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RESUMO

A Obesidade tem sido crescente nos ultimos anos devido a falta de atividade fisica
conciliada com uma dieta inadequada, rica em acgucar e alimentos ultraprocessados.
A obesidade é considerada uma doenca inflamatoria pela acédo do tecido adiposo ser
secretor de citocinas pro-inflamatérias e inibir fatores anti inflamatorios e antioxidantes
do organismo. A ingestdo de propolis verde pode auxiliar através de seus fitoquimicos
nos efeitos nocivos de uma dieta rica em acucares e gorduras. A prépolis verde é um
produto apicola muito utilizado por seus efeitos anti- inflamatorios, associados por seu
nivel de Flavonoides e Polifenois presentes no produto. O Brasil é conhecido por ser
um grande produtor e exportador de prépolis verde pela riqueza de sua flora e fauna
naturalmente diversa. A prépolis € um alvo de interesse para as inddstrias
farmacéuticas. Apesar de alguns estudos ja realizados e de medidas estabelecidas
para o tratamento da obesidade, pouco se sabe dos efeitos do extrato de prépolis,
como papel antiinflamatério no desenvolvimento da obesidade. Este trabalho teve
como objetivo avaliar os efeitos do tratamento com o extrato de propolis verde sobre
as alteracBes vasculares, bioquimicos e metabdlicos em animais submetidos a
obesidade experimental pelo glutamato monossddico. Concluindo que com o
tratamento de proépolis no inicio da obesidade n&do houve toxicidade hepatica e nem
renal, niveis de colesterol, gorduras extravicerais foram diminuidas, evolucéo de peso
abrupta foi atenuada e contratilidade de aortica foi melhor sensibilizada nos grupos

tratados.

Palavras-chave: inatividade fisica; obesidade; Prépolis verde



ABSTRACT

Obesity is considered an inflammatory disease due to the action of adipose tissue
secreting pro-inflammatory cytokines and inhibiting anti-inflammatory and antioxidant
factors in the body. The intake of green propolis can help through its phytochemicals
in the harmful effects of a diet rich in sugars and fats. Green propolis is a beekeeping
product widely used for its anti-inflammatory effects, associated with its level of
Flavonoids and Polyphenols present in the product. Brazil is known for being a major
producer and exporter of green propolis due to the richness of its naturally diverse flora
and fauna. Propolis is a target of interest for the pharmaceutical industries. Despite
some studies already carried out and measures established for the treatment of
obesity, little is known about the effects of propolis extract, as an anti-inflammatory role
in the development of obesity. This work aimed to evaluate the effects of treatment
with green propolis extract on vascular, biochemical and metabolic changes in animals
subjected to experimental obesity by monosodium glutamate.Concluding that with the
propolis treatment in the beginning of obesity there was no liver or kidney toxicity,
better cholesterol levels, extraviral supplements were decreased, abrupt weight

evolution was attenuated and aortic contractility in the treated groups.

Keywords: physical inactivity; obesity; green propolis
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INTRODUCAO

O crescimento da inatividade fisica entre a populacdo € hoje uma das maiores
preocupacdes dos profissionais de saude no Brasil e no mundo. O aumento da
inatividade fisica € um fator de risco, pois individuos inativos sdo mais propensos a

doencas crénicas como obesidade, doencas cardiovasculares e diabetes.

Estudo recente, que foi financiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), mostra que, no Brasil, a prevaléncia do excesso de
peso aumentou de 42,6% em 2006 para 55,4% em 2019. Ja a obesidade saltou de
11,8% para 20,3% no mesmo periodo. (GUIA, ASBRAN 2022).

A obesidade é uma doenca crbénica de origem multifatorial, envolvendo fatores
psicolégicos, comportamentais, sociais e genéticos. Suas caracteristicas sdo o
acumulo corporal de gordura, desencadeado por um desequilibrio energético, seja por
excesso de ingestdo caldrica ou por baixa atividade fisica. Acredita-se que embora os
fatores genéticos contribuam significativamente para o quadro de obesidade, os

habitos de vida ainda sejam os fatores preponderantes (PINHO et al., 2013).

A obesidade é considerada uma doenca inflamatdéria pela acdo do tecido adiposo ser
secretor de citocinas pré-inflamatérias e inibir fatores anti inflamatérios e antioxidantes
naturais do organismo. Na obesidade os adipécitos, que estdo em grande quantidade,
podem iniciar alteracbes celulares que promovem a inflamacéo, por meio de sua
atividade enddcrina, as adipocinas. Os adipd6citos sao a fonte de leptina, uma
adipocina altamente expressa que tém efeitos na funcao nas células imunes. A leptina
tem multiplos efeitos pro-inflamatérios e aumenta de acordo com a quantidade de
tecido adiposo. A leptina estimula a producédo de citocinas como, IL-1, IL-6, IL-12 e
fator de necrose tumoral alfa (TNFa) por células imunes inatas e aumenta a inflamacéo
do sistema e a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Tuo Deng et. al
2016).

