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Impacto potencial desta pesquisa

A presente dissertacdo possui relevante impacto social ao abordar a obesidade, uma
condicdo de alta prevaléncia e reconhecida como um grave problema de salde publica,
intimamente relacionada a diversas comorbidades metabolicas e inflamatorias. Ao investigar os
efeitos do cha de hibisco sobre o tecido prostatico e parametros metabolicos e inflamatorios em
um modelo experimental de obesidade, o estudo contribui para o avango do conhecimento
cientifico acerca do potencial terapéutico de substancias naturais e de baixo custo, que podem
representar alternativas complementares as estratégias convencionais de prevencdo e tratamento
da obesidade e de suas complicagoes.

Os resultados obtidos podem servir de base para futuras pesquisas clinicas que avaliem
a aplicabilidade do chéa de hibisco em humanos, incentivando o uso racional de fitoterapicos e
promovendo o dialogo entre a medicina tradicional e a ciéncia moderna. Além disso, o estudo
reforga a importancia da investigagdo dos efeitos sisttmicos da obesidade, incluindo suas
repercussdes sobre o6rgdos ndo tradicionalmente relacionados ao metabolismo energético,
como a préstata. Dessa forma, esta dissertacdo contribui ndo apenas para a formacao cientifica
e académica, mas também para o desenvolvimento de praticas de saude mais integradas,

sustentveis e voltadas ao bem-estar da populagéo.

Social Impact of the Research

This dissertation has a significant social impact by addressing obesity, a highly
prevalent condition recognized as a serious public health problem, closely associated with
various metabolic and inflammatory comorbidities. By investigating the effects of hibiscus tea
on prostatic tissue and metabolic and inflammatory parameters in an experimental model of
obesity, this study contributes to advancing scientific knowledge regarding the therapeutic
potential of natural and low-cost substances that may represent complementary alternatives to
conventional strategies for the prevention and treatment of obesity and its complications.

The results obtained may serve as a foundation for future clinical studies evaluating the
applicability of hibiscus tea in humans, encouraging the rational use of phytotherapeutic agents
and promoting dialogue between traditional medicine and modern science. Furthermore, this
study reinforces the importance of investigating the systemic effects of obesity, including its
impact on organs not traditionally associated with energy metabolism, such as the prostate.
Thus, this dissertation contributes not only to scientific and academic development but also to

the promotion of more integrated, sustainable, and population-oriented health practices.



A&y  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp™

ATA DA DEFESA PUBLICA DA DISSERTAGAO DE MESTRADO DE JOSE HENRIQUE CAPELARI
DA COSTA, DISCENTE DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIRURGIA E MEDICINA
TRANSLACIONAL, DA FACULDADE DE MEDICINA - CAMPUS DE BOTUCATU.

Campus de Botucatu

Aos 28 de novembro de 2025, as 9h, no(a) Solario da Divisdo de Urologia, realizou-se a
defesa de DISSERTAGAO DE MESTRADO de JOSE HENRIQUE CAPELARI DA COSTA,
intitulada AVALIACAO DOS POTENCIAIS EFEITOS DO HIBISCUS SABDARIFFA NAS
ALTERACOES MORFOLOGICAS DA PROSTATA INDUZIDA PELA OBESIDADE:
MODELO EXPERIMENTAL EM RATOS. A Comissdao Examinadora foi constituida pelos
seguintes membros: Prof. Dr. PAULO ROBERTO KAWANO (Orientador(a) - Participagao
Presencial) do(a) Departamento de Especialidades Cirtrgicas e Anestesiologia / UNESP /
Campus de Botucatu - FMB, Profa. Dra. JULIANY GOMES QUITZAN (Participagdo Presencial)
do(a) Departamento de Cirurgia Veterinaria e Reprodugdo Animal / UNESP / Campus de
Botucatu - FMVZ, Profa. Dra. NATALIA BARALDI CUNHA (Participagdo Presencial) do(a)
Instituto de Cancer de Bauru, Ap6s a exposigao pelo mestrando e arguigao pelos membros
da Comissdo Examinadora que participafam do gde forma presencial e/ou virtual, o
discente recebeu o conceito final:_ AI/LM‘/ZZ_'T_. Nada mais havendo, foi lavrada a

presente ata, qe apd

lida e aprtyada, foi assinada pelo(a) Presidente(a) da Comissdo

Examinadora.

