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€ o0 que d& sentido a Vvida.
E o que faz com que ela ndo seja nem
curta, nem longa demais, mas que seja
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Feliz aquele que transfere o que sabe e
aprende o que ensina”.

(Cora Coralina)
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RESUMO

As disfuncBes metabdlicas decorrentes dos habitos alimentares tém sido investigadas. Além
disso, a dislipidemia e a obesidade podem estar associadas, pois ambas apresentam
relacdo com alimentagdo e estilo de vida. Ao decorrer das décadas, é crescente a
populacdo acometida por esses disturbios. Diante da complexidade que abrange os eventos
fisiopatolégicos da dislipidemia e obesidade, estratégias terapéuticas/ nutricionais que
possam limitar o quadro dislipidémico e paralelamente proporcionar a melhoria da saude
tem sido objetivo de estudos. Neste sentido, e considerando que ha necessidade de novos
tratamentos complementares para reverter esse quadro, 0s extratos vegetais mostram-se
favoraveis ao metabolismo lipidico. Em particular, a prépolis vermelha tem destaque entre
os produtos naturais com potencial biolégico, apresenta uso etnofarmacolégico e um amplo
potencial fitoquimico de valor funcional, ha evidéncias que descrevem suas acbes
antioxidantes, anti-inflamatéria e hipolipidémica. O objetivo desse estudo foi avaliar os
efeitos do tratamento para dislipidemia com extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha
(EHPV) em ratos. Para a realizagdo desse estudo os ratos Wistar machos foram submetidos
a fase de inducéo a dislipidemia durante oito semanas. Os animais foram alocados em dois
grupos, controle (CTR) e dieta hiperlipidica (DHL). O grupo CTR recebeu 4gua destilada 1
mL/ 100g de peso por dia e o grupo DHL recebeu 1 mL/ 100 g de peso por dia de manteiga
liquida, ambos receberam ragédo padrdo. Em seguida, foi iniciada a fase de tratamento com
duragéo de quatro semanas, na qual os animais foram alocados em trés grupos: CTR, DHL-
veiculo e DHL-EHPV. Nestes grupos os tratamentos foram &gua destilada 1 mL/ 100 g,
Tween 80 a 2% 0,1 mL/ 10 g e 10 mg/Kg de EHPV, respectivamente. O tratamento nas duas
fases foi administrado por via oral (gavagem). O EHPV foi analisado por meio da
cromatografia liquida de alta eficiéncia para a identificacdo dos compostos quimicos
daidzeina, formononetina e biochanina A. A manteiga liquida foi analisada da mesma forma
e apresentou colesterol em sua composicdo. Os resultados da fase de inducdo mostraram
que o grupo DHL-veiculo apresentou ganho de massa corpérea em relagdo ao grupo CTR
(p<0,05), assim como os niveis séricos de colesterol total e triglicerideos foram
significativamente maiores no grupo DHL-veiculo em relacdo ao grupo CTR (p<0,05). Apés
a fase de tratamento, foi percebido que o uso do EHPV impediu o aumento do colesterol
total do grupo DHL-EHPV em relacdo ao grupo DHL-veiculo (p<0,001). Contudo, nao foi
percebido o0 mesmo em relacdo aos niveis de triglicerideos (p>0,5). Posteriormente a
eutanasia dos animais, foi analisada a massa ponderal do tecido adiposo abdominal, em
relacdo ao grupo CTR e os grupos DHL-veiculo e DHL-EHPV houve diferenga estatistica
(p<0,001), assim como entre os grupos DHL-veiculo e DHL-EHPV. No que se refere a
analise histomorfolégica, foi percebido nos espécimes do figado, rins e intestino grosso que
a dieta hiperlipidica causou inflamacéo e o uso do EHPV amenizou o aspecto inflamatoério
nesses 6Orgaos. Conclui-se que o modelo de inducdo a dislipidemia utilizando manteiga
liquida foi eficiente e o uso do EHPV apresentou efeito hipolipidémico em modelo murino.

Palavras-chave: prépolis; dislipidemia; obesidade.
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ABSTRACT

Metabolic dysfunctions due to eating habits have been investigated. In addition, dyslipidemia
and obesity may be associated, since both are related to diet and lifestyle. Over the decades,
the population affected by these disorders is increasing. In view of the complexity that
encompasses the pathophysiological events of dyslipidemia and obesity, therapeutic /
nutritional strategies that may limit the dyslipidemic condition and in parallel provide
improved health has been the objective of studies. In this sense, and considering that there
is a need for new complementary treatments to reverse this situation, plant extracts are
favorable for lipid metabolism. In particular, red propolis stands out among natural products
with biological potential, presents ethnopharmacological use and a broad phytochemical
potential of functional value, there are evidences that describe its antioxidant, anti-
inflammatory and hypolipidemic actions. The objective of this study was to evaluate the
effects of treatment for dyslipidemia with hydroalcoholic extract of red propolis (EHPV) in
rats. For this study the male Wistar rats were submitted to the induction phase of
dyslipidemia for eight weeks. The animals were allocated in two groups, control (CTR) and
hyperlipidic diet (DHL). The CTR group received distilled water 1 mL / 100g of weight per day
and the DHL group received 1 mL / 100 g of weight per day of liquid butter, both received
standard feed. Then the treatment phase was started with a duration of four weeks, in which
the animals were allocated in three groups: CTR, DHL-vehicle and DHL-EHPV. In these
groups treatments were 1 mL / 100 g distilled water, 2% Tween 80 0.1 mL /10 g and 10 mg/
kg EHPV, respectively. Treatment in the two phases was given orally (gavage). The EHPV
was analyzed using high performance liquid chromatography to identify the chemical
compounds daidzein, formononetin and biochanin A. The liquid butter was analyzed in the
same way and presented cholesterol in its composition. The results of the induction phase
showed that the DHL-vehicle group presented a body mass gain in relation to the CTR group
(p <0.05), as well as the serum levels of total cholesterol and triglycerides were significantly
higher in the DHL-vehicle group in relation to the CTR group (p <0.05). After the treatment
phase, it was observed that the use of EHPV prevented the increase of the total cholesterol
of the DHL-EHPV group in relation to the DHL-vehicle group (p <0.001). However, the same
was not noticed in relation to triglyceride levels (p> 0.5). After the euthanasia of the animals,
the weight of the abdominal adipose tissue was analyzed, in relation to the CTR group and
the DHL-vehicle and DHL-EHPV groups, there was statistical difference (p <0.001), as well
as between DHL vehicle and DHL -EHPV. Regarding the histomorphological analysis, it was
observed in the liver, kidney and large intestine specimens that the hyperlipid diet caused
inflammation and the use of EHPV softened the inflammatory aspect in these organs. It was
concluded that the model of induction of dyslipidemia using liquid butter was efficient and the
use of EHPV presented a hypolipidemic effect in a murine model.

Keywords:propolis;dyslipidemia;obesity.
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1. INTRODUGAO

A dislipidemia € uma condic&o clinica em decorréncia da alteracdo do metabolismo
lipidico que se caracteriza pela elevacdo dos niveis plasmaticos de colesterol total (CT),
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e triglicerideos (TG), assim como pela reducao das
concentracdes plasmaticas da lipoproteina de alta densidade (HDL). Tal alterac@o nos niveis
séricos dos lipideos representa fator de risco para o desenvolvimento de aterosclerose, 0
que pode ocasionar complicagdes como infarto agudo do miocérdio e acidente vascular
cerebral (AVC) (ARQUIVOS BRASILEIROS DE CARDIOLOGIA, 2017; RASHID; GENEST,
2007; ROCHA et al., 2014). No Brasil, 53,8% da populagdo apresenta excesso de peso e
22,6% dislipidemia. Cabe ressaltar que Aracaju - SE é a capital brasileira que apresenta
maior frequéncia de dislipidemia (28,7%) em relacdo as outras capitais do pais (VIGITEL,
2016).

A relacdo entre a dislipidemia e o excesso de peso € descrita por Katulanda et al.
(2018), no qual foi observado que o indice de massa corporal (IMC) estava associado ao
aumento do LDL e diminuicdo do HDL. Entretanto, a etiologia das altera¢cfes dislipidémicas
e obesogénicas tém sido relatadas como multifatoriais, por isto, embora se relacionem em
quadros clinicos, o surgimento dessas condi¢cdes envolve aspectos genéticos, psicoldgicos,
ambientais e fisioldgicos (MONTEIRO et al., 2016).

O estilo de vida e a comodidade para realizacdo das atividades diarias refletem em
menor demanda energética, na qual ha maior consumo caldrico proveniente da alimentacéo
do que necessidade energética no metabolismo basal (WEBB; WADDEN, 2017). Além
disso, a composicao nutricional dos alimentos consumidos pode influenciar nos niveis
séricos lipidicos (QUEIROZ et al., 2015). Nesse sentido, quanto maior o teor de lipideos na
composi¢do dos alimentos que compdem a dieta de uma dada populagdo, maior seré a
oferta de acidos graxos e, portanto, risco de desenvolvimento de condi¢des dislipidémicas e
agravos associados (DEON et al., 2015). Na regidao Nordeste do Brasil, 0 uso da manteiga
liguida (ML) na culinaria regional expressa a cultura e os habitos alimentares dessa
populacdo, estudos prévios demonstram que a composicdo da manteiga liquida €
constituida predominantemente por &cidos graxos saturados, portanto, torna-se uma fonte
dietética acessivel para o desenvolvimento da indugéo a dislipidemia, representando ainda
0s aspectos regionais (CLEMENTE et al., 2009).

A maioria das complicacdes secundéarias causadas por hiperlipidemia e obesidade
esta relacionada a altos niveis de geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), com
consequente aumento do estresse oxidativo, e inducdo de resposta inflamatoria difusa
(TANGVARASITTICHAI, 2015). Por esta raz&o, estudos experimentais objetivando controlar

11



os niveis lipidicos do sangue tém focado em reduzir o estresse oxidativo e a peroxidagao

lipidica causada por condi¢des dislipidémicas (TANKO et al., 2017).

Estudos no campo da nutricdo humana apoiam a evidéncia que os polifendis sdo um
dos grupos mais importantes de antioxidantes naturais encontrados nha dieta, incluindo
frutas, legumes, cereais, chas, 6leos essenciais e bebidas derivadas. Os compostos
fendlicos dietéticos podem melhorar a saiude humana, reduzir o risco do aparecimento de
doencas degenerativas, doencas cardiovasculares e desordens metabdlicas (TSAO, 2016).
Perante a complexidade que abrange os eventos fisiopatoldégicos da dislipidemia,
estratégias terapéuticas/ nutricionais que possam controlar os niveis lipidicos plasmaticos e
ao mesmo tempo atuar na reducdo da massa corporea, proporcionando a melhoria da
saude tem sido objetivo de estudos (SOUSA et al., 2017; TANKO et al., 2017; SAFAEIAN et
al., 2018). Assim, devido ao alto teor de substancias anti-inflamatérias e antioxidantes, como
compostos fendlicos e flavondides, os produtos naturais séo considerados fontes potenciais
para a identificacdo de novos nutracéuticos / fitoterapicos a serem utilizados no tratamento
da dislipidemia (EL-TANTAWY, TEMRAZ, 2018; FAMUREWA et al., 2018).

A prépolis vermelha brasileira € um material resinoso produzido por abelhas da
espécie Apis mellifera a partir do exsudato da Dalbergia echastophyllum e serve como uma
barreira natural para proteger as colmeias de parasitas invasores, bactérias e virus
(BANKOVA et al.,, 2000). Os componentes quimicos farmacologicamente ativos mais
conhecidos na propolis vermelha séo flavondides, isoflavonoides e &cidos fendlicos, que sao
responsaveis por suas ag¢les anti-inflamatorias (LIMA-CAVENDISH et al.,, 2015) e
antioxidantes (NASCIMENTO et al., 2016), dentre outras.

Foi previamente relatado que o extrato etandlico de propolis vermelha brasileira é
capaz de melhorar a diferenciagéo de adipécitos 3T3-L1 através da ativacdo de receptores
ativados por proliferador de peroxissoma (PPARYy), bem como é capaz de reverter os efeitos
inibitérios do TNF-a na diferenciacdo de adipécitos e expressdo de adiponectina, um
hormdnio protéico envolvido na regulacdo da degradacdo de acidos graxos (LIO et al.,
2010).