Em adultos com sobrepeso e obesidade, o aumento das adipocinas tem sido
associado ao desenvolvimento concomitante de resisténcia a insulina, distlarbios
metabdlicos e o aumento do risco cardiovascular. Medidas da gordura corporal

mostrou se correlacionar positivamente com 0s niveis seéricos de proteinas
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inflamatorias, e é interessante notar que marcadores de obesidade abdominal (por
exemplo, circunferéncia da cintura) parecem estar mais fortemente associados a
marcadores inflamatérios do que o IMC e gordura corporal total, o que indica maior

impacto da obesidade central na inflamacao (HEREDIA, 2012).

A obesidade leva a deficiéncias na funcdo imunolégica e comprometimento da
imunocompeténcia, de modo que o corpo esta mais vulneravel a doencas e infeccoes.
A obesidade, que € um estado de desnutricdo por excesso, também esta relacionada
a disfuncdo imunoldgica, apos observacbes de taxas mais altas de infeccdes e
cicatrizacdo prejudicada em individuos obesos.

O excesso de gordura corporal € acompanhado por alteracBes na contagem de
leucécitos, com contagens de leucdcitos, neutréfilos, mondcitos e linfécitos, mas
menor proliferacdo induzida por mitdgenos de células T e B . Além disso, outros
estudos mostraram que a producdo de anticorpos apos a vacinacao esta diminuida
em pacientes obesos (HEREDIA, 2012).

Estudos histolégicos em ratos mostraram que a infiltracdo de macréfagos no tecido
adiposo era maior em animais obesos do que em ndo obesos. Os macréfagos
apareceram como agregados em forma de coroa, semelhantes aos observados em
outras condic¢des inflamatérias conhecidas, como artrite reumatoide, e cresceram com
graus crescentes de obesidade. Esse achado levou a ideia de que os agregados de
macrofagos poderiam explicar parcialmente o estado inflamatério relacionado a
obesidade. (WEISBERG 2003).

A obesidade € uma doenca que, quando ndo tratada, pode desenvolver diversos
outros problemas no organismo que levam a complicacdes no sistema respiratorio,
doencas cardiovasculares e problemas nos 0ssos e musculos, além de alteracdes
hormonais. E o excesso de peso provocado pelo acimulo de gordura o responsavel
pela reducdo da capacidade respiratoria, problemas musculoesqueléticos, como a
osteoartrite, com maior desgaste articular e doencas metabdlicas como o diabetes
(ALVARENGA et. al.,2013)

Como a obesidade pode agravar diversas doencas, na pandemia do Covid 19 isso
aumentou. E possivel ver um aumento na taxa de hospitalizacdo por SARS-CoV-2

Nnos jovens e isso por estar relacionado a crescente prevaléncia de obesidade nesta
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populacdo. Nesse sentido, a obesidade configura-se como um fator de risco
independente de outras comorbidades (TAMARA et al., 2020) (SIQUEIRA et al.,
2020).

De acordo com SHIN (2021)

“Ao comecarem a ficar mais em casa com o intuito de se proteger e proteger
familiares da doenca covid-19 e seus agravos, as pessoas tendem a ter medo
da infeccdo e mudam seus hdabitos e rotinas para o meio online por causa do
lockdown, onde podem ter informacdes e compras do qual resolvam seus
problemas didrios sem sair de suas casas.”

A taxa de pesquisa on-line no Google para meios de emagrecimento aumentou com
a pandemia. Os métodos de emagrecimento baseado na medicina tradicional e uso
de produtos naturais para emagrecer foram os mais pesquisados (GOMES, M. T
2021).

Com o aumento da procura por emagrecedores a propolis verde surge como produto
natural que traria uma interacdo com o metabolismo de tal forma que pode diminuir a
absorcéo de gordura (Ichi et al, 2009). Diante disso, para auxiliar na manutencéo da
perda de peso, alguns produtos naturais utilizados pela medicina tradicional s&o
utilizados como forma de tratamento. Assim, o uso do propolis surge como uma
solucdo para emagrecimento ou promocdo da saude e reversdo do dano que a

obesidade pode causar, necessario (Valizadeh E., 2016).

A propolis é um produto elaborado pelas abelhas com suas secrecdes, resinas de
arvores, cera, pélen e fragmentos de vegetais. Sua composicdo quimica depende,

portanto, da flora da regido onde € produzida e da época do ano em que é coletada.

