 mulheres (62%).

Os voluntarios foram agrupados em quatro cenarios para a avaliacdo dos
resultados. No cenéario 1 foram avaliados em conjunto os resultados de todos os
voluntarios, tanto os que fizeram uso da prépolis quanto do placebo (PV-PL, N = 42),
no cenario 2 somente os individuos em uso da propolis vermelha (PV, N = 22), no
cenario 3 os que fizeram uso do placebo (PL, N = 20) e no cenario 4 os voluntarios

em uso da prépolis e com diagndéstico de osteoartrose (PVDOR, N = 10).

A principio os participantes da pesquisa foram instruidos sobre os objetivos
do estudo e da metodologia a ser adotada. Na sequéncia, foi assinado por cada
individuo o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), disposto no
Apéndice A, e o preenchimento de uma ficha cadastral (Apéndice B) informando
dados sobre atividade laboral, dominancia corporal e tratamentos utilizados até o

momento de participac¢édo no trabalho.

Apos isso, foram realizadas avaliacGes individuais por uma fisioterapeuta,
através de uma ficha avaliativa (Apéndice C), com o objetivo de melhor enquadra-los
nos grupos experimentais, avaliando a presenca de dor no joelho ou demais
articulacdes, além de outros problemas de saude que o enquadrassem nos critérios
de excluséo da pesquisa. Cada voluntario recebeu um frasco de 30 ml contendo EEPV
ou o placebo, sendo orientados a ingerir diariamente 1ml da solugcéo (25 gotas) por
dia, durante 30 dias, e efetuar o preenchimento de uma ficha diariamente para registro
de eventuais sinais e sintomas (Apéndice D) durante a participacdo na pesquisa,
seguindo normalmente com suas atividades rotineiras durante o periodo entre as

avaliacoes.

As avaliacfes foram realizadas em 4 ocasides distintas. No primeiro dia (AV0),
antes de iniciar o uso do EEPV e do placebo, passados 15 dias de uso (AV1), ao final
de 30 dias (AV2), quando foi interrompida a ingestédo das substancias, e por fim apés

60 dias desde o inicio da participacdo na pesquisa (AV3).

4.2.3. Coletas de sangue
4.2.3.1. Preparo dos pacientes
Para a realizacdo dos exames laboratoriais, 0s voluntarios, que foram

devidamente cadastrados no sistema de marcacdo de exames do Hospital
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Universitario Professor Alberto Antunes (HUPAA), receberam a instrucdo para
permanecerem em jejum por 12h antes das coletas de sangue, que foram efetuadas
no posto de coleta dos ambulatérios do HUPAA, entre 6:30 e 9:30 da manha. No
momento da coleta, a recep¢ao e preparo dos pacientes se deu conforme metodologia
proposta pelo Ministério da Saude (2001) e pelo Programa Nacional de Controle de
Qualidade (2016), estando demonstrada no esquema da Figura 11. Nos casos em que
os voluntérios tiveram dificuldades em se deslocar ao hospital, a coleta de sangue foi

realizada em seu domicilio.

Figura 9 — Passo a passo narecepcao e preparo para coleta de sangue.

ACOMODACAODO
PACIENTE NA QUESTIONAMENTO

POLTRONA DE COLETA SOBRE PREFERENCIA
DE LOCAL DA COLETA

IDENTIFICAGAO VERBAL
DO PACIENTE GARROTEAMENTO NO

BRACO DO PACIENTE

QUESTIONAMENTO -

SOBRE O PREPARO IDENTIFICACAO DO
PARA OS EXAMES VASO SANGUINEO A SER

COLETADO

IDENTIFICACAO DOS ANTISSEPSIA DO LOCAL
TUBOS DE COLETA DA COLETA COM

ALCOOL 70%

ROSQUEAMENTO DA
AGULHA NO PUNCAO VENOSA PELO
ADAPTADOR METODO A VACUO

Fonte: Adaptado de MINISTERIO DA SAUDE, 2001; PROGRAMA NACIONAL DE CONTROLE DE
QUALIDADE, 2016.

4.2.3.2. Coleta pelo método a vacuo

Para a avaliagéo laboratorial dos parametros bioquimicos e hematolégicos, as
amostras foram coletadas em 2 tubos plasticos de 4 mL préprios para coleta a vacuo,
um com gel separador e ativador de coagulo para analise dos parametros bioquimicos
séricos e o outro com o0 anticoagulante EDTA K3 utilizado para a analise do

hemograma, ambos fabricados por BD Vacutainer®.

O procedimento de coleta nos pacientes foi realizado de acordo com o
Ministério da Saude (2001), estando demonstrado no esquema da Figura 12 um
fluxograma com a sequéncia de procedimentos adotados para a punc¢do. Visando
diminuir a possibilidade de erros analiticos, conforme recomendacédo do PNCQ (2016),

a deposicao do sangue nos tubos de coleta foi feita na seguinte ordem: primeiro o



51

sangue foi depositado no tubo contendo o gel separador e ativador de coagulo e na

sequéncia foi realizada a puncdo com o tubo contendo o EDTA K3.

Figura 10 — Procedimento de coleta de sangue pelo método a vacuo.

POSICIONAMENTO DA -
AGULHA SOBRE O REMOCAOQO DO PRIMEIRO

LOCAL DA PUNGAO TUBOAPOS
PREENCHIMENTO TOTAL

INSERCAO DO BISEL NO -
VASO SANGUINEO INSERCAO DO TUBO
SEGUINTE NO
ADAPTADOR
POSICIONAMENTO DO
TUBODE COLETANO

ADAPTADOR APOS PREENCHIMENTO

DE TODOS OS TUBOS
REMOCAO DO BISEL

INSERCAO DA AGULHA

DE COLETA MULTIPLA PRESSIONAMENTO NO
NO TUBO LOCAL DA PUNGAO COM
GAZE

REMOCAO DO GARROTE
APOS INICIO DO FLUXO DE COLOCACAODE
SANGUE PARA O TUBO CURATIVOE LIBERACAO
DO PACIENTE

Fonte: Adaptado de MINISTERIO DA SAUDE, 2001; PROGRAMA NACIONAL DE CONTROLE DE
QUALIDADE, 2016.

Cada tubo foi etiqguetado individualmente, apresentando na identificagéo o
nome do paciente, a data e hora em que foi realizada a coleta e um codigo de barras,
gerado para o rastreamento das amostras durante o processamento e posteriormente
guando foram acondicionadas em soroteca da pesquisa, sendo mantidas congeladas
em freezer no Laboratério de Farmacologia e Imunidade (LaFI) da UFAL.

As amostras de sangue foram acondicionadas em caixa térmica de PVC, com

gelo reciclavel para refrigeracdo, a uma temperatura média entre 2 e 8 °C, monitorada
por termémetro digital INCONTERM®, e foram imediatamente encaminhadas para

serem analisadas nos laboratdrios de analises clinicas e hematoldgicas do HUPAA.

Seguindo procedimento padrdo dos laboratérios, foram processados os
controles de qualidade para cada equipamento antes do inicio das rotinas de andlises,
guando encontradas inconformidades nos resultados dos controles, foram realizadas
as recalibragBes necessérias nos aparelhos. As coletas realizadas no domicilio dos
voluntérios foram realizadas em conformidade com os padrées ja supracitados,
atentando-se para todos os procedimentos de antissepsia do local da puncao,

manipulacdo e o devido acondicionamento dos tubos de coleta no recipiente de
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transporte, com o objetivo de evitar inconsisténcia nos resultados, decorrentes de

alteracOes na estabilidade das amostras.

4.3. Analises Laboratoriais
4.3.1. Producéao do extrato

Para a obtengcdo do Extrato Etanodlico da Propolis Vermelha (EEPV), foi
adotada uma metodologia de acordo com Sales (2016). De maneira que, foram
triturados com o uso de um processador 300g da resina de prépolis bruta, o material
foi depositado em um frasco contendo 1L de &lcool de cereais (95% de teor alcodlico),
sendo obtida a constituicdo aproximada de 30% de prépolis vermelha e 70% de alcool

(massa/massa).

Apos isso, a solucao foi deixada em repouso por 15 dias, ao abrigo da luz,
para que ocorresse a extracdo pelo solvente. Na sequéncia, o extrato foi filtrado com
0 uso de papel filtro e concentrado em um rotaevaporador digital IKA RV 10,
demonstrado na Figura 9, com acoplamento a uma bomba de vacuo (VALUE®). O
procedimento foi realizado no Laboratério de Quimica Medicinal do Nucleo de
Laboratorios Multiusuarios de Pesquisa, Localizado no Instituto de Ciéncias
Farmacéuticas da UFAL, nas seguintes condicdes de operagéo: 80 rpm; pressao de
600 mmHg e banho-maria (IKA HB 10) a temperatura de 45 °C, de maneira que se

atingiu o peso seco de 75 mg/ml do extrato.

Figura 11 — A = Rotaevaporador utilizado no processamento do extrato. B =
Remocdao do excesso de solvente no EEPV.

Fonte: Autor, 2019.

Esse valor foi adotado com base em relato preliminar feito por BURDOCK
(1998), que ao descrever a propolis como um produto de baixa toxicidade, propde
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como dose segura para humanos a administracdo de 1,4 mg/Kg/dia ou
aproximadamente 70 mg/dia. Para a confeccédo do placebo foi utilizado o alcool de
cereais, sem aditivos flavorizantes ou edulcorantes. Por fim, tanto o EEPV quanto o
placebo foram engarrafados em frascos de vidro ambar com conta gotas (Figura 10),

onde permaneceram armazenados até dispensac¢ao aos voluntarios do estudo.

Figura 12 — A = Solucdo estoque do EEPV. B = Frascos dispensados aos
voluntéarios do estudo.
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4.3.2. Anédlises hematoldgicas

Para a andlise dos parametros contidos no hemograma foi utilizado o
analisador hematol6gico automatizado CELL DYN® Ruby, fabricado por Abbott
Laboratories, que utiliza a tecnologia de citometria de fluxo para a anélise das
populacbes celulares de eritrocitos, plaquetas e leucocitos (ABBOTT
LABORATORIES, 2014a).

Os reagentes hematologicos utilizados no aparelho foram o Reagente
Diluente e Solucéo Leucoprotetora para CELL-DYN READYN Diluente Sheath® (Atua
mantendo estavel o volume celular diluido de eritrécitos e plaguetas durante a
contagem e dimensionamento, e protege os leucdcitos durante o processamento da
amostra), o Reagente de Lise NOC/HGB sem Cianeto para CELL-DYN READYN Lyse
NOC (Atua causando a lise de eritrocitos e removendo o citoplasma dos leucaocitos,
preservando sua membrana nuclear para a enumeracao dos nucleos) e o Reagente
de Lise WBC para CELL-DYN READYN Lyse WBC (Atua como diluente para os
leucocitos, preservando suas propriedades de dispersdo durante as medicoes e lisa

osmoticamente os eritrécitos), todos produzidos por Vyttra Diagndésticos.
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Os controles hematoldgicos utilizados no controle de qualidade do
equipamento foram o CELL-DYN 26 Plus Control L (Correspondente a valores abaixo
dos limites de referéncia), CELL-DYN 26 Plus Control N (Correspondente a valores
normais) e o CELL-DYN 26 Plus Control H (Correspondente a valores acima dos
limites de referéncia), produzidos por Abbott Laboratories.

Antes do inicio das rotinas de processamento dos hemogramas, eram
realizadas as limpezas preventivas do equipamento (Demonstradas no fluxograma da
Figura 13) que tinham como finalidade a remoc&o de vestigios celulares e de proteinas
das camaras de contagem do aparelho.

Durante a inicializacdo apds sair do modo Standby, o aparelho realizava
automaticamente um primer, que consiste num ciclo de troca dos reagentes presentes
nas mangueiras e camaras do analisador, seguido da emissdo de um relatério de

contagens de background.

Na sequéncia, conforme recomendag¢fes do fabricante do equipamento, era
realizado um novo ciclo de limpeza no analisador, o Auto-Clean, que se trata de um
processo automatizado, realizado com o uso de solugéo de limpeza enzimatica que €
aspirada pela agulha frontal do aparelho (Sonda de Modo Open para deposicao
manual de amostras no analisador). Ao final desse ciclo era emitido um novo laudo
das contagens de background. Uma vez dispostas dentro dos limites aceitaveis, no

passo seguinte eram processados os controles hematoldgicos.

Por fim, em caso de conformidade nos resultados dos controles, dava-se inicio
ao fluxo de exames da pesquisa. Na situacdo contraria, ou seja, na presenca de nédo
conformidades em algum dos controles de qualidade, era necessario proceder a
calibracdo do equipamento, feita por meio do ajuste nos fatores matematicos

correspondente ao parametro alterado.

Os parametros sanguineos analisados com este aparelho, utilizando o tubo
com EDTA K3, foram RBC, Ht, Hb e RDW para analises dos eritrocitos. Quanto a
analise dos demais elementos figurados do sangue, foram quantificados os Leucdcitos

Totais (WBC) e foi realizada a contagem total de Plaquetas (PLT).
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Figura 13 — Procedimentos de limpeza e controle de qualidade do analisador
hematoldgico.
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* - Valores disponibilizados pelo fabricante no manual do equipamento.
Fonte: Adaptado de ABBOTT LABORATORIES, 2014a; AUTOR, 2019.

4.3.3. Andlise de perfis bioquimicos

Para as analises dos perfis bioquimicos sorolégicos, foi utilizado o analisador
bioquimico automatizado ARCHITECT ¢8000 System, produzido por Abbott
Laboratories, que utiliza os métodos fotométrico, turbidimétrico e potenciomeétrico para
efetuar as analises de metabdlitos, ions, proteinas ou outros analitos em amostras de
soro e plasma sanguineo (ABBOTT LABORATORIES, 2014b).

Os controles bioquimicos utilizados no analisador foram o Lymphocheck
Assayed Chemistry Control Nivel 1 e o Lymphocheck Assayed Chemistry Control
Nivel 2. Na Figura 14 consta o fluxograma do controle de qualidade adotado para as

analises bioquimicas, procedimento executado antes do inicio da rotina de exames,
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adotado com base nos procedimentos padrdes do laboratério do hospital. Os controles
bioguimicos de nivel 1 e nivel 2 eram aliquotados, reconstituidos em agua destilada e

na sequéncia processados no aparelho.

Figura 14 — Fluxograma do processamento e controle de qualidade nas rotinas
de analise laboratorial.
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C1 = Lymphocheck Assayed Chemistry Control Nivel 1. C2 = Lymphocheck Assayed Chemistry Control
Nivel 2.
Fonte: AUTOR, 2019.

Quando ocorreu alguma nao conformidade no resultado dos controles, os
equipamentos foram novamente calibrados e subsequentemente foi realizado novo
processamento dos controles. Na presenca de normalidade dos resultados era dado
inicio ao fluxo de exames das amostras da pesquisa. Para a andlise dos ions séricos
(Na® e K*), dada a curta estabilidade da calibracdo destes parametros no analisador,
€ adotada como rotina a calibracdo destes dois parametros no equipamento de anélise
a cada 24h, segundo orientacbes do préprio fabricante dos reagentes utilizados,

produzidos por Abbott Laboratories.

Apos centrifugacao, realizada por cinco minutos a 3000 rpm, as amostras de
soro eram encaminhadas até o analisador que processava os tubos de coleta de forma
automatizada, de maneira que, uma vez inseridas no aparelho as amostras eram
identificadas a partir de seu cédigo de barras pelo leitor interno do equipamento, dando
inicio a quantificacdo dos analitos. Ao fim dos exames era emitido um laudo com os

resultados para apreciacao do operador.
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Foram avaliados neste trabalho os perfis bioquimicos das func¢des hepética
(TGO, TGP, BTF e PTF), renal (UR, CR, AU, Na e K), os perfis lipidicos (COL, HDL,
LDL e TRI), glicémico (GLI) e também os niveis séricos de LDH e PCR quantitativa,

esta ultima pelo método de turbidimetria.

4.4, Analise estatistica

Uma vez coletados os dados correspondentes as analises dos parametros
biogquimicos dos voluntarios, eles foram organizados para o tratamento estatistico.
Para o processamento dos resultados foi utilizado o software SPSS, verséo 20 (IBM
Corp. Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20. Armonk, NY: IBM
Corp.). A forma como se deu o processamento dos dados para selecdo dos testes

estatisticos utilizados neste trabalho esta ilustrada no fluxograma da Figura 15.

Figura 15 — Fluxograma da selecao dos testes de andlise estatistica utilizados.
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Azul = Testes estatisticos utilizados para processamento dos dados. Cinza = Testes ndo utilizados.
Fonte: AUTOR, 2019.

De maneira preliminar, foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk para verificar se
os dados trabalhados apresentavam distribuicbes normais. Trés variaveis foram
avaliadas por meio desse teste. A primeira correspondia aos resultados da AVO0. A
segunda, denominada por AVM, foi obtida pela média simples dos resultados de cada
parametro analisado na AV1 e na AV2. Por fim, a terceira varidvel consistiu nos

resultados dos exames da AV3.

Os dados em cada parametro foram agrupados em dois grandes conjuntos.
O primeiro foi composto pelos resultados obtidos na AVO e na AVM (AVO / AVM), e 0
segundo conjunto foi composto pelos resultados obtidos na AVM e juntamente aos da
AV3 (AVM / AV3).
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No teste de Shapiro-Wilk foram analisadas duas hipéteses estatisticas. Na
primeira Hipotese, Ho ou Hipotese nula considerou-se que, em caso de um valor de
significancia superior a 0,05 (P > 0,05), os dados apresentavam uma distribuicéo
normal. Na segunda Hipétese, Hi ou Hipo6tese alternativa, considerou-se que, caso 0
valor de significancia fosse inferior ou igual a 0,05 (P < 0,05) os dados apresentavam

uma distribuicdo anormal.

Realizadas as avaliagbes da normalidade, nos conjuntos de dados que
apresentaram distribuicdes normais foi adotado o Teste T Pareado para verificar se
houve diferencas estatisticas significativas entre as médias dos resultados das
avaliacdes. Nas situacfes em que os dados apresentaram distribuicdes anormais, foi
utilizado o teste estatistico de Wilcoxon para essas andlises. Em ambos os testes
foram realizados comparativos entre os valores médios de resultados da AVO e da
AVM e entre os valores meédios de resultados da AVM e da AV3.

Duas hipéteses foram consideradas em ambos os testes. Na Hipétese Ho
considerou-se que, em caso de um valor de significancia superior a 0,05 (P > 0,05),
foi assumido que ndo haviam diferencas estatisticas significativas entre os valores
médios dos resultados nas avaliacdes. Na Hipétese Hi foi considerado que, em caso
de um valor de significancia inferior ou igual a 0,05 (P < 0,05) assumiu-se que haviam
diferencas estatisticas significativas entre os valores médios dos resultados nas

avaliacoes.

Para a aplicagéo dos testes de Wilcoxon e T Pareado, foram utilizados todos
os resultados de cada um dos grupos experimentais (Grupos PV-PL, PV e PV-DOR)
e do grupo placebo (Grupo PL), que foram agrupados em 4 cenérios de estudo para

cada parametro avaliado, conforme ja descrito.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. Parametro enzimatico de dano celular (Lactato Desidrogenase - LDH)

A principio foram analisados os resultados dos valores médios de LDH nos
voluntérios da pesquisa, obtidos no decorrer das avaliagfes. Para a verificacdo da
presenca de alteracdes significativas nos resultados deste parametro, foi utilizado o
Teste T Pareado, constando na Tabela 4 os valores de significancia extraidos do teste

gue foram gerados nos quatro cenarios de estudo.

Tabela 4 — Niveis de significancia gerados a partir dos resultados de LDH.

Teste T Pareado - LDH

Cenario 1 | Cenario 2 | Cenério 3 | Cenario 4
Comparativo | _(PV-PL) | (Propolis) | (Placebo) | (PVDOR)
P P P P
AVO /| AVM 0,459 0,472 0,823 0,247
AVM [/ AV3 0,208 0,477 0,287 0,830

PV-PL = Propolis Vermelha e Placebo; PVYDOR = Individuos com dor no joelho que utilizaram a Propolis
Vermelha.
P < 0,05 - Houve diferenca estatistica significativa no comparativo entre as médias.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

A partir da avaliagéo dos dados, foi constatado que em todos os comparativos
dos valores médios de LDH ndo foram observadas diferencas estatisticas

significativas entre as médias das avaliacdes (P > 0,05).

Os valores médios dos resultados da LDH obtidos nos quatro cenarios de
estudo estdo dispostos na Tabela 5. No cenario 1, onde foram avaliados de forma
conjunta os resultados de LDH tanto de individuos em uso da prépolis vermelha
guanto do placebo, foi observado que o valor médio dos resultados na AVM
apresentou uma ligeira elevacéo em relacéao aos resultados obtidos na AVO e na AV3,

apesar disto as oscilacdes observadas nao foram significativas (P > 0,05).

Ja no cenério 2, onde foram avaliados os resultados de todos os voluntarios
gue utilizaram a propolis vermelha (Tabela 5), foi observado que o valor médio da LDH
na AVM apresentou uma discreta elevacdo, 30 dias apds a interrupcdo da
administracdo da propolis, na AV3 a média dos resultados sofreu uma diminuicao

singela e retornou a mesma faixa de concentragédo da AVO, contudo, ndo houve
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diferenca significativa entre as trés médias (P > 0,05) e todos os resultados

permaneceram dentro dos valores de referéncia (125 — 220 U/L).

Tabela 5 — Valores médios dos resultados de LDH nos 4 cenarios de estudo.