Faculdade de Medicina - CAmpus de Botucatu
Av.: Prof, Mério Rubens Guimardes Monlenegro, s/n®, 18618687
http/Awww.fmb.unesp.br/pgemt - CNPJ: 48,031,918/0019-53.



Dedicatoria

Dedico este trabalho a Deus, a minha familia, amigos e professores.

Entrega ao Senhor tudo o que vocé faz, e os teus planos serdo estabelecidos
(Provérbios 16:3).

Que esta passagem biblica inspire e reflita a minha profunda gratiddo a todos que
contribuiram para a realizacdo desta pesquisa. Esta dissertacdo é também uma homenagem a
todos que ofereceram apoio intelectual, emocional e pratico, reconhecendo que o
conhecimento cientifico € construido coletivamente. A cada orientacdo, incentivo e

contribuicdo recebida ao longo desta jornada, deixo meu sincero agradecimento.



Agradecimentos

A realizagdo desta dissertacdo foi possivel gragas ao apoio e a contribuicdo de diversas
pessoas, a quem expresso minha mais profunda gratidao.

Primeiramente, a Deus que nos guia em todas as nossas a¢es e caminhos e a minha
familia. A minha amada esposa, Larissa Zambuzi, pelo amor, paciéncia e suporte
incondicional em todos os momentos desta jornada. A minha amada filna Helena, que
representa 0 mais puro amor e me trouxe felicidade em todos os momentos. Aos meus pais,
Rosi Capelari e José Carlos da Costa, que me ensinaram o valor da dedicacdo e da
perseveranca e, sempre acreditaram e me guiaram em minha trajetéria. Ao meu irméo Luiz
Carlos Capelari pelos votos de apoio sempre.

Agradeco ao Prof. Dr. Paulo Kawano, que além de pilar fundamental de todo
projeto, € um exemplo para mim como profissional e um grande preceptor dessa grande parte
da minha vida, chamada Urologia. Estendo meu agradecimento a todos 0os meus preceptores
da saudosa Divisdo da Urologia — UNESP e amigos residentes que participaram ativamente
na minha formacao.

A Dra. Daniela da Divisdo de Patologia que me ajudou nas leituras das laminas,
empenhando tempo de estudo e trabalho. Assim como agradeco aos alunos da graduagédo Yuri
Oliveira Fernandes e Thiago Fugita que me auxiliaram nas andlises e leitura das laminas.

Um agradecimento especial a P6s-Graduacdo, nas pessoas da Sra. Marcia Piagentini
Cruz (secretaria) e a coordenadora do Programa, a Professora Associada Patricia Pintor
dos Reis, que nos forneceram 0s recursos e o estimulo necessarios para a realizacdo deste
trabalho.

Por fim, aos amigos, colegas e familiares que, de diversas formas, me incentivaram e
apoiaram durante todo o processo, minha eterna gratiddo. Cada um de vocés desempenhou um
papel fundamental na conclusdo desta etapa tdo importante de minha vida.

Obrigado.



RESUMO

Introducdo: A obesidade esté associada a diversas comorbidades, como alteragdes da funcéao
renal, doencas cardiovasculares, hipertensdo e dislipidemias, bem como a alteragdes
prostaticas. Excesso de tecido adiposo e o estado inflamatério crénico de baixo grau
caracteristico da obesidade podem contribuir para modificacBes estruturais e funcionais da
préstata, incluindo alteragdes no estroma e no epitélio glandular, além de possivel influéncia
no desenvolvimento de condi¢cBes como a hiperplasia prostatica benigna. Dentre as possiveis
formas de tratamento e/ou prevenc¢do, o uso de plantas medicinais, como o cha de Hibiscus
sabdariffa, vem sendo estudado, tanto por seus potenciais efeitos benéficos sobre a lipemia
quanto por sua possivel atuacdo na atenuacgdo dos efeitos sistémicos e teciduais da obesidade
como um todo.

Objetivo: Avaliar os efeitos sisttmicos do cha do Hibiscus sabdariffa (HS) e no tecido
prostatico de ratos Wistar, em um modelo experimental de obesidade induzida por dieta
palatavel hiperlipidica (DPH).