Diante do exposto, ha o ensejo para avaliar os efeitos do extrato da
propolis vermelha sobre a obesidade e a dislipidemia. Além das propriedades
funcionais benéficas a saude, a propolis vermelha apresenta distribuicdo anual
regular, o que torna favoravel para utilizacao terapéutica. Aditivamente, a ampla
aplicacdo desse extrato causa maior necessidade de producdo na regido do

Nordeste, isto possibilitara ganhos econémicos para essa localidade.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da administracdo oral do EHPV em ratos submetidos a
suplementacao dietética hiperlipidica

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter e caracterizar o EHPV.

e Induzir a dislipidemia nos animais experimentais (Rattus norvegicus albinus,
linhagem Wistar);

e Avaliar o efeito da administracdo oral do EHPV sobre paradmetros bioquimicos e
murinométricos em ratos submetidos a suplementacao dietética hiperlipidica;

e Avaliar o efeito da administragédo oral do EHPV sobre as alteragfes histopatoldgicas
do figado, rins e o intestino grosso dos animais submetidos a suplementacdo
dietética hiperlipidica.

13
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3. FUNDAMENTACAO

3.1 Relacao entre dislipidemia e obesidade

As doencas cronicas nao transmissiveis (DCNT) compdem o cenario das
problematicas na area da salde em escala global. Esse conjunto de doencas tem causado a
diminuicdo da qualidade de vida, limitacdes e incapacidade em adultos jovens. Além disso,
h& impactos econbmicos no sistema de salude para o tratamento das DCNT (WHO, 2016).
Nesse contexto, a dislipidemia e a obesidade destacam-se pelo risco de co-morbidades
associadas a estas condi¢des clinicas, como doencas cardiovasculares (DCV) e acidente
vascular cerebral (AVC) (MARIATH et al., 2007).

A obesidade é definida como o acumulo de gordura corpérea, resultando do excesso
de peso, para classificar o individuo como obeso um dos parametros utilizados € o indice de
massa corporal (IMC) maior ou igual a 30 Kg/m? (WHO, 2016). Entretanto, ndo é o excesso
de peso, mas sim o excesso de gordura e a sua distribuigdo corporal que se relacionam com
as comorbidades associadas a obesidade (SWEETING, 2007).

De forma genérica a obesidade se classifica em dois subtipos: obesidade andréide
(abdominal, visceral ou central) e ginoide (glateo-femoral); no entanto, a concentracdo de
tecido adiposo na regido abdominal/visceral representa o maior fator de risco para doengas
cardiovasculares (DCV). Por isto, a avaliacdo da circunferéncia abdominal permite identificar
a distribuicdo da adiposidade corporal, independentemente da estatura, e reflete a
quantidade de massa gorda intra-abdominal. Embora o IMC apresente limitagfes, existe
uma associacdo estreita entre o IMC > 30Kg/m? e o risco de desenvolvimento de DCV
(VAZQUEZ, 2016).

Pesquisas sugerem a utilizacdo de equacfes de predicdo de gordura corporea,
partindo da premissa de que a localizacdo da gordura central seria mais relevante do que o
diagnostico do grau de obesidade geral, para avaliacdo do risco de DCV (LESSER et al.,
2012). Sendo assim, o aumento dos indicadores de risco para a saude, como a medida da
circunferéncia abdominal acima da recomendacgéo referida pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) que estabelece como ponto de corte para risco cardiovascular aumentado
medida igual ou superior a 94 cm em homens e 80 cm em mulheres (DIRETRIZES
BRASILEIRAS DE OBESIDADE, 2016). Tal indicador podera ser associado ao acumulo da
gordura visceral que pode influenciar no decréscimo da tolerancia a glicose, dislipidemias,
hipertensdo arterial e sindrome metabdlica (SLENTZ et al., 2009; JAYALAKSHMI et al.,
2011; AYVAZ et al., 2011).
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A determinacdo do risco vascular em decorréncia da obesidade requer avaliacao
dos parametros lipidicos. Os lipidios sdo indispensaveis ao funcionamento do organismo,
pois atuam nos processos de regeneracao, substituicdo e desenvolvimento celular. Porém
em niveis séricos elevados podem se tornar um fator de risco para DCV. A dislipidemia é um
distlrbio metabdlico caracterizado pela elevacdo das taxas de triglicerideos (TG), colesterol
total (CT), o aumento do colesterol da lipoproteina de baixa densidade (LDL), sendo este o
principal marcador desta condicao clinica, seguido da reducéo da lipoproteina de colesterol
de alta densidade (HDL) (FIDELE et al., 2017).

Nos estudos desenvolvidos por Estadella et al. (2004) e Guerra et al. (2007), foi
utilizado dieta hiperlipidica durante 08 semanas para induzir o aumento do ganho de massa
corporal em roedores e consequentemente elevar os niveis séricos de CT e TG. Assim
como, demonstrado por Barners et al. (2003) e Silva et al. (2010) o modelo de indugéo de

obesidade e dislipidemia por meio da DHL, num periodo de 12 semanas, mostrou-se eficaz.

3.2 Fisiopatologia da dislipidemia e obesidade
A relagdo entre a dislipidemia e a obesidade tem sido descrita por estudiosos desta
teméatica. Embora nao representem causalidade direta entre si, ha mecanismos fisioldgicos
gue propde a associagdo entre essas condicdes metabdlicas, pois a formacdo do tecido
adiposo expressa alteragcbes endocrinas que podem alterar o metabolismo lipidico
(FRANSSEN et al., 2011; PAPP et al., 2012; RAHIMLOU et al., 2015).

O tecido adiposo branco (TA) é considerado um érgao endocrino, capaz de produzir
diversas substancias bioativas, denominadas de adipocinas. O TA possui fungbes
metabdlicas, hormonais e imunoldgicas e as células que constituem o TA, denominadas
adipécitos, sintetizam e secretam diferentes proteinas da fase aguda e mediadores da
inflamacédo, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), as interleucina 6, 10 e 8 (IL-6, IL-
8 e IL-10), o inibidor do ativador do plasminogénio (PAI-1), o angiotensinogéneo, , a
adiponectina, a resistina, a lipoproteina lipase e os acidos graxos livres (KERSHAW, 2004).

Da mesma forma que, exercem influéncia em processos fisiolégicos como o
balanco energético, o metabolismo lipidico e glicidico, a atividade da insulina, a angiogénese
e a remodelagdo vascular, a pressdo arterial e a coagulacdo (KERSHAW, 2004). Cabe
ressaltar que os adipoOcitos secretam leptina como produto do gene da obesidade, o que
estabelece o tecido adiposo como um 6rgdo enddcrino que interage com o sistema nervoso
central (LIN et al., 2016).

O aumento da camada adiposa visceral, em particular a hipertrofia dos adipécitos,

tem como efeito a desregulagdo metabdlica destas células, o que se reflete na infiltracdo de
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macrofagos e expressdo de diversos marcadores inflamatérios, caracterizando a obesidade
(PRADO et al., 2009).llustrado na figura 1.
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Figura 1.Relac&@o entre obesidade e resisténcia insulinica devido aos mecanismos fisiolégicos que o
tecido adiposo visceral contribui. O desenvolvimento de resisténcia insulinica pelo efeito direto de
citocinas (TNF-a, IL-6) e outras adipocinas (RBP-4), de reducéo da adiponectina e pela deposi¢éo de
AGLNE em outros tecidos, em especial figado e musculo esquelético. AGLNE: acidos graxos livres
nao esterificados, RBP-4: proteina 4ligadora do retinol, IL-6: interleucina 6, TNF-a: fator de necrose
tumoral alfa, MCP-1: proteina 1 quimiotéxica de macréfagos, CPR: proteina C reativa, PAI-1: inibidor
1 do ativador do plasminogénio, VLDL: lipoproteina de muito baixa densidade, LDL-ox: lipoproteina
de baixa densidade oxidada, ROS: espécimes reativos de oxigénio, ICAM-1: molécula 1 de adesao
intercelular. Adaptado de GAAL et al. (2006).

7

A hip6xia celular € o mecanismo proposto como 0 ponto inicial para a cascata
inflamatoria. A partir do aumento do TA h& diminuicdo do fluxo sanguineo na massa
adipocitaria, o que contribui para a hipéxia e posterior necrose coagulativa dos adipécitos
hipertrofiados (TRAYHUM et al., 2008). Outro mecanismo proposto é que 0 excesso de
acidos graxos depositados resultaria em disfuncbes do reticulo endoplasmatico e das
mitocondrias, gerando estresse oxidativo celular e consequente necrose de adipécitos.Neste
sentido, cabe ressaltar a importancia da proteina quimiotatica para mondcitos-1 (MCP-1),
devido a maior producdo mitocondrial de espécies reativas de oxigénio (EROs) em
monacitos circulantes e o aumento da concentracdo sérica da LDL oxidada (LDL-0x),
estimula a atividade migratéria de macrofagos para o tecido adiposo (PANEE, 2012). Estas
células imunocompetentes tém por finalidade realizar a fagocitose dos apécitos necrosados
(RASOULI; KERN, 2008).
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Os macrofagos sdo metabolicamente ativos e a depender do fendtipo, representados
pelos subtipos M1 e M2,tém o potencial de sintese de substancias pré e anti-inflamatérias,
respectivamente. Na obesidade os macréfagos tipo M1 aparecem em predominancia e
secretam mediadores pro-inflamatérios, como TNF-a e as IL-6 e IL-14 que mantém a
cascata inflamatdria e sdo ativas no processo fisiopatolégico da obesidade (SOUZA et al.,
2014).

O balanco energético consiste no controle da ingestdo alimentar e do gasto
energético e das interacdes entre nutrientes e diferentes horménios neuronais (IBARS et al.,
2016). As adipocinas predominantes na obesidade sdo a leptina e a adiponectina. A leptina
€ secretada principalmente a partir do tecido adiposo branco, caracterizando-se como a
principal molécula transmissora de informagfes ao sistema nervoso central, mais
precisamente ao hipotalamo, sobre o teor de energia armazenada no tecido adiposo. Desta
forma, esta molécula atua no controle da ingestdo alimentar, apetite e saciedade,
participando indiretamente da regulacdo do balango energético. No entanto, na obesidade,
h& um paradoxo com relacdo ao elevado teor de leptina, pois nessa condi¢do clinica ndo
ocorre diminuicdo do apetite, o que parece refletir um estado de resisténcia a leptina nos
individuos obesos (GODOY-MATOS et al., 2014).

Além de exercer funcdo na homeostase energética, a leptina desempenha atividades
regulatérias em mecanismos fisiolégicos associados a resposta imune. Ela atua
principalmente estimulando a secre¢cdo de outras citocinas, como € o caso da IL-6 e do TNF-
a, por meio da ativacao direta de células imunes como os macrofagos e as células T pro-
inflamatérias (GOMES et al., 2010).

Outra adipocina relacionada ao quadro da obesidade é a adiponectina, cujos niveis
séricos sdo diminuidos na obesidade visceral. Dentre as atividades biol6gicas desta citocina
destacam-se a reducdo da expressdo de TNF-a, diminuicdo da quimiotaxia para
macroéfagos, estimulacdo da diferenciacdo de macréfagos fenotipicamente tipo-M2, aumento
da producdo de Oxido nitrico, estimulagdo da angiogénese e potencializacdo da
sensibilidade a insulina. Por isto é considerada uma adipocina com propriedades anti-
inflamatérias, anti-aterogénicas e anti-diabéticas. No entanto, a expressao deste hormonio é
inibido em condicGes de hipOxia e estresse oxidativo tecido, bem como por atividade de
TNF-a e IL-6, presentes em individuos obesos. Em decorréncia desses fatores, o efeito anti-

inflamatério da adiponectina na obesidade é suprimido (CARBONE et al., 2012).

Os adipécitos e os macréfagos do TA expressam substancias de sinalizacdo
paracrina que ocasionam a liberacdo de multiplos mediadores pré-inflamatérios. Por sua

vez, estes mediadores estimulam a libertagcdo de outros marcadores inflamatérios, como a
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proteina C reativa (PCR) metabolizada no figado. A disfuncéo na producao de citocinas pro-
inflamatérias constitui o processo inflamatério crénico na obesidade. Por consequéncia,
estes mediadores sistémicos sdo atuantes nas complicacbes metabdlicas e
cardiovasculares da obesidade, que incluem a resisténcia a insulina, a hipertensao arterial e
estados pré-trombéticos (PIRES et al., 2015).