A propolis € uma matriz resinosa, sintetizada por abelhas a partir de brotos e
exsudatos de plantas, e utilizada por estas para protecdo das colmeias. Na sua
composicdo, estdo presentes mais de 200 substancias, entre estas diversos
compostos bioativos que estdo associadas as suas propriedades terapéuticas
(TIVERON, 2015; XAVIER, 2015).BANKOVA

Estudos de Bankova (2005), Alencar (et al. 2007), Silva (et al. 2007) indicam que:

“No Brasil, algumas das principais fontes vegetais para elaboracao de prépolis
sdo as espécies Dalbergia ecastophyllum (rabo- -de-bugio), Baccharis

dracunculifolia (alecrim do campo), Araucaria angustifolia (pinheiro brasileiro)
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e Eucalyptus citriodora (eucalipto), com outras espécies visitadas em menor
propor¢ao.”
A propolis em questéo vem do arbusto alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia),
conhecida também como prépolis verde, é produzida do broto dessa planta, que é
endémica em varias regides do Brasil. Essa propolis é produzida, no sul, leste, centro
e zona da mata de Minas Gerais, leste de Sdo Paulo, norte do Parana e em regides
serranas do Espirito Santo e Rio de Janeiro (BASTOS, 2001).

O Brasil € um grande produtor e exportador de propolis verde, um derivado apicola
utilizado pela medicina tradicional por seus diversos efeitos, inclusive como anti-

inflamatorios.

Segundo COSTA (et al., 2018); MOURA (et al., 2013):

“A prépolis verde, tipica de algumas localidades da Regido Sudeste do Brasil
€ a mais bem avaliada no mercado internacional, sugerindo que existe uma
associagdo entre sua cor e sua composicao quimica, sendo considerada pelos
estudiosos rica em acidos fendlicos, com maior potencial anti-inflamatério e

antioxidante.”

Estudos também indicam que o propolis pode reduzir significativamente
concentracdes de marcadores inflamatérios entre eles proteina C reativa (PCR) e fator
de necrose tumoral (TNFa) (JALALI et al., 2020). Proteina que geralmente é

aumentada quando existe algum tipo de processo inflamatério.

O trabalho surgiu através do crescente numero de pessoas que procuram
emagrecedores como meio de manutencdo da perda de peso. Entre diversas
pesquisas sobre substancias emagrecedoras verificamos alguns produtos naturais, a
propolis surgiu provocando grande interesse por suas substancias e por ser um
produto natural exportado pelo Brasil. A propolis verde é usada como componente nos
processos de emagrecimento pelos seus efeitos anti-inflamatérios, efeitos associados

ao nivel de Flavonoides e Polifenois presentes no produto. (GOMES, K. 2018).
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OBJETIVOS

Avaliar os efeitos do tratamento com o extrato de propolis verde sobre as alteracdes

vasculares e bioquimicas em ratos submetidos a obesidade.

METODOLOGIA

a. Animais

Para este estudo foram utilizados filhotes (machos) de ratas Wistar gestantes
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Espirito Santo, aprovado
pelo CEUA/UFES. Os animais foram mantidos em caixa de polipropileno, com controle
de claro/escuro (12/12h), com livre acesso a agua e a ra¢do balanceada, com no
maximo 5 ratos por caixa.. Todos os procedimentos experimentais foram realizados
de acordo com as normas para pesquisa biomédica que determinam os cuidados para
0 uso do animal de laboratério em ensaios experimentais, como indicado pela

Federacéo das Sociedades de Biologia Experimental.

b. Grupos Experimentais

Os grupos experimentais para esse estudo foram:
Ratos SAL (salina hipertonica);

Ratos SAL+ Propolis (salina hipertdnica + propolis);
Ratos MSG (glutamato monossédico);

Ratos MSG + Propolis (glutamato monossoédico + Propolis).

13



GRUFPOS (Machaos) 6" SEMIANA
SAL N=8
SAL Propolis N=8
MSG N=8
MSG Propohis N=8
TOTAL 32

c. Inducdo do modelo de obesidade

A obesidade foi induzida nos animais por administracao subcutanea de uma solucéo
de glutamato monossédico (MSG) na concentracdo de 4 mg/g (SC) durante a fase
neonatal dos ratos (2° a 11° dia de vida). Este grupo foi denominado “GRUPO MSG”.
Um grupo distinto de ratos, utilizados como controle, foi submetido ao mesmo
procedimento, porém com injecdes diarias de uma solucdo de salina hipertbnica (1,25
%), denominado “GRUPO SAL”. Aos 21 dias de vida, totalizando 3 semanas de
modelo de inducdo a obesidade, os animais foram desmamados, separados em

grupos e foi introduzida a ragéo ad libitum.