Metodologia: Foram estudados 48 ratos Wistar, machos, divididos em 4 grupos (n=12): G1
(controle): animais alimentados com racdo comercial e ingestdo de agua; G2: dieta comercial
e ingestdo de cha de HS; G3: DPH e 4gua e G4: DPH e HS. Os animais receberam as dietas e
0 cha durante 16 semanas ad libitum, sendo pesados semanalmente e avaliados quanto a
ingestdo alimentar e liquida. Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados para
coleta de sangue (destinado a andlise bioguimica, hormonal e quantificacdes das principais
citocinas inflamatorias) e da préstata, para analise das alteracbes histoldgicas e
histomorfométricas.

Resultados: Os animais suplementados com DPH (G3 e G4) apresentaram ganho de peso
expressivo (616,2 e 591,8g) quando comparados ao controle (493,2g; p<0,05), sendo mais
evidente em G3. A taxa de depuracdo da creatinina de urina de 24 horas (16 semana) mostrou
uma diminuicdo significativa no G3 em relacdo a G1 (1,34 x 2,69 e 2,66ml/kg/min,
respectivamente), porém se manteve inalterada nos grupos que receberam o cha de hibisco. A
dosagem da testosterona sérica ndo demonstrou diferenca entre os grupos, enguanto que a
analise dos eletrélitos séricos evidenciou apenas elevacdo do s6dio em G4 em relacdo ao
controle (142,15 x 138,23 mEQ/L, respectivamente). A avaliacdo do perfil lipidico evidenciou
reducdo expressiva da fracdo LDL do colesterol e das triglicérides em G2 quando comparado
ao controle (5,0 x 7,5 e 46,3 x 83,2mg/dL; respectivamente; p<0,05). Dentre as citocinas
inflamatorias avaliadas observou-se aumento expressivo da leptina nos grupos inducdo de
obesidade (G3 e G4) além de redugdo dos niveis séricos da IL-1a_nos animais que receberam
0 cha, particularmente em G4. A analise histomorfométrica revelou aumento no volume
nuclear em G3 e G4, além da reducdo da espessura do epitélio em relacdo a G1. Todos 0s
grupos exibiram reducdo da area do intersticio quando comparados ao controle.

Conclusao: O modelo experimental de obesidade em ratos foi capaz de promover alteragoes
bioquimicas e inflamatdrias sistémicas, aléem induzir variagdes estruturais na prostata desses
animais. O cha de hibisco apresentou varios efeitos benéficos nos parametros avaliados,
mesmo em animais em situacdo de ndo obesidade, apenas nao foram suficientes para reverter
ou prevenir integralmente as alteracdes morfologicas e funcionais induzidas pela obesidade
neste modelo de estudo.

Palavras-chave: rato; obesidade; Hibiscus; prostata.



ABSTRACT

Introduction: Obesity is associated with several comorbidities, such as impaired renal
function, cardiovascular diseases, hypertension, and dyslipidemia, as well as prostatic
alterations. Recent evidence indicates that excess adipose tissue and the chronic low-grade
inflammatory state characteristic of obesity may contribute to structural and functional
changes in the prostate, including modifications in the stromal and glandular epithelial
compartments, and may also influence the development of conditions such as benign prostatic
hyperplasia. Among the possible strategies for treatment and/or prevention, the use of
medicinal plants, such as Hibiscus sabdariffa tea, has been investigated both for its potential
lipid-lowering effects and for its possible role in attenuating the systemic and tissue-level
consequences of obesity as a whole.

Objective: To evaluate the systemic effects of Hibiscus sabdariffa (HS) tea and its impact on
the prostatic tissue of Wistar rats, using an experimental model of obesity induced by a
palatable high-fat diet (HFD).

Methodology: Forty-eight male Wistar rats were studied, divided into four groups (n=12): G1
(control): animals fed a commercial diet and given water; G2: commercial diet and HS tea;
G3: HFD and water; and G4: HFD and HS tea. The animals received their respective diets and
tea ad libitum for 16 weeks, being weighed weekly and evaluated for food and fluid intake. At
the end of the experiment, the animals were euthanized for blood collection (for biochemical,
hormonal, and inflammatory cytokine analyses) and prostate collection (for histological and
histomorphometric evaluations).