A obesidade € definida por um desequilibrio entre o consumo energético da
alimentacdo e o gasto energético do individuo (AZMAN et al., 2011; SLOBODA; VICKERS,
2011). E considerada uma condi¢éo bastante complexa, tratada como fator de risco para o
desenvolvimento de diversos efeitos deletérios ao organismo como a formacéo excessiva de
tecido adiposo, hiperglicemia, hipertensdo, aumento dos niveis de colesterol total, LDL
colesterol e triglicérides, doencas cardiovasculares, esteatose hepatica, entre outras
comorbidades associadas e fatores psicossociais (ANDERSEN et al., 2010; WIT et al., 2010;
IYER et., 2012).

A associagdo entre o acumulo do TA e o perfil lipidico € descrita por Vasques et al.
(2007), nesse estudo foi observada a associa¢do positiva entre os maiores niveis glicémicos
e de TG nos pacientes com excesso de peso e adiposidade central. Foi possivel concluir
gue h& associagdo entre o inadequado perfil metabolico e o excesso de peso e/ou

adiposidade abdominal o que evidencia as complica¢des crénicas decorrentes do TA.

O colesterol é precursor dos grupos esteroides no organismo, como 0s hormdnios
sexuais, corticosteroides e acidos biliares. Ademais, exerce papel estrutural nas membranas
e na camada externa das lipoproteinas. O figado e o intestino realizam a absorcdo e a
sintese do colesterol ingerido na dieta, em geral todos os tecidos com células nucleadas sao
capazes de efetuar esta sintese, que ocorre no reticulo endoplasmatico e nos

compartimentos citosolicos (CONTI et al., 2015).

A sintese no organismo ocorre a partir das moléculas de acetil-CoA e formam o
mevalonato por meio da reacdo reguladora importante da via, catalisada pela HMG-CoA-
redutase. Posteriormente, uma unidade isoprenoide de cinco carbonos é sintetizada, e seis
dessas unidades de condensam para formar o esqualeno. O esqualeno passa por ciclizagédo
e forma o esterdide parental, o lanosterol que apds a remoc¢éo de trés grupos metil e outras

alteracdes, forma o colesterol (BOER et al., 2018).

O controle da sintese do colesterol no figado é regulada por fatores interno e pelo
colesterol proveniente da dieta. Nos tecidos, a regulacdo para equilibrar o colesterol é
mantida entre os fatores que aumentam o colesterol, como a captagdo por meio dos

receptores de LDL e fatores que causam a degradagdo de colesterol como a sintese de
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esteroides. Para alcancar esse equilibrio, a atividade do receptor de LDL € modulada pelos
niveis celulares de colesterol. No transporte reverso do colesterol, a HDL capta-se dos
tecidos, e a LCAT esterifica-o e deposita-o no nucleo das particulas. O éster colesteril da
HDL é captado pelo figado, diretamente ou apds transferéncia para a V-LDL, a IDL ou a LDL
por meio da proteina de transferéncia de éster de colesteril.O excesso do colesterol é
secretado pelo figado na bile, sob a forma de colesterol ou sais biliares. Uma grande
propor¢ao de sais biliares é absorvida na circulacéo portal e retorna ao figado como parte da
circulacdo éntero-hepética (TALBOLT et al., 2018).

Além disso, a capacidade oxidativa mitocondrial pode se encontrar reduzida em
roedores expostos a DHL, o que favorece a elevagdo do acimulo de gordura (POMPLUN
et al., 2007; VILARROYA et al., 2009). Outro aspecto importante que também pode
influenciar na formacdo da adiposidade é o tipo de gordura utilizada na composi¢do da
dieta. Segundo Buettner et al. (2006), as gorduras saturadas sdo capazes de promover de
forma mais intensa a obesidade em relacdo a gordura poli-insaturada, sendo a primeira
capaz de gerar aumento da lipogénese e depdsito de microvesiculas de gordura no
figado.

3.3 Tratamento da dislipidemia e obesidade
O tratamento da obesidade e dislipidemia envolve um trabalho multidisciplinar devido

a sua complexidade. Os habitos alimentares saudaveis e a pratica de atividade fisica sdo
tratamentos clinicos ndo medicamentosos, no entanto, o tratamento farmacolégico pode ser
adjuvante para minimizar a progressado da doenca as suas complicagfes. O tratamento
baseado somente no uso de farmacos para essa condi¢do clinica é considerado pouco
eficaz, fazendo-se necessario a mudanca do estilo de vida, uma vez que, as orientacdes
nutricionais podem auxiliar a diminuir o consumo de calorias na alimentagéo e os exercicios
fisicos a aumentar o gasto caldrico. Cabe ressaltar que a escolha do tratamento é
determinada de acordo com a gravidade do problema e as complicacBes associadas, como
o desenvolvimento de diabetes e doengas cardiovasculares (DIRETRIZES BRASILEIRAS
DE OBESIDADE, 2016; KHAM et al., 2018).

A modificacdo do estilo de vida é a base para a perda de peso em longo prazo, no
entanto, o alcance deste objetivo pode ser limitado devido ao eixo neuro-hormonal que se
adapta para a manutencgdo do excesso de peso corporal. O uso de medicamentos pode ser
necessario para auxiliar no metabolismo corpéreo, a farmacoterapia para a obesidade

apresenta efeitos adversos e custo elevado (IGEL et al., 2017).
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As medicacbes antiobesidade ndo representam por si sé, a solucdo para a
obesidade. Do ponto de vista pratico, os pacientes séo inicialmente submetidos a dieta
balanceada e exercicio fisico, ambos supervisionados por um periodo médio de trés a seis
meses. Faz-se necessario o uso medicamentoso quando ha a incapacidade de perder peso
apenas com a mudanca do estilo de vida ou quando a manutenc¢éo do peso € comprometida
pelo ganho recorrente (VARGAS et al., 2018).

Os medicamentos hipolipidémicos séo utilizados associados ou ndo a remédios para
controle do apetite e perda de peso. A hipercolesterolemia é uma condicdo onde a
concentracdo plasmatica de colesterol excede os valores considerados saudaveis.
Concentracdes elevadas de colesterol total e triglicerideos refletem como fator de risco para
o desenvolvimento da aterosclerose e consequentemente a Doenca Arterial Coronariana,
fator de propensao ao infarto agudo do miocardio e o acidente vascular cerebral. A terapia
medicamentosa inclui o uso de sinvastatina/ ezetimiba. A estatina inibe a enzima 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A (HMG-CoAredutase), bloqueando a sintese do colesterol hepético;
enquanto a ezetimiba inibe a absorcao intestinal do colesterol. Embora parecam efecientes,
em longo prazo essas medicagcbes podem apresentar efeitos colaterais, como
hepatoxicidade e miopatia (FIORENZANO et al., 2006).

A partir do ano de 2012, a Food na DrugAdministration (FDA) aprovou medicamentos
para auxiliar no tratamento da obesidade. Atualmente, estes séo indicados para adultos com
IMC = 30 Kg/m? que apresentem pelo menos uma comorbidade, como hipertensdo ou
diabetes tipo 2. Os farmacos agentes noradrenérgicos de acao central (fentermina,
dietilpropiona, fendimetrazina e benzofetamina) sdo aprovados pela FDA para uso em curta
duragao, em torno de < 12 semanas. A duracao deste tipo de tratamento é limitada devido
aos efeitos abusivos e eficicia transitéria, ainda ndo elucidada na literatura. A agdo central
em curto prazo reduz o apetite e aumenta a ativacdo de receptores adrenérgicos e
dopaminérgicos (YANOVSKI; YANOVSKI, 2014).

O tratamento medicamentoso de forma continua acima de quatro anos, nao €
recomendado, pois ha incertezas quanto a seguranca deste uso. Em relagdo ao consumo de
bebidas alcodlicas e gravidez, é indicado interromper o uso de medicacfes para perda de
peso (KEITH, 2016). Diante das adversidades do uso farmacoterapico para tratar a
obesidade, pesquisas na linha de extratos naturais despontam como potenciais adjuvantes

ao tratamento.

A alimentacdo é fundamental para a melhoria da inflamacédo crénica associada a
obesidade, neste sentido consumo de frutas e verduras in natura oferta beneficios a satde.

Além da oferta de nutrientes, os alimentos de origem vegetal apresentam compostos

21



bioativos com propriedades antioxidantes, anti-inflamatéria e imunomodulatéria (LIU et
al.,2012). Dentre os compostos bioativos, destacam-se os flavondides, sugeridos na
literatura como potenciais terapéuticos para regular os processos inflamatérios e o
metabolismo lipidico (ASSINI et al., 2013).

A associacdo entre os flavonoides e o metabolismo lipidico foi descrita por Revathy
et al. (2018), foi observado nesse estudo que a hesperetina, que corresponde a classe
quimica dos flavonoides, apresentou efeito hipolipidémico em modelo experimental in vivo.
O aumento da concentracdo de acidos graxos também aumenta a oxidacdo de &cidos
gordurosos, produzindo mais acetil-CoA e colesterol, que leva a dislipidemia.
O efeito hipolipidémico pode ser devido ao aumento da secrecdo de insulina que
eventualmente leva a uma reducgéo na sintese de colesterol e acidos graxos. Além disso, o
efeito de reducdo do colesterol da hesperetina pode ser relacionado a capacidade da
hesperetina de se ligar aos acidos biliares na regido intestinal, aumentando assim a
excrecao de &cido biliar e diminuindo a absor¢éo de colesterol pelo intestino.

3.4 Terapia nutricional na dislipidemia e obesidade
A dieta € um componente importante da abordagem terapéutica no tratamento da

obesidade, podendo auxiliar no controle de diversas variaveis metabdlicas. A elaboracéo do
plano nutricional deve considerar aspectos como a ingestao caldrica diaria, a adequacao do
controle da massa corporal e a intensidade de exercicios fisicos praticados, a consisténcia
do contetdo de carboidrato ingerido nas refeigfes, a qualidade nutricional dos alimentos e
os horérios das refeicdes (AMERICAN DIABETES ASSOCIATON, 2016).

Em decorréncia das complicacdes causadas pela obesidade, torna-se indispensavel
buscar estratégias nutricionais que promovam a reducao de peso. Para tanto, a restricao
energética pode ser considerada uma estratégia caracterizada pela redugdo na ingestédo
energética de 20-40% do consumo habitual. Tal objetivo pode ser atingido por meio da
diminuicdo do consumo de alimentos fontes de carboidratos refinados, batatas, pao branco,
arroz branco, doces e bebidas adogadas, em contrapartida o aumento da ingestdo de
legumes e frutas pode melhorar a qualidade nutricional da alimentagdo. Outra estratégia
benéfica para reducdo do peso corporal é o aumento da frequéncia das refeicbes (6 vezes
ao dia), devido ao aumento da termogénese pds-prandial, ou seja, o0 aumento da producéo
de calor (até 8 h) apés o consumo de uma refeicdo (ARCIERO et al., 2013).

O consumo calorico diario deve ser baseado no aporte balanceado de macro e
micronutrientes. Dentre 0s macronutrientes estdo os carboidratos, as proteinas e os
lipideos, que exercem funcgdes fisioldgicas diferentes entre si. Os carboidratos influenciam

sobre a glicemia, devido a sua transformacdo em glicose no processo digestivo que ocorre
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no trato gastrointestinal. Estes séo classificados em simples (mono e dissacarideos) e
complexos (polissacarideos), bem como de acordo com o indice glicémico (IG) e seu
conteudo de fibras, que caracterizam o carboidrato ndo digerivel. O IG é uma medida da
alteracdo do carboidrato sobre a glicemia, avaliada pelo aumento da glicemia ap6s a
ingestdo de 50g do carboidrato em comparagcdo com a mesma quantidade de um
carboidrato em um alimento referéncia, em geral o pao ou a propria glicose. Valores abaixo
de 55 sao considerados baixos e acima de 70, elevados (FAO/WHO,1997).

Estudos relatam que as dietas hiperlipidicas sdo um dos principais fatores para
desenvolver a obesidade, uma vez que, essas dietas levam ao excesso de gordura corporal
devido a maior densidade energética e maior capacidade de estoque no organismo
(POPPIT et al., 2002). O tipo de lipideo ingerido na dieta também pode influenciar no
acumulo de adiposidade, visto que algumas pesquisas mostram significativa correlacao
entre percentual de gordura corporal e percentual de gordura saturada e monoinsaturada
consumida na dieta (PEREIRA et al.,, 2003). O teor de gordura da alimentacdo deve ser
mantido entre 25-35% das calorias totais. S80 propostas adequa¢cfes nesse consumo de
gorduras de acordo com o risco cardiovascular acentuado, sdo propostas (conforme estado
nutricional do individuo) as seguintes recomendacdes: Acidos graxos saturados - <7% das
calorias totais; Acidos graxos poli-insaturados - até 10% das calorias totais; Acidos graxos
monoinsaturados - até 20% das calorias totais e colesterol - < 200 mg/dia(FALUDDI et al.,
2017).