d. Obtencéo do Extrato e Forma de Tratamento

Para a obtencéo do extrato da propolis, foram utilizadas 8 g da prépolis verde bruta
em 100 mL de alcool etilico a 70%. O material foi incubado em banho-maria estético
a 50 °C por 30 minutos com agitacdo manual a cada 5 minutos. Em seguida, a solucao
permaneceu em maceracao por 48 horas a temperatura ambiente, sendo submetidas
a agitacdes manuais periodicas a cada 2 horas com o intuito de evitar precipitacao
das ceras e melhor extracdo dos componentes da propolis no alcool etilico a 70%. A
amostra foi filtrada a vacuo e centrifugada a 3.500 rpm por 10 minutos, a 1 °C em
centrifuga refrigerada. O sobrenadante foi levado para rota evaporagéo a 48 °C, a fim
de evaporar todo o solvente, e concentrar o extrato hidroalcodlico de prépolis. Para o
tratamento, o extrato obtido conforme descrito acima, foi dissolvido em solucéo
alcoolica (11%) para obtencdo das fracdes aquosas e por meio de gavagem, foi
administrada a dose diaria do extrato de propolis (100 mg/kg) de rato, a partir da 32
semana de vida do animal (3 vezes por semana) e 0s animais controle receberam o

veiculo para diluicdo do extrato (alcool, 11%), indo até a 6° semana de vida.
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e. Determinacdo dos Dados Bioquimicos

Coleta de Sangue

Apos jejum de 12 horas, os animais foram exanguinados por decapitacdo e o sangue
de cada animal foi coletado em dois tubos de ensaio. Num tubo contendo fluoreto de
sodio foi 0,5 mL de sangue para andlise bioquimica plasmatica da glicose. E
finalmente, em um outro tubo contendo apenas gel foi coletado sangue para as
afericbes sorologicas dos demais exames bioquimicos. As amostras apoés
centrifugadas foram congeladas (-800 C) no Laboratério de Fisiologia e Bioquimica
Experimental (LAFIBE), no CEFD-UFES para as devidas dosagens bioquimicas

(Glicemia de jejum, colesterol total, triglicerideos, uréia, creatinina, TGO, TGP).

f. Determinacé&o do peso corporal
O peso corporal dos ratos tratados com MSG e seu respectivo controle(SAL) foram
aferidos semanalmente a partir do 21° dia, durante todo o periodo de estudo (até 6

semanas). Para tanto, foi utilizada balanca eletrénica Filizola, modelo MF-3.

g. Avaliagao da reatividade vascular

Com o intuito em mensurar in vitro as respostas de tensdo isométrica desenvolvida
pelos anéis adrticos frente aos agonistas empregados no protocolo. Cada anel foi
suspenso em um par de ganchos inoxidavel, em uma cuba de fibra de vidro para érgao
isolado, contendo 5 ml de solucdo nutriente de Krebs-Henseleit, mantida a uma
temperatura de 36,5 C e aerada com mistura carbogénica (95% 02, 5% CO2). Um
gancho encontrava-se fixado na parte inferior da cuba, enquanto o outro gancho foi
conectado a um transdutor de forga interligado a um sistema de aquisicdo de dados
que estava acoplado a um computador para o registro da tensdo isomeétrica
desenvolvida pelo vaso. Os anéis de aorta permaneceram por um periodo de quarenta
e cinco minutos para estabilizagdo, sob uma tenséo inicial de 1g, no qual se manteve
ao longo de todo o experimento, com a troca da solugao nutriente e ajuste da tensao
guando necessario. E em seguida, administrou-se KCI (Cloreto de Sédio, 75mM) para
comprovar a viabilidade das artérias. E tracaram-se as curvas concentracao efeito a

fenilefrina, na presenca ou auséncia dos inibidores enzimaticos: N-nitro-L-arginine
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methyl ester (L- NAME - inibidor da sintese de 6xido nitrico). A seguir serdo detalhados
0s protocolos efetuados:

a) Avaliacdo da resposta vasoconstritora a fenilefrina dos animais submetidos a
obesidade experimental: ApGs a retirada dos anéis de aorta, conforme
metodologia anteriormente descrita, aguardamos um periodo de 45 min para a
estabilizacdo da preparacéo. Foi induzida uma contragcdo com KCI (75 mM) em
cada animal dos grupos estudados. A seguir, apds a renovacao da solucéo da
cuba, foi feita uma curva concentragdo-resposta a fenilefrina (10-9 a 3X10-4
M), de maneira cumulativa, em concentracfes crescentes. Antes e apos 0
bloqueio com L-NAME (100 mM) nestes experimentos o endotélio foi mantido

intacto.

b) Avaliacdo da resposta vasodilatadora a acetilcolina dos animais submetidos a
obesidade experimental: A funcdo endotelial foi avaliada nos animais através
do relaxamento induzido pela acetilcolina. Apds a retirada dos anéis de aorta,
conforme metodologia anteriormente descrita, aguardamos um periodo de 45
min para a estabilizacdo da preparacao. Logo, foi induzida uma contragédo com
KCI (75 mM). Apés a renovagdo da solugdo da cuba, os anéis de aorta foram
pré- contraidos com fenilefrina, em uma concentracdo capaz de induzir
aproximadamente 50% da resposta maxima induzida pelo KCI (75 mM). Uma
vez obtido um platd, foram realizadas as curvas concentracdes-respostas

cumulativas, a acetilcolina (10-11 a 3x10-5 M).