Results: Animals supplemented with HFD (G3 e G4) showed a significant weight gain (616.2
and 591.8 g) compared to the control group (493.2 g; p<0.05), more evident in G3. The 24-
hour urine creatinine clearance rate (16th week) showed a significant decrease in G3
compared to G1 (1.34 vs. 2.69 and 2.66 mL/kg/min, respectively), but remained unchanged in
the groups that received HS tea. Serum testosterone levels showed no significant differences
between groups, while serum electrolyte analysis revealed only an increase in sodium levels
in G4 compared to the control (142.15 vs. 138.23 mEq/L, respectively). Lipid profile
assessment showed a significant reduction in LDL cholesterol and triglycerides in G2
compared to the control (5.0 vs. 7.5 and 46.3 vs. 83.2 mg/dL, respectively; p<0.05). Among
the inflammatory cytokines analyzed, a marked increase in leptin was observed in the obesity-
induced groups (G3 and G4), along with a reduction in serum IL-1a levels in the groups
receiving HS tea, particularly G4. Histomorphometric analysis revealed increased nuclear
volume in G3 and G4, as well as a reduction in epithelial thickness compared to G1. All
groups showed a reduction in interstitial area compared to the control.

Conclusion: The experimental model of obesity in rats was able to induce systemic
biochemical and inflammatory alterations, in addition to promoting structural changes in the
prostate of these animals. Hibiscus sabdariffa tea showed several beneficial effects on the
evaluated parameters, even in non-obese animals; however, these effects were not sufficient
to fully reverse or prevent the morphological and functional alterations induced by obesity in
this study model.

Keywords: rat; obesity; Hibiscus; prostate.
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1. INTRODUCAO

Em linhas gerais, a obesidade se caracteriza pelo excesso de gordura corporea, que
pode ser desencadeada por erros no metabolismo e/ou na utilizacdo dos nutrientes. Da mesma
forma, pode ser decorrente ainda de um balango energético positivo, que ocorre quando o
valor caldrico ingerido é superior ao gasto, resultando em aumento dos estoques de energia e
do peso corporal. O inicio da manutencdo de um balanco calérico positivo relativo pode ser
consequéncia tanto de aumento na ingestéo calorica, como da reducdo do total calorico gasto,
ou mesmo dos dois fatores combinados®

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) define sobrepeso e obesidade em adultos,
respectivamente, como um indice de massa corporal (IMC) maior ou igual a 25 kg/m?2 e maior
ou igual a 30 kg/m2, com base no calculo de peso corporal dividido pela altura ao quadrado.
Segundo estimativas mais recentes, em 2022 cerca de 43% dos adultos em todo o mundo
estavam com sobrepeso, dos quais aproximadamente 16% eram classificados como obesos, e
a prevaléncia global de obesidade mais do que dobrou desde 1990. Em termos absolutos,
cerca de 2,5 bilhdes de adultos tinham excesso de peso em 2022, incluindo mais de 890
milhdes vivendo com obesidade, o que reforca a obesidade como um importante desafio de
salide publica mundial?. Notoriamente, nas duas ultimas décadas a prevaléncia da obesidade
tem aumentado em um ritmo alarmante, tanto nos paises de primeiro mundo quanto naqueles
em desenvolvimento, sendo considerado um problema epidemiolégico global. Como fato
ainda mais agravante, esta mesma tendéncia tem sido observada também entre a populacdo
infantil®.

Atualmente, a obesidade é compreendida ndo como uma desordem singular, mas como
uma condicdo multifatorial resultante da interacdo entre fatores genéticos, ambientais e
comportamentais, que culminam no fenétipo obeso. Nesse contexto, a obesidade central (OC),
caracterizada pelo acimulo predominante de tecido adiposo visceral na regido abdominal, é
considerada metabolicamente mais nociva do que a obesidade generalizada, uma vez que esse
compartimento adiposo apresenta maior atividade enddcrina e metabodlica. O tecido adiposo
visceral atua como um 0Orgéo secretor de adipocinas e citocinas pré-inflamatorias, como TNF-
a, IL-6 e leptina, promovendo um estado inflamatdrio cronico de baixo grau, alem de
contribuir para resisténcia a insulina, dislipidemia e disfuncdes no metabolismo da glicose.
Ademais, o aumento do fluxo de &cidos graxos livres para a circulacdo portal favorece

alteracOes hepaéticas e intensifica o desequilibrio metabolico sistémico. A adocgdo de hébitos
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alimentares inadequados, com elevado consumo de gorduras e dietas hipercaléricas, associada
a reducdo da atividade fisica, contribui de forma significativa para o balanco energético
positivo, favorecendo o acumulo de gordura visceral e a progressdo das alteracdes
metabdlicas associadas a obesidade.*

Estudos recentes tém demonstrado que a obesidade, frequentemente, esta associada a
diversas doencas crbnicas ndo transmissiveis como hipertensdo arterial, hipercolesterolemia,
hiperlipidemia, doencas cardiovasculares®, alteracGes renais', hepatopatias®, entre outras.
Outros disturbios metabolicos tipicos dos individuos obesos incluem a obesidade central,
baixos niveis de colesterol de alta densidade (high-density lipoprotein — HDL), niveis
elevados de triglicérides, colesterol total e sua fracdo de baixo peso molecular (low-density
lipoprotein — LDL) e hipertensdo arterial que, quando presentes em associagdo, recebem a
designacdo de Sindrome Metabdlica®.