As dietas com alto IG séo de rapida digestéo, absorcdo e conversdo em glicose, por
isto esses processos geram flutuacdes de insulina e glicemia no organismo, que resulta na
auséncia da saciedade, sensagdo constante de fome e descontrole no consumo calérico.
Neste quadro hd o aumento da ingestdo alimentar e consequentemente o aumento da
lipogénese. Por outro lado, as dietas de baixo IG promovem uma liberacdo de insulina e
glicose de forma gradual na corrente sanguinea e esta condi¢do proporciona o0 aumento da
oxidacdo da gordura que reduz a lipogénese e assim aumenta a saciedade, reduz a
ingestdo de alimentos (SILVA et al., 2015).

Estudos anteriores relatam a perda de peso associada a melhora do perfil lipidico
(diminuicdo dos niveis séricos de colesterol-LDL e triglicerideos), assim como a pressao
arterial sistélica e diastdlica, restabelecimento da sensibilidade a insulina e adequacao da
glicemia de jejum. Além de que, h& atenuacdo de marcadores inflamatérios, como IL-6,
leptina e aumento de adiponectina (FONTANA, 2008; SWINBURN et al., 2004). A perda de
peso em torno de 5% a 10% do peso corporal esta associada a reducdo do cancer de colo
(PARKER; FOLSOM, 2003) e a uma reducdo de 15% na mortalidade por causas diversas
(KRITCHEVSKY et al., 2015).
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Além da avaliacdo quantitativa do aspecto calérico da dieta, ha um ramo da ciéncia
da Nutricdo que estuda a acdo dos alimentos de acordo com a capacidade de beneficios
pela alimentacdo que reduzam os riscos de doencas. Sdo nomeados de alimentos
funcionais aqueles que exercem acao metabdlica ou fisiolégica segura para o organismo
(BALDISSERA et al., 2011).

3.5 Extratos naturais e o efeito hipolipidémico e antiobesidade
Os compostos fendlicos sdo potenciais agentes contra a obesidade devido ao seu

potencial de reducdo dos hidratos de carbono, absorcéo e oxidacdo de gorduras, atividade
anti-inflamatéria e agéo termogénica (TABERNERO et al., 2014). Outrossim, atuam como
reguladores no balanceamento energético, neuromoduladores e consumo alimentar
(PANICKAR, 2013).

A absorcdo dos compostos fendlicos como resveratrol, daidzeina e genisteina,
ocorre no intestino grosso e atinge o plasma, em torno de 10% do total ingerido via alimentar
€ absorvido. No entanto, sdo hidrolisados no intestino delgado pelo transporte das
glucosidases, mais precisamente beta-glucosidases que convertem em 0Ss compostos
fendlicos em agliconas para ser absorvido. Por isto, interagem com a microbiota intestinal,
gera a producdo de metabdlitos bioativos por meio de clivagem do anel, redugéo,
descarboxilagdo, desmetilagdo e desidroxilagdo, que pode variar a depender dos

microorganismos do trato gastrointestinal (CHIOU et al., 2014).

Em estudo in vivo, a fibra dietética proveniente do Hibiscuss abdariffa e Agave
fructans foram administrados na alimentacdo de animais submetidos a uma dieta com alto
teor de gordura. Os efeitos de cada extrato foram avaliados de forma isolada e em
combinacéo. Foi percebido que a suplementacdo de Hibiscuss abdariffa foi associada a uma
reducdo do peso corporal, tecido adiposo, colesterol total do plasma e glicemia, reduziu as
reduziu as citocinas pré-inflamatérias em tecido adiposo e IL-6 aumentado em tecido
adiposo marrom. Estes efeitos foram mantidos quando Hibiscuss abdariffa foi associada

com Agave fructans e foram independentes da redugéo do apetite (MOYANO et al., 2016).

No mesmo sentido, o estudo desenvolvido por Ramirez et al. (2017), avaliou os
efeitos anti-obesidade do cha das folhas de Mangifera indica L. Por apresentar teor elevado
de compostos fendlicos, foi analisado a agdo do chi em ratos com obesidade induzida e foi
percebido que houve efeito positivo sobre a massa gorda, melhora das condicdes
metabdlicas e o tecido adiposo visceral apresentou reducdo no tamanho dos adipdcitos. O
mecanismo envolvido para regulacdo positiva foi a ativacdo de PPARy. E assim, afirma-se o
potencial para possiveis aplicagbes clinicas no tratamento da obesidade e doencas

metabdlicas associadas.
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A condicado clinica da obesidade oferece risco para o desenvolvimento de doencas
como diabetes tipo 2 e hiperlipidemia. A pesquisa de Azofeifa et al., 2016, investigou a acao
do extrato de amora em ratos com diabetes e hiperlipidemia induzidas. Dentre os
constituintes quimicos apresentam-se o0s polifenois: antocianinas (cianidina-3-glucésido e
cianidina-3-malonil glucésido) e os elagitaninos (lambertianina C esanguiina H-6). Tais
compostos estdo associados a diversos beneficios para a saude, diminui o risco de doencas
cardiovasculares, cancer, diabetes, processos inflamatérios e doengas neurodegenerativas
(HE;GIUSTI,2010; KAUME et al., 2012). H& influéncia positiva da agdo antioxidante das
antocianinas e elagitaninos diante do desequilibrio metabdlico em fungcdo do estresse
oxidativo em estados patoldgicos (FINKEL, 2011).

3.6 Propolis vermelha
A prépolis é fabricada pelas abelhas de forma natural através das misturas de suas

proprias ceras e excregdes salivares que dao origem a essa substancia resinosa. A propolis
retirada de regides distintas do Brasil tem propriedades quimicas e coloracdes diferentes,
que dependem da flora na localidade de coleta. Um tipo de prépolis brasileira é usualmente
conhecida como “prépolis vermelha” e as principais caracteristicas quimicas desta em
extratos alcodlicos sdo flavondides: pinocembrina, formononetina e isoliquiritigenina. Ha
relagdo entre a propolis vermelha e efeitos antioxidantes, anti-inflamatorio e antitumoral
(PINHEIRO et al., 2014).

A prépolis vermelha destaca-se dentre as variedades de prépolis brasileiras devido a
sua composi¢do quimica. De acordo com Mayworm et al. (2014), tal variedade apresenta o
maior teor de proantocianidinas em relagdo as propolis verde, marrom e castanha. As
antocianinas, cuja nomenclatura é derivada do grego antho, flor, kyannus, azul, sdo
pigmentos encontrados na seiva e a cor € determinada pelo pH do tecido vegetal, pois o
azul de determinadas flores e o vermelho das rosas podem ser pelo mesmo glicosideo, no
entanto em pH diferente. S&o encontradas em diversas familias de plantas cultivadas como
Vitaceae (uva), Rosaceae (cereja, ameixa, framboesa, morango, amora, maca, péssego,
etc) (LIMA et al., 2002).

E sabivel que as caracteristicas quimicas de todas as prépolis brasileiras variam de
acordo com a localizacdo geogréfica, pois é vasta a biodiversidade da flora existente no
Brasil. A prépolis vermelha € proveniente do litoral da regido Nordeste, derivada das &vores
Dalbergia ecastophyllum, popularmente chamada de “rabo-de-bugio”. A presenca de
isoflavonoides é amplamente relatada na literatura, assim como os taninos (DAUGSCHet al.,
2008; SILVA et al., 2008).
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Os taninos séo polifenois que se associam a proteinas e formam complexos
estaveis. A estes compostos sdo atribuidas propriedades antioxidantes, anti-inflamatéria e
antimicrobiana. Estao presentes na alimentacéo e sdo considerados constituintes funcionais,
embora possuam papel antinutricional, por precipitarem proteinas e reduzir a digestao (WEI
et al., 2011; HOSTE et al.,2012).

No estudo desenvolvido por Machado et al., 2016, foi investigado o teor de
compostos fendlicos e flavonoides presentes na propolis vermelha, verde e marrom, as
amostras foram extraidas em supercritico e em etanol. Assim como, avaliaram a atividade
antioxidante destas e foi concluido que o extrato etandlico de prépolis vermelha proveniente
de Sergipe e Alagoas apresentou o maior teor de compostos fendlicos, flavonoides e

potencial antioxidante em relag&o as outras amostras que foram investigadas.

Além disso, estudos relatam os efeitos anti-inflamatdrios dos extratos de prépolis
vermelha. Foi observado que o extrato etandlico reduziu a migragéo de neutrdéfilos durante a
inflamacado por meio dos mecanismos que envolvem a inibicdo da liberacdo de TNF-a, IL-1f,
e das alfa-quimiocinas CXCL1/KC e CXCL2/MIP-2 (BUENO-SILVA et al., 2016).

O estudo in vitro desenvolvido por LIO et al., 2010 investigou os efeitos do extrato
etanodlico da prépolis vermelha (EERP) na adipogénese e caracteristicas anti-obesidade. Os
resultados demonstraram que o EERP induz a diferenciacdo adipogénica que €
acompanhada pelo aumento da expresséo de fatores de transcricdo e genes especificos de
adipécitos envolvidos no acumulo de lipidios e sensibilidade a insulina. Este também
aumentou a expressao de PPARYy (proliferadores de peroxissoma), das adiponectinas e do
Transportador de glicose sensivel a insulina tipo 4 (Glut4), assim como reverteu os efeitos
inibitérios do TNF-a.Por isto, 0 EERP apresentou indicios potenciais para o tratamento da

obesidade.

A acdo da prépolis brasileira na dislipidemia e diabetes mellitus tipo 2 foi avaliada
em ratos machos com obesidade induzida. Os animais foram tratados durante 21 dias com
extrato aquoso de proépolis brasileira, observou-se que a mesma tem efeito benéfico, pois
aumenta os niveis tissulares de PPARYy, restaura os niveis séricos de adiponectina, melhora
a sensibilidade a insulina e atenua o nivel elevado de glicose (ELISSA et al., 2015). No
entanto, a propolis vermelha ainda ndo foi avaliada em modelo animal para a finalidade do
tratamento dislipidémico e obesogénico, portanto para o desenvolvimento dessa pesquisa

foram seguidas as etapas descritas no item 4.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Obtencao da prépolis vermelha e manteiga liquida

A prépolis vermelha foi adquirida no municipio de Brejo Grande, em Sergipe. A
amostra foi triturada em moinho de facas e sua granulometria classificada de 8-32mesh.
Posteriormente, foi armazenada em recipiente refrigerado e sem contato com a luz.

A manteiga liquida (ML) que foi utilizada no procedimento de inducdo da obesidade
e dislipidemia foi adquirida no Mercado Municipal de Aracaju, comercializada por uma das
lojas especializadas em laticinios provenientes da agricultura familiar do Municipio de Gléria
(SE).

4.2 Extragédo e rendimento
A amostra bruta de (14 g) de prépolis vermelha foi mantida durante 1 h em bequer

contendo 175 mL de alcool a 70%. Apds este periodo, a solucéo foi submetida a banho de
ultrassom durante 1 h. O extrato obtido foi filtrado e o solvente eliminado por evaporacao
em estufa a 50°C durante sete dias, obtendo-se o extrato seco. O rendimento da extracédo
foi calculado através da relacdo entre massa do EHPV obtido das placas de petri em
relacdo a massa bruta de propolis vermelha utilizada (100%). O EHPV foi mantido em

frasco &mbar sob refrigeracéo até o momento do uso (SILVA et al., 2015).

4.3 Caracterizagdo — Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

4.3.1 Préopolis Vermelha

4.3.1.2 Preparo da amostra

O extrato de prépolis vermelha (50 mg) foi dissolvido em 50 mL de metanol: agua
ultrapura (50:50 v/v) (1 mg/mL). A amostra foi submetida a banho de ultrassom durante 60
minutos, para a completa solubilizagéo do extrato no solvente e para a retirada de bolhas da
solucdo. Em seguida, a amostra foi filtrada em filtro de membrana de 0,45 pme analisada
por CLAE.