Estatistica Amostral

Cenérios AV | N Média D.P.
AVO 40| 164,9575 | 225462
Cenario 1
(Pv.pl)  |AVM|[40] 16,0838 | 19,4786
AV3 40| 164,4600 | 18,6871
B AVO 21| 1584619 | 207311
Cenario 2 "0 121171602571 | 17,9094
(Proépolis)
AV3 21| 1589190 | 17,6619
N AVO |19] 172,1368 | 22,8084
Cenario 3 "0 T19( 1725237 | 19.5524
(Placebo)
AV3 |19| 1705842 | 18,2922
AVO | 9 | 1562111 | 22,6983
Cenario 4
(PVDOR) |AYM] 9 | 159,7722 | 23,1689
AV3 | 9| 1604444 | 17,9383

N = Ndmero de amostras; D.P. = Desvio Padrdo; PV-PL = Prépolis Vermelha e Placebo; PVDOR =
Individuos com dor no joelho que utilizaram a Prépolis Vermelha.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Os valores médios da LDH nos voluntarios em uso do placebo, que foram
avaliados no cenério 3 (Tabela 5), permaneceram dentro dos limites de referéncia
(125 — 220 U/L) e ndo apresentaram variacoes significativas ao longo das avaliacbes
(P > 0,05).

No cenario 4 (Tabela 5) foram avaliados os resultados dos voluntarios em uso
da propolis vermelha e com diagndstico de dor no joelho. Apesar de, ao longo das
avaliacoes, ter sido observada uma tendéncia a elevacao nos resultados, os valores
médios da AVO, da AVM e da AV3 nao apresentaram diferencas estatisticas
significativas (P > 0,05) e permaneceram dentro dos limites normais (125 — 220 U/L).

Na Figura 16 estdo dispostos comparativamente os valores médios de cada
avaliacao observados nos 4 cenarios de estudo. Foi demonstrada a uniformidade nas
médias dos resultados da LDH ao longo das avalia¢cdes quando na consideracao dos
limites de referéncia, com a totalidade dos resultados dentro dos valores normais.
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Figura 16 — Valores médios de LDH nos 4 cenarios de estudo.
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Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

A LDH é um parametro bioquimico que atua como um amplo indicador de
dano tecidual ou celular relacionado ao coracdo, vasos sanguineos, figado, rins e
musculo esquelético. Elevacbes em seus niveis séricos sdo associadas a diversos
guadros como lesbes ou infartos do miocéardio, quadros de pancreatite, necrose
tubular renal e hemolise (MUCHTAR et al., 2017; MOKWATSI; SCHUTTE; KRUGER,
2016). Em funcéo destas correlacbes a observancia de resultados prevalentemente
normais no presente trabalho, somada a auséncia de variacfes durante o periodo de

uso do EEPV foi sugestiva da néo citotoxicidade da propolis vermelha.

Os achados deste trabalho corroboram com o relato de Silva (2015), o qual
utilizando como cobaias ratos Wistar, demonstrou que a administracdo da prépolis
vermelha pela via tépica ndo alterou de forma significativa as concentracfes séricas

de LDH nas cobaias avaliadas em sua pesquisa.

Pesquisas com prépolis atribuem a resina um carater citoprotetor excepcional.
Menyiy et al. (2018) utilizando o LDH, além das enzimas TGO e TGP, como um
parametro de avaliacdo da integridade na funcao hepéatica, observaram que em ratos
Wistar, onde foi induzido um quadro de intoxicagéo por paracetamol, primeiramente
0s niveis séricos da enzima sofreram alteragdes significativas. Apds a administracao
da prépolis, os resultados da LDH foram consideravelmente atenuados e, ainda

segundo os autores, nas cobaias onde as doses mais elevadas de prépolis foram
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administradas, mesmo num quadro de intoxicag&o, os niveis de LDH se aproximaram

dos valores observados nos animais do grupo controle.

Braik et al. (2019) em um ensaio ex vivo onde foram avaliados os efeitos da
propolis sobre o tecido do miocérdio de camundongos em condi¢cdes de isquemia,
analisaram além do grau de alteracdes histologicas o nivel de liberacdo de enzimas
associadas a danos celulares no miocardio, dentre estas a LDH. Foi demonstrado que
a administracdo da propolis em diferentes concentraces no liquido de imerséao das
amostras de tecido acarretou em diminui¢cdes significativas nas taxas de liberacao de
LDH e uma atenuacdo no grau das alteracdes histoldgicas do tecido cardiaco na
comparacao com os resultados obtidos nas amostras utilizadas como controle para o

processo de isquemia e grau de deterioracdo tecidual.

5.2. Marcador de Processos Inflamatérios (Proteina C Reativa - PCR)

Com o intuito de verificar possiveis efeitos da propolis vermelha sobre
processos inflamatérios, foram avaliados os valores de PCR dos voluntarios que

participaram do estudo.

Para a analise dos resultados, os comparativos entre as meédias das
concentracdes séricas da PCR ao longo das avaliacdes, foram realizados através do
Teste de Wilcoxon, constando na Tabela 6 os valores de significancia obtidos nos

guatro cenarios de estudo.

Tabela 6 — Niveis de significancia gerados a partir dos resultados da PCR.

Teste de Wilcoxon - PCR

Cenario 1 | Cenario 2 | Cenério 3 | Cenario 4
Comparativo | _(PV-PL) | (Propolis) | (Placebo) | (PVDOR)
P P P P
AVO /| AVM 0,000 0,000 0,158 0,008
AVM [/ AV3 0,217 0,153 1,000 0,310

PV-PL = Propolis Vermelha e Placebo; PVDOR = Individuos com dor no joelho que utilizaram a Propolis

Vermelha.

P < 0,05 - Houve diferenca estatistica significativa no comparativo entre as médias.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Foi observado que ocorreram diferencas estatisticas significativas entre as

médias das avaliacbes apenas nos comparativos entre os resultados da AVO e da

AVM, deste parémetro, realizados nos cenérios 1, 2 e 4 (P < 0,05). Ja nos
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comparativos dos resultados obtidos na AVM e na AV3 dos quatros cenarios de
estudo, ndo foram observadas diferencas significativas entre as médias das

avaliacdes (P > 0,05).

Avaliando os resultados obtidos no cenério 1 (Tabela 7), o valor médio das
concentracdes séricas de PCR na AVM apresentou uma significativa diminuicdo em
comparacao ao valor da AVO (P < 0,05). Na AV3 ocorreu uma infima variacdo na
média dos resultados que, além de se dispor na mesma faixa de concentracdo da

AVM, néo representou uma variagao significativa (P > 0,05).

Tabela 7 — Valores médios dos resultados da PCR nos 4 cenarios de estudo.

Estatistica Amostral

Cenarios AV | N | Média D.P.
- AVO |42| 0,4555 | 04578
C(epr{f‘_rF',oL)l AVM |42 70,2405 | 0,3365
AV3 42| 0,2800 | 0,3537

B} AVO |22[ 0,6314 | 0,3700
(Cpergzrc')ﬁ; AVM |22] 70,2670 | 0,2553
AV3 [22] 70,3505 | 0,2770

1} AVO |20| 0,2620 | 04752
(Cpelggg'go? AVM |20] 02112 | 0,4131
AV3 [20[ 0,2025 | 0,4160

B} AVO |10] 0,5080 | 0,3854
(Cpe\?grc')oR‘)‘ AVM |10 0,2000 | 0,2452
AV3 [10] 02710 | 0,2458

N = NUmero de amostras; D.P. = Desvio Padrdo; PV-PL = Prépolis Vermelha e Placebo; PVDOR =
Individuos com dor no joelho que utilizaram a Prépolis Vermelha.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

No cenario 2, levando em conta a faixa de concentracdes em que se
dispuseram os valores médios da PCR nas avaliacdes (Tabela 7), a média dos
resultados durante o periodo de uso do EEPV apresentou uma diminuicdo
consideravel em relacdo ao observado na AVO (P < 0,05). Na AV3 o valor médio dos
resultados sofreu uma discreta elevacao, contudo, o nivel de significancia obtido no

Teste de Wilcoxon ndo apontou que a variacao foi significativa (P > 0,05).

No cenario de estudo 3 foi observado que os individuos em uso do placebo
ndo apresentaram variagfes consideraveis nos resultados da PCR ao longo das
avaliagcbes (Tabela 7), ndo ocorrendo diferengas estatisticas significativas entre os
valores médios dos resultados da AVO, da AVM e da AV3 (P > 0,05).
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No cenério 4 (Tabela 7) o valor médio dos resultados da PCR novamente
sofreu uma diminuicao significativa durante o periodo de uso do EEPV (P < 0,05). Por
sua vez, a média da PCR na AV3, apo0s a interrup¢céo do EEPV, apresentou apenas

uma sutil elevacao contudo a oscilagédo nao foi significativa (P > 0,05).

Na Figura 17 estdo dispostos comparativamente os valores médios de cada
avaliacdo observados nos 4 cenarios de estudo dos resultados da PCR. Foram aqui
demonstradas as diminui¢cdes nos resultados da AVM observadas nos cenarios 1, 2 e
4. Na consideracgao dos valores de referéncia do parametro, nao foram observadas ao

longo das avalia¢gdes resultados acima dos limites normais.

Figura 17 — Valores médios da PCR nos 4 cenarios de estudo.
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Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Relatos na literatura que atribuem a propolis vermelha acdes anti-
inflamatérias e mostraram resultados relevantes para o entendimento desta
propriedade, consistem nos trabalhos em modelos in vitro e in vivo em animais
desenvolvidos por Franchin et al. (2016), Bueno-Silva et al. (2016) e Bueno-Silva et
al. (2013b). Os descritores associaram aos constituintes quimicos da prépolis
vermelha, como o vestitol e neovestitol, além do proprio EEPV, efeitos em diversas
vias e mecanismos envolvidos nos processos inflamatorios. Esses relatos foram
considerados como norteadores para a investigacdo dessa propriedade da resina no

presente estudo.
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Quanto a PCR que é descrita como um importante marcador sistémico de
processos inflamatorios, este perfil € alvo de estudos quanto a correlacdes entre seus
niveis séricos e a evolucdo de quadros de osteoartrose. Sendo descritas na literatura
alteracdes nos niveis deste perfil quando na presenca e progressao da patologia (ZHU
et al., 2016).

A respeito dos resultados obtidos, primeiramente € cabivel a consideracdo
das acdes biologicas e possiveis influéncias dos constituintes quimicos da prépolis
vermelha sobre os niveis séricos da PCR. Dentre os compostos detectados por
Nascimento et al. (2018) ao caracterizar amostras de propolis vermelha produzidas
em Alagoas, destaca-se quanto a suas propriedades a quercetina. Sendo descrita
como um flavonoide dotado de uma ampla gama de atividades biologicas, inclusive
anti-inflamatérias, suplementacées com o nutracéutico séo associadas a diminuicées
nas concentracdes séricas de PCR, seja na forma isolada ou através do consumo de
fitoterdpicos ricos neste flavonoide (SARTANG et al.,, 2017; SERAFINI; PELUSO;
RAGUZZINI, 2010).

Outros constituintes também relatados como presentes na propolis vermelha
sdo as catequinas, que constituindo uma subclasse de flavonoides também sao
reportadas como presentes em diversos produtos naturais a exemplo das folhas de
chéas preto e verde, provenientes da planta Clamelia sinensis (NASCIMENTO et al.,
2018; STRACK; SOUZA, 2012). O consumo de catequinas a partir desses chas é
descrito na literatura como associado a efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios,
sendo observadas diminui¢cdes sucessivas nas concentracdes séricas de PCR em
individuos administrados diariamente por 14 dias com cha verde, contendo doses de
catequina entre 80 mg e 580 mg (HENSOLDT; HUSZCZ, 2017; OYAMA et al., 2010).

Durante a avaliacdo dos resultados obtidos, péde-se verificar a ocorréncia de
diminuicdes significativas nos resultados da PCR dos grupos em que foi administrada
0 EEPV durante periodo de uso do composto, sem a ocorréncia de grandes variagdes
apos sua suspensao. As diminuicdes observadas nos cenarios 2 e 4 tiveram uma
proporcao consideravel frente as singelas oscilacdes nos valores de PCR no grupo
placebo, ainda que todos os resultados tenham permanecido dentro dos limites de

referéncia.
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Ao contrario do que inicialmente se esperava, dado aos caracteristicos
processos inflamatorios decorrentes da osteoartrose (REZENDE; CAMPOS; PAILO,
2013), no grupo de voluntarios com diagndstico da patologia articular foi observada
uma prevaléncia de resultados dentro dos valores de referéncia. Este achado
mostrou-se em concordancia com o ja descrito na literatura, uma vez que, mesmo 0s
valores de PCR sendo associados a complicacbes do quadro da osteoartrose do
joelho, é relatado que a magnitude das variacbes neste parametro pode apresentar-
se moderada, sendo as alteracGes associadas a degradacfes da estrutura dssea e
piora no quadro de dor (JIN, et al., 2013).

Apesar disso, os resultados obtidos no grupo de voluntarios com diagnéstico
da osteoartrose foram considerados promissores, pois as tendéncias positivas quanto
as diminuicdes nos niveis da PCR observadas em apenas 30 dias de uso do EEPV
foram sugestivas de que a propolis vermelha apresentou, neste estudo, uma acéo

anti-inflamatoéria.

5.3.
5.3.1.

Perfis Bioquimicos
Enzimas da Funcéo Hepatica (TGO e TGP)

Para andlise da possivel interferéncia da prépolis vermelha sobre os
pardmetros bioquimicos da funcdo hepatica, foram inicialmente avaliadas as

concentracdes séricas das enzimas TGO e TGP.

Os comparativos entre as medias dos resultados obtidos no decorrer das
avaliacOes e as variacdes observadas foram realizados através do Teste de Wilcoxon,
estando dispostos na Tabela 8 os valores de significancia obtidos no teste a partir da

analise dos dados.

Tabela 8 — Niveis de significancia gerados a partir dos resultados de TGO.
Teste de Wilcoxon - TGO

Cenario 1 | Cenario 2 | Cenéario 3 | Cenario 4
Comparativo [ (PV-PL) | (Propolis) | (Placebo) | (PVDOR)
P P P P
AVO /| AVM 0,018 0,168 0,037 0,241
AVM / AV3 0,092 0,140 0,370 0,260

PV-PL = Propolis Vermelha e Placebo; PVDOR = Individuos com dor no joelho que utilizaram a Propolis

Vermelha.

P < 0,05 - Houve diferenca estatistica significativa no comparativo entre as médias.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.
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Nos comparativos entre as médias dos resultados da AVO e da AVM deste
parametro, foram observadas diferencas estatisticas significativas apenas nos
cenarios 1 e 3 (P < 0,05). Ja nos comparativos entre os resultados da AVM e da AV3,
ndo foram observadas diferencas significativas entre as médias das avaliacdes em

nenhum dos cenérios (P > 0,05).

No cenario 1 (Tabela 9) os valores médios de TGO ndo apresentaram
oscilacbes consideraveis ao longo das avaliagdes tendo ocorrido apenas uma

discreta, porém significativa, diminuicdo dos resultados na AVM (P < 0,05).

Tabela 9 — Valores médios dos resultados de TGO nos 4 cenarios de estudo.

Estatistica Amostral

Cenarios AV | N Média D.P.
. AVO |42| 23,2024 | 6,8160
C(gr\‘/"’}g‘l)_)l AVM [42] 21,6476 | 4,8585
AV3 [42] 23,0738 | 59515

i} AVO |22] 22,7364 | 6,0548
(Cpigzgﬁsi AVM [22] 21,9501 | 4.7509
AV3 [22] 23,4500 | 6.9399

i} AVO |20] 23,7150 | 7,6944
E:Fﬁggggos)’ AVM |20[ 21,3050 | 5,0747
AV3 [20] 22,6600 | 4,7810

i} AVO 10| 23,7700 | 6,7278
f;&grc')oR‘)‘ AVM [10[ 23,0000 | 5,9204
AV3 [10] 21,4700 | 70198

N = NUmero de amostras; D.P. = Desvio Padrdo; PV-PL = Prépolis Vermelha e Placebo; PVDOR =
Individuos com dor no joelho que utilizaram a Prépolis Vermelha.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

No cenario 2 foi observada uma proximidade consideravel entre os valores
médios de TGO na AVO, AVM e AV3 (Tabela 9), ndo ocorrendo variacbes acentuadas
nos resultados ao longo das avaliacées nem diferencas significativas entre nenhuma
das médias (P > 0,05), além disso todos os resultados permaneceram dentro dos
limites normais (5 — 34 U/L).

Nos resultados avaliados no cenario 3 (Tabela 9), conforme ja demonstrado,
foram observadas diferencas estatisticas significativas entre os valores médios de
TGO da AVO e da AVM (P < 0,05). Partindo dessa observacao, a analise dos dados
apontou que os resultados nas duas avaliagcbes em questdo se apresentaram dentro
dos limites de referéncia do parametro (5 - 34 U/L), além disso a variacdo se deteve

numa estreita faixa de valores, considerando a amplitude dos limites normais.
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No cenéario 4 (Tabela 9), novamente observou-se que nao houveram
diferencas significativas entre os valores médios de TGO da AV0O, AVM e AV3 (P >
0,05), o que foi demonstrado pela ndo variacdo nos resultados durante o periodo de
uso do EEPV e apenas uma singela diminuicdo no valor médio da enzima ap0s a

suspenséao do extrato.

Na Figura 18 estdo dispostos comparativamente os valores médios de cada
avaliacdo observados nos 4 cenarios de estudo. Pdde-se observar que mesmo em
cenarios distintos e com sutis variagdes, todos os valores apresentaram uniformidade
em suas faixas de concentracéo ao longo do uso das substancias (EEPV ou placebo)

e se mantiveram dentro dos valores de referéncia.

Figura 18 — Valores médios de TGO nos 4 cenarios de estudo.
TGO
40 V.R.:5-34 UL
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21,30 22,66
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C1 = Cenaério 1; C2 = Cenario 2; C3 = Cenario 3; C4 = Cenario 4; V. R. = Valor de Referéncia.

Fonte: Gerados de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Na Tabela 10 foram dispostos os valores de significancia extraidos do Teste

de Wilcoxon que foram obtidos durante a avaliagdo dos niveis séricos de TGP.

Tabela 10 — Niveis de significancia gerados a partir dos resultados de TGP.
Teste de Wilcoxon - TGP

Cenério 1 | Cenario 2 | Cenario 3 | Cenario 4
Comparativo | (PV-PL) | (Prépolis) [ (Placebo) | (PVDOR)
P P P P
AVO /| AVM 0,000 0,000 0,003 0,009
AVM / AV3 0,736 0,889 0,467 0,374

PV-PL = Propolis Vermelha e Placebo; PVYDOR = Individuos com dor no joelho que utilizaram a Prépolis

Vermelha.

P < 0,05 - Houve diferenca estatistica significativa no comparativo entre as médias.
Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.
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Em todos os cenérios, no comparativo entre os valores médios dos resultados
de TGP na AVO e na AVM, foram observadas diferencas estatisticas significativas

entre as médias das avaliacdes (P < 0,05).

No cenario 1 (Tabela 11) foi observada uma diminuicédo significativa do valor
médio dos resultados de TGP na AVM dos voluntéarios (P < 0,05). Quando considerada
a variacao frente aos valores de referéncia, constatou-se que esta se disp6s dentro

dos limites normais para a enzima (0 — 55 U/L).

Tabela 11 — Valores médios dos resultados de TGP nos 4 cenarios de estudo.

Estatistica Amostral

Cenarios AV | N Média D.P.
_ AVO |42| 23,5667 | 7.3283
ig@afg‘i)l AVM [42] 19,9905 | 6,4307
AV3 [42] 19,9810 | 5,9859

,. AVO | 22| 24,4455 | 6,9432
f;g%g‘l’ls AVM [22| 206136 | 5.8079
AV3 [22] 20,9182 | 6.6396

— AVO |20| 22,6000 | 7,7928
?Pelgiggo?)’ AVM |20( 19,3050 | 7,1422
AV3 [20] 18,9500 | 5.1439

— AVO |10| 25,8800 | 8,1060
?F?\r/‘grc')oR‘)‘ AVM |10 21,4350 | 6.7870
AV3 [10] 19,6500 | 84327

N = NUmero de amostras; D.P. = Desvio Padrdo; PV-PL = Prépolis Vermelha e Placebo; PVDOR =
Individuos com dor no joelho que utilizaram a Prépolis Vermelha.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Os resultados obtidos no cenario 2 (Tabela 11) apresentaram uma diminui¢cao
significativa dos valores médios de TGP na AVM (P < 0,05), apesar disso a oscilacdo
durante o periodo de uso do EEPV se dispds dentro dos limites de referéncia (0 — 55
U/L) e ndo representou uma diminui¢cdo expressiva dado a curta faixa de variacédo dos
valores. Apés a interrupcdo na administracdo do extrato ndo foram observadas

alteracdes significativas nos resultados (P > 0,05).

Quanto aos valores médios da TGP no cenério 3 (Tabela 11), ocorreu uma
diferenca significativa entre as médias da AVO e da AVM (P < 0,05) que consistiu em
uma diminuicdo discreta, mas que se situou dentro dos limites de referéncia normais
do parametro (0 — 55 U/L).
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No cenério 4 foi observada uma diminuicdo significativa no valor médio de
TGP durante o periodo de uso do EEPV (P < 0,05), apesar desta oscilacdo os
resultados permaneceram dentro dos limites normais (0 — 55 U/L). Apoés a interrupgao
no uso da prépolis, foi observada uma singela diminuicdo no valor médio da enzima

gue néo foi significativa (P > 0,05).

Na Figura 19 estdo dispostos comparativamente os valores meédios de cada
avaliacado observados nos 4 cenarios de estudo de TGP. Pdde-se observar que nos
cenarios 1, 2 e 4 ocorreram discretas diminui¢cdes nos niveis TGP, porém todos os

valores médios permaneceram dispostos dentro dos limites de referéncia.

Figura 19 — Valores médios de TGP nos 4 cenarios de estudo.
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Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Partindo da interpretacao laboratorial dos resultados, considerando os valores
de referéncia para TGO e TGP, as diminui¢cGes observadas nos resultados de ambas
as enzimas ndo apresentaram relevancia com base nesse critério, uma vez gue suas
faixas de variacdo em todos os cenarios foram diminutas, mantendo-se sempre dentro
dos limites normais. Com base nisto, foi demonstrado que a administracdo do EEPV
ndo foi capaz de interferir na atividade sérica das enzimas de tal maneira que se

pudesse associar sua ingestdo a hepatotoxicidade.