h. Anélise estatistica
Os dados foram expressos como Média EPM. A andlise estatistica foi realizada
através do método de Analise de Variancia (ANOVA) com pos-hoc de Tukey. As

significancias estatisticas fixadas em p<0,05 e p<0,01.
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RESULTADOS

a) Avaliacdo de ganho de peso dos ratos tratados com glutamato
monossoédico para ainducao de obesidade e o tratamento com propolis.
A Figura 1 apresenta a evolucéo do ganho de peso dos animais utilizados no
estudo durante as semanas de tratamento. Observamos um aumento
progressivo do peso corporal em todos os grupos estudados ao longo das 4, 5
e 6 semanas de tratamento, conforme a Tabela 1. Todos o0s grupos de animais
tiveram aumento significativo de peso corporal na 6 semana de tratamento,

exceto 0 grupo que recebeu o extrato de prépolis (MSG+PV).

@ 1001
™
L = 4 semana
g' L o . ) =3 5 semana
o — E3 6 semana
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=]
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SAL SAL+PV MSG MSG+PV

Figura 1 Representacéo gréafica dos do peso corporal total de ratos wistar machos induzidos a
obesidade por Glutamato monossodico controle e obesos tratados com propolis verde ou alcool a
11%. ** Aumento brusco de peso entre 4° semana e 6 semana, * aumento de peso significativo entre semana 4 e

6.
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4 SEMANA 5 SEMANA 6 SEMANA
Animais Média SEM N Média SEM N Média SEM N
SAL 22.020 2.822 10 23.030 | 2.981 10 46.670 | 3.884 10
SAL+PV 22.090 2.792 10 30.030 | 3.292 10 42.004 | 5.748 10
MSG 20.550 1.197 10 31.550 2.679 10 39.480 3.358 10
MSG+PV 13.680 3.055 10 19.260 3.412 10 24.420 6.153 10

Tabela 1 : Valores do peso corporal de ratos tratados com glutamato monossédico (MSG), tratados
com glutamato monossadico e propolis (MSG+PV), ratos controle (SAL) e ratos controle tratados com
prépolis (SAL+PV).

b) Avaliacdo da distribuicdo das gorduras intravisceral, gordura
extravisceral e gordura total nos animais induzidos a obesidade e
tratados com o extrato de prépolis verde.

A figura 2 apresenta os valores médios das gorduras intravisceral (a) e
extravisceral (b) assim como o peso das gorduras totais (c) nos dois grupos de
animais induzidos a obesidade. Podemos observar que apds o tratamento com
o extrato de prépolis verde, houve diminuicao significativa das gorduras totais,
acompanhado pela diminuicdo da gordura extravisceral ao compararmos com

os animais induzidos a obesidade que receberam veiculo (salina).
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Figura 2. Representacao gréfica dos valores médios da gordura visceral, extravisceral e total de ratos
wistar induzidos a obesidade por Glutamato monossédico controle e obesos tratados com proépolis
verde,. ANOVA e pos-hoc Tukey. p<0,05. * Diminuicdo de gordura extra visceral quando comparado
aos nao tratados com prépolis, ** Diminuicdo de gordura total quando comparado aos nao tratados
com propolis.
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c) Avaliacdo da glicemia plasmatica de ratos Wistar induzidos a obesidade,
submetidos ao tratamento crénico com extrato de prépolis verde.

A figura 3 apresenta os valores médios de glicemia plasmatica dos grupos estudados
apos 3 semanas de tratamento com propolis verde. Observamos o aumento dos
valores deste parametro nos animais controle (SAL+PV) quando comparados aos que
ingeriram veiculo (SAL). E que os valores dos animais induzidos a obesidade
(MSG+PV) foram menores quando comparados aos animais do grupo controle
(SAL+PV).

2101
* mm SAL (n=6)
180
## mm SAL+PV (n=6)
150 e
== 3 MSG (n=6)
120+ =9 MSG+PV (n=6)

W o w
o o o
1 1 1

Glicose plasmatica (mg/dL)

0_
Figura 3. Representagdo gréfica dos valores médios da glicose plasmatica de ratos wistar machos
induzidos a obesidade por Glutamato monossdadico controle e obesos tratados com prépolis verde ou
alcool a 11%. ANOVA e os-hoc Tukey. *p<0,05 vs SAL e #p<0,05 vs SAL+PV.## Diminuicdo de glicose
plasmética do grupo obeso tratado (MSG+PV) em relacédo ao controle tratado (SAL+PV)

d) Avaliacdo do colesterol total plasméatico de ratos Wistar induzidos a
obesidade, submetidos ao tratamento crénico com extrato de propolis verde.