4.3.1.3 Condigdes cromatograficas

As andlises por CLAE foram realizadas em um cromatografo liquido Shimadzu®,
equipado com um degaseificador DGU-20A3, duas bombas LC-20AD, um injetor automatico
SIL-20A HT, um forno CTO-20A, um detector de arranjo de diodos SPDM20Avp, acoplados
a um sistema controlador CBM-20A. As analises foram determinadas em uma coluna
analitica Cis de fase reversa Phenomenex Luna de 150 x 4,6 mm de didmetro (5 pm

tamanho de particula). O fluxo da fase movel foi de 1 mL/min e o volume de injecdo da
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amostra foi de 20 pL. Os solventes utilizados na fase mével foram: (B) metanol e (A) acido
acético (1%) em &gua ultrapura (v/v). A fase mével foi filtrada e submetida a banho de
ultrassom por 30 minutos antes das andlises. O sistema gradiente de eluicdo comegou com
40% B durante 10 minutos; 45 — 50% B durante 10 — 15 minutos; 50 — 55% B durante 15 —
20 minutos; 55% B durante 20 — 35 minutos; 55 — 100% B durante 35 — 50 minutos; 100 —
40% B durante 50 — 60 minutos; retornando as condi¢des iniciais e finalizando a andlise. O
comprimento de onda para detec¢cdo dos compostos foi de 280 nm e a temperatura do forno
foi de 25 °C. Os compostos foram identificados através da co-injecdo de padrbes
(substancias de referéncia), baseando-se no tempo de retencéo e espectro ultravioleta (UV).
Para as andlises quantitativas, curvas de calibracdo de cada padrao foram preparadas em 5
diferentes concentracdes: 2, 4, 6, 8 e 10 ug/mL. As analises foram realizadas em triplicata
(n=3).

4.3.2 Manteiga liquida

A quantificacdo do teor de colesterol na amostra de manteiga liquida foi realizada
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) segundo metodologia adaptada
do trabalho de Saldanha et al. (2004). A um volume de 5,7 mL da amostra foram
acrescentados 8 mL de KOH 50% e 12 mL de alcool etilico. Esse material foi
homogeneizado e aquecido a 60° C sob agitacdo constante por 10 minutos. ApoOs este
periodo, 10 mL de agua destilada foram adicionadas e a amostra foi resfriada. O material
foi entdo submetido a processo de extracdo utilizando 15 mL de hexano com posterior
coleta da fracdo hexénica. Esse procedimento foi repetido por trés vezes.
Subseqientemente, a fracdo hexanica foi submetida & secagem, a lavagem com
diclorometano e secagem novamente. A amostra remanescente apresentou peso de
0,7491g, cuja massa foi dissolvida em um baldo de 1 mL em uma solucdo de acetonitrila e

iso-propanol (1:1).

A dosagem de colesterol foi realizada por CLAE utilizando o cromatdgrafo Pro Star
(Varian), detector DAD (detector por arraste de diodos) e software (Programa Star
IntegratorVarian verséo 4.5.) para o processamento dos dados. A coluna analitica utilizada
foi a C18 (150 x 4,6mm x5u) (Gemini, Phenomenex), mantida a 40 °C em forno com
temperatura controlada. A amostra derivatizada(foi injetada no equipamento. A fase-movel
utilizada com sistema de bombeamento isocratico, composta de 90 % de acetonitrila e 10
% de isopropanol em fluxo de 1,5mL por minuto, sendo o tempo de andlise de 15 minutos.

Os cromatogramas foram processados com o comprimento de onda de 210nm.
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4.4 Ensaio bioldgico

4.4.1 Aspectos Eticos

O presente projeto de pesquisa obedeceu as normas do CONCEA (Conselho
Nacional de Experimentacdo Animal) e foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Tiradentes sobre o parecer consubstanciado n°
010117R(Anexol).

4.4.2 Delineamento experimental

Foram utilizados 21 ratos machos da linhagem Wistar, provenientes do Biotério da
Universidade Tiradentes (UNIT- SE). Os animais foram mantidos em condicdes
padronizadas, com ciclo claro-escuro de 12 h, tratados com racédo balanceada (Nuvilab®) e

adgua ad libitum, com temperatura de 22+ 2°C e umidade relativa de 70£5%. A racgdo

®
padrdo Nuvilab é composta por: 19% de proteina, 56% de carboidrato, 3,5% lipideos,

4,5% de celulose, 5% de vitaminas e minerais totalizando 17,03 kj/g.

4.4.3 Procedimentos de inducéo a dislipidemia

Os 21 animais foram alocados em dois grupos: controle (CTR) n=7 e dieta

hiperlipidica (DHL) n=14, ambos foram alimentados com rag¢éo padréo Nuvilab®. O grupo
DHL recebeu administragdo de ML (1 mL/100g do peso corporal), via oral (v.0; gavagem),
com o objetivo de suplementar a dieta padrdo e aumentar o teor lipidico. Esta dieta
hiperlipidica foi administrada a partir do desmame sendo mantida por um periodo de oito
semanas. Os sete animais do grupo CTR receberam agua destilada durante o periodo de
inducdo, para simular as mesmas condi¢des de estresse do procedimento de gavagem,
conforme esta expresso no quadro 1.

Quadro 1. Formacao dos grupos experimentais de acordo com a indugéo a obesidade e
hiperlipidemia.

Grupos Tratamento por (v.0) Tempo

CTR (n=7) Agua destilada

1 mL/ 100g do peso 08 semanas

DHL (n=14) Manteiga liquida

08 semanas
1 mL/100g do peso

Ao decorrer da fase de inducéo foram realizadas coletas sanguineas por meio de

puncdo intracardiaca (volume de sangue coletado: 1 ml), posteriormente o material foi
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centrifugado a 3000 rpm por 08 minutos, para a separacdo do soro. As dosagens séricas

de TG e CT foram realizadas utilizando-se kits comerciais da marca Labtest®,

automatizados em equipamento Bioplus no Laboratério Central de Biomedicina da
Universidade Tiradentes. As coletas ocorreram no inicio da fase de inducéo (semana zero)
e ao final (semana 0ito)(PASSOS, 2010).

Para avaliar a massa corpérea dos todos o0s animais o0s grupos foram
submetidos a mensuracdo da massa corplrea ao inicio de cada semana sempre no

mesmo periodo da manha. Foi utilizada uma balanca digital (Marte®

, modelo AS2000C).
Este procedimento foi efetuado a partir da semana zero até o término do experimento, a
fim de investigar a existéncia de possiveis correla¢des entre variagdes na massa corpérea
dos animais e a ingestao dietética.

O indice de Lee consiste na divisdo da raiz cubica do peso em gramas pelo
comprimento nasoanal em milimetros e multiplicado por 1000. O indice de Lee e a massa
gorda tém correlacé@o. Ele pode ser usado como forma acurada e rapida de medir obesidade
em experimento submetido a um método de ganho de peso. Torna-se necesséria
associacdo de um indice com outros dados antropométricos, como 0 aumento do TA

(MALAFAIA et al., 2013).

4.4.4 Fase de tratamento da dislipidemia com EHPV

De acordo com a metodologia de IBARS et al.,, 2016, foi realizada em 28 dias, a
partir do inicio dessa fase de tratamento foram alocados os grupos (n=7) de acordo com o
tratamento, o grupo controle (CTR) recebeu 1mL de agua/dia, o grupo DHL-Veiculo que
recebeu tween 80 a 2% 0,1 mL/ 10g / dia, o grupo EHPV10 recebeu 10 mg/Kg/dia,
(BARBOSAet al.,, 2017;CAVANDESHI et al.,, 2015). Aditivamente, as doses de EHPV
seguras para evitar toxicidade devem ser mantidas até 100 mg/kg (SILVA et al., 2015). O

guadro 2 apresenta a distribuicdo dos grupos durante a fase de tratamento.

Quadro 2. Formacéo dos grupos de tratamento.

Grupos de animais Tratamento diério por (v.0)

CTR (n=7) 3 mL de agua destilada

} Tween 80 a 2% 0,1mL/ 10g
DHL-Veiculo(n=7)

10 mg/Kg de EHPV

DHL-EHPV (n=7)

Nesta fase de tratamento a avaliacdo da massa corpérea e a coleta sanguinea foram
executadas conforme descrito no item 4.4.3.
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A eutanasia dos animais ocorreu apds os 28 dias de tratamento, foram
coletadas amostras sanguineas. Os animais foram mantidos em jejum durante a noite
(12 horas) e, em seguida, submetidos ao procedimento de eutandsia por andxia em
camaras de diéxido de carbono (modelo CGSCO2G, Marca Beira-Mae) durante 15 minutos.
Todos os animais foram eutanasiados no mesmo periodo do dia, seguindo o mesmo periodo
de jejum, foi realizada a remocao do figado, rins e tecido adiposo, coletados para posterior
analise. Para obter os espécimes, foram acondicionadas em frasco contendo formol a 10%
(pH 7,4) por um periodo minimo de 24 horas, para fixagdo. Em seguida o material foi
encaminhado para processamento histolégico e posterior avaliacdo das caracteristicas
morfoldgicas dos tecidos (KOIA- MIYATA et al., 2009; SAMOUT et al., 2016; IBARS et al.,
2016).

4.4.5 Estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e a
homocedasticidade (Bartlett). Os dados com distribuicdo gaussiana foram expressos como
média + erro padrdo da média, e analisados usando o teste t de Student pareado
(comparacdes entre duas medidas do mesmo grupo realizadas em dois tempos diferentes)e
ndo pareado (comparagfes entre dois grupos) e ANOVA de uma via (comparacdes entre
trés grupos) seguido do teste post-hoc de Tukey para comparacdes em pares quando houve
uma diferenca global significativa entre os grupos. Os dados com distribui¢do ndo gaussiana
foram expressos como mediana e intervalo interquartil e analisados pelo teste de Wilcoxon
(comparacdes entre duas medidas do mesmo grupo realizadas em dois tempos diferentes) e
Mann-Whitney (comparagdes entre dois grupos), assim como pelo teste de Kruskal-Wallis
(comparacdes entre trés grupos), seguido do teste post-hoc de Dunn. Todas as analises
estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPadPrism 5.0 (Software, Inc.,

LaJolla, CA, EUA) e os valores de p <0,05 foram considerados significativos.
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5. RESULTADOS

5.1 Rendimento e caracterizagcdo quimica do extrato hidroalcodlico de propolis
vermelha
Neste estudo o rendimento da amostra de prépolis vermelha foi de 17,46% m/v.O

EHPV foi analisado por CLAE no comprimento de onda de 280 nm. No extrato foram
identificados e quantificados trés compostos Daidzeina, Formononetina e Biochanina A
(Figura 2). Foram identificados e eluidos nos tempos de retencdo de 12, 24 e 29 minutos,
respectivamente (Figura 2). A concentracdo da quantificacdo dos compostos identificados

estao descritos na tabela 1.

32.5—_230nm-4nm {1.00)
30.0—:
2?.5-:
250—:
22.5—:
20.0—:
17.5—:
15.0—:
Formononetina

12.54

100 Biochanina A

Daidzeina

5.0

2.5+

0.0 5.0 10.0 16.0 200 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0 55.0 min

Figura 2. Cromatograma do EHPV (CLAE: 280 nm). Daidzeina: 12 minutos; Formononetina: 24

minutos e Biochanina A: 29 minutos.
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Concentracdo Média + DP (n = 3)

(mg/g)

4,36

Daidzeina 3,92 4,16 £ 0,22
4,20
9,11

Formononetina 9,33 9,21 +0,10
9,20
7,02

Biochanina A 7,03 7,08 £ 0,09
7,18

Tabela 1. Concentragédo (mg/g) dos compostos identificados no EHPV.

5.2 Caracterizagcdo da manteiga liquida

A amostra remanescente de manteiga liquida que foi submetida a CLAE para
determinar o teor de colesterol, (figura 2) apresentou uma média de colesterol de 309,0

mg/L, esse resultado foi expresso em percentual 4,12%.
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Figura 3. Cromatograma de manteiga liquida com a quantificacdo de colesterol contido na
amostra.

5.3 Fase de inducéo de dislipidemia
Conforme demonstrado na Figura 4 A), ao final de 8 semanas, os animais do grupo

DHL tiveram um ganho de peso corporal relativo (34,3 + 1,31%) significativamente maiores
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gue os pertencentes ao grupo CTR (28,9 £ 0,79%) (p <0,05). Além disso, observou-se um
aumento significativo InL em CTR (p <0,01) e HLD) (p <0,001) ao longo das oito semanas
(Fig. 4 B), no final da fase de inducéo, o InL foi significativamente maior em DHL (455,03 £
8,91) do que em CTR (388,32 + 16,42) (p<0,01, Fig.4C).
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Figura 4. A) Ganho de massa corporal dos animais alimentados apenas com a dieta padrdo (CTR) e
aqueles que receberam suplementacao dietética hiperlidica (DHL) (teste T de Student). B) Avaliacdo
do InL nos grupos CTR e DHL no inicio (semana 0) e no final (semana 8) (teste T de Student). C)
Comparacao do InL entre os dois grupos no inicio e no final da fase de inducdo experimental (teste T
de Student). As diferencas significativas entre os grupos foram expressas como: * p <0,05, ** p <0,01
e *** p <0,001.