Estudos em modelos animais tém empregado a propolis vermelha para a
avaliacdo de seus efeitos sobre os parametros da funcédo hepatica. No trabalho de

Morsy et. al. (2016), utilizando como cobaias ovelhas da ragca Santa Inés, foram
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observadas diminui¢des significativas nas concentracdes séricas das transaminases
TGO e TGP no grupo administrado com 3g de EEPV diariamente por 21 dias, sendo

sugestionado pelos descritores uma possivel acdo hepatoprotetora do composto.

Batista et al. (2015) que, além de outros parametros, avaliaram as
concentracdes séricas de TGP em ratos administrados com a propolis vermelha pela
via topica, relataram que ndo ocorreram comprometimentos da funcdo hepatica,
sendo demonstrada pelos descritores a auséncia de variagcdes nos resultados da

enzima nos grupos experimentais.

Com base nos critérios de exclusdo estabelecidos para este trabalho e na
auséncia de voluntarios com indicios de doencas hepéticas, evidenciado pela
prevaléncia de resultados de TGO e TGP dentro dos valores normais, apenas
individuos saudaveis quanto a esses perfis foram avaliados e por um espaco
relativamente curto de tempo. Este contexto ndo possibilitou avaliar possiveis acdes

hepatoprotetoras da prépolis vermelha em humanos.

Contudo, um trabalho desenvolvido por Vega et. al. (2014) analisou a acao da
propolis vermelha em condi¢cdes experimentais que possibilitaram verificar seus
efeitos em um contexto clinico adverso. Para tanto, em um ensaio clinico duplo cego
desenvolvido em Habana, Cuba, os descritores buscaram identificar modificagdes
hepéticas e possiveis efeitos adversos em pacientes com esteatose hepatica nao
alcoolica. Os voluntarios foram tratados diariamente ao logo de um ano com 12 ml de

EHPV por via oral, constituindo uma amostra de 40 individuos.

Apesar de ndo serem claros quanto ao acompanhamento clinico dos
pacientes e alguma possivel associacédo farmacoldgica com a propolis, Vega et. al.
(2014) relataram diminuicdes consideraveis nos valores médios de TGP a cada
trimestre nos pacientes tratados com a propolis. Inicialmente a média das
concentracdes da enzima no grupo experimental foi de 89,78 U/L, apés 3 meses seu
valor foi 54,70 U/L, aos 6 meses a concentragdo meédia foi de 33,45 U/L e passados
12 meses foi relatado o valor de 17,90 U/L. As quedas foram consideradas
significativas em relacéo ao grupo controle, sendo também exposto que foram obtidos

resultados semelhantes para as dosagens de TGO.
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Nos textos subsequentes foram elencados os resultados obtidos durante as

andlises estatisticas feitas com os resultados de BT, BD e BI. Para os comparativos

entre as médias dos resultados das frag6es de bilirrubinas obtidos nas avaliagdes,

foram utilizados de forma conjunta o Teste de Wilcoxon e o Teste T Pareado.

Na Tabela 12 estdo dispostos os valores de significancia extraidos do Teste

de Wilcoxon que foram gerados nos quatro cenarios de estudo dos resultados da BT.

Tabela 12 — Niveis de significancia gerados a partir dos resultados da BT.

Teste de Wilcoxon - BT

Cenario 1 | Cenério 2 | Cenario 3 | Cenario 4
Comparativo | _(PV-PL) | (Propolis) | (Placebo) | (PVDOR)
P P P P
AVO / AVM 0,096 0,626 0,079 0,799
AVM [ AV3 0,659 0,455 0,747 0,241

PV-PL = Propolis Vermelha e Placebo; PVDOR = Individuos com dor no joelho que utilizaram a Prépolis

Vermelha.

P < 0,05 - Houve diferenca estatistica significativa no comparativo entre as médias.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Foi constatado que em todos os comparativos dos valores médios de

resultados da BT obtidos nas avaliagbes, ndo foram observadas diferencas

estatisticas significativas (P > 0,05).

Na Tabela 13 constam os valores de significancia gerados no Teste T Pareado

e no Teste de Wilcoxon, realizados nos comparativos entre as médias de resultados

da BD obtidos ao longo das avaliagdes.

Tabela 13 — Niveis de significancia gerados a partir dos resultados da BD.

Teste T Pareado e Teste de Wilcoxon - BD

Cenério 1 | Cenario 2 | Cenario 3 | Cenario 4
Comparativo | (PV-PL) [ (Prépolis) | (Placebo) | (PVDOR)
P P P P
AVO /| AVM 0,016* 0,030* 0,300* 0,140*
AVM/AV3 | 0,011** 0,305** 0,006** 0,109**

* = Valores de P obtidos pelo Teste T Pareado; ** = Valores de P obtidos pelo Teste de Wilcoxon; PV-
PL = Propolis Vermelha e Placebo; PVDOR = Individuos com dor no joelho que utilizaram a Prépolis

Vermelha.

P < 0,05 - Houve diferenca estatistica significativa no comparativo entre as médias.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.
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Nos comparativos entre os valores médios de BD na AVO e na AVM, nos
cenarios 1 e 2 ocorreram diferencas estatisticas significativas entre os resultados das
duas avaliagbes (P < 0,05). Nos comparativos entre as médias da AVM e da AV3,
foram observadas diferencas significativas apenas nos cenérios 1 e 3 (P < 0,05). Em
todas as demais andlises ndo foram apontadas diferencas significativas entre as

médias dos resultados (P > 0,05).

Na Tabela 14 foram dispostos os valores de significancia gerados a partir dos
comparativos entre as médias dos resultados de Bl obtidos nas avalia¢des, que foram
obtidos por meio do Teste T Pareado e por meio do Teste de Wilcoxon.

Tabela 14 — Niveis de significancia gerados a partir dos resultados da BI.

Teste T Pareado e Teste de Wilcoxon - Bl

Cenario 1 | Cenério 2 | Cenario 3 | Cenario 4
Comparativo | _(PV-PL) | (Propolis) | (Placebo) | (PVDOR)
P P P P
AVO /AVM | 0,917* 0,259* 0,232* 0,299*
AVM /AV3 | 0,192** 0,709** 0,074** 0,919**

* = Valores de P obtidos pelo Teste T Pareado; ** = Valores de P obtidos pelo Teste de Wilcoxon; PV-
PL = Prépolis Vermelha e Placebo; PVDOR = Individuos com dor no joelho que utilizaram a Prépolis
Vermelha.

P < 0,05 - Houve diferenca estatistica significativa no comparativo entre as médias.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Durante a analise dos dados foi constatado que em todos os comparativos de
valores médios da BlI, realizados nos 4 cenarios de estudo, ndo foram observadas

diferencas significativas entre as médias dos resultados (P > 0,05).

Devido a relagdo existente entre esses perfis, 0s resultados obtidos nas
avaliacdes de cada parametro foram dispostos em conjunto e a analise dos dados foi

realizada de maneira distintiva entre os cenarios de estudo, conforme se segue.

Os valores médios dos resultados da BTF obtidos no cenario 1 estdo
dispostos na Tabela 15. Foi observado que tanto os resultados da BT como da BI
neste cenario sofreram singelas oscilagdes no decorrer das avalia¢gées, mas que ndo
foram significativas (P > 0,05). A respeito da BD, na AVM houve uma diminuicédo
significativa na média dos resultados em relacéo ao observado na AVO e na AV3 (P <
0,05), entretanto, a variacao observada se disp6s dentro dos limites de referéncia do

parametro (0 — 0,5 mg/dL) e numa estreita faixa de oscilacao.
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Tabela 15 - Valores médios dos resultados de BTF no cenério 1.

Estatistica Amostral

Perfil AV N Média D.P.
AVO | 42 0,5033 0,0919
BT AVM | 42 0,4795 0,0872
AV3 |42 0,4829 0,0837
AVO | 42 0,1926 0,0727
BD AVM | 42 0,1696 0,0591
AV3 |42 0,1876 0,0683
AVO | 42 0,3107 0,8265
BI AVM | 42 0,3105 0,0820
AV3 |42 0,2983 0,0936

N = Numero de amostras; D.P. = Desvio Padréo.
Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Durante a analise dos valores meédios da BTF no cenario 2 (Tabela 16) foi
observado que os resultados da BT e da BI, durante o periodo de uso do EEPV ou
mesmo apods sua suspensao, ndo apresentaram oscilagcdes significativas (P > 0,05) e
na sua totalidade permaneceram dentro dos valores de referéncia (BT = 0 — 1 mg/dL,;
Bl =0 - 0,8 mg/dL).

Os resultados da BD na AVM apresentaram uma diminui¢ao significativa (P <
0,05) comparativamente ao observado antes da administracdo do EEPV na AVO.
Entretanto, assim como observado nos resultados da BT e da BI, todos os valores

médios desta fracdo permaneceram dentro dos limites normais (BD = 0 — 0,5 mg/dL).

Tabela 16 - Valores médios dos resultados de BTF no cenario 2.

Estatistica Amostral

Perfil AV N Média D.P.
AVO (22| 0,4859 0,1045
BT AVM (22| 0,4734 0,1035
AVv3 (22| 0,4814 0,0996
AVO (22| 0,1818 0,0810
BD AVM |22 | 0,1445 0,0447
AV3 | 22| 0,1582 0,0548
AVO | 22| 0,3041 0,0880
BI AVM |22 | 0,3289 0,0956
AVv3 22| 0,3232 0,1023

N = Numero de amostras; D.P. = Desvio Padréo.
Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.
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Os valores médios dos resultados das bilirrubinas séricas no cenario 3 estdo
dispostos na Tabela 17. Os resultados da BT e da Bl apresentaram diminutas
oscilacfes que novamente nao foram significativas (P > 0,05). Ja os resultados da BD
apresentaram uma discreta elevacédo na AV3 que foi estatisticamente significativa (P
< 0,05) mas gue se dispds dentro dos limites normais do parametro (0 - 0,5 mg/dL).

Tabela 17 - Valores médios dos resultados de BTF no cenério 3.

Estatistica Amostral

Perfil AV N Média D.P.
AVO | 20| 0,5225 0,0735
BT AVM |20 | 0,4862 0,0669
AV3 (20| 10,4845 0,0644
AVO | 20| 0,2045 0,0621
BD AVM |20 | 0,1972 0,0617
AVv3 (20| 0,2200 0,0681
AVO | 20| 0,3180 0,0779
BI AVM | 20| 0,2903 0,0598
Av3 (20| 0,2710 0,0763

N = Numero de amostras; D.P. = Desvio Padrao.
Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.
Os valores médios dos resultados das bilirrubinas séricas obtidos no cenario
4 (Tabela 18) ndo apresentaram variacdes significativas em nenhum dos trés
parametros no decorrer das avaliagdes (P > 0,05). De forma que os valores médios
da BT, BD e Bl se apresentaram dentro dos seus respectivos limites normais (BT =0
—1mg/dL; BD =0 - 0,5 mg/dL; BI =0 - 0,8 mg/dL).

Tabela 18 - Valores médios dos resultados de BTF no cenério 4.

Estatistica Amostral

Perfil AV N Média D.P.
AVO | 10| 0,4350 0,0883
BT AVM [ 10| 0,4360 0,0682
AV3 | 10| 0,4620 0,0577
AVO | 10| 0,1690 0,0595
BD AVM |10 | 0,1400 0,0475
Av3 | 10| 0,1610 0,0445
AVO | 10| 0,2660 0,1116
BI AVM [ 10| 0,2960 0,0856
Av3 | 10| 0,3010 0,0710

N = Numero de amostras; D.P. = Desvio Padréo.
Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.
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De maneira geral, os resultados obtidos dos voluntarios em uso do EEPV néo
demonstraram que sua administracao interferiu nas fracdes seéricas de bilirrubinas.
Mesmo que observada uma diminui¢cdo estatisticamente significativa nos resultados
da BD na AVM no cenario 2, a faixa de variacdo foi diminuta e considerada uma
variagdo normal para o parametro. Apés a interrup¢do na administracdo do EEPV os
resultados néo foram sugestivos de toxicidades tardias decorrentes da ingestdo do

extrato.

Na Figura 20 estdo dispostos comparativamente os valores médios de cada
avaliacé@o, observados nos 4 cenérios de estudo dos resultados da BTF. Por meio da
disposicéo gréfica dos resultados, foi demonstrada a uniformidade nas concentragfes
séricas das bilirrubinas além da prevaléncia de resultados normais em todas as

fracOes analisadas.

Figura 20 — Valores meédios de BTF nos 4 cenarios de estudo.
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Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.
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A auséncia de variacdes e a prevaléncia de resultados normais demonstraram
nao toxicidade do EEPV sobre o sistema hepatobiliar apés 30 dias de seu uso.
Resultados semelhantes a esse foram obtidos por Morsy et al. (2013) que, ao
administrarem 3g de EEPV proveniente do estado de Alagoas a ovelhas Santa Inés
diariamente por 21 dias, observaram que o0s niveis séricos de BT das cobaias ndo

apresentaram variacdes significativas.

Cabendo destacar que, segundo relatos presentes na literatura, estudos em
modelos animais atribuem a extratos etandlicos de propolis atividades
hepatoprotetoras, em muito devido a seus constituintes fendlicos caracteristicos e
efeitos antioxidantes. Bhadauria (2012) observou que, em ratos Wistar onde foi
induzida uma hepatotoxicidade pela administracdo de tetracloreto de carbono,
ocorreram diminuicdes significativas nas concentracdes séricas de BT quando
tratados por duas semanas com extrato etandélico de prdpolis proveniente da india. A
variedade, segundo os autores, tem como principal constituinte ativo o &cido cafeico,
um acido fendlico descrito como dotado de notaveis atividades antioxidantes (SILVA,
OLIVEIRA; BORGES, 2014).

Nakamura et al. (2013) avaliaram os efeitos do extrato etandlico de propolis
verde brasileira em um modelo de colestase intra-hepatica induzida em ratos Wistar.
Nas cobaias em estado patologico foram observadas elevagdes significativas nas
concentracdes seéricas de BT, entretanto, segundo os autores a administracdo do
extrato da prépolis promoveu consideraveis diminuicbes nos niveis de BT. Os
descritores atribuiram os resultados a uma série de atividades antioxidantes
decorrentes da composicado da propolis, sendo identificados como prevalentes na

amostra compostos fendlicos e flavonoides.

Ja Mounieb et al. (2017), que em seus estudos induziram ratos Wistar a um
modelo de hepatite imunomediada, observaram que as cobaias apds receberem um
tratamento com prépolis, neste caso proveniente do Egito, apresentaram uma
diminuicdo significativa de 39% nas concentracbes séricas de bilirrubinas
comparativamente ao grupo experimental que ndo recebeu o tratamento. Sendo
atribuida a resina uma acgéo hepatoprotetora, foi sugestionado pelos descritores que
seus efeitos estdo diretamente atrelados a atividades antioxidantes e anti-

inflamatorias.
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5.3.2.2. Proteinas Totais e Fracdes (PTF)

Para avaliar as variacdes e a presenca de diferencas estatisticas significativas
entre os valores médios dos resultados PT, ALB e GLO, ocorreu a necessidade da

utilizacdo em conjunto dos testes T Pareado e do Teste de Wilcoxon.

Na Tabela 19 estdo dispostos os valores de significancia gerados a partir dos
resultados de PT obtidos no decorrer das avaliacbes. Nos comparativos entre 0s
resultados da AV0O e AVM dos cenéarios 1, 2 e 4 e no comparativo entre os resultados
da AVM e AV3 no cenario 4, foram observadas diferencas estatisticas significativas
entre os valores médios de PT nas avaliagdes (P < 0,05).

Tabela 19 — Niveis de significancia gerados a partir dos resultados de PT.

Teste T Pareado e Teste de Wilcoxon - PT

Cenario 1 | Cenario 2 | Cenario 3 | Cenario 4
Comparativo | (PV-PL) [ (Prépolis) | (Placebo) | (PVDOR)
P P P P
AVO /| AVM 0,029* 0,038* 0,413* 0,020*
AVM /[ AV3 | 0,438** 0,263** 0,896** 0,022**

* = Valores de P obtidos pelo Teste T Pareado; ** = Valores de P obtidos pelo Teste de Wilcoxon; PV-
PL = Propolis Vermelha e Placebo; PVYDOR = Individuos com dor no joelho que utilizaram a Propolis

Vermelha.

P < 0,05 - Houve diferenca estatistica significativa no comparativo entre as médias.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Na Tabela 20 constam os valores de significancia gerados a partir da analise

dos resultados da ALB obtidos ao longo das avaliacdes. Sendo observadas diferencas

significativas apenas nos comparativos entre os resultados da AVO e da AVM nos
cenérios 1, 2 e 4 (P < 0,05).

Tabela 20 — Niveis de significancia gerados a partir dos resultados de ALB.

Teste T Pareado e Teste de Wilcoxon - ALB

Cenario 1 | Cenario 2 | Cenario 3 | Cenario 4
Comparativo | _(PV-PL) | (Propolis) | (Placebo) | (PVDOR)
P P P P
AVO-AVM 0,007* 0,016* 0,163* 0,032~
AVM-AV3 0,271** 0,217* 0,794** 0,203**

* = Valores de P obtidos pelo Teste T Pareado; ** = Valores de P obtidos pelo Teste de Wilcoxon; PV-
PL = Prépolis Vermelha e Placebo; PVDOR = Individuos com dor no joelho que utilizaram a Prépolis

Vermelha.

P < 0,05 - Houve diferenca estatistica significativa no comparativo entre as médias.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.
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Na Tabela 21 foram expostos os valores de significancia gerados a partir dos

comparativos entre as meédias dos resultados da GLO obtidos nas avaliacbes dos

quatro cenarios de estudo considerados.

Foi constatado que, em todos os

comparativos realizados os testes estatisticos ndo apontaram diferengas significativas

entre nenhuma das médias de resultados das avaliagées (P > 0,05).

Tabela 21 — Niveis de significancia gerados a partir dos resultados de GLO.

Teste T Pareado e Teste de Wilcoxon - GLO

Cenario 1 | Cenario 2 | Cenério 3 | Cenario 4
Comparativo | (PV-PL) | (Propolis) | (Placebo) | (PVDOR)
P P P P
AVO /AVM | 0,289* 0,572* 0,364* 0,634*
AVM /AV3 | 0,484** 0,249** 0,809** 0,646**

* = Valores de P obtidos pelo Teste T Pareado; ** = Valores de P obtidos pelo Teste de Wilcoxon; PV-
PL = Prépolis Vermelha e Placebo; PVDOR = Individuos com dor no joelho que utilizaram a Prépolis
Vermelha.

P < 0,05 - Houve diferenca estatistica significativa no comparativo entre as médias.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Os resultados das proteinas séricas obtidos no cenario 1 estdo dispostos na
Tabela 22. Foi observada uma discreta elevagéo no resultado da PT na AVM em
comparacao ao observado na AVO0, que foi estatisticamente significativa (P < 0,05),
mas se deteve dentro dos limites normais (6,1 — 7,9 g/dL) e numa estreita faixa de

variacao.

Tabela 22 — Valores médios dos resultados de PTF no cenério 1.

Estatistica Amostral

Perfil AV N Média D.P.
AVO |42 | 7,2286 0,5647
PT AVM |42 | 7,3035 0,5736
AV3 |42 | 7,3160 0,6461
AVO | 42| 4,3236 0,2937
ALB AVM |42 | 4,4454 0,2856
AV3 | 42| 4,3979 0,3320
AVO |42 | 2,9050 0,5865
GLO AVM | 42| 2,8581 0,5041
AV3 | 42| 29181 0,6466

N = NUmero de amostras; D.P. = Desvio Padréo.
Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.
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Ainda sobre os resultados no cenéario 1, os valores médios da ALB
apresentaram oscilacfes ao longo das avaliacbes que foram diminutas frente aos
valores de referéncia (3,5 - 5,2 g/dL), mesmo considerando a elevacéo
estatisticamente significativa observada na AVM (P < 0,05). Os resultados de GLO ao
longo das avaliagOes apresentaram apenas uma discreta diminuicdo na AVM, nao
tendo sido apontado pelos testes estatisticos diferencas significativas entre nenhuma

das trés médias dos resultados (P > 0,05).

Os resultados das proteinas séricas no cenério 2 (Tabela 23) apresentaram
singelas, porém significativas, elevacdes nos valores médios de PT e da ALB durante
o periodo de uso do EEPV (P < 0,05). Apesar disso, todos os resultados nestes perfis
permaneceram dispostos dentro dos limites de referéncia (PT = 6,1 — 7,9 g/dL; ALB =
3,5-5,2g/dL).

Tabela 23 — Valores médios dos resultados de PTF no cenario 2.

Estatistica Amostral

Perfil AV N Média D.P.
AVO | 22| 7,2141 0,4628
PT AVM | 22| 7,3252 0,5041
AV3 | 22| 7,3464 0,7462
AVO | 22| 4,3182 0,2327
ALB AVM | 22| 4,4639 0,2752
AV3 | 22| 4,3636 0,3381
AVO | 22| 2,8959 0,5315
GLO AVM |22 | 2,8614 0,4922
AV3 | 22| 12,9827 0,7785

N = Numero de amostras; D.P. = Desvio Padréo.
Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.
Os resultados da GLO ao longo das avaliag6es neste cenario apresentaram
apenas sutis oscilagdes, sem a ocorréncia de diferencas significativas entre as trés
médias dos resultados (P > 0,05) que em sua totalidade permaneceram situadas

dentro dos limites normais (2,5 — 3,3 g/dL).

Na Tabela 24 estado dispostos os valores médios dos resultados das proteinas
séricas obtidos no cenério 3. Em conformidade com os valores de significancia deste
cenario obtidos nos trés parametros, dispostos nas Tabelas 19, 20 e 21, ndo foram

observadas variacdes significativas entre nenhuma das meédias ao longo das
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avaliacdes (P > 0,05), ocorrendo apenas sutis oscilacdes nos resultados que se

detiveram em faixas diminutas de variacdo entre as avaliacdes.

Tabela 24 — Valores médios dos resultados de PTF no cenario 3.