A figura 4 apresenta os valores médios de colesterol plasmatico dos grupos
estudados. Observamos que houve aumento significativo no colesterol plasmatico dos
animais obesos (MSG) que foi reduzida apés o tratamento do extrato de prépolis
(MSG+PV). Houve reducao dos niveis de colesterol dos animais controle (SAL+PV)
apos o tratamento com o extrato de propolis verde quando comparado ao ao grupo
SAL.

1504
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$5 = SAL+PV (n=6)
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Colesterol plasmatico (mg/dL)

Figura 4. Representagdo grafica dos resultados do colesterol plasmatico de ratos wistar machos
induzidos a obesidade por glutamato monossaédico controle e obesos tratados com propolis verde ou
alcool a 11%. ANOVA e Pos-hoc Tukey. ** p<0,01 vs SAL - ## p<0,01 vs MSG - $3$ p<0,01 vs SAL

## Diminuicdo de colesterol plasmatico do grupo obeso tratado (MSG+PV) em relagdo ao grupo nao
tratado $$ (MSG). *Também houve Diminui¢do do grupo tratado controle (SAL+PV) em relacdo ao
grupo controle néo tratado (SAL).
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e) Avaliacdo do TGO/AST e TGP/AST plasmatico de ratos Wistar induzidos a
obesidade, submetidos ao tratamento crénico com extrato de propolis verde
(Baccharis dracunculifolia).

A figura 5 A e B apresentam os valores médios das enzimas hepaticas: TGO/AST e
TGP/AST. Estas sao enzimas presentes nas células do figado (hepatdcitos) e que sao
liberadas no sangue em consequéncia de lesdo hepatica de naturezas diversas. A
elevacdo dessas enzimas € a anormalidade mais comumente encontrada em rotina
de testes hepaticos, tornando-se, por isso, marcador Uutil para diagnéstico e
monitoramento das doencas do figado. Observamos na 5A que houve alteracéo nos
valores do TGO/AST plasmatico dos animais induzidos a obesidade (MSG) quando
comparados aos valores do grupo controle (SAL)

Ja a figura B mostra os valores médios da TGP/AST plasmatica dos animais
submetidos ao tratamento com extrato da propolis verde quando comparados aos
valores do grupo controle, tanto para os animais obesos quanto para os animais
controles.Nao houve alteracdo deste parametro apds o tratamento com prépolis.
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Figura 5A e 5B. Representacao grafica dos resultados do TGO/AST plasmatico de ratos wistar
machos induzidos a obesidade por glutamato monossodico controle e obesos tratados com proépolis
verde ou alcool a 11%. ANOVA e pos-hoc de Tukey. ##p<0,01. vs SAL

f) Avaliacdo da Creatinina e Uréia plasméatica de ratos Wistar induzidos a
obesidade, submetidos ao tratamento crénico com extrato de propolis verde.

A Figura 6 mostra os valores médios da creatinina plasmatica dos grupos SAL (n=6),
SAL+PV (n=6) , MSG(n=6), e MSG+PV(n=6). Observamos que n&o houve alteracao
significativa na creatinina plasmatica dos animais submetidos ao tratamento com
extrato da prépolis verde quando comparados aos valores do grupo controle, tanto
para 0s animais obesos quanto para os animais controles.
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Figura 6. Representacdo grafica dos resultados da creatinina plasmatica de ratos wistar machos
induzidos a obesidade por glutamato monossadico controle e obesos tratados com prépolis verde ou
alcool a 11%.

Concentragéo SAL (N=5) SAL+PV (N=5) MSG (N=5) MSG+PV (N=5)
plasmética
Creatinina 44,4+2,83 45,8+2,49 36,6+2,20 38,4+2,03
(mg/dL)
Uréia (mg/dL) 0,57+0,01 0,57+0,02 0,58+0,01 0,57+0,01

TABELA 2: Valores dos dados bioquimicos referentes a fungéo renal dos ratos induzidos a obesidade
por MSG e submetidos ao tratamento com o extrato de Propolis Verde.

e) Avaliacdo da resposta vascular a fenilefrina na aorta de ratos induzidos a
obesidade com bloqueio de sintese de 6xido nitrico (L-NAME) e ap6s o

tratamento com o extrato de propolis verde.