A Figura 5 mostra a avaliacdo dos niveis séricos de CT e TG nos animais dos grupos
CTR e DHL ao longo e no final da fase de inducdo. Os niveis séricos de CT aumentaram da
semana zero (50,6 + 1,6 mg / dL) para a semana oito (59,7 £ 1,1 md / dL) em DHL (p
<0,001), enquanto que os niveis séricos de triglicerideos (TG) aumentaram de 30,4 + 1,3
para 36,8,7 = 1,2 mg / dL (p <0,05). Por outro lado, ndo foi observada diferenca significativa
(p> 0,05) no CTR nas oito semanas, tanto no CT (de 54,8 + 1,8 a 53,8 + 0,93 mg/dL) como
na TG (31,9 £ 0,9 a 29,7 £ 1,5 mg / dL). Além disso, no final da fase de inducdo, CT e TG
obtidos em DHL foram significativamente maiores do que em CTR (p <0,001). A analise final
desses dados é indicativa de que um estado dislipidémico foi alcangado no grupo DHL.
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Figurab. (A — D) Comparacéo dos niveis séricos de colesterol total e triglicerideos entre a semana 0
ea semana 8 nos grupos CTR e DHL (teste de Wilcoxon). (E) Avaliacdo do colesterol total e (F)
triglicerideos niveis séricos em CTR e DHL apés oito semanas (fim da fase de inducgdo). Dados
expressos como intervalo mediano e intercuartil (teste de Mann Whitney). Diferengas significativas
entre 0s grupos sao descritas como * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001.

5.4 Fase experimental de tratamento do estado dislipidémico

Apds as quatro semanas correspondentes a fase de tratamento experimental, o
ganho de peso corporal relativo no DHL-Veiculo(46,8 + 1,6%) e DHL-EHPV (41,9 + 0,7%) foi
significativamente maior do que no CTR (36,46 = 1,3%) (p <0,001 e p <0,01,
respectivamente). Apesar disso, o ganho observado em DHL-EHPV foi significativamente
menor do que no DHL-Veiculo(p <0,01). Em relagdo as medi¢bes de InL, os valores médios

obtidos em CTR (448,4 + 9,1) foram significativamente inferiores aos do veiculo DHL
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(556,5+ 11,7) (p <0,05), mas estatisticamente semelhantes ao DHL-EHPV (510,2 + 12,9) (p>
0,05).
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Figura6. (A) Avaliacdo do ganho de peso corporal relativo e (B) indice de obesidade de Lee no grupo
experimental no final da fase de tratamento. Os dados s@o expressos como média £+ SEM. Diferencas
significativas em comparacdo com CTR sdo descritas como ** p <0,01 e *** p <0,001; diferencas
significativas n comparagdo com DHL-Veiculo sdo descritas como ## p <0,01 (analise de variancia e
comparacdes multiplas teste de Tukey).

Conforme demonstrado na Fig. 7, a andlise do perfil de soro lipidico revelou
aumento significativo de CT em DHL-Veiculo (97,3 + 4,4 mg / dL) e DHL-EHPV (79,3 + 3,0
mg / dL) em comparacdo com CTR (51,6 + 1,6 mg / dL) (p <0,001 e p <0,05,
respectivamente). No entanto, o CT foi menor no grupo tratado com EHPV do que no tratado
apenas com o veiculo (p <0,05). Da mesma forma, os valores médios de TG em ambos os
DHL (66,1 £ 2,5 mg / dL) e DHL-EHPV (54,6 + 2,5 mg / dL) foram significativamente maiores
do que em CTR (35,3 £ 0,7 mg / dL), mas ndo observou-se diferenca significativa entre os

grupos tratados com EHPV e com o veiculo (p> 0,05).
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Figura 8. (A) Avaliacao dos niveis séricos de colesterol total e (B) triglicerideos em animais com dieta
normolipidica e agua destilada (CTR), animais dislipidémicos tratados com veiculo (DHL-Veiculo) e
animais dislipidémicos tratados com extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha (DHL-EHPV) no final
da fase de tratamento. Os dados sdo expressos como intervalo mediano e interquartil (teste de
Kruskal-Wallis e teste de comparacdo mdultipla de Dunn). Diferencas significativas em comparacao
com CTR séo descritas como *** p <0,001 e * p <0,05; significativa diferenca em comparagcdo com
DHLsé&o relatados como #p <0,05.
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O peso médio significativo do tecido adiposo abdominal dos animais revelado no final
da fase de tratamento (12 semanas) foi significativamente aumentado no DHL-Veiculo(2,19
+0,12g/g) e DHL-EHPV (1,57 £ 0,06 g/ g) do que no CTR (0,77 £0,11g/g) (p <0,001 e p
<0,05, respectivamente). No entanto, o tratamento com EHPV reduziu significativamente o
peso médio do tecido adiposo abdominal em comparagcdo com o grupo tratado com veiculo
(p <0,05).
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Figura7. Avaliacdo do peso ponderal médio do tecido adiposo abdominal nos grupos CTR, DHL e
DHL-EHPV. *** p <0,001 representa diferenca significativa em relacdo ao grupo CTR, teste ANOVA
seguido do teste de comparacGes mudltiplas de Tukey). Os dados séo expressos como intervalo
mediano e interquartil (teste de Kruskal-Wallis e teste de comparagdo multipla de Dunn). Diferengas
significativas em comparacdo com CTR sdo descritas como *** p <0,001 e * p <0,05; significativa
diferenca em comparacao com DHL-Veiculosédo relatados como #p <0,05.

5.5 Analise histomorfolégica dos orgaos excisionados

5.5.1 Andlise histomorfolégica dos espécimes renais

O grupo CTR (submetido a dieta normolipidica padrao) apresentou cortical exibindo
corpusculos de Malpighi tipicos formados por um enovelamento de capilares (tufos
glomerulares) regulares, e limitados externamente pela capsula de Bowman. Os espacos de
Bowman dos corpusculos, localizado entre os tufos glomerulares e as capsulas de Bowman,
se apresentam relativamente estreitos e homogéneos. Os tubulos renais proximais,
formados por epitélio cuboidal alto fortemente acidéfilo e luz estreitada, e distais, limitados
por epitélio cuboidal baixo (quase pavimentoso), se apresentavam disperosos pela cortical
renal, sem alteragbes morfoldgicas substanciais. Na zona medular foi observada uma série
de tubulagdes com epitélio de revestimento variando de cubico a plano (tubulos coletres e

alcas de Henle), permeados por pequenos capilares (Figura 9).
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Figura 9. Fotomicrografias de secc¢des histolégicas coradas em HE de espécimes renais do grupo
CTR (tratado com dieta normolipidica). (A) Zona cortical mostrando corpusculos glomerulares com
diametros relativamente regulares e homogéneos, bem como tdbulos renais proximais e distais bem
distribuidos, permeados por vasos sanguineos hiperemiados(100x). (B) Maior detalhe do tufo
glomerular renal (GR), circundado pelo especo de Bowman (EB), e tibulos proximais (seta branca) e
distais (seta negra) exibindo caracteristicas morfolégicas usuais (400x). (C) Zona medular exibindo
multiplas estruturas tubulares paralelas entre si, com citoplasma pouco acidéfilo, representando
tubulos coletores e algcas de Henle (100x). (D) Maior detalhe da fotomicrografia anterior destacando
0s tubulos coletores (*) medulares (400x%).

No grupo DHL-Veiculo (submetido a dieta hiperlipidémica e tratado com veiculo)
foram evidenciadas, na zona cortical, extensas areas de retracdo do tufo glomerular e
relativo do espago de Bowman, acumulo de grande quantidade de material hialino de
aspecto proteindceo na luz dos tubulos proximais e distais, areas focais de necrose tubular,
e intensa hiperemia capilar. Na zona medular foram evidenciados tubulos coletores

contendocilindrosproteinaceos e intensa hiperemia (Figura 10).
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Figura 10. Fotomicrografias de seccdes histoldégicas coradas em HE de espécimes renais do grupo
DHL-Veiculo (submetido a dieta hiperlipidica e tratado com veiculo). (A) Zona cortical mostrando
corpusculos de Malpighi exibindo retragdo do tufo glomerular e aumento relativo do espacgo de
Bowman (circulo pontilhado) (100x). (B) Maior detalhe dos tufos glomerulares retraidos (GR) e
espagcos de Bowman aumentados (EB) (400x). (C) Tudbulos proximais e distais apresentando
pronunciado acumulo de material proteinaceo (setas cinzas) e (D) é&reas morfologicamente
consistentes com necrose tubular (NE). (E) Zona medular exibindo intensa hiperemia (congestédo
vascular) e (F) tabulos coletores apresentando material proteindceo no seu interior (setas cinzas)
associados a intensa hiperemia (setas delgadas negras).

No grupo DHL-EHPV (submetido a dieta hiperlipidica e tratado com EHPV 10 mg/Kg)
foram evidenciadas, na zona cortical, areas focais de corpusculos de Malpighi com retracao
do tufo glomerular e acimulo intraluminal de material proteinaceo nos tubulos proximais e
distais, mas em intensidade notadamente inferior aquela observada no grupo DHL-Veiculo.
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Na zona medular, foi notada marcante atenuacdo do quadro hiperémico e auséncia de

cilindros proteinaceos intratubulares (Figura 11).

Figura 11. Fotomicrografias de secces histologicas coradas em HE de espécimes renais do grupo
DHL-EHPV (submetido a dieta hiperlipidica e tratado com EHPV na dose de 10 mg/Kg). (A) Zona
cortical mostrando corpasculos de Malpighi ora exibindo retracdo do tufo glomerular e aumento
relativo do espaco de Bowman (*) ora com caracteristicas usuais (**) (100x). (B) Maior detalhe dos
tufos glomerulares (GR) com caracteristicas de normalidade e (C) tufos retraidos (GR) e espagos de
Bowman aumentados (EB) (400x). (D) Acumulo intraluminal focal de cilindros proteindceos nos
tubulos proximais/distais (setas cinzas) (400x). (E) Zona medular exibindo atenuagdo do quadro de
hiperemia (100x) e (F) auséncia de material proteinaceo intratubular (400x).
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5.5.2 Anédlise histomorfolégica dos espécimes hepéaticos

No grupo CTR o0s hepatécitos apresentavam tipica morfologia poliédrica e se
agrupavam em placas formando os l6bulos hepaticos. Os hepatdcitos se dispunham
radialmente em monocamada em torno da veia centrolobular, apresentando sinusoides
estreitos entre os cordfes celulares, muitos deles contendo uma a duas hemécias. Os
I6bulos se encostavam uns nos outros em quase toda extensdo do espécime. De permeio,

foram evidenciados diminutos ductos biliares com caracteristicas usuais(Figura 12).

Figura 12. Fotomicrografias de seccdes histolégicas coradas em HE de espécimes hepaticos do
grupo CTR (submetido & dieta normolipidica padrao). (A) Hepatdcitos exibindo morfologia poliédrica
usual em torno da veia centrolobular (*) (800x). (B) e (C) Manutencéo da arquitetura do parénquima
hepatico, com formagé&o inimeros espagos sinusoidais estreitos, muitos deles contendo hemacias no
interior, e diminutos ductos biliares com caracteristicas usuais (800x). (D) Acumulo focal de pigmento
biliar (bilirrubina) entre os hepatdcitos (800x).