Estatistica Amostral

Perfil AV N Média D.P.
AVO |20 | 7,2445 0,6716
PT AVM |20 | 7,2795 0,6542
AV3 | 20| 7,2825 0,5320
AVO |20 | 4,3295 0,3553
ALB AVM |20 | 4,4250 0,3025
AV3 | 20| 4,4355 0,3297
AVO |20 | 2,9150 0,6556
GLO AVM |20 | 2,8545 0,5298
AV3 | 20| 2,8470 0,4715

N = NUmero de amostras; D.P. = Desvio Padr&o.
Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

A analise dos resultados das proteinas séricas no cenario 4 (Tabela 25)
apontou uma discreta, mas ainda assim significativa, eleva¢éo no valor médio da PT
durante o periodo de uso do EEPV (P < 0,05). Ap6s a suspensao do extrato os niveis
de PT sofreram uma diminuicao significativa e retornaram ao valor observado na AV0
(P<0,05).

Tabela 25 — Valores médios dos resultados de PTF no cenario 4.

Estatistica Amostral

Perfil AV N Média D.P.
AVO |10 | 7,0000 0,3715
PT AVM | 10| 7,1640 0,4422
AV3 |10 | 7,0240 0,5364
AVO |10 | 4,3420 0,1888
ALB AVM | 10| 4,4690 0,2848
AV3 |10 | 4,3240 0,2862
AVO |10 | 2,6580 0,3929
GLO AVM | 10| 2,6950 0,5024
AV3 |10 | 2,7000 0,6014

N = Numero de amostras; D.P. = Desvio Padréo.
Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.
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A respeito dos resultados da ALB neste cenario, a Unica varia¢ao significativa
consistiu numa singela elevagédo observada na AVM (P < 0,05), mas que se deteve
dentro dos valores normais (3,5 - 5,2 g/dL). Os resultados da GLO ao longo das

avaliagOes novamente nao apresentaram variagdes expressivas ou estatisticamente
significativas (P > 0,05).

Na Figura 21 estdo dispostos comparativamente os resultados observados
nos 4 cenarios de estudo. Através dos graficos, foi demonstrado que nédo ocorreram
valores médios de resultados fora dos limites de referéncia em nenhum dos

parametros analisados e apenas discretas tendéncias a variacdes dos resultados no
decorrer das avaliagdes.

Figura 21 — Valores médios de PTF nos 4 cenarios de estudo.
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C1 = Cenério 1; C2 = Cenario 2; C3 = Cenario 3; C4 = Cenario 4; V.R.= Valores de Referéncia.
Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.
De forma geral, os valores médios de PT e da ALB na AVM dos cenarios onde
foram avaliados os voluntarios em uso do EEPV, tenderam a elevar-se discretamente.

Pelo fato de ndo terem sido observadas elevagdes exacerbadas, além da prevaléncia
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de resultados dentro dos valores de referéncia, esses achados foram considerados
como indicativos de que a propolis vermelha néo induziu perturbacdes ou toxicidades
sobre o metabolismo proteico. Essas observacoes, quando somadas a auséncia de
variagdes nos resultados apds a suspensédo do EEPV, indicaram que seu uso também

nao acarretou de alteragOes tardias sobre os perfis.

Quanto aos resultados da GLO, a auséncia de variacdes durante o periodo
de uso do EEPV além da uniformidade dos valores médios no decorrer das avaliagdes
foi também encarada como um achado promissor, pois indica que a administracéo do
extrato ndo induziu respostas imunoldgicas que caracteristicamente culminam em

elevacdes nos niveis séricos dessa fracao.

As discretas tendéncias observadas nos resultados de PT e ALB corroboram
com o relato de Silva et. al. (2015) que observaram em seu estudo elevacoes
significativas de PT e ALB em ratos Wistar em que foram administrados por 28 dias a
dose de 200 mg/Kg de EHPV, sendo também relatado que os resultados destes perfis
permaneceram dentro dos seus respectivos limites normais. Os achados, quanto a
prevaléncia de resultados ALB dentro dos limites normais, foram correspondentes
com o descrito por Batista et al. (2012), que em seu estudo relataram um né&o
comprometimento dos niveis séricos de ALB em ratos Wistar administrados com

propolis vermelha pela via topica.

Achados distintos dos encontrados no presente trabalho foram relatados por
Morsy et al. (2013) e posteriormente por Morsy et al. (2016), que observaram
elevacgoes significativas nas concentracoes séricas de PT e GLO, sem varia¢des nos
resultados de ALB em ovelhas Santa Inés que foram administradas com 3g de EEPV
em ambos os trabalhos. Os descritores atribuiram seus resultados a possiveis efeitos
estimulatérios da propolis sobre a sintese de globulinas ou influéncias na producéo de
proteinas pelas cobaias sem interferéncias na sintese de albumina, em fungéo dos

resultados da fracdo GLO terem sido calculados pela diferenga entre PT e ALB.
5.3.3. Parametros da Funcéo renal
5.3.3.1. Ureia (UR)

Para avaliar as variac0es e a presenca de diferencas estatisticas significativas

entre os valores médios dos resultados da UR, foi utilizado o Teste T Pareado. Na



84

Tabela 26 foram dispostos os valores de significancia obtidos a partir do teste
estatistico. Sendo observada apenas no cenario 1, durante 0 comparativo entre 0s

resultados de UR na AVM e na AV3, uma diferenca significativa entre as médias das

avaliacdes (P < 0,05).

Tabela 26 — Niveis de significancia gerados a partir dos resultados de UR.

Teste T Pareado - UR

Cenario 1 | Cenario 2 | Cenario 3 | Cenario 4
Comparativo | (PV-PL) [ (Prépolis) | (Placebo) | (PVDOR)
P P P P
AVO /| AVM 0,231 0,798 0,103 0,282
AVM [/ AV3 0,045 0,087 0,241 0,736

PV-PL = Propolis Vermelha e Placebo; PVDOR = Individuos com dor no joelho que utilizaram a Prépolis
Vermelha.
P < 0,05 - Houve diferenca estatistica significativa no comparativo entre as médias.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Os valores médios dos resultados da UR avaliados no cenario 1 (Tabela 27)
mostraram a ocorréncia de apenas uma discreta oscilagdo nos resultados. Mesmo
considerando a diferenca significativa entre as médias obtidas na AVM e na AV3 (P <
0,05), todos os valores se dispuseram numa estreita faixa de variagcdo e dentro dos
limites de referéncia (10 — 50 mg/dL).

Tabela 27 — Valores médios dos resultados da UR nos 4 cenarios de estudo.

Estatistica Amostral

Cenarios AV | N Média D.P.
— AVO |42 | 28,3988 | 7,9251
C(gr\‘ffg‘i)l AVM [42] 27,1683 | 6,7636
AV3 [42 [ 28.9055 | 6.9382

_ AVO | 22 | 28,1014 | 89641
(Cpigi)gﬁsg AVM | 22 276939 | 56716
AV3 [22 29,4277 | 6.9387

_ AVO | 20 | 28,7260 | 6,8193
fpﬁggg'goi;’ AVM [ 20| 26,5902 | 7.9052
AV3 [20 [ 283310 | 7.0712

_ AVO | 10 | 27,1580 | 7,2638
%F?\;‘grc')oR‘)‘ AVM |10 | 250625 | 3.6766
AV3 [10 [ 25,6480 | 6,9965

N = Ndmero de amostras; D.P. = Desvio Padrédo; PV-PL = Prépolis Vermelha e Placebo; PVDOR =
Individuos com dor no joelho que utilizaram a Prépolis Vermelha.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.
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Os resultados da UR obtidos no cenario de estudo 3 (Tabela 27) néo
apresentaram alteracfes acentuadas ou mesmo diferencas significativas entre
nenhuma das médias ao longo das avaliagcbes (P > 0,05), tendo ocorrido apenas uma
discreta diminuicdo no valor médio dos resultados da AVM, mas que nao foi
significativa (P > 0,05).

Durante a avaliacdo dos resultados de UR obtidos nos cenérios 2 e 4 (Tabela
27), onde foram avaliados os individuos em uso do EEPV, nédo foram observadas
alteragcbes significativas nas médias das concentracdes seéricas ao longo das
avaliagcfes ou durante o periodo de uso do extrato (P > 0,05). Mesmo na observancia
de discretas diminuicdes nos resultados da AVM dos dois cenarios, todos os valores

permaneceram dentro dos limites de referéncia (10 — 50 mg/dL).

Na Figura 22 estédo dispostos os valores médios de cada avaliacdo obtidos
nos 4 cenérios. Foi aqui demonstrado uma uniformidade nos resultados com apenas
singelas oscilacées nos valores médios, conforme a descricdo anterior. Além disso,
também foi demonstrado o diminuto grau das variacdes frente a amplitude dos valores

de referéncia de UR.

Figura 22 — Valores médios de UR nos 4 cenérios de estudo.
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C1 = Cenaério 1; C2 = Cenario 2; C3 = Cenario 3; C4 = Cenario 4; V.R. = Valor de Referéncia.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Os niveis de UR no sangue podem sofrer alteracdes substanciais decorrentes

de alteracfes na dieta e estado nutricional de individuos, contudo, alteracées em seus
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niveis séricos sao também associadas a processos patoldgicos e quadros de
insuficiéncia renal. Tais desordens podem ser decorrentes de hipoperfusdes
acarretando em lesbes de carater isquémico no parénquima renal ou induzidas por
substancias com efeitos nefrotoxicos, a exemplo de farmacos anti-inflamatorios,
diuréticos e antimicrobianos (LOCIO et al., 2015; NUNES et al., 2010).

Com base nos critérios de analise laboratoriais, os resultados de UR obtidos
nos grupos experimentais indicaram que a administracdo do EEPV né&o acarretou em
interferéncias sugestivas de toxicidades sobre os niveis séricos de UR. Os resultados
obtidos mostraram-se em concordancia com os relatos de estudos em animais feitos
por Morsy et al. (2013) e Morsy et. al (2016), os quais, demonstraram gque 0s niveis
séricos de UR permaneceram dentro dos valores de referéncia nas cobaias de seus

estudos em que o EEPV foi administrado.

Ja no trabalho de Silva et al. (2015), uma tendéncia distinta foi apontada, uma
vez que foram reportadas elevacdes significativas nos valores de UR em ratos
administrados durante 28 dias com a dose de 10 mg/Kg de EHPV no comparativo aos
grupos de controle, entretanto, os descritores relataram que o0s resultados

permaneceram dentro dos limites normais.

A respeito de possiveis agbes da propolis vermelha sobre este perfil, os
relatos em modelos animais também apontam para efeitos benéficos da resina em
guadros patoldgicos e condi¢cdes experimentais distintas das estabelecidas no
presente trabalho. No estudo desenvolvido por Teles et al. (2015), onde ratos Wistar
foram cirurgicamente induzidos a um quadro de deterioracdo da estrutura e funcéo
glomerular nos rins em um modelo de doenca renal crbnica, através de dados
suplementares dos autores, foram demonstradas diminuicdes nos niveis séricos de
UR nas cobaias administradas com EEPV na dose de 150 mg/Kg diariamente por 60

dias.

Ja no estudo desenvolvido por Costa et al. (2015), que tratou-se de um modelo
de insuficiéncia renal aguda, ratos Wistar foram submetidos a um procedimento
cirargico de nefrectomia do rim direito e oclusdo seguida de reperfusdo no rim
esquerdo. Foi relatado que as cobaias do grupo experimental apresentaram uma

elevacao exacerbada nos niveis séricos de UR e que nos animais administrados com
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150 mg/Kg de EEPV diariamente nos 3 dias que antecederam o procedimento, foi
observado que as alteracfes nos niveis de UR foram atenuadas e quando avaliadas
as les@es teciduais dos animais tratados com a propolis, foi demonstrado que as

alteracdes histopatoldgicas do tecido renal se apresentaram num menor grau.

5.3.3.2. Creatinina (CR)

Para a analise dos niveis séricos de CR e a verificacdo da presenca de
alteracOes significativas nos valores médios dos seus resultados obtidos no decorrer

das avaliacOes, foi utilizado o Teste T Pareado.

Na Tabela 28 estdo dispostos os valores de significancia extraidos do teste
estatistico que foram gerados nos quatro cenarios de estudo considerados para a

analise dos resultados.

Tabela 28 — Niveis de significancia gerados a partir dos resultados de CR.

Teste T Pareado - CR

Cenario 1 | Cenario 2 | Cenério 3 | Cenario 4
Comparativo | _(PV-PL) | (Propolis) | (Placebo) | (PVDOR)
P P P P
AVO /| AVM 0,249 0,430 0,411 0,657
AVM [/ AV3 0,017 0,008 0,632 0,017

PV-PL = Propolis Vermelha e Placebo; PVDOR = Individuos com dor no joelho que utilizaram a Propolis
Vermelha.
P < 0,05 - Houve diferenca estatistica significativa no comparativo entre as médias.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Foi constatado que somente nos comparativos entre as médias de CR na AVM
e na AV3, dos cenarios 1, 2 e 4, ocorreram diferencas estatisticas significativas (P <
0,05). Nos demais cenarios e comparativos realizados, ndo foram observadas

diferencas significativas entre as médias de resultados da UR (P > 0,05).

Os resultados da CR obtidos no cenario 1 (Tabela 29) apresentaram uma
discreta tendéncia a elevacdo no decorrer das avaliacbes. Contudo, mesmo na
consideracao do nivel de significancia obtido no comparativo entre as medias AVM e
a AV3, que apontou para uma oscilacao estatisticamente significativa (P < 0,05), as
faixas de variacdo neste cenério se deram em intervalos estreitos e permaneceram

dentro dos limites de referéncia (0,6 — 1,3 mg/dL).
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Tabela 29 — Valores médios dos resultados da CR nos 4 cenarios de estudo.

Estatistica Amostral

Cenarios AV | N | Média D.P.
— AVO |42] 06633 | 0,1614
C(gr\‘ffgi)l AVM [42] 70,6869 | 0,1330
AV3 |42] 70,7400 | 0.1393

— AVO [22] 06400 | 0,1716
(Cpergzgﬁs AVM [22] 06641 | 0.1308
AV3 |22] 70,7532 | 0.1229

— AVO [20] 06890 | 0,1494
(Cpelggggofj AVM [20[ 70,7120 | 701341
AV3 |20] 0,7255 | 0.1573

— AVO 10| 0,6600 | 0,1576
(CF?\?S?)ORL; AVM [10] 0,6395 | 0,0057
AV3 |10] 0,7130 | 0.1073

N = Ndmero de amostras; D.P. = Desvio Padrédo; PV-PL = Prépolis Vermelha e Placebo; PVDOR =
Individuos com dor no joelho que utilizaram a Prépolis Vermelha.
Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

No cenario 2 (Tabela 29), a partir do comparativo entre os resultados na AVO
e na AVM, pela auséncia de diferenca significativa entre as médias das avaliacdes (P
> 0,05), péde-se verificar que a administracdo do EEPV ndo promoveu alteragdes nos
resultados. Somado a isto, mesmo considerando a elevacao significativa no valor
médio de CR obtido na AV3 (P < 0,05), todos os resultados neste cenario se

dispuseram dentro dos limites normais (0,6 — 1,3 mg/dL).

No cenério 3 (Tabela 29) os resultados da CR ndo apresentaram alteracdes
significativas no decorrer das avaliacdes (P > 0,05), com todos os valores médios do
parametro dispostos dentro dos valores de referéncia (0,6 — 1,3 mg/dL).

Os resultados do cenario 4 (Tabela 29), durante o comparativo entre os
valores médios de CR ao logo das avaliacGes, apresentaram apenas discretas
oscilagdes. A elevacdo observada apds a interrupcdo no uso da prépolis que foi
estatisticamente significativa (P < 0,05), quando avaliada na consideracéo dos valores

de referéncia, mostrou-se disposta dentro dos limites normais (0,6 — 1,3 mg/dL).

Na Figura 23 estao dispostos comparativamente os resultados de CR obtidos
em cada avaliacdo observados nos 4 cenarios de estudo. Através da disposicao
grafica foram demonstradas de forma conjunta as oscilagbes observadas e a

prevaléncia dos resultados dentro dos valores de referéncia do perfil.
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Figura 23 — Valores médios de CR nos 4 cenérios de estudo.

CR
V.R.: 0,6 - 1,3 mgidL

0,74 0,75 0,71 0,72
020 | oe6 068 0,66 0,68 0,66 0,63 0,71

(mg/dL)

Cc1 Cc2 c3 c4
A\.IO A\-IM A\.l3
C1 = Cenério 1; C2 = Cenério 2; C3 = Cenério 3; C4 = Cenério 4; V.R. = Valor de Referéncia.
Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Diante da interpretacéo dos resultados de CR obtidos, ndo foram observados
indicios de interferéncias da administracdo da propolis vermelha sobre este
parametro. Mesmo considerando a discreta tendéncia dos valores médios a se
elevarem na AV3 dos individuos em uso da propolis, as estreitas faixas de variagao
observadas e a disposicao dos resultados dentro dos limites de referéncia ndo foram

sugestivas de toxicidades tardias decorrentes do uso do EEPV.

Os achados que apontam para a ndo interferéncia da administracdo do EEPV
sobre os niveis séricos de CR, estdo de acordo com o relato de Morsy et al. (2016), o
gual demonstrou que os niveis séricos de CR nas cobaias de seu estudo que foram
tratadas com o EEPV nao sofreram interferéncias decorrentes de sua administragcéo

e permaneceram dentro dos valores normais.

No entanto, outros relatos em modelos animais apontam para influéncias da
propolis vermelha sobre este perfil. No trabalho desenvolvido por Teles et al. (2015),
ja citado anteriormente, foi demonstrado que o tratamento com o EEPV apds 60 dias
atenuou de maneira significativa os niveis séricos de CR das cobaias submetidas ao
procedimento cirdrgico para indu¢cdo do modelo de doenca renal cronica, isto em
comparacdo aos animais que ndo foram administrados com a prépolis, os quais
apresentaram elevagfes acentuadas neste parametro. Também foi relatado que o
tratamento com o EEPV diminuiu o grau de fibrose no tecido renal e o quadro

inflamatério, ambos consequentes do modelo experimental aplicado nas cobaias.
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No trabalho desenvolvido por Costa et al. (2015), as cobaias submetidas ao
modelo de insuficiéncia renal aguda apresentaram um incremento significativo nas
concentracdes séricas de CR. Nas cobaias que receberam o tratamento com o EEPV
foi relatado que os niveis deste parametro foram significativamente atenuados, assim
como os resultados da UR ja descritos anteriormente. Também foi relatado que as
cobaias que nao foram submetidas ao estado patolégico, mas que foram
administradas com o EEPV, ndo apresentaram resultados distintivos dos observados

no grupo controle.

5.3.3.3. Acido Urico (AU)

Para avaliar as variacbes nos resultados e a presenca de diferencas
estatisticas significativas entre os valores médios do AU ao longo das avalia¢des, foi

utilizado o Teste T Pareado.

Na Tabela 30 estdo dispostos os valores de significancia obtidos no teste
estatistico que foram gerados a partir dos resultados de AU. Foi observado que em
ambos os comparativos realizados no cenario 1 ocorreram diferencas significativas
entre as médias das avaliagcbes (P < 0,05). Ja no cenario 2, apenas no comparativo

entre as médias da AVM e da AV3 foi observada uma diferenga significativa (P < 0,05).

Tabela 30 — Niveis de significancia gerados a partir dos resultados de AU.

Teste de Wilcoxon - AU

Cenario 1 | Cenario 2 | Cenario 3 | Cenario 4
Comparativo | (PV-PL) | (Propolis) | (Placebo) | (PVDOR)
P P P P
AVO /| AVM 0,036 0,082 0,287 0,114
AVM [/ AV3 0,040 0,020 0,514 0,185

PV-PL = Propolis Vermelha e Placebo; PVYDOR = Individuos com dor no joelho que utilizaram a Propolis
Vermelha.
P < 0,05 - Houve diferenca estatistica significativa no comparativo entre as médias.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Os resultados do AU no cenério 1 (Tabela 31) apresentaram na AVM uma
discreta diminuicdo em relagcéo aos valores da AVO e da AV3 e ocorreram diferengas
estatisticas significativas nos comparativos com as duas médias (P < 0,05), entretanto,
todas as variacOes observadas permaneceram dentro dos limites normais para o perfil

(2,6 - 7,2 mg/dL). Ja os resultados do grupo em uso do placebo, no cenario 3 (Tabela
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31), ndo apresentaram variacdes significativas no decorrer das avaliagdes (P > 0,05),

também se dispondo dentro dos limites normais.

Tabela 31 — Valores médios dos resultados ao AU nos 4 cenarios de estudo.

Estatistica Amostral

Cenérios AV | N| Média D.P.
AVO |42] 43181 | 10747
Cenario 1
(PV.PL) AVM |42| 42,1808 | 10778
AV3 |42] 43000 | 1,0697
B AVO |22] 44477 | 12677
Cenario 2 ™0 T55T 42818 | 1.2997
(Propolis)
AV3 (22| 44468 | 12831
N AVO |20] 41755 | 0,8219
Cenario 3 0o T50T 20698 | 0.7841
(Placebo)
AV3 |20 41385 | 0,7728
AVO |10 42680 | 1,2840
Cenario 4
(PVDOR) | AYM |10] 40830 | 1,203
AV3 10| 42330 | 1,3558

N = Ndmero de amostras; D.P. = Desvio Padrdo; PV-PL = Prépolis Vermelha e Placebo; PVDOR =
Individuos com dor no joelho que utilizaram a Prépolis Vermelha.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Os valores médios do AU nos cenarios 2 e 4 (Tabela 31) mostraram que
durante o periodo de uso do EEPV houve uma discreta diminuicdo em relacdo ao
observado antes do inicio do tratamento na AVO, entretanto as variagbes nédo foram
significativas (P > 0,05). Apds a interrup¢do no uso do extrato houve uma singela
elevacao nos resultados do AU, mas que foi significativa apenas no cenario 2 onde foi
avaliada a totalidade dos voluntarios em uso do extrato (P < 0,05). Quando
considerados os valores de referéncia, todos os resultados permaneceram dentro dos

limites normais (2,6 - 7,2 mg/dL).

Na Figura 24 foram dispostos comparativamente os valores médios dos
resultados de AU em cada avaliacdo observados nos 4 cenarios analisados. Sendo
demonstradas as faixas de variagdo dos resultados entre as avaliagbes em paralelo

aos valores de referéncia do perfil.