Paralelamente, a crescente incidéncia de diabetes, obesidade e sindrome metabdlica
(SM) tem sido acompanhada de um claro aumento nas complicac@es urolégicas’. A obesidade
e a SM ja foram estabelecidas como fatores de risco comuns para sintomas do trato urinario
inferior (lower urinary tract simptoms — LUTS), incluindo bexiga hiperativa, incontinéncia
urinaria e alteracdes prostaticas como a hiperplasia prostatica benigna e o cancer de proéstata,
entre outros®101112,

A hiperplasia prostatica benigna (HPB) é uma das condi¢cdes médicas mais comuns
entre homens com mais de 50 anos, mas suas relacdes com estilo de vida e fatores
demogréaficos ndo foram completamente esclarecidas. Muitas sdo as hipdteses sugeridas para
justificar os efeitos da obesidade em pacientes com HPB, onde a obesidade causaria aumento
da presséo intravesical, potencialmente exacerbando ou piorando os sintomas da HBP. Outro
mecanismo sugerido é de que o aumento da atividade nervosa simpatica observada em
pacientes portadores de obesidade do tipo central poderia influenciar no desenvolvimento de
HBP e agravar os sintomas obstrutivos urinarios neste grupo de pacientes!®. Outra hipétese
proposta é que a OC, atraves da instalacdo de um processo inflamatério cronico e da ativacéo
do estresse oxidativo, contribuiria para a isquemia tecidual e consequente instalacdo de um
ambiente intra-prostatico favoravel ao desenvolvimento da HPB2,

Evidéncias recentes e diretrizes clinicas atuais reconhecem que fatores metabolicos e
comportamentais, incluindo a obesidade — especialmente em sua forma central — estdo
associados ao maior risco e a piora dos sintomas do trato urinario inferior atribuidos a

hiperplasia prostatica benigna (HPB). Nesse contexto, a obesidade central é considerada um
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fator relevante na apresentagdo clinica da doenca, reforcando a importancia de estratégias de
prevencdo e manejo que incluam, além do tratamento urolégico, a modificacdo do estilo de
vida.'#

Analises prévias encontraram um aumento significativo do IMC associado a LUTS
mais graves, enquanto uma maior relagdo cintura-quadril foi marginalmente associada a
LUTS moderado a grave!?. Da mesma forma, uma maior circunferéncia da cintura foi
significativamente associada ao maior risco de cirurgia prostatica®®. Na HPB, os sintomas de
LUTS sdo decorrentes do aumento do volume da prostata, refletindo a intensa proliferacédo
celular e consequente hiperplasia tecidual. Neste sentido, estudos realizados demonstraram
que homens obesos tém um tamanho da prdstata significativamente maior quando comparado
a homens ndo obesos!®1"18,

Como agravante, aléem da possivel correlacdo com alteracbes prostaticas benignas,
estudos sugerem ainda que a obesidade pode contribuir com o desenvolvimento de varias
neoplasias por meio da ativacdo da via sistémica da inflamag&o®®. A inflamacdo cronica é a
principal etiologia por trds do desenvolvimento de varios tipos de cancer, como o carcinoma
hepatocelular, o carcinoma de células escamosas da bexiga, o cancer colorretal, o cancer
gastrico, entre outros. De acordo com essa teoria, a infiltracdo de células inflamatdrias no
tecido local — fendmeno frequentemente observado em estados de inflamagdo cronica
associados a obesidade — resulta na producdo sustentada de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e de nitrogénio (ERN). Essas moléculas, geradas principalmente por macréfagos
ativados, neutrofilos e outras células da imunidade inata, sdo capazes de induzir danos
oxidativos ao DNA e promover mutacfes em epitélios previamente normais, contribuindo
para a carcinogénese®®. Corroborando essa hipdtese, processos inflamatdrios agudos ou
crénicos constituem achados histologicos frequentes tanto em tecidos benignos quanto
malignos em espécimes de prostatectomias radicais, sugerindo que a persisténcia da ativacao
imune e do estresse oxidativo cria um microambiente favoravel & progressdo tumoral??.