A resposta maxima (RMax) e a sensibilidade (pD2) a fenilefrina ndo foram alteradas
entre 0s grupos estudados MSG e MSG+PV respectivamente. Tendo em vista uma
possivel participacdo do endotélio vascular na modulagéo da resposta constritora e a
influéncia do éxido nitrico (NO) na resposta a fenilefrina, os anéis adérticos com o
endotélio integro foram pré-incubados com L-NAME, inibidor da sintese de NO. antes
da realizacdo de doses crescentes cumulativas de fenilefrina. Observamos que apos
o0 pré-tratamento com L-NAME (100puM) néo houve diferenca significativa em relagao
a RMax, mas a sensibilidade a fenilefrina (pD2) foi significativamente maior no grupo
tratado com o extrato de propolis apés o bloqueio com o L-NAME quando comparado
ao MSG+PV (Tabela 3).
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Figura 7 A: mostra a curva cumulativa induzida por doses crescentes pela fenilefrina em anéis de aorta
de ratos induzidos a obesidade e tratados com o extrato de Prépolis verde (100 mg/kg. 3x/semana/3
semanas) ou com veiculo (alcool. 11%) cujo endotélio vascular permaneceu integro. * Sensibilidade a
fenilefrina aumentada nos animais tratados e com sintese de NO blogqueada (MSG+PV(PHE+L-NAME))
contra animais obesos nédo tratados e com NO bloqueada (MSG(PHE+L-NAME)).

Animais Média SEM N
MSG (Phe) 95.365 | 9.731 6
MSG (Phe-LN) 113.008 | 14.540 6
MSG+PV (Phe) 89.670 | 8.383 6
MSG+PV (Phe-LN) 102.643 | 9.340 6

Tabela 3 : Resposta maxima (RMax) e sensibilidade (pD2) induzidas por doses crescentes cumulativas
a fenilefrina, obtidas de anéis de aorta toracica com o endotélio preservado. Dados expressos em média
+ desvio padrdo. Andlise de variancia (ANOVA) two way e poés-teste de Tukey. p<0,05 diferencas
significativas em relacdo ao Controle

f) Avaliacdo da resposta vascular a acetilcolina na aorta de ratos induzidos a
obesidade com bloqueio de sintese de 6Oxido nitrico (L-NAME) e ap6s o
tratamento com o extrato de propolis verde.

e Em relacéo ao relaxamento induzido pela acetilcolina em aorta dos animais

induzidos a obesidade e tratados com o extrato de propolis verde (Figura 7B),
22



observamos que a acetilcolina reduziu de maneira concentracao dependente a
contracdo dos anéis de aorta induzidas pela fenilefrina (10+ M). Observamos
também, que ndo houve alteracao significativa na resposta maxima (RMax) e
a sensibilidade a acetilcolina (pD2) entre os grupos estudados, MSG e
MSG+PV respectivamente (Tabela 4). Por outro lado, houve diferenca
significativa em relag&o resposta maxima (RMax) da curva dos animais tratados
com o extrato de prépolis (MSG+PV- L-NAME) ap6s o bloqueio da sintese de
NO (L-NAME) em relacdo ao seu controle (MSG- L NAME). A sensibilidade
(pD2) das curvas nao foi alteradas entre os grupos estudados MSG e MSG+PV
respectivamente, antes e apds o bloqueio com o inibidor da sintese do NO.

B
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LT -& MSG (ACh - LNAME) n=7
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Figura 7B : Curva concentracdo-efeito induzida por doses crescentes de acetilcolina (10-11 a 3x10-5
M)obtidas em anéis de aorta com endotélio preservado (E+) e apés o bloqueio da sintese éxido nitrico
(L-NAME, 100uM) de ratos induzidos a obesidade e tratados com extrato de prépolis verde (100 mg/kg,
gavage) 3 vezes na semana durante 3 semanas. Dados expressos como média + EPM. Andlise de
variancia (ANOVA) two way e pos-teste de Tukey. ## Relaxamento do anel adrtico diminuida no grupo
tratado e com sintese de NO bloqueada(MSG+PV(ach- LNAME)) em relacdo aos animais obesos nao
tratados também com sintese de NO bloqueada (MSG(ach-LNAME).
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Animais Média |[SEM |N
MSG(ACh) -9.092 | 0.218 | 7
MSG + PV(ACh-LN) | -8.373 | 0.294 | 7
MSG+PV(ACh) -8.672 | 0.252 | 7
MSG+PV(ACh-LN) -9.702 1 0.329 | 7

Tabela 4 : Resposta maxima (RMax) e sensibilidade (pD2) induzidas por doses crescentes cumulativas
a acetilcolina, obtidas de anéis de aorta toracica com o endotélio preservado. Dados expressos em
média + desvio padrdo. Analise de variancia (ANOVA) two way e pos-teste de Tukey. #p<0,05
diferencas significativas em relacdo ao Controle.
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DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostram que em relacdo ao peso corporal dos
animais, houve aumento significativo deste parametro ao longo das trés semanas de
tratamento com o extrato de propolis entre os grupos estudados. Mas, ao observarmos
0 ganho de peso dos animais MSG+PV na sexta semana de tratamento, ndo houve
aumento nestes animais, quando comparado com 0s outros grupos. Esta redugéo no
ganho de peso foi apresentada com os dados que corroboram com estes resultados,
pois a diferenca no acumulo de gordura dos MSG+PV foi menor apds o tratamento
com extrato de prépolis, diminuindo a quantidade de gordura total e extra visceral em
relacdo aos controles (KOYA-MIYATA,2009).