92

Figura 24 — Valores médios de AU nos 4 cenéarios de estudo.

AU
V.R.: 2,6 - 7,2 mg/dL
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C1 = Cenério 1; C2 = Cenério 2; C3 = Cenério 3; C4 = Cenério 4; V.R. = Valor de Referéncia.
Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.
Conforme demonstrado, durante o periodo de uso do EEPV as oscilagdes nos
resultados do AU se dispuseram em intervalos de variacdo limitados, isto quando
somado as singelas elevacfes observadas apdés a sua suspensdao, foi sugestivo de
gue a prépolis ndo promoveu toxicidades ou interferéncias tardias sobre os niveis de
AU. Por indicarem uma seguridade no uso do composto, estes achados foram
considerados de grande valia para sua possivel aplicacdo a individuos em que os
niveis séricos de AU estao diretamente associados a quadros patoldgicos, a exemplo
da ja citada artrite gotosa (GUARDA et al., 2019; AZEVEDO et al., 2017).

Com base no periodo de uso do EEPV pelos voluntérios, que foi de 30 dias,
0s resultados obtidos corroboraram com o observado por Silva et al. (2015) que
relataram resultados prevalentemente normais de AU nos ratos Wistar utilizados em
seu estudo, que foram tratados durante 28 dias com doses de EHPV que variaram de
10 a 200 mg/Kg, conforme dados suplementares e na consideracdo dos valores de

referéncia apontados pelos descritores (LIMA et al., 2014).

Estudos com outras variedades de prépolis também apontam que a
administracao da resina, ainda que cada uma com suas particularidades, nédo acarreta
em alteracfes toxicas sobre este perfil. Um primeiro exemplo trata-se do relato de
Menyiy et al. (2018), que ao administrarem extrato hidroalcodlico de prépolis em ratos
Wistar na dose diaria de 50 e 100 mg/Kg durante 15 dias, demonstrou que 0s niveis

séricos de AU nas cobaias nao diferiram do observado no controle.
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Em uma metodologia distinta da adotada no presente trabalho, em que
apenas voluntarios saudaveis receberam o EEPV pelo periodo de 30 dias, Fukuda et
al. (2015) administraram extratos de propolis verde brasileira em pacientes com
diabetes do tipo 2 e relataram que passadas 8 semanas de tratamento com a dose
diaria de 226 mg, os niveis de AU dos voluntarios ndo apresentaram variacdes
significativas. Os descritores também sugestionaram que periodos de tratamento
superiores ao adotado seriam necessarios para que a resina fosse capaz de interferir

nos processos do metabolismo humano na patologia avaliada em seu estudo.

5.3.3.4. Eletrolitos Séricos (Na* e K*)

Nos textos subsequentes estdo descritos os resultados obtidos durante as
andlises dos ions séricos Na* e K*. Para verificar a ocorréncia de variacdes
significativas nos resultados do ion Na* foi utilizado o Teste de Wilcoxon. Para a
realizacdo destas analises nos resultados do ion K* foram utilizados de maneira

conjunta o Teste de Wilcoxon e o Teste T Pareado.

Na Tabela 32 estdo dispostos os valores de significancia extraidos do Teste
de Wilcoxon que foram gerados a partir dos resultados do Na*. Foi demonstrado que
em todos os comparativos dos resultados nao foram observadas diferencas

estatisticas significativas entre as médias das avaliacdes (P > 0,05).

Tabela 32 — Niveis de significancia gerados a partir dos resultados de Na*.

Teste de Wilcoxon - Na*

Cenario 1 | Cenario 2 | Cenéario 3 | Cenario 4
Comparativo | (PV-PL) | (Prépolis) | (Placebo) | (PVDOR)
P P P P
AVO /| AVM 0,195 0,128 0,855 0,323
AVM / AV3 0,254 0,670 0,206 0,122

PV-PL = Propolis Vermelha e Placebo; PVYDOR = Individuos com dor no joelho que utilizaram a Propolis

Vermelha.

P < 0,05 - Houve diferenca estatistica significativa no comparativo entre as médias.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Os valores médios do Na* avaliados no cenéario 1, onde os resultados de todos

os voluntarios foram analisados e no cenario 3 do grupo placebo (Tabela 33), ndo
apresentaram oscilagdes significativas ao longo das avaliagbes (P > 0,05). Quando
considerados os valores de referéncia do ion (136 — 145 mEq/L) os resultados obtidos

nestes cenarios em sua totalidade se apresentaram dentro dos limites normais.
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Tabela 33 — Valores médios dos resultados da Na* nos 4 cenérios de estudo.

Estatistica Amostral

Cenaérios AV [N Média D.P.
- AVO |42| 1395714 | 1,6985
Cenario 1 w421 130.6319 | 1,2525
(PV-PL)
AV3 [42] 1399286 | 1,8530
Conri AVO [22] 139.2273 | 1.,9501
enario 2 Ay 5517130.6364 | 1,2027
(Propolis)
AV3 [22] 1395900 | 2,3229
Conr AVO |20 139.9500 | 1,3170
enario 3 M NT201 140.0470 | 1.2022
(Placebo)
AV3 [20] 140.3000 | 1,0809
conario 4 1AV [10] 1394000 [ 25033
enario
(PVDOR) |AYM [10] 1397500 | 1,7834
AV3 [10| 1388000 | 3,1552

N = NUumero de amostras; D.P. = Desvio Padrdo; PV-PL = Prépolis Vermelha e Placebo; PVDOR =
Individuos com dor no joelho que utilizaram a Prépolis Vermelha.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Durante a analise dos valores médios dos resultados de Na* dos voluntérios
gue receberam o EEPV avaliados nos cenarios 2 e 4 (Tabela 33), foi demonstrado
gue durante o periodo de uso do extrato e mesmo apds sua suspensao os resultados
do ion nado sofreram oscila¢des consideraveis ou significativas (P > 0,05), se dispondo
dentro dos limites normais (136 - 145 mEq/L).

Na Tabela 34 estédo dispostos os valores de significancia obtidos a partir do
Teste T Pareado e do Teste de Wilcoxon, gerados nos quatro cenarios para analise
dos resultados do K*. As andlises demonstraram que em todos os comparativos de

valores médios ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas (P > 0,05).

Tabela 34 — Niveis de significancia gerados a partir dos resultados de K*.

Teste T Pareado e Teste de Wilcoxon - K*

Cenario 1 | Cenério 2 | Cenario 3 | Cenario 4
Comparativo | (PV-PL) | (Propolis) | (Placebo) | (PVDOR)
P P P P
AVO /AVM | 0,882* 0,428* 0,689* 0,312*
AVM [/ AV3 0,305** 0,474** 0,481** 0,184**

* = Valores de P obtidos pelo Teste T Pareado; ** = Valores de P obtidos pelo Teste de Wilcoxon; PV-
PL = Prépolis Vermelha e Placebo; PVDOR = Individuos com dor no joelho que utilizaram a Prépolis

Vermelha.

P < 0,05 - Houve diferenca estatistica significativa no comparativo entre as médias.
Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.
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Na Tabela 35 estéo dispostos os valores médios dos resultados do K* obtidos
nos 4 cenarios de estudo. Observou-se que, tanto no cenario 1 quanto no cenario 3,
os valores médios de K* ndo apresentaram oscilacdes significativas ao longo das
avaliacdes (P > 0,05), com todos os resultados dispostos dentro dos limites normais
(3,5-5,1 mEqg/L).

Tabela 35 — Valores médios dos resultados do K* nos 4 cenarios de estudo.

Estatistica Amostral

Cenarios AV | N | Média D.P.
conario1  |-AV0.]42] 24262 | 03379
enario AVM |42 4.4202 | 02671
(PV-PL)

AV3 42| 45000 | 04138
conirion  |-AV022] 24727 | 03073
enario AVM 22| 4.4364 | 02945
(Proépolis)

AV3 | 22| 4.4955 | 0,3199
conarioa  |-AV0.]20] 23750 | 03697
enario AVM |20 4.4025 | 0,2392
(Placebo)

AV3 (20| 45050 | 0,5062
conarios |-AVO_[10] 46200 [ 03615
(PVDOR) | AVM [10] 45650 | 0,3408

AV3 |10| 4,4600 | 0,3340

N = Numero de amostras; D.P. = Desvio Padrédo; PV-PL = Prépolis Vermelha e Placebo; PVDOR =
Individuos com dor no joelho que utilizaram a Prépolis Vermelha.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Os resultados do K* nos cenarios 2 e 4 (Tabela 35) apresentaram uma sutil
tendéncia a diminuicdo durante o periodo de uso do EEPV, contudo, os testes
estatisticos apontaram que ndo houve diferenca significativa entre os valores médios
obtidos nas trés avaliacbes (P > 0,05). Além disso, as oscilacfes se detiveram em
estreitas faixas de variacdo com todos os valores de K* dentro dos limites de

referéncia normais (3,5 — 5,1 mEq/L).

Na Figura 25 estdo dispostos comparativamente os valores médios dos
resultados de Na* e K* observados nos 4 cenarios de estudo. Em concordancia com
os resultados destes perfis até aqui descritos, todas as variacdes se mostraram
diminutas sendo também demonstrada uma consideravel uniformidade dos resultados

no decorrer das avaliagoes.



96

Figura 25 — Valores médios de Na* e K* nos 4 cenérios de estudo.
"af K+
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Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Fundamentalmente, a manutencédo das concentracfes séricas de eletrdlitos
se da através de sua taxa de excrecdo renal. Quadros de nefrotoxicidades ou
desordens no sistema renal séo potencialmente probleméaticos, pois podem acarretar
em desregulagdes do equilibro eletrolitico decorrentes de abruptos declinios na taxa
de filtracdo glomerular. Sendo ocasionadas por diversos fatores, inclusive o uso de
farmacos, podem culminar em cenarios patolégicos graves como na hipernatremia ou
na hiperpotassemia (PIROZZI et al., 2012; PERES et al., 2012; DUTRA et al., 2012).

A observancia de resultados prevalentemente normais nos ions Na* e K*
durante o periodo de uso do EEPV, somada a auséncia de oscilagdes nos resultados
apos a interrupcdo de seu uso, foram encaradas como indicios positivos. Sendo
demonstrado que pelo periodo de uso de 30 dias o EEPV nao foi capaz de interferir
nas concentracdes séricas de ambos os ions, ndo sendo observados indicios de
toxicidades tardias ou desequilibrios eletroliticos decorrentes da sua administracao.
Essas observacdes corroboram com os resultados ja descritos acerca da UR, CR e

AU gue apontam para a nao toxicidade da propolis vermelha sobre a funcéo renal.

Os relatos na literatura de testes em modelos animais, demonstram auséncia
de efeitos nocivos da propolis vermelha sobre os niveis séricos de ions Na* e K* tanto
em um periodo de tempo semelhante quanto superior ao adotado no presente
trabalho. A exemplo de Silva et al. (2015) que relataram em seu estudo a observacéo

de elevacdes nos niveis séricos de Na* em ratos administrados por 28 dias com uma
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dose de 200 mg/Kg de EHPV, contudo, foi também descrito que as alteracbes

observadas nas cobaias permaneceram dentro dos limites de referéncia.

E no trabalho desenvolvido por Teles et al. (2015) onde, através de dados
suplementares disponibilizados pelos autores, foram demonstradas apenas sutis
discrepancias entre valores médios de Na* e K* das cobaias no grupo controle e 0s
resultados desses ions nas cobaias em estado patolégico que foram tratadas com o
EEPV na dose de 150 mg/Kg durante 60 dias.

Ja no trabalho desenvolvido por Costa et al. (2015) foram relatados efeitos
nefroprotetores da propolis vermelha. Sendo primeiramente demonstrado que as
cobaias submetidas ao modelo de injuria renal apresentaram elevagdes exacerbadas
nas taxas de excre¢ao de Na* e K*, nos animais do grupo experimental administrados
com o EEPV os descritores observaram que o desequilibrio eletrolitico foi atenuado e
no grupo de controle que também recebeu o EEPV néo foram relatadas alteracdes

significativas nos resultados.

5.3.4. Parametros do Perfil Lipidico (TRI, COL, HDL e LDL)

A principio foram avaliados os resultados obtidos a partir dos niveis séricos
de TRI dos voluntarios do estudo. Para os comparativos entre os valores médios dos
resultados deste pardmetro no decorrer das avaliagcfes, foi utilizado o Teste de

Wilcoxon.

Na Tabela 36 constam os valores de significancia extraidos do teste
estatistico que foram gerados nos quatro cenarios para analise dos resultados de TRI.
Sendo constatado que em todos os comparativos ndo foram observadas diferencas

estatisticas significativas entre as médias dos resultados nas avaliagdes (P > 0,05).

Tabela 36 — Niveis de significancia gerados a partir dos resultados de TRI.
Teste de Wilcoxon - TRI

Cenario 1 | Cenario 2 | Cenario 3 | Cenario 4
Comparativo | (PV-PL) [ (Prépolis) | (Placebo) | (PVDOR)
P P P P
AVO /| AVM 0,145 0,083 0,936 0,477
AVM / AV3 0,123 0,526 0,112 0,767

PV-PL = Propolis Vermelha e Placebo; PVDOR = Individuos com dor no joelho que utilizaram a Prépolis

Vermelha.

P < 0,05 - Houve diferenca estatistica significativa no comparativo entre as médias.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.



98

Na Tabela 37 estéo dispostos os valores médios dos resultados de TRI que
foram obtidos no cenério 1. Foi observado que os resultados ndo apresentaram
variacdes acentuadas e sem a ocorréncia de diferencas significativas entre as médias
de TRI na AVO, AVM e AV3 (P > 0,05).

Tabela 37 — Valores médios dos resultados de TRI nos 4 cenarios de estudo.

Estatistica Amostral

Cenérios AV | N Média D.P.
- AVO |39] 120,7026 | 45,2060
(igr\‘/afg‘l’_)l AVM |39] 1175551 | 41,3259
AV3 (39| 120,1077 | 43,0234

- AVO |20| 110,8600 | 41,4373
fperg%gﬁs AVM [20] 104,3375 | 35,3732
AV3 |20| 105,8550 | 37,1750

B} AVO |19| 131,0632 | 47,7582
fpelggggoi’ AVM [19] 1314684 | 43,4303
AV3 |19] 135,1105 | 44,5605

- AVO | O | 115,6111 | 48,1887
flf\?ggoR‘)l AVM | 9] 112.8556 | 42,5770
AV3 [ 9| 1137444 | 42,1456

N = NUumero de amostras; D.P. = Desvio Padrdo; PV-PL = Prépolis Vermelha e Placebo; PVDOR =
Individuos com dor no joelho que utilizaram a Prépolis Vermelha.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

No conjunto de resultados de TRI dos voluntarios em uso do placebo
avaliados no cenario 3 (Tabela 37), ndo ocorreram diferencas significativas entre os
valores meédios obtidos no decorrer das avaliagdes (P > 0,05), com todos resultados

neste cenario se dispondo dentro dos limites normais (Valores inferiores a 150 mg/dL).

Durante a avaliacdo os resultados de TRI nos cenarios 2 e 4 (Tabela 37) pode-
se observar ao longo das avaliacdes que os valores médios obtidos apresentaram
uma discreta tendéncia a diminuicdo durante o periodo de uso do EEPV, contudo, as
variagces observadas nao foram significativas (P > 0,05). Considerando os valores de
referéncia deste perfil, todos os resultados demonstrados em ambos os cenarios se
dispuseram abaixo dos limites normais, também considerados como 6timos (Valores

inferiores a 150 mg/dL).

Na Figura 26 estdo dispostos comparativamente os valores médios de cada
avaliagdo observados nos 4 cenarios de estudo dos resultados de TRI. Foi aqui

demonstrado que todos os valores médios de TRI nas avaliagbes permaneceram
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abaixo do limite ideal de referéncia, no presente trabalho definido como concentragdes

o6timas, nao ocorrendo resultados considerados elevados.

Figura 26 — Valores médios de TRI nos 4 cenéarios de estudo.

TRI
V.R.: Elevado: 200 - 499 mg/dL / Otimo: < 150 mg/dL
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C1 = Cenério 1; C2 = Cenério 2; C3 = Cenario 3; C4 = Cenario 4; V.R. = Valores de Referéncia.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

A partir deste ponto, nos textos subsequentes serdo descritos os resultados
obtidos durante as avalia¢cdes dos niveis séricos do COL, HDL e LDL. Para avaliar os
resultados obtidos do COL e do LDL foi utilizado o Teste T Pareado, para a analise

estatistica dos resultados do HDL, por sua vez, foi utilizado o Teste de Wilcoxon.

Na Tabela 38 estdo dispostos os valores de significancia extraidos do Teste
T que foram gerados nos quatro cenarios considerados para a avaliacdo dos
resultados do COL.

Tabela 38 — Niveis de significancia gerados a partir dos resultados de COL.
Teste T Pareado - COL

Cenario 1 | Cenario 2 | Cenéario 3 | Cenario 4
Comparativo | (PV-PL) | (Propolis) | (Placebo) | (PVDOR)
P P P P
AVO /| AVM 0,000 0,000 0,066 0,004
AVM / AV3 0,059 0,767 0,017 0,838

PV-PL = Propolis Vermelha e Placebo; PVDOR = Individuos com dor no joelho que utilizaram a Prépolis

Vermelha.

P < 0,05 - Houve diferenca estatistica significativa no comparativo entre as médias.
Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Nos comparativos entre os resultados do COL na AVO e na AVM, com

excecdo do cenario 3, ocorreram diferencas estatisticas significativas entre todas as
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médias das avalia¢des (P < 0,05). Nos comparativos entre os resultados da AVM e da
AV3, apenas no cenario 3 foi apontada uma diferenca significativa entre as duas
medias (P > 0,05).

Na Tabela 39 estédo dispostos os valores de significAncia extraidos do Teste
de Wilcoxon, gerados nos quatro cenarios para a avaliacao dos resultados do HDL.
Constatou-se que em todos os comparativos de valores médios de HDL ndo foram

observadas diferencas significativas entre os resultados (P > 0,05).

Tabela 39 — Niveis de significancia gerados a partir dos resultados de HDL.
Teste de Wilcoxon - HDL

Cenario 1 | Cenario 2 | Cenario 3 | Cenario 4
Comparativo | (PV-PL) [ (Prépolis) | (Placebo) | (PVDOR)
P P P P
AVO /| AVM 0,336 0,218 0,936 0,767
AVM / AV3 0,120 0,455 0,126 0,441

PV-PL = Propolis Vermelha e Placebo; PVDOR = Individuos com dor no joelho que utilizaram a Propolis

Vermelha.

P < 0,05 - Houve diferenca estatistica significativa no comparativo entre as médias.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Na Tabela 40 estdo dispostos os valores de significancia extraidos do Teste

T que foram obtidos nos quatro cenérios de estudo considerados para a avaliagdo dos

resultados do LDL.

Tabela 40 — Niveis de significancia gerados a partir dos resultados de LDL.

Teste T Pareado - LDL

Cenario 1 | Cenario 2 | Cenéario 3 | Cenario 4
Comparativo | (PV-PL) [ (Prépolis) | (Placebo) [ (PVDOR)
P P P P
AVO /| AVM 0,000 0,001 0,151 0,008
AVM / AV3 0,197 0,967 0,054 0,906

PV-PL = Propolis Vermelha e Placebo; PVYDOR = Individuos com dor no joelho que utilizaram a Propolis

Vermelha.

P < 0,05 - Houve diferenca estatistica significativa no comparativo entre as médias.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Nos comparativos entre as médias de LDL da AVO e da AVM foram

observadas diferencas estatisticas significativas nos cenarios 1, 2 e 4 (P < 0,05). Ja
durante a analise dos resultados da AVM e da AV3, nao foram observadas diferencas
significativas entre os valores médios de LDL em nenhum dos quatros cenarios
avaliados (P > 0,05).
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Os resultados do COL obtidos no cenério 1 (Tabela 41) mostraram que o valor
médio dos resultados na AVM apresentou uma discreta, porém, significativa
diminuicdo em relacdo a AVO (P < 0,05). Quando considerados os valores de
referéncia, todos os resultados neste cenario se dispuseram dentro dos limites

desejaveis (Valor desejavel - abaixo de 200 mg/dL).

Os resultados do HDL (Tabela 41) ao longo das avalia¢c6es ndo apresentaram
variacdes significativas (P > 0,05), com os valores obtidos neste cenario se dispondo
dentro dos limites normais (40 - 60 mg/dL). Quanto aos valores médios do LDL, os
resultados apresentaram uma diminuic&o significativa na AVM (P < 0,05) seguida de
uma discreta elevacao na AV3 (P > 0,05), entretanto, todos os valores observados

permaneceram dentro dos limites de referéncia (Valores inferiores a 130 mg/dL).

Tabela 41 - Valores médios dos resultados de COL e Fra¢des no cenario 1.

Estatistica Amostral

Perfil AV | N Média D.P.
AVO | 39| 195,6385 33,6651
coL | AVM (39| 187,3038 31,7048
AV3 | 39| 190,7513 34,8061
AVO |39 50,4400 9,2635
HDL [ AVM (39 49,6872 8,7664
AV3 |39 50,4200 9,0700
AVO | 39| 121,0579 31,1920
LDL | AVM | 39| 114,1056 30,6511
AV3 | 39| 116,3097 33,1467

N = Numero de amostras; D.P. = Desvio Padrao.
Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

No cenario 2 (Tabela 42) foi observado que durante a administracdo do EEPV
o valor médio do COL e do LDL apresentaram uma diminuicdo consideravel e
significativa em relacéo ao observado antes da administragcdo do composto na AVO (P
< 0,05). A média dos resultados destes perfis 30 dias apds a interrup¢do no uso do
EEPV néo apresentaram elevacdes consideraveis, ndo sendo observadas diferencas
significativas entre os resultados da AVM e da AV3 (P > 0,05). Os niveis médios de
HDL ao longo das avaliacbes ndo sofreram variacbes ou mesmo oscilacdes

significativas seja durante ou apés a suspensdo do extrato (P > 0,05).



Tabela 42 - Valores médios dos resultados de COL e Fra¢des no cenario 2.