No grupo DHL-Veiculo foi observada intensa vacuolizagdo citoplasmatica compativel
com degeneracao hidropica nos hepatdcitos, em especial nas areas circunjacentes as veias
centrolobulares, que se mostravam dilatas e congestas. Pequenos vacuolos citoplasméticos
mais arredondados e homogéneos, de aspecto lipoide, consistentes com esteatose
microvesicular, foram evidenciados em algumas areas dos espécimes. Hepatocitos
necroticos/apoptoticos e acumulo intraductal de bilirrubina também foram achados
relativamente frequentes (Figura 13).
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Figura 13. Fotomicrografias de seccdes histoldgicas coradas em HE de espécimes hepaticos do
grupo DHL-Veiculo (submetido a dieta hiperlipidémica e tratado com veiculo). (A) Hepat6citos
exibindo intensa vacuolizacado citoplasmatica irregular consistente com degeneracao hidrépica (setas
espessas negras) em torno da veia centrolobular(*) dilatada e congesta (800x). (B) Desarranjo parcial
da arquitetura do parénquima hepético com alargamento dos espacos portais, e hepatécitos exibindo
vacuolizacao intracitoplasmatica regular e homogénea, de aspecto lipoide, consistente com esteatose
microvesicular (setas delgadas negras) (800x). (C) Areas focais de hepatdcitos exibindo perda de
afinidade tintorial citoplasmética acompanhada de discreta balonizacdo (seta tracejada). (D)
Hepatécito exibindo morfologia arredondada, nucleo picnético e citoplasma intensamente eosinofilico
consistente com apoptose(circulo) e acumulo intraductal de cilindro biliar (bilirrubina) (setas
brancas)entre as células hepéaticas (800x).

No grupo DHL-EHPV os hepatdcitos apresentavam tipica morfologia poligonal e se
agrupavam em placas formando I6bulos hepaticos circunjacentes as veias centrolobulares,
gue se mostravam dilatadas e congestas. Desarranjo parcial da arquitetura do parénquima
hepatico com alargamento dos espacos portais, e hepatocitos exibindo vacuolizacéo
intracitoplasmatica regular e homogénea, de aspecto lipoide, consistente com esteatose
microvesicular, foram evidenciados em algumas areas dos espécimes. Hepatdcitos exibindo
perda de afinidade tintorial citoplasmatica, acompanhada de discreta baloniza¢éo e acumulo
intraductal de bilirrubina também foram achados relativamente frequentes (Figura 14).
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Figura 14. Fotomicrografias de seccdes histologicas coradas em HE de espécimes hepaticos do
grupo DHL-EHPV (submetido a dieta hiperlipidémica e tratado com EHPV 10 mg/Kg). (A) e (B)
Hepatécitos exibindo morfologia usual em torno da veia centrolobular (asterisco) dilatada e
congesta(800x).(C) Desarranjo parcial da arquitetura do parénquima hepético e hepatdcitos exibindo
vacuolizacdo intracitoplasmatica regular e homogénea, de aspecto lipoide, consistente com
esteatosemicrovesicular (setas delgadas negras) (800x). (D) Hepatdcitos exibindo morfologia
arredondada, nucleos picnéticos e citoplasma intensamente eosinofilico consistente com
apoptose/necrose (circulo) e acimulo intraductal de bilirrubina (setas brancas) no tecido hepético
(800x).

5.5.3 Anédlise histomorfolégica dos espécimes intestinasi (intestino grosso)

No grupo CTR (submetido a dieta normolipidica padrdo), a porcdo terminal do
intestino grosso (colon retal) exibiu formacdo de mdultiplas pregas rombas voltadas para a
luz, revestidas por epitélio cilindrico simples com células caliciformes, sobre uma lamina
prépria de tecido conjuntivo frouxo. A submucosa era formada por tecido conjuntivo fibroso
moderadamente colagenizado. A presenca de reacdo inflamatéria era bastante rara e
limitada a infiltracdo de poucos linfécitos na submucosa (Figura 15).
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Figura 15.Fotomicrografias de sec¢des histolégicascoradas em HE de espécimes da porcao terminal
do intestino grosso do grupo CTR (submetido a dieta normolipidica padréo).(A) Observar epitélio da
mucosa bem preservado apresentando caracteristicas usuais (400x) e (B e C)
submucosarepresentada por tecido conjuntivo fiboroso moderadamente colagenizado e (D) sede de
discreto infiltrado inflamatério mononuclear (800x).

No grupo DHL-Veiculo (submetido a dieta hiperlipidémica e tratado com veiculo), a
submucosa da porcao terminal do intestino grosso exibiu moderada infiltracdo inflamatéria
rica em linfocitos e polimorfonucleares neutréfilos e eosindfilos, além de edema intersticial
profuso (Figura 16).
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Figura 16.Fotomicrografias de seccdes histologicas coradas em HE de espécimes da porgdo terminal
do intestino grosso do grupo DHL (submetido a dieta hiperlipidémica e tratado com veiculo). (A)
Observar epitélio da mucosa integro(400x) e (B, C e D)discreta e focal infiltracdo inflamatéria da
submucosa, rica em linfocitos e eosindfilos, além de edema intersticial profuso (800x).

No grupo tratado com EHPV na dose de 10 mg/Kg (Figura 17) foram observadas
areas de discreto infiltrado inflamatério linfo-histiocitario com presenca de ocasionais
eosindfilos na submucosa. Deve ser destacado que as areas de infiltracao inflamatéria se
mostraram esparsamente distribuidas e em intensidade notadamente menos expressiva que
em DHL-Veiculo.
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Figura 17.Fotomicrografias de seccdes histologicas coradas em HE de espécimes da porcao terminal
do intestino grosso do grupo DHL-EHPYV (submetido & dieta hiperlipidémica e tratado com EHPV 10
mg/Kg). (A) Observar epitélio da mucosa integro e apresentando caracteristicas usuais (400x), (B)
Submucosa representada por tecido conjuntivo frouxo e (C) discreta e focal infiltragdo inflamatoria
rica em linfdcitos e ocasionais eosinofilos, além de edema intersticial profuso (800x).
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6. DISCUSSAO

O rendimento da extracao da propolis vermelha foi 17,46%, teor proximo ao estudo
de Aguiar et al. (2018), que correspondeu a 19,2%. O estudo desenvolvido por Araujo et
al. (2012) aponta que ha heterogeneidade no rendimento do extrato hidroalcodlico da
propolis vermelha, uma vez que foi encontrada variacao entre 9,45% a 74,62%. Sendo
assim, o rendimento do EHPV no presente estudo esta entre os valores descritos na
literatura. Foi anteriormente relatado que o Ministério da agricultura preconiza um
rendimento de 35% como minimo para a propolis (MINISTERIO DA AGRICULTURA,
2001). Contudo, este valor tem sido baseado em estudos com a variedade verde da
propolis brasileira; assim, considerando que a variedade vermelha tem composi¢éo
guimica, origem botanica, padrdo sazonal e atividades bioldgicas distintas da verde
(BURIOL et al., 2009), sugere-se que o rendimento minimo de sua extracdo poderia ser
mais bem determinada se baseada na média obtida pelos recentes estudos neste
campo.Ademais, o teor de compostos quimicos do extrato pode ser otimizado por meio do
solvente utilizado na extragdo, independentemente do rendimento (ANDREO; JORGE,
2006).

No presente estudo, a formononetina, biochanina A e daidzeina foram os principais
compostos quimicos identificados no EHPV. Os mesmos componentes também foram
encontrados nos extratos etandlicos de prépolis vermelha em estudos anteriores (LOPEZ
et al.,, 2014; SILVA et al.,, 2015). O perfil quimico dos componentes encontrados na
presente amostra é semelhante aquele que caracteriza a variedade de propolis vermelha
originada da Dalbergia ecastophyllum, sugerindo que elas podem ter a mesma origem
botanica (DAUGSHS et al.,2008).

A quantificagdo de formononetina (9,21 mg/g)e biochanina A (7,08 mg/g)
encontrada no EHPV deste estudo foi similar ao teor previamente relatado por Daugshs
(2008) (10,2 mg/qg), e superior em relagdo a biochanina A (0,5 mg/g).A formononetina foi o
composto quimico marjoritario, assim como foi relatado por Mendonga et al. (2015) em
amostras de propolis vermelha proveniente do nordeste brasileiro. As diferengas
detectadas nos diversos compostos quimicos presentes na prépolis vermelha podem ser
decorrentes de variagdes substanciais na composi¢do quimica do EHPV ocasionadas por
diferencas climaticas sazonais e variabilidade na composi¢édo do pasto apicola (SILVA et
al., 2015; MENDONCA et al.,2015). Por esta razdo, Cavendish et al. (2015) obteve maior
teor de formononetina (21,62 mg/g) em amostras de prépolis vermelha adquirida na

mesma localidade de coleta desta utilizada no presente estudo.
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No presente estudo, buscou-se analisar o efeito da administracdo oral do EHPV
sobre quadro dislipidémico em condicBes experimentais. Para tanto, o primeiro desafio foi
estabelecer um modelo de inducdo de dislipidemia em roedores relativamente simples e
de facil controle, e que refletisse caracteristicas da dieta regional. O uso de dietas
hipercaléricas e hiperlipidicas destacam-se como modelo experimental de inducdo a
dislipidemia, devido a similaridade com a génese e as respostas metabdlicas destas
condigbes em humanos (SILVA et al. 2010;ROSINI et al. 2012). Neste sentido, a escolha
alimentar para suplementar e fornecer lipideos a dieta no presente estudo foi a manteiga
liquida de garrafa. Esta opcdo se baseou em seu elevado teor de colesterol, de
aproximadamente 309mg/L, que esta substancialmente acima do que consta na Tabela de
Composic¢ao Nutricional dos Alimentos Consumidos no Brasil (205mg/100g) (IBGE, 2009).
Além disso, esta constitui um produto de uso corriqueiro em muitas localidades da regiao
Nordeste (CLEMENTE; ABREU, 2008), agregando valor regional ao modelo de estudo.

Estudos desenvolvidos anteriormente, como o de Barnes et al. (2003); Estadella et
al.(2004); Guerra et al. (2007) e Silva et al. (2010) utilizaram ratos machos para indugéo
de obesidade e dislipidemia por meio do uso de dieta hiperlipidica em periodos de 08 a 12
semanas.Adicionalmente, Halima et al. (2018) desenvolveu quadro dislipidémico em 9
semanas de experimento. Apesar de usarem modelos de inducdo distintos daquele
empregado no presente estudo, essas pesquisas embasaram o delineamento do periodo

experimental de oito semanas aqui utilizado.

Neste estudo, 0 uso da dieta hiperlipidica aumentou significativamente os niveis de
colesterol total e triglicerideos. Os valores de referéncia para CT e TG em Rattus
norvegicus linhagem Wistar machos, foram discriminados nos estudos de Dantas et al.,
(2006); Melo et al., (2012) e Lima et al., (2014), variando de aproximadamente 40 e 90
mg/dL para CT e de 22 a 100 mg/dL para TG. Apesar da variacdo nesses valores de
referéncia foi possivel observar aumento significativo dos constituintes lipidicos séricos
dos animais com dieta hiperlipidica quando comparado aos valores no tempo inicial,
caracterizando o quadro de dislipidemia.Tal aumento também foi relatado nos estudos de
Kaupet al.(2011) e Colina-coca et al.,, 2017, nos quais a utilizacdo de suplementacéo

dietética rica em colesterol causou o aumento dos niveis de CT e TG em ratos wistar.

Também foi observado aumento significativo no ganho percentual de massa
corpérea nos animais submetidos a suplementacao dietética hiperlipidica em relacdo ao
grupo controle durante a fase de inducéo. A relacdo entre o consumo elevado de gordura
e 0 ganho de massa corporea apresenta razfes variadas desde o estilo de vida aos
fatores genéticos determinantes. Entretanto, tem sido relatado que o aumento no

consumo de lipideos nédo estimula de forma proporcional a sua oxidacdo, de modo que o
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excesso ndo metabolizado pode gerar seu acumulo em forma de gordura corporal
(PEREIRA et al., 2003). Além disso, 0 aumento de depdsitos adiposos tem sido associado
a reducdo da secrecao da leptina, um horménio anorexigeno que atua na regulacdo da
saciedade, podendo resultar em quadros de hiperfagia (LIMA et al., 2016). Desta forma, o
ciclo vicioso gerado a partir da inter-relacdo entre o acumulo de tecido adiposo,
secundario a dieta hiperlipidica, e a disfuncdo dos sistemas regulatérios da saciedade,
relacionados a leptina, poderiam justificar o ganho de massa corporea observado no
presente estudo.

Um ponto de especial interesse observado no modelo experimental utilizado no
presente estudo foi o fato de que, mesmo depois de encerrado o periodo de inducéo, e,
portanto, de suplementacéo hiperlipidica da dieta, os niveis de colesterol e triglicerideos
continuaram a aumentar significativamente. Este aparente paradoxo parece sugerir que a
simples suspensdo da suplementacdo lipidica dietética, por si s6, ndo € capaz de
normalizar os niveis lipidicos séricos, pelo menos em curto prazo. De fato, Menegassiet al.
2017 apontam que, para acelerar a normalizacdo do perfil lipidico seria necesséaria a
implementacdo de estratégias adicionais, a exemplo de intervencbes dietéticas
especificas e/ou realizacdo de atividade fisica.