A inflamag&o na prostata pode ser decorrente de diferentes fatores, tais como bactérias
que causam prostatite e/ou doencas sexualmente transmissiveis; alteracdes hormonais, trauma
fisico, refluxo de urina para a prostata, fatores ambientais e dietéticos, entre outros?>%3, Assim
sendo, habitos alimentares incorretos poderiam resultar em inflamacdo da prostata e,
cronicamente, resultar em carcinogénese precoce?*?°, No entanto, apesar de tais constatacdes,
a associagdo de celulas imunes em microambientes tumorais com cancer de prostata ainda ndo

esta clara. A exemplo do que ocorre com a HPB, varios mecanismos também foram propostos
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para explicar a associagao entre obesidade e cancer de prostata (CaP), tais como alterac6es do
eixo insulina/fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) -1, hormdnios sexuais
alterados (testosterona sérica diminuida e aromatizacdo periférica de andrégenos) e
sinalizacdo de adipocinas causadas por inflamag&02%2"28, Independentemente do mecanismo
envolvido, varios sdo os estudos sugerindo uma associa¢do da obesidade com o risco de CaP.
Um estudo prospectivo com 3.673 homens nos Estados Unidos mostrou que o maior indice de
massa corporal foi um preditor independente de cancer de préstata (risco relativo = 1,7 para
IMC >27,8 kg/m2 em comparacgdo com <23,6 kg/m2). A mudanca percentual no IMC desde a
linha de base até os 50 anos também foi positivamente associada ao risco de CaP?°.

Diante do acima exposto, fica evidente a associacdo entre obesidade e as doengas
cronicas de alta prevaléncia; particularmente as que acometem a préstata. Tal fato destaca a
importancia da realizacdo de estudos que abordem tanto os aspectos epidemioldgicos,
etioldgicos e fisiopatogénicos da obesidade, quanto medidas terapéuticas efetivas que possam
auxiliar no seu controle. Vale destacar que tanto a terapia para tratamento da obesidade
quanto a da hiperplasia prostatica com o uso de medicamentos convencionais apresenta alto
custo e, com frequéncia, estdo associadas a efeitos colaterais indesejaveis .

Com intuito de minimizar tais inconvenientes, o uso de produtos naturais para
tratamento destas patologias vem sendo investigado, com a perspectiva de constituir uma boa
estratégia terapéutica. Com o notério aumento da obesidade e o envelhecimento da populacéo
é importante pesquisar metodologias alternativas de tratamento, como os efeitos de plantas
medicinais, que podem, eventualmente, beneficiar simultaneamente tanto o tratamento da
obesidade quanto da HPB, de forma econdmica e segura nesse real cenario de progressao.

A pesquisa dos potenciais efeitos de novas drogas e estratégias terapéuticas sobre as
alteracdes prostaticas, particularmente aquelas induzidas pela obesidade em seres humanos, é
muito dificil de ser delineada e colocada em pratica. Como alternativa, pesquisas
experimentais utilizando modelos animais foram capazes de induzir obesidade a partir de
dietas hipercaldricas em roedores demonstrando, inclusive, que ratos obesos desenvolveram
resisténcia a insulina, hiperinsulinemia e reducdo dos niveis plasmaticos de testosteronas..
Estudos demonstraram ainda que histologicamente a incidéncia de neoplasia intraepitelial da
prostata (PIN) foi 2,7 vezes maior em ratos obesos e a obesidade resultou ainda na maior
proliferacdo celular tanto do estroma quanto do epitélio prostatico®®. Tais resultados nos
permitem inferir que modelos animais poderiam ser também utilizados, objetivando auxiliar

na pesquisa sobre as alteracfes prostaticas induzidas pela obesidade, bem como avaliar o0s
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efeitos das drogas em potencial ou mesmo terapias a serem empregadas na tentativa de
minimizar essas alteragdes.