Estatistica Amostral

Perfil AV | N Média D.P.
AV0O | 20| 200,3500 35,0771
coL | AVM (20| 187,2550 34,4554
AV3 | 20| 188,0100 36,5035
AVO |20 52,2070 7,5402
HDL | AVM |20 51,4280 7,7816
AV3 |20 51,9805 7,9678
AVO (20| 125,9710 34,1783
LDL | AVM | 20| 114,9595 35,7249
AV3 | 20| 114,8585 38,1272

N = NUmero de amostras; D.P. = Desvio Padréo.
Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.
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Os resultados dos voluntarios em uso do placebo, avaliados no cenario 3

(Tabela 43), de forma geral ndo apresentaram variacdes significativas nos trés perfis

ao longo das avaliagbes (P > 0,05). A Unica excec¢do foi uma singela diminuicdo

observada na AVM dos resultados do COL que foi estatisticamente significativa (P <

0,05), contudo, a oscilacdo permaneceu dentro dos valores de referéncia deste

parametro (Valor desejavel - abaixo de 200 mg/dL).

Tabela 43 - Valores médios dos resultados de COL e Frac¢des no cenario 3.

Estatistica Amostral

Perfil AV N Média D.P.
AVO |19| 190,6789 32,2989
coL | AVM (19| 187,3553 29,4779
AV3 | 19| 193,6368 33,6729
AVO |19 48,5800 10,6783
HDL [ AVM |19 47,8547 9,5609
AV3 |19 48,7774 10,0550
AVO (19| 115,8863 27,6745
LDL | AVM | 19| 113,2068 25,1898
AV3 |19 117,8374 27,9328

N = NUumero de amostras; D.P. = Desvio Padréo.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.
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No cenério 4 (Tabela 44) os resultados do COL e do LDL sofreram diminui¢cdes
consideraveis e estatisticamente significativas na AVM (P < 0,05), ou seja, durante o
periodo de uso do EEPV, assim como também observado no cenario 2. ApGs a
interrupcdo na sua administracdo ocorreram apenas singelas variagcdes nos
resultados das duas fra¢cdes que também nédo representaram alteracdes significativas
tanto no COL quanto no LDL (P > 0,05).

Os resultados do HDL ao longo das avaliagdes neste cenario, diferentemente
do observado nos resultados do COL e do LDL, apresentaram novamente uma
consideravel uniformidade, ocorrendo apenas uma sutil diminuicdo durante o periodo
de uso do EEPV e nao sendo observadas diferencas significativas entre as trés

médias das avaliacdes realizadas (P > 0,05).

Tabela 44 - Valores médios dos resultados de COL e Frac¢des no cenario 4.

Estatistica Amostral

Perfil AV |N Média D.P.
AVO |9 204,5333 42,1443
coL | AVM |9 190,9778 38,4868
AV3 |9 189,9667 43,5787
AVO |9 55,1867 6,9848
HDL [ AVM |9 54,9806 6,9630
AV3 |9 54,3267 6,3628
AVO |9 126,2244 42,0978
LDL | AVM |9 113,4261 39,5453
AV3 |9 112,8911 42,2168

N = Numero de amostras; D.P. = Desvio Padréo.
Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Na Figura 27 foram dispostos comparativamente os valores médios de cada
avaliacao nos 4 cenarios de estudo dos resultados do COL, do HDL e do LDL. Foram
demonstradas através das disposicdes graficas as quedas nos valores do COL e do
LDL, os quais, antes do tratamento com o EEPV, se dispunham préximos aos limiares
dos seus respectivos limites de referéncia além da prevaléncia dos resultados dentro

dos limites normais.
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Figura 27 — Valores médios de COL e Fracdes nos 4 cenérios de estudo.
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Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

O controle dos niveis séricos de TRI é de grande importancia, pois valores
elevados deste lipidio podem acarretar em disturbios diversos, podendo quadros
prolongados de hipertrigliceridemias culminar em desordens no sistema hepatobiliar
e doencas cardiovasculares (FALUDI et al., 2017; SCHILD; SANTOS; ALVES, 2013).

Durante a analise dos resultados dos voluntarios em uso do EEPV, foi
constatado que a administragcdo do extrato ndo acarretou em alteracbes nas
concentragcbes séricas de TRI, mesmo durante o periodo de uso ou apos a sua
interrupcéo. A prevaléncia de resultados normais foi encarada como promissora, pois

indica seguranca no uso do composto quanto a este parametro.

Na avaliacao dos efeitos da propolis vermelha sobre este perfil em modelos
animais séo relatados na literatura resultados divergentes dos acima descritos. No
trabalho de Morsy et al. (2013) foram observadas diminuicdes nos niveis séricos de

TRI de ovelhas em que foi administrado o EEPV por 21 dias, sendo sugestionado
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pelos descritores que a alteracdo foi decorrente de possiveis influéncias da prépolis

sobre 0 metabolismo lipidico dos animais.

Entretanto, em trabalho posterior e sob condicdes experimentais semelhantes
Morsy et al. (2016) relataram que os niveis séricos de TRI das cobaias de seu estudo
administradas com o EEPV nao diferiram significativamente do observado nos animais

do grupo controle e permaneceram dentro dos valores de referéncia.

Conforme as demonstracfes dos resultados, os voluntarios em uso do EEPV
apresentaram diminuigdes consideraveis nos niveis de COL e LDL, mantendo-se
assim mesmo apos a suspensédo do extrato. Também sendo observada uma auséncia
de interferéncias sobre os valores do HDL e a manutencéo de seus niveis de forma

paralela as diminuicdes observadas nas outras fracoes.

Na terapéutica de dislipidemias, como por exemplo nas hipercolesterolemias,
€ usual além de mudancgas nos habitos alimentares e estilo de vida, o uso de farmacos
hipolipemiantes. Dentre estes, é corriqueira a adocdo de estatinas nas terapias,
contudo é recomendado que seu uso seja atrelado ao monitoramento de
transaminases devido a risco de hepatoxicidades, também sendo descritos como
associados ao seu uso efeitos nefrotdxicos, toxicidades sobre o tecido muscular e

neuroldgicas (WARD; WATTS; ECKEL, 2019; FALUDIl etal.,2017; COSTAet al., 2017).

Frente a este cenario e na consideracdo das analises dos perfis hepaticos e
renais nao terem apresentado indicativos de toxicidades do EEPV, os resultados
obtidos durante as analises do COL, fracdbes HDL e LDL apresentam grande
relevancia e sdo sugestivos de uma possivel aplicabilidade terapéutica da prépolis.
Entretanto, seriam necessarias avaliacdes dos efeitos do EEPV em individuos com

guadros de dislipidemias para verificar a ocorréncia de resultados semelhantes.

Outros estudos em modelos em animais também apontaram efeitos da
propolis vermelha sobre os niveis séricos de lipideos. Silva et al. (2015), observaram
gue a administracdo do EHPV as cobaias de seu estudo na dose de 200 mg/Kg
acarretou em elevacgdes significativas nos niveis séricos de COL e diminuicbes nos
resultados de TRI, também sendo relatado que, apesar das variacbes todos o0s

resultados permaneceram dentro dos limites de referéncia.
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Batista et al. (2012) relataram que a administragdo da propolis vermelha pela
via topica nas cobaias de seu estudo, promoveu diminui¢cdes consideraveis nos niveis
séricos de TRl e COL comparativamente aos resultados das cobaias do grupo
controle. Neste caso, 0os descritores apontaram como possiveis justificativas para os
seus resultados, efeitos dos flavonoides constituintes da propolis sobre o metabolismo

lipidico ou inibicBes sobre a biossintese de colesterol nas cobaias.

Quanto a um possivel mecanismo de acdo da propolis vermelha associado a
esses fitoquimicos, Lio et al. (2012), durante andlise dos efeitos do EEPV sobre o
metabolismo do colesterol, relataram que em macréfagos a administragéo do extrato
de maneira dependente da dose promoveu um aumento significativo do efluxo celular
de colesterol e na expressao de celular de proteinas de membranares envolvidas
diretamente com a producdo de HDL. Os descritores também atribuiram estes
resultados em grande parcela a um dos flavonoides detectados na propolis vermelha,

a formononetina.

5.3.5. Dosagem da Glicose (GLI)
Neste ponto serdo descritos os resultados obtidos durante a anélises dos
niveis séricos da GLI nos voluntarios da pesquisa. Para avaliacdo dos resultados e

comparativos entre as meédias da GLI nas avaliagc@es foi utilizado o Teste T Pareado.

Na Tabela 45 constam os valores de significancia extraidos do Teste T que
foram gerados nos quatro cenarios de estudo a partir dos resultados de GLI. Atraves
dos testes, foi constatado que apenas nos comparativos entre as médias da AVO e da
AVM nos cenarios 1, 2 e 4 ocorreram diferencas estatisticas significativas entre os
resultados (P < 0,05).

Tabela 45 — Niveis de significancia gerados a partir dos resultados de GLI.
Teste T Pareado - GLI

Cenario 1 | Cenario 2 | Cenario 3 | Cenario 4
Comparativo | (PV-PL) | (Propolis) | (Placebo) | (PVDOR)
P P P P
AVO /| AVM 0,022 0,035 0,284 0,002
AVM / AV3 0,636 0,549 0,817 0,207

PV-PL = Propolis Vermelha e Placebo; PVYDOR = Individuos com dor no joelho que utilizaram a Propolis

Vermelha.

P < 0,05 - Houve diferenca estatistica significativa no comparativo entre as médias.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.
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Nos resultados da GLI no cenario 1 (Tabela 46) o valor médio da AVM
apresentou uma discreta, porém, significativa diminuicdo (P < 0,05), a variacéo foi
seguida por uma sutil oscilagédo na AV3, mas sem significancia (P > 0,05). No cenario
3, por sua vez, os resultados ndo apresentaram oscilagdes (P > 0,05). De forma geral,
em ambos 0s cenarios todos os valores médios de GLI permaneceram dentro dos

limites normais (70 — 105 mg/dL).

Tabela 46 — Valores médios dos resultados da GLI nos 4 cenéarios de estudo.

Estatistica Amostral

Cenarios AV [N Média D.P.
— AVO |40| 88,3625 | 7.7356
(igr\‘/"’fg‘l’_)l AVM [40] 86,6738 | 8,3623
AV3 [40[ 873225 | 9.8867

— AVO |21] 89,7048 | 6.4671
E:Perg;g‘l’is AVM |21] 875762 | 7.7767
AV3 [21] 88.2540 | 8.6647

— AVO |19] 86,8789 | 8.8745
?Pelggggoi’ AVM |19] 856763 | 9.0727
AV3 [19] 86,2047 | 11.2358

— AVO | 9 | 89.9000 | 7,9498
E:lf\’/‘ggoR‘)l AVM | 9| 85,6778 | 9,3184
Av3 [91787.0220 [ 9.4770

N = NUmero de amostras; D.P. = Desvio Padrdo; PV-PL = Prépolis Vermelha e Placebo; PVDOR =
Individuos com dor no joelho que utilizaram a Prépolis Vermelha.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Nos cenarios 2 e 4 (Tabela 46) foram observadas discretas diminuicdes nos
valores médios da GLI durante o periodo de uso do EEPV. Com base nas andlises
estatisticas, as variacdes foram significativas (P < 0,05), contudo, na consideragéo
dos valores de referéncia da GLI as oscilacbes se deram em intervalos de variacao
limitados e se dispuseram dentro dos limites de referéncia (70 — 105 mg/dL). Os
resultados da GLI ap6s a suspensao do EEPV apresentaram elevacgdes singelas, mas
gue nédo foram significativas em ambos os cenarios (P > 0,05).

Na Figura 28 estdo dispostos comparativamente os valores médios de cada
avaliacdo, observados nos 4 cenarios de estudo, dos resultados da GLI. Sendo
demonstradas paralelamente aos limites de referéncias, as tendéncias dos valores
médios a da GLI oscilar no decorrer das avaliacdes nos cenarios 1, 2 e 4, conforme ja

descrito.
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Figura 28 — Valores médios de GLI nos 4 cenérios de estudo.
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Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

As andlises da acdo da propolis vermelha em modelos animais divergem
consideravelmente quanto a seus efeitos sobre os niveis séricos de GLI. No relato de
Morsy et al. (2016) os descritores observaram que a administracdo do EEPV
diariamente por 21 dias as cobaias de seu estudo, acarretou em elevacdes
significativas dos niveis séricos de GLI dos animais em compara¢ao ao grupo controle.
Batista et al. (2012), por sua vez, observaram uma acao hipoglicemiante da propolis

vermelha nas cobaias de seu estudo e atribuiram esse efeito a presenca dos
flavonoides caracteristicos do composto.

Quanto a esses constituintes quimicos, Nascimento et al. (2018) e Porto et al.
(2018) relataram que a propolis vermelha apresenta em sua composi¢cdo uma grande
variedade de flavonoides, isoflavonoides e flavonéis. O consumo desses fitoquimicos
€ associado a diminui¢des no risco de desenvolvimento e incidéncia do diabetes, em
decorréncia de seus efeitos hipoglicemiantes. Apesar de ndo terem seu mecanismo
de acao totalmente compreendido, é relatado que esta bioatividade é consequente de
modulac¢des sobre mecanismos endoégenos dependentes e independentes de insulina
(FREEMAN et al., 2019).

As discretas diminuicdes das concentracdes de GLI e a prevaléncia de
resultados normais no presente estudo, observadas nos cenarios 2 e 4 durante o
periodo de uso do EEPV, descartaram possiveis acfes hiperglicemiantes da prépolis

vermelha em humanos, divergindo dos resultados reportados por Morsy et al. (2016),
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gue naturalmente tornariam seu uso desaconselhavel por individuos em quadros

clinicos como o diabetes mellitus.

A prevaléncia de resultados dentro dos limites normais demonstrou que a
administracdo do EEPV néo acarretou em interferéncias nocivas sobre o perfil. Ja as
tendéncias a diminuicdes nos resultados de GLI foram encaradas como indicativos de
possiveis efeitos hipoglicemiantes da propolis vermelha, o que é referendado pelos
relatos da literatura ja descritos que associam a seus constituintes quimicos essa
propriedade. Porém, devido aos critérios de participacdo no presente trabalho e ao
periodo de uso do extrato que consistiu em apenas 30 dias, ndo foi possivel atribuir a

prépolis este efeito.

5.4.
5.4.1.

Hemograma

Eritrograma

Para andlise dos resultados dos parametros hematoldgicos constituintes do
eritrograma RBC, Hb, Ht e RDW, foram utilizados de forma conjunta o Teste T
Pareado e o Teste de Wilcoxon.

Na Tabela 47 estdo dispostos os valores de significancia extraidos do Teste
T gerados para andlise dos resultados do RBC. Foi observado que apenas nos
comparativos entre os resultados da AVM e da AV3, nos cenéarios 1 e 3 deste
parametro, ocorreram diferencas estatisticas significativas entre as médias das

avaliacdes (P < 0,05).

Tabela 47 — Niveis de significancia gerados partir dos resultados do RBC.
Teste T Pareado - RBC

Cenario 1 | Cenario 2 | Cenario 3 | Cenario 4
Comparativo| (PV-PL) [ (Prépolis) | (Placebo) | (PVDOR)
P P P P
AVO / AVM 0,524 0,827 0,548 0,922
AVM / AV3 0,011 0,429 0,007 0,962

PV-PL = Propolis Vermelha e Placebo; PVDOR = Individuos com dor no joelho que utilizaram a Propolis

Vermelha.

P < 0,05 - Houve diferenca estatistica significativa no comparativo entre as médias.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Na Tabela 48 constam os valores de significancia extraidos do Teste de

Wilcoxon que foram considerados para a avaliacdo dos resultados da Hb. Em todos
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0s comparativos realizados neste parametro ndo foram observadas diferencas

estatisticas significativas entre as médias (P > 0,05).

Tabela 48 — Niveis de significancia gerados a partir dos resultados da Hb.

Teste de Wilcoxon - Hb

Cenario 1 | Cenério 2 | Cenario 3 | Cenario 4
Comparativo (PV-PL) (Prépolls) (Placebo) (PVDOR)
P P P P
AVO / AVM 0,994 0,911 0,936 0,137
AVM / AV3 0,543 1,000 0,573 0,386

PV-PL = Propolis Vermelha e Placebo; PVDOR = Individuos com dor no joelho que utilizaram a Prépolis
Vermelha.
P < 0,05 - Houve diferenca estatistica significativa no comparativo entre as médias.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Na Tabela 49 foram alocados os valores de significancia extraidos do Teste T
e do Teste de Wilcoxon que foram obtidos a partir dos resultados do Ht. Assim como
também observado na anélise dos resultados da Hb, em nenhum dos cenarios deste
parametro ocorreram diferencas estatisticas significativas entre os valores médios dos
resultados (P > 0,05).

Tabela 49 — Niveis de significancia gerados a partir dos resultados do Ht.

Teste T Pareado e Teste de Wilcoxon - Ht

Cenario 1 | Cenério 2 | Cenario 3 | Cenario 4
Comparativo| (PV-PL) [ (Prépolis) | (Placebo) | (PVDOR)
P P P P
AVO /| AVM 0,974* 0,568* 0,628* 0,229*
AVM / AV3 | 0,759** 0,229** 0,390** 0,760**

* = Valores de P obtidos pelo Teste T Pareado; ** = Valores de P obtidos pelo Teste de Wilcoxon; PV-
PL = Prépolis Vermelha e Placebo; PVDOR = Individuos com dor no joelho que utilizaram a Prépolis
Vermelha.

P < 0,05 - Houve diferenca estatistica significativa no comparativo entre as médias.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Quanto aos niveis de significancia obtidos a partir dos resultados do RDW
(Tabela 50), por meio do Teste T e do Teste de Wilcoxon foi constatado que apenas
nos comparativos dos resultados da AVM e da AV3, nos cenarios 1 e 2, e no
comparativo da AVO e da AVM, no cenario 3, ocorreram diferencas estatisticas

significativas entre os valores médios do RDW (P < 0,05).



111

Tabela 50 — Niveis de significancia gerados a partir dos resultados do RDW.

Teste T Pareado e Teste de Wilcoxon - RDW
Cenario 1 | Cenério 2 | Cenario 3 | Cenario 4
Comparativo | _(PV-PL) | (Prépolis) | (Placebo) | (PVDOR)
P P P P
AVO / AVM | 0,141** 0,848** 0,043** 1,000**

AVM / AV3 0,018* 0,045* 0,227* 0,104*

* = Valores de P obtidos pelo Teste T Pareado; ** = Valores de P obtidos pelo Teste de Wilcoxon; PV-
PL = Prépolis Vermelha e Placebo; PVDOR = Individuos com dor no joelho que utilizaram a Prépolis
Vermelha.

P < 0,05 - Houve diferenca estatistica significativa no comparativo entre as médias.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Os resultados do eritrograma obtidos no cenério 1 (Tabela 51) demonstraram
gue os valores médios do RBC n&o sofreram variacdes consideraveis no decorrer das
avaliacOes. Na AV3 foi observada uma diminuicdo significativa (P < 0,05) mas que
consistiu numa diminuta variacdo, além disso neste cenario todos os resultados do

RBC se apresentaram dentro dos limites normais (3,8 - 5,5 x108 células/pL).

Os resultados da Hb e do Ht no cenério 1 ndo apresentaram alteracfes
significativas no curso das avaliagfes (P > 0,05). Ja os valores do RDW apresentaram
uma diminuicao significativa observada na AV3 (P < 0,05), apesar disto a variacéo se
deteve dentro dos valores de referéncia (11,6 — 14,0 %) e nédo foi sugestiva de

alteracdes na heterogeneidade do tamanho dos eritrécitos.

Tabela 51 - Valores médios dos resultados do Eritrograma no cenario 1.

Estatistica Amostral

Perfil AV N Média D.P.
AVO |42 4,7395 0,4605
RBC AVM |42 47512 0,4161
AV3 |42 4,7157 0,4167
AVO |42 13,8762 1,3010
Hb AVM |42 | 13,8985 1,2492
AV3 |42 13,8929 1,2073
AVO |42 41,6000 3,4342
Ht AVM |42 41,5946 3,4183
AV3 |42 41,6071 3,5391
AVO |42 13,1905 0,8932
RDW | AVM |42 13,1131 0,7250
AV3 |42 | 12,8405 0,7908

N = NUmero de amostras; D.P. = Desvio Padrao.
Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.



112

Quando avaliados os valores médios dos indices eritrocitarios no cenario 2
(Tabela 52), foi constatado que, durante o periodo de uso do EEPV, oscilacbes em
todos os parametros do eritrograma foram escassas. Os resultados do RBC, Hb, Ht e
RDW néao sofreram variagdes significativas (P > 0,05) e permaneceram dentro dos
seus respectivos limites normais (RBC = 3,8 — 5,5 x108 células/uL; Hb = 12,0 — 17,0
g/dL; Ht 36,0 — 50,0 %; RDW = 11,6 — 14,0 %).

O valor médio do RDW 30 dias apés a suspensédo do EEPV apresentou uma
diminuicdo significativa (P < 0,05), porém a oscilacdo se deu dentro dos limites
normais (11,6 — 14,0 %) e, assim como também observado no cenario 1, ndo foi

sugestiva de alteracdes na heterogeneidade do tamanho dos eritrocitos.

Tabela 52 — Valores médios dos resultados do Eritrograma no cenario 2.

Estatistica Amostral

Perfil AV N Média D.P.
AVO |22 4,7609 0,5036
RBC | AVM |22 4,7650 0,4808
AV3 |22 4,7514 0,4742
AVO |22 14,0182 1,3297
Hb AVM |22 | 14,0198 1,3413
AV3 [22| 14,0136 1,3246
AVO |22 41,9955 3,4809
Ht AVM |22 | 41,8716 3,6463
AV3 [22| 42,1818 3,7435
AVO |22 13,0955 0,8638
RDW [ AVM [22] 13,0705 0,7023
AV3 [22| 12,6955 0,8289

N = Numero de amostras; D.P. = Desvio Padréo.
Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.
No cenario 3 (Tabela 53) os valores médios do RBC na AV3 e do RDW na
AVM sofreram diminuigbes estatisticamente significativas (P < 0,05), quando
considerados os valores de referéncia desses parametros as variagfes observadas
mostraram-se dispostas dentro dos limites normais (RBC = 3,8 — 5,5 x10° células/pL;
RDW = 11,6 — 14,0 %). J4 os valores médios da Hb e do Ht ndo apresentaram

variacdes significativas nas avaliagdes deste cenario (P > 0,05).
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Tabela 53 — Valores médios dos resultados do Eritrograma no cenario 3.