Importante ressaltar, que a dose utilizada neste estudo, 100 mg/kg, via oral ndo alterou
0s parametros de metabolizacdo e excrecdo nos animais estudados. Observamos que
ndo houve mudanca significativa nos valores das enzimas hepéticas (TGO/AST e
TGP/ALT) e nos parametros de excrecao renal (creatinina e uréia plasmatica) em
relacdo aos controles, indicando que o uso do extrato de prépolis foi seguro e nao
promoveu danos renais ou hepaticos (BATISTA et al.,2012).

Em relacdo aos dados bioquimicos observados neste estudo podemos ressaltar que
o tratamento com o extrato de propolis diminuiu os valores plasméticos do colesterol
total nos animais obesos, indo de encontro com estudos como o de ALBOKHADAIM
(2015), mostrando que em ratos tratados com prépolis, marcadores de colesterol
diminuiram principalmente LDL, sendo HDL ficando estavel.

E em relacdo a glicemia plasméatica o tratamento ndo promoveu reducdo destes
valores nos animais obesos. Mas, por outro lado, houve um aumento deste parametro
nos animais controle apds o tratamento, indo contra estudos como o de H.U.FULIANG
(2005) em que a glicemia dos animais diminuia com o uso da prépolis.

Em relacdo aos parametros vasculares, nosso estudo mostra que 0Ss vasos
sanguineos dos animais tratados com Propolis Verde, foram estimulados por meio de
doses crescentes de substancias constritora (fenilefrina - via estimulacéo do receptor
alfa-1) ou vasodilatadora (acetilcolina - via estimulacdo de receptores muscarinicos
M3), antes e apos o blogueio da enzima da sintese de oxido nitrico (NO sintase), o L-

NAME. Os nossos resultados mostram que avaliagéo da reatividade vascular apos o
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tratamento com prépolis ndo promoveu alteragcdes na respostas avaliadas, contracédo
ou relaxamento, mas apoés o blogueio da sintese da enzima NO-sintase observamos
qgque houve aumento na sensibilidade da resposta contratil a fenilefrina, com o
deslocamento da curva para a esquerda. Quanto a resposta vasodilatadora, houve
bloqueio total desta resposta apenas nos animais tratados com o prépolis, sugerindo
fortemente que a expressdo do oxido nitrico, substancia capaz de modular a resposta
do masculo liso vascular, via estimulacdo de células endoteliais pode estar sendo
influenciada pela acdo do extrato de prépolis.

Durante o processo inflamatério € desencadeado pela liberagcdo de mediadores
quimicos originarios dos tecidos lesados, do endotélio vascular e das células
inflamatorias (RANKIN 1996; SERHAN; CHIANG, 2004). Dentre os principais
mediadores do processo inflamatério identificados, encontram-se: aminas vasoativas
(histaminas e serotonina), eicosanoides (metabdlitos do &cido araquidbnico -
prostaglandinas e leucotrienos), fator agregacdo plaquetaria (PAF), citocinas
(interleucinas e TNFa), cininas (bradicinina) dentre outros (CZERMAK et al, 1998;
OHISHI, 2000). Estudos demonstraram que a prépolis verde do Brasil, oriunda da
regido sudeste, apresentou efeito neuroprotetor in vitro e in vivo contra o dano
neuronal induzido por evento isquémico inflamatério. Esse efeito foi claramente
dependente da atividade antioxidante do extrato da prépolis brasileira (SHIMAZAWA
et al, 2005). Dados descritos na literatura utilizando-se da propolis obtida no sul do
Brasil, mostram resultados com efeito anti inflamatério por mecanismo associado a
reducdo da producéo de prostaglandina E2 e da inibicdo da producao de 6xido nitrico,
resultando na resisténcia vascular. (PAULINO et |, 2005)
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CONSIDERACOES FINAIS

A prépolis verde pode ser um possivel agente efetivo para combater as consequéncias
da obesidade principalmente se utilizada no inicio de seu desenvolvimento, podendo
induzir efeitos positivos no combate as inflamacfes e seus agravos, possibilitando
uma melhora da saude geral e protecéo cardiovascular. Foi levantado a hipétese que
a propolis teria interagdo com o metabolismo de forma que diminuisse a absorgao de
gordura e no presente estudo foi verificado que os animais que receberam prépolis

tiveram uma diminuicdo no peso comparada ao grupo controle.
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