Embora néo tenha impedido o aumento dos niveis séricos de colesterol total nas
quatro semanas posteriores a fase de inducéo de dislipidemia (fase de tratamento), este
aumento foi significativamente menor nos animais submetidos a administracdo oral de
EHPV. Até o presente momento, estes dados representam as primeiras evidéncias in vivo
de que o EHPV poderia funcionar como uma estratégia complementar para o tratamento e
controle de dislipidemia.No entanto, embora ainda ndo esteja claro qual etapa do
metabolismo dos acidos graxos poderia ter sido influenciada pelo extrato, se a absorcao
dietética, biossintese enddgena ou eliminagcédo do colesterol e derivados, algumas teorias
podem ser hipotetizadas. Lio et al. (2010) demonstraram que o extrato etandlico da
propolis vermelha brasileira é capaz de aumentar a expressao de receptores ativados por
proliferador de peroxissoma (PPARy — do inglés peroxisome proliferator-activated

receptor).

A PPARy também parece ser capaz de estimular clearance de acidos graxos pelo
tecido adiposo, com consequente diminuicdo na concentracdo plasmatica e transporte
para o musculo (Tavares et al., 2007), o que parece dar alicercar o efeitos hipolidémico
obtido no presente estudo.Além disso, também foi demonstrado que a PPARy atua na
regulacédo da expressdo da acetil-CoA, uma enzima envolvida na biossintese de acidos
graxos. Os dados obtidos na literatura parecem sugerir que o EHPV poderia atuar tanto na

regulagéo da biossintese quanto no clearance sanguineo do colesterol.
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Surpreendentemente o tratamento com EHPV ndo promoveu alteracBes
significativas nos niveis de TG ao final do periodo experimental. Uma vez mais as razbes
determinantes deste resultado, aparentemente paradoxal, ndo estdo ainda elucidadas.
Contudo, uma vez que a biossintese de triglicerideos envolve ndo apenas a maior
disponibilidade de acidos graxos livres oriundos da dieta, mas também de glicose, seria
possivel supor que, como ndo houve, em nenhum momento ao longo do experimento,
reducdo da oferta de compostos glicidicos (MILANE; JORDAO, 2008), isto se expressaria
em menor efeito sobre a biossintese enddgena dos TG. Além disso, nao foi realizada, no
presente estudo, estratégias de aumento da mobilizacdo de TG, como ocorreria em
situacdes de balanco energético negativo, o que também pode ter concorrido para o
menor impacto do tratamento com EHPV sobre os niveis séricos destes lipideos (SOUZA
et al., 2010).

Os efeitos da administracdo oral de EHPV sobre paradmetros clinicos e
macroscopicos relacionados ao tecido adiposo também foram analisados no presente
estudo. O indice de Lee, adotado no presente mimetiza, em roedores, o calculo do IMC
(indice de massa corpdrea) em humanos e representa um dos principais parametros para
estudo da obesidade em modelo murino (SOUZA et al., 2001). Contudo, tem sido relatado
que, quando tomado isoladamente, este seja considerado insatisfatério para estimar a
massa livre de gordura em animais de mesma idade e de mesma histéria nutricional
(BERNARDIS; PATTERSON,1968; NOVELLI et al.,, 2007).Desta forma, foi também
analisada a gordura massa ponderal de tecido adiposo abdominal nos animais submetidos
aos diferentes tratamentos ao fim das 12 semanas experimentais, com o intuito de
subsidiar e corroborar os dados obtidos por meio do indice de Lee.O fato de que o indice
de Lee aumentou progressiva e significativamente ao longo do tempo (indice de Lee >
300) nos animais submetidos a suplementacédo dietética hiperlipidica vem corroborar os
dados bioquimicos anteriormente discutidos, e sugerem que o modelo experimental foi
eficaz em gerar um quadro de disfungdo do metabolismo lipidico em ratos (ESTADELLA
et al.,2004; TAKASHIBA et al.,2011).Estes dados sdo plenamente ratificados pela analise
da massa média de tecido adiposo abdominal significativamente maior nos grupos que

utilizaram, na fase de indugéo, dieta hiperlipidica.

A administracdo oral de EHPV evitou o aumento significativo do indice de Lee ap6s
encerrada a fase de suplementacdo hiperlipidica e promoveu alteracdo significativa na
massa ponderal de tecido adiposo abdominal. Esses dados sugerem que, o EHPV
apresentou potencial efeito hipocolesterolémico, mostrou-se eficiente para induzir
mobilizacdo lipidica e minimizar, pelo menos em curto prazo, o acumulo de gordura

abdominal. Adicionalmente, para reverter o TA, eles parecem advogar em favor da
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implementacdo de estratégias interdisciplinares para o controle dos parametros lipidicos,

como exercicios fisicos e intervencdes dietéticas especificas.

No presente estudo, a dieta hiperlipidica promoveu altera¢cdes patologicas
expressivas nos espécimes hepdéticos e renais, que foram minimizadas com o uso de
EHPV.

A relacdo entre dieta hiperlipidica e alteragdes da estrutura/funcéo renal tem sido
relatada na literatura, disfungbes metabodlicas, reacdo inflamatéria induzida por
lipotoxicidade e hiperfluxo renal sdo alguns dos fatores que associam 0 excesso de
lipideos a injuria renal (PAPAFRAGKAKI, TOLIS, 2005; MADDOX et al., 2002; XU et al.,
2005; GUEDES et al., 2010). As alteragBes renais vistas em modelos experimentais de
inducdo a dislipidemia incluem aumento da area do tufo glomerular, glomeruloesclerose,
expansdao mesangial, espessamento da cipsula de Bowman, infiltrado inflamatério e
acumulo de lipidios no tecido renal (KAMBHAM et al., 2001; WU et al., 2006;
ALTUNKAYNAK et al., 2008; DEJI et al., 2009). As alteragbes morfologicas observadas no

presente estudo corroboram, portanto, os achados descritos na literatura.

No mesmo sentido, 0os espécimes hepéaticos podem apresentar nos cortes
histologicos alteragbes na estrutura tecidual em consequéncia da exposicdo a dieta
hiperlipidica. O estudo desenvolvido por Rocha et al. (2012) observou que condi¢des
hipercolesterolémicas em ratos promoveram vacuolizagdo lipidica no citoplasma dos
hepatdcitos. A vacuolizacdo ou degeneragdo dos hepatécitos (esteatose hepatica) pode
ocorrer quando um agente interfere no metabolismo dos acidos graxos da célula,
aumentando a sintese ou dificultando a utilizacdo, transporte ou excre¢cdo. Esses achados
também foram evidenciados no presente estudo. Além disso, a ocorréncia da esteatose
especialmente nas areas circunjacentes as veias centrolobulares parece sugerir que essa
regido do acino hepético, por receber o menor fluxo de oxigénio, seria mais susceptivel a
lesdo do que a zona mediolobular e periportal (QUARESMA et al., 2007). Outra alteragcéo
importante foi o acumulo de bilirrubina intraductal e intracelular, que estaria relacionado
necessidade de excrecdo aumentada de colesterol secundaria ao quadro de
hipercolesterolemia (DIAS et al., 2008). Também merece destaque o fato de que o
acumulo de &cidos biliares hidrofébicos durante a colestase conduz a lesdo mitocondrial
de hepatdcitos, consistindo em um mecanismo de “injuria ciclica” decorrente da
hiperlipidemia (KESH et al., 2013).

Diferente dos mecanismos bioquimicos que determinam a injaria hepatorrenal, os
fendbmenos fisiopatoldgicos responsaveis pela minimizacdo das alteracGes histologicas

observadas nesses tecidos ainda precisam ser elucidados. Uma vez que niveis lipidicos
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elevados tem sido associados com varios marcadores inflamatérios, como proteina C-
reativa, TNF-a, IL-6, NF«xB, moléculas de adesdo, a-amildide sérico e fosfolipase A2
associada a lipoproteina dentre outros (SIASOS et al., 2011), provavelmente em resposta
a um aumento do estresse oxidativo, é possivel supor que a utilizacdo de compostos
antioxidantes e anti-inflamatoérios poderia ser Util na minimizacdo dos danos teciduais
nesses orgdos. De fato, Cavendish et al. (2015) demonstrou que a mesma amostra de
propolis vermelha empregada neste estudo, também na dose de 10 mg/Kg, apresentou
importante atividade anti-inflamatdria e antioxidante. Além disso, 0 aumento da expresséo
das PPAR-y induzido por EHPV, e relatado por Lio et al. (2010), poderia levar a uma
modulagdo indireta da atividade de lipases lipoproteicas e a expressao de proteinas
transportadoras de &cidos graxos (FATP-1 e CD36), ambas envolvidas na captacédo e
transporte intracelular de lipideos (TAVARES et al., 2007), o que poderia estar associado
a reducédo do dano hepético.

E relatado que condicbes dislipidémicas/hiperlipidémicas séo capazes de alterar as
condigOes fisiolégicas que determinam as colonizacdo entérica e formacdo da microbiota
intestinal (MUSSO et al., 2010; THURRSBY, JUGE, 2017). Nesse sentido, as mudangas na
microbiota intestinal secundéaria a quadros de obesidade associadas a alteragbes do perfil
lipidico sérico determinam alteracbes na permeabilidade da mucosa intestinal, com
consequéncia penetracdo de bactérias potencialmente patégenas na mucosa entérica e
inducéo de reacao inflamatéria na mucosa intestinal (CANI et al., 2009). Estudos recentes
realizados com modelo experimental de colite induzida por &cido acético em ratos
mostraram que a administragcdo de EHPV promove importante efeito anti-inflamatério,
aparentemente por modular a intensidade do estresse oxidativo via reducdo da expressao
da sintase de Oxido nitrico pelas células epiteliais entéricas (BARBOSA et al., 2017). Isso
leva a sugestdo de que a menor intensidade da infiltracdo inflamatéria observada no
presente estudo poderia ser resultado de uma acdo anti-inflamatéria/antioxidante direta
induzida pelo extrato. Outra possibilidade, menos estudada e, portanto, ainda no terreno
hipotético, seria que o efeito hipolipidémico induzido pelo EHPV (observado neste estudo)
poderia favorecer a recomposicado da microbiota intestinal convencional e, assim, minimizar,

secundariamente, o efeito agressor sobre a mucosa intestinal.

Tomados em conjunto, os dados bioquimicos obtidos no presente estudo fornecem
evidéncias de que a utilizacdo do EHPV apresenta efeito hipolipidémico em modelo
experimental, e que os niveis séricos de colesterol parecem ser mais susceptiveis a acéo
dos compostos quimicos presentes no extrato do que os de triglicerideos. No entanto,

apesar de algumas hipoteses terem sido aqui postuladas, estudos posteriores s&o
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necessarios a fim de esclarecer as vias metabdlicas e mecanismos fisiopatoldgicos

envolvidos nessa atividade bioldgica.
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7. CONCLUSOES

Nesse presente estudo foi possivel perceber que o modelo de inducdo a
dislipidemia utilizando manteiga liquida € eficiente. Ademais, tal modelo também pode
ocasionar a obesidade em ratos. O EHPV mostrou-se rico em compostos fendlicos
(daidzeina, formononetina e biochanina A) e os bioativos presentes demonstraram a
primeiras evidéncias experimentalmente in vivo do efeito hipolipidémico, assim como,

reparou os danos teciduais vistos nos espécimes histologicos.
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Certificamos que a peoposta intituladn “Efeito do tratamento para obesidade com
Extrato Hidroalcodlico de Propolis Vermelha em Ratos®, registrada com o n® 010117R,
sob a responsabilidade de Ricardo Lulz C. de Albuguerque Jnkor, que envolve o
utilizagdo de animais pertencentes a0 File Chord: Subfilo Verteb it
humanos), paea fins de pesquisa - encontriese de acordo com os preceitos da Lei n®
11.794, de & de outsbro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, € com as
normas editadas pela Conselho Naclonal de Controle d¢ Experimentagho Animal
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Vigéneia da autorizagio 06703 /2017 a 28112017
Espécie/linhagem/raga Rartus orveglens Wistar
N d¢ Animais 28
Pesovidade 2002250 g/ | a2 meses
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