Estatistica Amostral

Perfil AV N Média D.P.
AVO |20 4,7160 0,4198
RBC | AVM |20 4,7360 0,3431
AV3 |20 4,6765 0,3509
AVO |20 13,7200 1,2841
Hb AVM | 20| 13,7650 1,1588
AV3 | 20| 13,7600 1,0821
AVO |20 41,1650 3,4173
Ht AVM | 20| 41,2900 3,2145
AV3 | 20| 40,9750 3,2766
AVO | 20| 13,2950 0,9355
RDW [ AVM |20 | 13,1600 0,7647
AV3 | 20| 13,0000 0,7341

N = NUumero de amostras; D.P. = Desvio Padréo.
Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Durante a analise dos resultados do eritrograma no cenario 4 (Tabela 54), foi
observado que a administracdo do EEPV né&o acarretou em altera¢des significativas
nos valores médios em nenhum dos parametros do avaliados (P > 0,05). A auséncia
de variacdes nos resultados da AV3, 30 dias apos a suspensdo no uso do extrato, foi
sugestiva de que a sua administracdo também nao acarretou em alteracdes tardias

sobre parametros eritrocitarios.

Tabela 54 — Valores médios dos resultados do Eritrograma no cenario 4.

Estatistica Amostral

Perfil AV N Média D.P.
AVO [10 4,7450 0,4669
RBC | AVM [ 10 4,7470 0,4229
AV3 |10 4,7480 0,3822
AVO (10| 13,9800 1,2532
Hb AVM |10 14,0750 1,1576
AV3 |10 (| 14,1700 1,1146
AVO [10| 42,0200 3,3555
Ht AVM | 10| 42,1875 3,3307
AV3 |10 | 42,2600 2,9598
AVO (10| 13,0800 0,8521
RDW | AVM [10( 13,0750 0,6520
AV3 |10 (| 12,4600 1,0679

N = Numero de amostras; D.P. = Desvio Padréo.
Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.
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Na Figura 29 foram dispostos comparativamente os valores médios do RBC,
Hb, Ht e RDW obtidos nos 4 cenarios de estudo dos resultados. Foi demonstrada a
ocorréncia de apenas discretas oscilagbes nos resultados dos parametros e a
prevaléncia das médias dentro dos limites de referéncia. Podendo ser visualizado que
nos grupos de individuos que receberam o EEPV os valores médios da Hb e do Ht

apresentaram uma consideravel uniformidade ao longo das avaliacdes.

Figura 29 — Valores médios dos indices Eritrocitarios nos 4 cenéarios de estudo.
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Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.
Partindo de todas essas observacdes, o0s resultados indicam que a
administracdo do EEPV pelo periodo de 30 dias ndo promoveu alteracdes nocivas
sobre os parametros do eritrograma dos voluntarios. Os achados até aqui relatados,
referentes ao RBC, a Hb e ao Ht, vao de encontro aos resultados descritos no trabalho
de Silva et al. (2015) que, nas doses de 10 e 100 mg/Kg do EHPV administradas pelo
periodo de 28 dias, relataram eleva¢des no RBC e na Hb que excederam os limites
de referéncia desses parametros para as cobaias de seu estudo.



115

Apesar desta divergéncia os resultados obtidos corroboraram com outras
observacbes em modelos animais e em periodos de administracdo da propolis
vermelha variados. Morsy et al. (2013) e posteriormente Morsy et al. (2016) em seus
trabalhos relataram que nao foram observadas variagdes nos valores do RBC, Hb e
Ht decorrentes da administragdo do EEPV, que em ambos os trabalhos se deu pelo

periodo de 21 dias.

No estudo desenvolvido por Teles et al. (2015), através dos dados
suplementares disponibilizados pelo autor, foram observados nos ratos Wistar
utilizados em um dos grupos de controle que apenas foi administrado o EEPV durante
60 dias, valores médios de Ht iguais a 43,36 % e de Hb iguais a 14,64 g/dL. Estes
resultados mostraram-se dentro dos limites normais, segundo os valores de referéncia
para a espécie das cobaias descritos em Lima et al. (2014) e Melo et al. (2012),
podendo ser interpretados como uma demonstracéo de que a ingestao do extrato nao

promoveu interferéncias toxicas sobre esses parametros nos animais.

Durante o levantamento bibliografico ndo foram encontrados estudos que
tenham avaliado possiveis interferéncias da propolis vermelha sobre o RDW, o que
agrega um caréter inédito as observacg0des relatadas neste trabalho.

Um valor de RDW dentro dos limites de referéncia indica que os eritrocitos
possuem um padrdo de distribuicdo de tamanho aproximado ao normal de uma
populacdo, valores elevados por sua vez sao indicativos de aumento da variabilidade
no tamanho das células, o que em suma, € denominado como anisocitose. O RDW é
descrito como um parametro sensivel, Gtil no diagnéstico precoce e diferencial das
anemias por sintese defeituosa de Hb, sendo gerado em analisadores modernos, a
exemplo do equipamento de andlise hematolégica CELL DYN® Ruby utilizado nesta
pesquisa (MOHINDRA et al., 2020; LIPPI et al., 2014).

Referente aos resultados do RDW, todos os valores meédios permaneceram
dentro dos limites de referéncia, conforme o j& demonstrado. Mesmo as oscilagcdes
singelas observadas nos cenarios 2 e 3 ndo foram indicativas de variacdes no grau
de heterogeneidade do tamanho das hemacias, ja que todos os valores se dispuseram

em intervalos normais com base nos critérios de analise laboratorial.
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Todos os achados aqui relatados indicam que a administragéo da propolis ndo
provocou alteracdes a nivel da medula 6ssea. Apesar disto, € necessaria a realizacao
de estudos com o uso prolongado do EEPV, considerando que a vida média dos
eritrécitos € de 120 dias, para descartar a possibilidade de toxicidades apds uso
continuo da prépolis. Cabendo destacar que a escolha do parametro RDW neste
trabalho buscou de forma sensivel a deteccdo de possiveis alteracdes na producao

dos eritrocitos.

5.4.2. Contagem de Plaquetas (PLT)

Neste ponto serdo expostos os resultados obtidos durante as andlises das
contagens de PLT dos voluntarios do estudo. No processamento estatistico dos
dados, os resultados foram analisados na unidade de 103/mm3, segundo a unidade

dos valores de referéncia para PLT (150.000 a 450.000 plaquetas/mm3).

Para analise estatistica dos resultados deste parametro e para 0s
comparativos entre os valores médios de PLT observados nos diferentes cenarios, foi

utilizado o Teste T Pareado.

Na Tabela 55 estdo dispostos os valores de significancia extraidos do Teste
T que foram gerados a partir das contagens de PLT ao longo das avaliacdes. Nos
comparativos entre as médias dos resultados da AVO e da AVM ocorreram diferencas
estatisticas significativas nos cenarios 1 e 3 (P < 0,05), ja na andlise comparativa entre
os resultados da AVM e da AV3 apenas nos cenarios 1 e 4 foram observadas

diferencas significativas entre as médias (P < 0,05).

Tabela 55 — Niveis de significancia gerados a partir das contagens de PLT.

Teste T Pareado - PLT

PV-PL = Propolis Vermelha e Placebo; PVDOR = Individuos com dor no joelho que utilizaram a Prépolis

Vermelha.

Cenario 1 | Cenério 2 | Cenario 3 | Cenario 4
Comparativo (PV-PL) (Prépolis) (Placebo) | (PVDOR)
P P P P
AVO /| AVM 0,011 0,184 0,030 0,411
AVM / AV3 0,049 0,254 0,098 0,024

P < 0,05 - Houve diferenca estatistica significativa no comparativo entre as médias.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.
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Os valores médios das contagens de PLT obtidos no cenério 1 (Tabela 56)
apresentaram discretas tendéncias a diminui¢des ao longo das avaliagdes, que foram
estatisticamente significativas (P < 0,05). Entretanto, quando considerados os valores
de referéncia todos os valores médios das contagens permaneceram dentro dos
limites normais (150.000 a 450.000 plaquetas/mm?).

Tabela 56 — Valores médios dos resultados da PLT nos 4 cenarios de estudo.

Estatistica Amostral

Cenarios AV | N Média D.P.
conério 1 AVO |42] 272.4280 | 60,3800
enario
Pv.pL)  |AVM[42] 267,6190 | 552250
AV3 |42| 261.6430 | 55,9920
N AVO |22] 281.8180 | 62,1990
Cenario 2 1™ v 01551 2787950 | 58.9570
(Propolis)
AV3 |22| 2735900 | 62,0420
N AVO |20] 262.1000 | 58,1090
Cenario 3 1 v 150 255.3250 | 49,3520
(Placebo)
AV3 |20| 2485000 | 46,5150
condrio 4 AVO |10] 266.7000 | 60,4570
enario
(PVDOR) | AVM[10] 269,5500 | 57,9450
AV3 |10] 2535000 | 54,9140

N = Numero de amostras; D.P. = Desvio Padrédo; PV-PL = Prépolis Vermelha e Placebo; PVDOR =
Individuos com dor no joelho que utilizaram a Prépolis Vermelha.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Os valores médios das contagens de PLT obtidos no cenério 3 (Tabela 56)
apresentaram uma diminuicdo estatisticamente significativa na AVM (P < 0,05),
entretanto em funcdo dos valores referéncia de PLT a variagdo observada se deu
dentro dos limites normais (150.000 a 450.000 plaquetas/mm?).

Nos cenarios 2 e 4 onde foram avaliados os voluntarios em uso do EEPV
(Tabela 56), apenas discretas oscilacdes foram observadas no decorrer das
avaliacbes. A Unica variacdo estatisticamente significativa nestes cenarios foi
observada ap6s a interrupcdo no uso do extrato pelo grupo PVDOR (P < 0,05),
entretanto a amplitude da variacdo ndo excedeu os valores de referéncia de PLT
(150.000 a 450.000 plaguetas/mm?).
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Na Figura 30 estdo dispostos comparativamente os valores médios das
contagens de PLT obtidos em cada avaliacdo nos 4 cenarios de estudo. Por meio da
disposicédo comparativa foram demonstradas as faixas de variacdo dos resultados em
paralelo aos valores de referéncia de PLT com a totalidade das médias dentro dos
limites normais.

Figura 30 — Valores médios de PLT nos 4 cenarios de estudo.
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Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Quanto a avaliacdo dos efeitos da ingestao de extratos de propolis sobre as
contagens plaquetérias, na literatura é relatado que a sua administracdo em modelos
animais nao acarreta em alteracdes sobre este parametro. A exemplo do trabalho de
Menyiy et al. (2018) onde foi descrito que, nas cobaias administradas com extrato
hidroalcodlico de prépolis nas doses de 50 e 100 mg/Kg durante 15 dias ndo foram
observadas diferencas significativas das contagens de PLT em relacdo ao grupo

controle.

Ademais, Ercis et al. (2015) através de um modelo de intoxicag&o por cloreto
de mercdurio utilizando ratos Wistar induziram quedas expressivas nas contagens de
PLT e relataram que, nos animais do grupo experimental que também foram
administrados com extrato etandlico de prépolis por 3 dias na dose de 200 mg/Kg nao
ocorreram redugdes nas contagens de PLT. Sendo também exposto que nas cobaias
nao submetidas ao quadro de intoxicacéo e administradas apenas com a prépolis, ndo

foram observadas diferencas significativas em relacédo aos controles.
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No trabalho de Silva et al. (2015), através de dados suplementares
disponibilizados e considerando os valores de referéncia apontados pelo autor como
fonte de consulta (LIMA et al., 2014), foi demonstrado que a administracdo do EHPV
pelo periodo de 28 dias em doses de 10, 100 e 200 mg/Kg n&o acarretou em
alteragcOes das contagens de PLT das cobaias, com os resultados de todos os grupos

experimentais situados dentro dos intervalos de referéncia.

No que se refere aos resultados obtidos, o periodo de 30 dias de
administracdo do EEPV possibilitou a avaliacdo das contagens plaquetarias durante
sucessivos ciclos de trombopoiese, isto se da em funcdo da vida média dos
trombdcitos na circulacdo sanguinea, que varia entre 7 e 10 dias sob condi¢cdes
fisiologicas (OLIVEIRA et al., 2013).

Frente a isso, as diminuigcdes observadas nas contagens de PLT dos grupos
experimentais, por terem apresentado amplitudes limitadas e permanecido dentro dos
limites de referéncia, ndo representaram alteragcbes quantitativas que fossem
sugestivas de toxicidades ou interferéncias da propolis vermelha sobre as contagens

plaquetérias, em concordancia as demonstragdes em modelos animais.

5.4.3. Contagem Global de Leucécitos (WBC)

Para os comparativos entre as médias dos resultados das contagens do WBC
obtidas ao longo das avaliagGes foi utilizado o Teste T Pareado. Na Tabela 57 foram
dispostos os valores de significancia extraidos do teste estatistico que foram gerados

nos quatro cenarios considerados para a avaliacado dos resultados.

Tabela 57 — Niveis de significancia gerados a partir dos resultados do WBC.
Teste T Pareado - WBC

Cenério 1 | Cenario 2 | Cenéario 3 | Cenario 4
Comparativo | (PV-PL) | (Propolis) [ (Placebo) | (PVDOR)
P P P P
AVO /| AVM 0,001 0,006 0,034 0,018
AVM / AV3 0,018 0,056 0,174 0,275

PV-PL = Propolis Vermelha e Placebo; PVDOR = Individuos com dor no joelho que utilizaram a Prépolis

Vermelha.

P < 0,05 - Houve diferenca estatistica significativa no comparativo entre as médias.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Nos comparativos entre as médias dos resultados da AVO e da AVM,

ocorreram diferencas estatisticas significativas nos quatro cenarios avaliados (P <
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0,05). Nos comparativos entre os resultados da AVM e da AV3, apenas no cenario 1

houve uma diferenca significativa entre as médias das avaliacdes (P < 0,05).

Nos valores médios do WBC no cenério 1 (Tabela 58), foi observada uma
elevacao significativa na AVM (P < 0,05) seguida de uma diminui¢cdo dos resultados
na AV3 (P < 0,05). No que diz respeito a estas variacdes todos os resultados

permaneceram dentro dos limites normais (4.000 - 10.000 células/mms).

Tabela 58 — Valores médios das contagens do WBC nos 4 cenarios de estudo.

Estatistica Amostral

Cenérios AV | N | Média D.P.
. AVO |42] 6810 | 146171
enario 1
PV-PL) AVM |42| 7174 | 135968
Av3 |42 6928 | 130345
B AvOo |22] 6927 | 165605
Cenario 2 7 G 55T 7410 | 1443.12
(Prépolis)
Av3 |22 7124 | 141972
B AVO |20] 6681 | 124340
Cenario 3 7 U 50 6914 | 1245.74
(Placebo)
Av3 |20 6711 | 115937
. AvOo |10 6701 | 179158
enario 4
(PvDoR) |AVM [10] 7384 | 169529
Av3 |10| 7141 | 180848

N = Ndmero de amostras; D.P. = Desvio Padrédo; PV-PL = Prépolis Vermelha e Placebo; PVDOR =
Individuos com dor no joelho que utilizaram a Prépolis Vermelha.

Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.

Nos resultados do WBC do cenéario 3 (Tabela 58), o valor médio das

contagens leucocitarias na AVM apresentou uma elevacao estatisticamente

significativa na comparacao com AVO (P < 0,05), porém a variacao se deteve dentro

dos valores de referéncia assim como todos os resultados observados (4.000 - 10.000

células/mma).

Nos cenarios 2 e 4 (Tabela 58) os valores médios do WBC apresentaram
elevacOes significativas durante o uso do EEPV (P < 0,05), a amplitude destas
variacoes frente aos valores de referéncia do WBC também foi consideravel (4.000 -
10.000 células/mms), contudo ndo excedeu os limites normais. Passados 30 dias da

suspensao no uso do extrato, os valores médios dos resultados apresentaram
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singelas diminuicbes mas que ndo foram significativas (P > 0,05), mantendo-se nas

mesmas faixas observadas na AVM.

Na Figura 31 estdo dispostos comparativamente os valores médios obtidos
em cada avaliacdo nos 4 cenérios de estudo. Foi demonstrado que, além de todos os
resultados terem permanecido dentro dos valores de referéncia, conforme a descrigdo
anterior, foi observada uma tendéncia das contagens no WBC nos cenarios 2 e 4 a se
elevarem durante o periodo de uso do EEPV.

Figura 31 — Valores médios do WBC nos 4 cenérios de estudo.
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C1 = Cenério 1; C2 = Cenério 2; C3 = Cenério 3; C4 = Cenério 4; V.R. = Valor de Referéncia.
Fonte: Gerado de forma automatizada pelo SPSS e adaptado pelo autor.
Dado o papel vital dos leucécitos nos mecanismos de defesa do sistema
imunoldgico, as contagens dessas células sdo propensas a alteracfes substanciais
frente a estimulos de natureza diversa (FRANCISCHETTI et al., 2010). Possiveis
acOes da propolis vermelha sobre células e mecanismos de respostas imunoldgicas
tém sido amplamente investigadas na ultima década, a exemplo dos trabalhos de
Bueno-Silva et al. (2013b), Bueno-Silva et al. (2016) e Franchin et al. (2016), onde
foram relatados efeitos modulatérios da prépolis vermelha e de flavonoides nela

presentes sobre esses mecanismos.

Quanto aos efeitos biologicos dos flavonoides e compostos fendlicos nela
encontrados, € descrito na literatura que suas a¢des abrangem a modulacdo de uma
série de mecanismos envolvidos na ativacdo de respostas imunoldgicas e regulacao
da degranulacéo de células dendriticas (HOSSEINZADE, et al., 2019; LEE; BUKHARI;
FAUZI, 2015).



122

Em funcdo de todas as variacdes observadas nos valores médios do WBC
dos grupos em uso do EEPV terem permanecido dentro dos limites de referéncia, as
tendéncias nos resultados a se elevarem apos 30 dias de uso do extrato foram

sugestivas de a¢Bes estimulatorias sobre as contagens de células leucocitarias.

Isto se d4, pois, as elevacdes nos resultados do WBC mostraram-se de acordo
com as observacdes em modelos de estudo em animais com a prépolis vermelha.
Silva et al. (2015) relataram eleva¢des nas contagens leucocitarias das cobaias de
seu estudo tratadas com 200 mg/Kg de EHPV, contudo foi exposto pelos descritores
a prevaléncia dos seus resultados dentro dos valores de referéncia das cobaias apds

28 dias de administracao do extrato.

No trabalho de Morsy et al. (2013) e em observacao posterior feita por Morsy
et al. (2016), também foram relatados aumentos no WBC de ovelhas administradas
com o EEPV. Contudo, os descritores sugestionaram que as elevacdes observadas
foram decorrentes de possiveis estimulos sobre o sistema imune dos animais por

parte dos flavonoides constituintes da prépolis.

Além disso, quando considerada a cinética dos leucocitos, sua meia vida
plasmatica pode variar entre 6 e 8 horas, sendo regulada por um ténue equilibro entre
a leucopoiese, armazenamento e liberagdo pela medula, além de sua depuracédo e
destruicdo (SUMMERS et al., 2010). Logo, o periodo de 30 dias de administracéo do
EEPV, por ter contemplado uma grande quantidade de ciclos hematopoiéticos,
mostrou-se suficiente para a verificacdo de eventuais toxicidades que pudessem

acarretar em alteragces substanciais sobre o WBC, o que nao foi observado.

De forma geral, em todos os perfis analisados foi constatada a prevaléncia
dos resultados dentro dos seus respectivos limites normais. O que correspondeu aos
achados relatados em diferentes estudos com modelos animais, onde foi descrito que
0 emprego de extratos da propolis vermelha brasileira, tanto durante periodos
semelhantes quanto superiores ao adotado nesta pesquisa, ndo acarretou em
alteracbes decorrentes de toxicidades (MORSY et al., 2016; SILVA et al., 2015;
TELES et al., 2015; MORSY et al., 2013).

Somado a isto, durante a reviséo bibliografica foi identificada uma escassez

de estudos em humanos com a prépolis vermelha, sendo encontrado na literatura um
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unico relato com enfoque na analise de suas ac¢des, mas ainda assim utilizando a
variedade cubana e essencialmente restrito aos perfis da funcédo hepatica e a analises
histologicas (VEGA et al. 2014). Este cenario agrega um carater inédito as
observacoes feitas durante o presente trabalho, pois possibilitaram a verificacdo da
toxicidade da prépolis vermelha brasileira através da analise simultdnea de uma série

de parametros laboratoriais.

Quanto aos resultados observados no decorrer das avaliacdes, as tendéncias
apos 30 dias de administracdo do EEPV nos parametros do perfil lipidico, nos niveis
de PCR e nas contagens leucocitarias mostraram-se achados promissores e que
apontam para acdes benéficas da propolis ou mesmo aplicacdes terapéuticas,
mostrando-se necessarias analises complementares a fim de verificar essas

possibilidades.

Foi constatado que os resultados dos parametros laboratoriais do grupo com
o diagndstico de osteoartrose, seguiram o mesmo padrdo observado nos cenarios
com pacientes normais, ndo havendo indicios de toxicidades em nenhum dos perfis.
Além disso, foram observadas diminuicdes na PCR, o principal parametro utilizado
para a analise de processos inflamatérios, ocorrendo também uma conformidade
entre os resultados e os relatos descritos na literatura que preveem niveis séricos de

PCR dentro dos valores normais em quadros de osteoartrose.
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6. CONCLUSAO

A partir da analise dos resultados em todos os cenarios e perfis avaliados,
concluiu-se que a administracdo do EEPV pela via oral durante 30 dias, ndo acarretou
em toxicidades. Somado a isso, ap6s um més da suspensdo do extrato da propolis,
n&o houve sinais tardios de alteracdes decorrentes de sua administragao.

Além disso, frente a todos os achados obtidos neste trabalho, mostra-se viavel
arealizacdo de novos estudos em humanos com a propolis vermelha, cabendo avaliar
se a administracdo do EEPV no decorrer de um maior periodo de tempo podera

confirmar a ndo toxicidade.

Os resultados do grupo de individuos com quadro de osteoartrose indicaram
seguranca no uso da propolis vermelha num cenario de doenca articular e viabilizam
estudos complementares voltados a andlise de sua possivel aplicacdo terapéutica ou

paliativa no tratamento deste género de patologias.
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8. ANEXOS

Anexo A — Valores de referéncia hematoldgicos disponibilizados pelo PNCQ.
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Fonte: Dacie and Leuns — Practical Haematology. 12t Edition, 2017
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Anexo B - Parecer do comité de ética em pesquisa.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
ALAGOAS woﬂl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Analise do efeito terapéutico da prépolis em pacientes com dores articulares
Pesquisador: Camila de Barros Prado Moura Sales

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 66612317.2.0000.5013

Instituigcao Proponente: Instituto de Ciéncias Biolégicas e da Saude

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.238.391

Apresentacgao do Projeto:

As dores articulares podem ser provenientes de diversas doengas reumaticas que ainda sdo disturbios
negligenciados no planejamento de agdes de saude, a despeito de serem consideradas problemas de saude
publica com grave consequéncias sociais e econémicas. O tratamento de doengas reumaticas como a
osteoartrose e as inflamagdes de tenddes e bursas é, atualmente, baseado em anti inflamatorio que, apesar
de eficazes, geram diversos efeitos colaterais. Diversos produtos naturais sdo relatados na literatura como
alternativas de tratamento de diversas patologias e muitas vezes com poucos efeitos colaterais. Um produto
natural, amplamente relatado na literatura é a prépolis. Este projeto se propde a realizar um ensaio clinico,
duplo cego, controlado por placebo em pacientes portadores de osteoartrose de joelho, de ambos os sexos,
com idade entre 40 e 60 anos. A amostra sera composta de 320 individuos randomizados em seis grupos.
Apods randomizacgdo e alocacdo dos individuos, sera realizada uma avaliagdo médica para confirmagao do
diagnostico procedida de assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), os pacientes
serao orientados a preencher uma ficha com dados de identificagao, atividade laboral, dominancia corporal e
tratamentos utilizados até o momento, apds isso sera realizada a avaliagdo inicial que constara de
questionario clinico objetivo, mensuracgao da dor - pela escala visual numérica da dor -, medida da amplitude
de movimento - utilizando a técnica de goniometria, avaliagdo da forga muscular - pelo teste de forga

muscular manual,
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aplicacdo de questionario de frequéncia alimentar, mensuragéo do indice de massa corpérea, e coleta de
material biolégico para analise bioquimica. Apés a avaliagdo sera entregue um frasco com as orientagdes
para consumo de 75mg de prépolis por dia durante 30 dias e uma ficha de preenchimento diario a respeito
dos sinais e sintomas. Apés a primeira avaliagédo, os participantes serdo acompanhados semanalmente, até
o fim do uso do opoterapico (30 dias). As avaliagdes serdo precedidas da observacao do frasco entregue na
avaliagao inicial, com objetivo de certificar que o sujeito da pesquisa fez uso correto do produto e devolugédo
da ficha de preenchimento diario. Os sujeitos serdo orientados ainda a ingerir o extrato a cada 24 horas
durante a pesquisa.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avaliar o efeito terapéutico e a seguranca da prépolis em pacientes com e sem dores

articulares.
Objetivos Secundarios:
1.Quantificar a intensidade da dor antes, durante e apés aplicagdo do protocolo de pesquisa;

2.Medir a amplitude de movimento e a forca muscular dos participantes antes, durante e apds aplicagdo do
protocolo de pesquisa;

3.Analisar concentragdes dos metabolitos e enzimas séricas (marcadores) do perfil bioquimico hepatico
(TGO, TGP e Gama GT), renal (ureia ecreatinina), lipidico (Triglicerideos, Colesterol total e fragbes) e

glicémico;

4 Avaliar os parametros hematolégicos (Hemograma) e hemostaticos (Tempo de Protrombina e Tempo
Tromboplastina Parcial Ativada);

5.Analisar concentragdes das enzimas cardiacas (CK NAC e CKMB);
6.ldentificar os possiveis fatores de risco para portadores de dores articulares;
7.Pesquisar os habitos alimentares.

8.Investigar a incidéncia/prevaléncia de dores articulares quanto as diferentes variaveis estudadas;
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9.Verificar associacdo entre as variaveis epidemiolégicas e nutricionais e os fatores de risco associados as
dores articulares.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:O projeto conta com o uso de um produto amplamente utilizado pela populagéo, para os mais
diversos fins, diminuindo os riscos da pesquisa. A literatura descreve amplamente a baixa toxicidade da
prépolis e os minimos efeitos adversos ocasionados pelo seu uso, porém, para seguranga dos pacientes,
serdo realizadas varias analises laboratoriais afim de garantir a seguranga do uso.

Beneficios:

Segundo dados de estudos anteriores, a propolis apresenta um alto potencial anti-inflamatoério e
condroprotetor, com baixos efeitos colaterais associados a sua utilizagdo, além de seguranca clinica. Este
estudo podera trazer como beneficios, uma alternativa eficaz na gestdo dos sintomas de doencas
articulares.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Parabenizamos os responsaveis pelas qualidades do projeto. Além de justificavel e relevante, o novo
documento é apresentado de maneira objetiva, adequada e compreensivel.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Os seguintes documentos foram apresentados para apreciagao:

- Projeto detalhado;

- Informacéo Basica do Projeto;

- Folha de Rosto;

- Cronograma;

- Autorizagdo do local de pesquisa;

- Declaragédo de infraestrutura;

- Declaragédo sobre a Obtencédo dos Materiais de Pesquisa;
- Declaragdo de obtencdo de materiais;
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- Sumario das alteragdes realizadas no projeto.

Recomendacoes:
Com o objetivo de contribuir com o estudo tomamos a liberdade de fazer as seguintes recomendagdes:

1.Recomendamos que seja incluido ou mantido (entretanto cuidadosamente detalhado) um teste de forga
para os musculos que envolvam as articulagdes dos joelhos. Na versdo anterior os autores descreviam que
utilizariam o teste funcional de agachamento, entretanto, néo explicaram o teste a ser utilizado. Na presente
versao o teste foi retirado do rol de testes a serem utilizados. Surge a seguinte questdo: embora, o teste de
forca de preensdo manual, nomeadamente quando utilizado em amostras numerosas, possa ser utilizado
como medida da forga de membros superiores e/ou geral, diante da especificidade do estudo, o uso de um
teste especifico para os membros inferiores contribuiria, além de possuir maior validade ecolégica, muito
provavelmente, contribuiria para uma maior validade dos resultados do estudo;

2.0 numero de objetivos secundarios foi aumentado. Lembramos que as variaveis apresentadas nos
objetivos primarios devem ser apresentadas e discutidas durante o estudo;

3.A existéncia de quatro diferentes estratos amostrais: Pacientes sem terapia farmacolégica para
osteoartrose; Pacientes em uso de Anti-inflamatérios Nao Esteroidais (AINE); Pacientes em uso de Anti-
inflamatérios Esteroidais (AIE) e, Individuos sem Osteoartrose, ndo deveria implicar em alteracées aos

objetivos do estudo?

4. O fato de representar a Fase Ill de um estudo experimental, implica em comentar as evidéncias

verificadas nas fases anteriores.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
O projeto atende adequadamente aos critérios exigidos pela Resolugdo 466/12.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 11/06/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 857822.pdf 13:46:08
Projeto Detalhado / |projeto.pdf 11/06/2017 | Camila de Barros Aceito
Brochura 13:45:47 |Prado Moura Sales
Investigador
Outros Sumario_das_alteracoes_realizadas.pdf| 11/06/2017 |Camila de Barros Aceito

13:45:00 | Prado Moura Sales
TCLE / Termos de |Termo_de_Consentimento_Livre_e_Escl| 11/06/2017 |Camila de Barros Aceito
Assentimento / arecido.pdf 13:22:31 | Prado Moura Sales
Justificativa de
Auséncia
Orgamento Orcamento_e_Cronograma_de_Desemb| 11/06/2017 |Camila de Barros Aceito
olso.pdf 13:21:36 | Prado Moura Sales
Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 03/04/2017 | Camila de Barros Aceito
18:55:30 | Prado Moura Sales
Cronograma cronograma.pdf 03/04/2017 | Camila de Barros Aceito
18:48:16 [ Prado Moura Sales
Outros Autorizacao_de_local_de_pesquisa.pdf | 25/01/2017 |Camila de Barros Aceito
15:58:40 [Prado Moura Sales
Declaragao de Declaracao_de_infraestrutura.pdf 25/01/2017 | Camila de Barros Aceito
Instituicao e 15:58:01 |Prado Moura Sales
Infraestrutura

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Néo

Endereco:

Bairro: Cidade Universitaria
Municipio:
(82)3214-1041

UF: AL
Telefone:

MACEIO, 24 de Agosto de 2017

Assinado por:
Luciana Santana
(Coordenador)

Av. Lourival Melo Mota, s/n - Campus A . C. Simdes,

CEP: 57.072-900
MACEIO
E-mail:

comitedeeticaufal@gmail.com
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9.

APENDICES

Apéndice A - Termo de consentimento livre e esclarecido.

UNINERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPAGAO EM ESTUDO
CLINICO

TITULO: ANALISE DO EFEITO TERAPEUTICO DA PROPOLIS EM PACIENTES COM DORES
ARTICULARES

INVESTIGADORES:

Prof. Dra. Magna Suzana Alexandre Moreira

Prof. Dra. Flavia de Barros Prado Moura

Fisioterapeuta Ms. Camila de Bamos Prado Moura Sales
Farmacéutico Ms. Fabio Pacheco Pereira da Costa
Farmacéutico Ms. Max Denisson Mauricio Viana

MNutricionista Ms. Geovana Santos Neiva

Eu, , tendo sido
convidad(o,a) a participar como voluntari(o,a) do estudo eficacia terapéutica da propolis no

tratamento de sinais e sintomas de reumatismo, recebi da Sra. Profa. Dra. Magna Suzana
Alexandre Moreira e da Ms. Camila de Barros Prado Moura Sales, do Doutorado em ciéncias da

saude da Universidade Federal de Alagoas, responsavel por sua execugdo, as seguintes
informacgdes que me fizeram entender sem dificuldades e sem ddlvidas os seguintes aspectos:
1.

Que o estudo se destina a determinar a eficacia terapéutica da propolis no tratamento de
sinais e sintomas articulares, analisando também os aspectos epidemioclégicos e nutricionais
dos individuos participantes

Que a importancia deste estudo & a de ofertar maior conhecimento cientifico sobre os efeitos
do, ja amplamente utilizado, extrato de prépolis.

Que para a realizacéo deste estudo os pesquisadores irdo fazer perguntas sobre alimentagao,
condigdes socioecondmicas e de saude, além de pesar, medir;

Durante a pesquisa, serdo solicitadas as coletas de sangue venosos, para realizacdo de
exames de sangue completos, medigdes dos niveis de lipideos e de aglcar no sangue,
medigGes para avaliar as fungGes renais, hepaticas e cardicas, medigbes para detectar
possiveis estados anémicos ou outras doengas, através do hemograma e da analises
bioguimicas da coagulagdo e hemostasia sanguinea. Os exames laboratoriais sdo muito
importantes, por que sao sinais precoces de risco de doengas cronicas.

. Receberei durante as consultas todos os resultados dos exames laboratoriais feitos na

pesquisa, de forma totalmente gratuita, recebendo a oportunidade de conhecer a minha
situacdo em relagdo a salude geral e as necessidades de prevencao e/ou tratamento. Se
notado algum problema, irei ser encaminhado a um servigo de salde pela prépria equipe da
pesquisa.

O exame de sangue sera realizado por Laboratério do Hospital Universitario de Alagoas Prof.
Alberto Antunes HUPAA-UFAL. O exame sera realizado nos ambulatorios de fisioterapia
conveniados ac SUS. A pessoa que coletara o meu sangue trabalha no laboratorio e &
habilitada a utilizar os procedimentos adequados para nao haver riscos. Entretanto, foi
esclarecido que ha a possibilidade de ocorrer riscos e desconfortos relacionados a coleta
venosa, ainda que raros e passageiros, como dor localizada, hematoma, desmaio e infecgéo.
Para a realizagdo dos exames laboratoriais, também dou meu consentimento.

. Minha participagéo sera mantida em completo sigilo. Todas as informagbes obtidas através

dessa pesquisa serdo confidenciais e serdo usadas somente com fins estatisticos. Apenas a
coordenacdo da pesquisa terd acesso a essas informagdes. As informacodes vao ser
coletadas, diretamente, em pequenos computadores de méao pertencentes aos pesquisadores
principais.
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Seu nome, endereco e outras informagdes pessoais serdo transformados em um codigo de

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

identificagao tnico. As informacdes coletadas na entrevista ou nas amostras de sangue serdo
identificadas apenas através do codigo, sem nenhuma identificagéo pessoal. Os meus dados
pessoais, como nome e endereco, serdo usados, apenas, para o agendamento e envio dos
resultados dos exames laboratoriais, se houver meu consentimento. Apenas a coordenagéo
da pesquisa tera acesso a essas informacgdes

. Autorizo ainda, para armazenar a minhas amostras de sangue para estudos posteriores do

Grupo de Pesquisa em Imunofarmacologia da Universidade Federal de Alagoas -UFAL. No
processo de armazenamento, os meus dados de identificagdo seréo eliminados e substituidos
por um codigo, ou seja, a amostra de sangue sera armazenada de forma desvinculada dos
meus dados pessoais.

Que os resultados que se desejam alcangar sdo os seguintes: Diminuicao ou auséncia de
sinais e sintomas articulares.

Que o estudo sera feito da seqguinte maneira: inicialmente sera realizada uma avaliagdo com
observagao da intensidade da dor na articulagdo acometida, e da incapacidade funcional
associada a dor, apos essa avaliagdo e observagao clinica, sera entregue a mim um frasco
contendo um xarope que devera ser tomado por via oral, uma vez por dia, na dose de 75mg
de propolis por dia, conforme orientagéo, durante um periodo de 30 dias. Apds este periodo
serei avaliado semanalmente por um periodo de 6 meses, em avaliages previamente
acordadas entre mim e os pesquisadores.

Que eu participarei das seguintes etapas: avaliagéo inicial, utilizagdo do extrato, conforme
orientado, durante 30 dias, novas avaliagbes que serdo marcadas com antecedéncia minima
de 48h e preenchimento das fichas e questionarios que forem entregues pelas pesquisadoras.
Que os incémodos que poderei sentir com a minha participagéo sédo os seguintes: Gosto forte
do extrato em uso; constrangimento por estar sendo observado; uso de roupas justas para
que as medidas sejam avaliadas com precisdo e sem interferéncia externa; danos
relacionados a lembranga do processo de doenga ou o que a mesma tenha causado. Os
riscos decorrentes da minha participagao decorrem das contraindicacées ao uso do alcool,
base da composigcdo da solugéo oral, e alergia ao produto, para minimizar esses efeitos eu
serei avaliado amplamente e questionado sobre todos os critérios que possam acarretar risco,
também serei submetido a varias analises laboratoriais afim de garantir a seguranga do uso.
Caso algum efeito seja observado devo procurar um servigo de emergéncia imediatamente e
entrar em contato com a pesquisadora principal, pelos telefones ofertados, para as devidas
providéncias assistenciais.

Que eu serei indenizado por qualquer dano que venha a sofre com a participagdo na pesquisa
podendo contar com a assisténcia dos hospitais vinculados a UFAL.

Que os beneficios que deverei esperar com a minha participagdo, mesmo que nao
diretamente sdo: possivel melhora dos sinais e sintomas causas pela dor articular de base,
menor risco de feitos colaterais decorrentes do uso da terapia, melhora na minha
funcionalidade e qualidade de vida.

Que este estudo contara com grupo placebo, ou seja, um dos grupos no recebera o xarope
a base de propolis e sim uma solugéo alcodlica com corante alimentar, poréem tal fato nédo
sera de meu conhecimento prévio para fins de garantir confiabilidade do resultado da
pesquisa.

Que a minha participagdo serd acompanhada do seguinte modo: no primeiro dia, sera
entregue o frasco do extrato e eu deverei trazé-lo a todas as avaliacbes necessarias e
marcadas

Que eu serei informado (a) sobre o resultado final desta pesquisa, e sempre que desejar
serdo fornecidos esclarecimentos sobre cada uma das etapas do estudo.

Caso o uso de propolis seja validado na pesquisa, gerando um medicamento, o acesso a este
sera garantido aos participantes apds a realizagdo da pesquisa por tempo indeterminado. O
acesso também sera garantido no intervalo entre o término da participagéo individual e o final
do estudo.
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18. Que, a qualguer momento, eu poderei recusar a continuar participando do estudo e, também,
que eu poderei retirar este meu consentimento, sem que isso me traga qualquer penalidade
ou prejuizo.

Pagina2/3

19. Que asinformagGes conseguidas através da minha participagdo ndo permitirdo a identificagao
da minha pessoa, exceto a equipe de pesquisa, e que a divulgacdo das mencionadas
informacdes sé sera feita entre os profissionais estudiosos do assunto.

20. Que o estudo ndo acarretara nenhuma despesa para o sujeito da pesquisa.

21. Que eu receberei uma via do Termo de Consentimento Livre & Esclarecido

Finalmente, tendo eu compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado sobre a minha

participagdo no mencionado estudo e estando consciente dos meus direitos, das minhas

responsabilidades, dos riscos e dos beneficios que a minha participacéo implicam, concordo em
dele participar e para isso eu DOU O MEU CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO EU

TENHA SIDO FORCADO QU OBRIGADO.

Contato de urgéncia: Sr(a).
Domicilio: (rua, praga, conjunto:
Bloco: /N® /Complemento:
Bairro: /CEP/Cidade: /Telefone:

Ponto de referéncia:

Endereco d(os,as) responsave(l,is) pela pesquisa (OBRIGATORIOY):
Instituicao: Universidade Federal de Alagoas

Enderego: Campus A. C. Simées.

Bloco: /N® /Complemento: Bloco do ICBS

Bairro: /CEP/Cidade: Cidade Universitaria/ Maceid — AL

Telefones p/contato: (82) 3214-1681

ATENGAO: Para informar ocorréncias irregulares ou danosas durante a sua participagio no estudo, dirija-se
ao:

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas:

Prédio da Reitoria, sala do C.0.C. , Campus A. C. Simées, Cidade Universitaria

Telefone: 3214-1041

Maceid, de de

(Assinatura ou impressao datiloscopica | Nome e Assinatura do(s) responsavel(eis) pelo estudo (Rubricar as demais
d(o,a) voluntari(o,a) ou responsavel paginas)

legal

- Rubricar as demais folhas)

s
ad

Pagina’
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Apéndice B - Ficha cadastral dos voluntarios da pesquisa.
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Apéndice C — Ficha de avaliacéo fisica funcional.

Ficha de avaliacao funcional:

Identificacéo: | Telefone: | AVO:
Av1: | Av2: | Av3: | Avé4: | Reav:

Diagnostico clinico:

1. Histdria Clinica
Existe algum movimento ou posigdo que provoca dor?

MES 01 MES 02 MES 03 MES 04 MES 05 MES 06
1213 l4 5|6 |78 |og|lw{n]2{a3]14{15]1a|[17]15]10[20]21 22232

O joelho “falseia” (instabilidade no joelho)?

MES 01 MES 02 MES 03 MES 04 MES 05 MES 06
1]213lals[e[7]alalw[njiz{a[af1swe|17[s{1w]2e[21]22]3] 24

Ha rangido ou estalido no joelho?

MES 01 MES 02 MES 03 MES 04 MES 05 MES 06
1]213lals[e[7]alalw[njiz{a[af1swe|17[s{1w]2e[21]22]3] 24

A articulagao esta inchada?

MES 01 MES 02 MES 03 MES 04 MES 05 MES 06
1]213lals[e[7]alalw[njiz{a[af1swe|17[s{1w]2e[21]22]3] 24

A marcha e normal?

MES 01 MES 02 MES 03 MES 04 MES 05 MES 06
1213 l4 5|6 |78 |og|lw{n]2{a3]14{15]1a|[17]15]10[20]21 22232
2. EVA

E-::mDor|0|1|2|3|4|5|E|T|8|9|‘1D|D0rMa’.xima

MES 01 MES 02 MES 03 MES 04 MES 05 MES 06
1]213lals[e[7]alalw[njiz{a[af1swe|17[s{1w]2e[21]22]3] 24
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3. Local dador (A - Anterior / P — Posterior /l/ M — Medial // L — Lateral // S — Sem Dor)
MES 01 MES 02 MES 03 MES 04 MES 05 MES 06
213l4als5]6[7]8 w3l isfw|ir]s]e[o[a]2z2]3] 24
4. Goniometria ativa — EXTENSAO DE JOELHO
MES 01 MES 02 MES 03 MES 04 MES 05 MES 06
1l213l4]s5[6]7 glw{njizlBuwjislw|17[s[w[wm|[an[z]s]n
5. Forga muscular
FLEXORA
MES 01 MES 02 MES 03 MES 04 MES 05 MES 06
1 1273lals5]6]7 glw{njizlBujislw|17[s[w[wm|[an[az][s]
EXTENSOQORA
MES 01 MES 02 MES 03 MES 04 MES 05 MES 06
1123|4867 glw[nlizfw4ls[wl7]s]e[2o[an]az]a]H
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Apéndice D - Ficha de acompanhamento diario do uso da propolis.

Ficha de acompanhamento diario

Caro Sr. (a) ,  dnote

nesta ficha todos os fatos, diferentes dos habituais, que venham a ocorrer.
Lembre-se de anotar com a maior riqueza de detalhes possivel.
Data Fato