Neste cenario, o cha de hibisco surge como uma interessante opcao pois, além de
conferir diversos beneficios a saude, contém propriedades antioxidantes, apresenta efeitos
protetores contra doencgas cardiovasculares, confere nefroprotecdo e reducdo de danos
hepéticos®®. Conhecido popularmente em muitos paises, pode ser utilizado com fins
decorativos ou ter suas sementes e calices utilizados no consumo humano, na maioria das
vezes como infusBes, consumido na forma de chas. Esta planta contém substancias como a
vitamina C, betacaroteno, licopeno, polifendis, antocianinas e outros antioxidantes sollveis
em agua. Diversos estudos revelam que os compostos presentes no hibisco apresentam
potente atividade antioxidante e antineoplasica®, razéo pela qual seu extrato aquoso tem sido
comumente utilizado na medicina popular para tratamento de hipertensédo, febre, inflamacéo,
doencas do figado e obesidade®.

A investigacdo dos possiveis efeitos anti-inflamatorios do cha de hibisco sobre as
alteragOes prostaticas induzidas pela obesidade em seres humanos é de dificil estruturacéo e
aplicacdo préatica, o que nos leva a considerar que a utilizacdo de modelos animais poderia
contribuir nesse contexto. Apesar dos potenciais efeitos sugeridos no combate aos disturbios
causados pela obesidade existem poucos estudos avaliando o0s eventuais beneficios
produzidos pelo hibisco em modelos experimentais de obesidade. Ademais, ndo foi
encontrado na literatura consultada nenhum estudo acerca dos provaveis efeitos desta planta
sobre a prostata em condicdes de obesidade.

Deste modo, o presente estudo tem como objetivo avaliar os possiveis efeitos do cha
de hibisco (Hibiscus sabdariffa) sobre as eventuais alteragdes estruturais da prostata induzidas

pela obesidade, em um modelo experimental em ratos.
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2. HIPOTESES E OBJETIVOS

2.1. Hipoteses

A suplementacdo alimentar com dieta palatavel hiperlipidica (DPH) em ratos seria capaz
de induzir obesidade nestes animais, alterando seus parametros bioguimicos séricos, hormonais
e inflamatorios; caracterizados por alteracGes do perfil lipidico, da funcdo renal, dos niveis de
testosterona e das concentracdes de citocinas pro e anti-inflamatérias. Paralelamente, os efeitos
da obesidade sob a préstata poderiam se traduzir em alteracGes na arquitetura prostatica destes
animais, as quais seriam avaliadas por meio da analise histopatoldgica.

A segunda hipdtese relaciona-se a pesquisa dos efeitos do uso do Hibiscus sabdariffa
(HS) no combate aos eventuais efeitos adversos induzidos pela obesidade observados nestes
animais. Esta proposta esta baseada em estudos disponiveis na literatura que atribuem a esta
planta diferentes efeitos medicinais, os quais incluiriam propriedades anti-inflamatorias,
hipolipemiantes e de combate aos efeitos gerais da obesidade. Até onde sabemos, ndo estdo
disponiveis na literatura estudos focados em avaliar os efeitos do HS sob a arquitetura

prostatica em condi¢des experimentais de obesidade.

2.2. Objetivos

2.2.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos da obesidade induzida por dieta palatavel hiperlipidica e da
suplementacdo com Hibiscus sabdariffa sobre parametros bioquimicos séricos, hormonais e
inflamatérios em ratos, por meio de andlises do perfil lipidico, da funcdo renal e das
concentragfes de citocinas pré e anti-inflamatérias, bem como por meio da analise

histopatolégica e histomorfométrica da prostata desses animais..

2.2.2. Objetivos especificos

e Investigar as diferentes propriedades medicinais atribuidas ao Hibiscus sabdariffa.

e Identificar quais dessas propriedades apresentam potencial para prevenir os efeitos
adversos induzidos pela obesidade na estrutura prostatica desses animais.

e Determinar as propriedades capazes de atenuar os efeitos deletérios decorrentes da

obesidade sobre a estrutura prostatica desses animais.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Delineamento do estudo e sequéncia experimental

A pesquisa foi realizada utilizando-se material bioldgico estocado proveniente de
estudo previamente realizado no Laboratorio de Patologia e no Laboratorio Clinico da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — FMVZ da UNESP, Campus de Botucatu.
Tal projeto foi submetido e aprovado junto Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootechia — FMVZ da UNESP, sob o titulo: “Influéncia
do cha de Hibiscos sabidariffa na funcdo renal, perfil lipidico e eletrolitico. Modelo
experimental de obesidade em ratos” (ntimero de protocolo: 235/2012 — sob responsabilidade
da professora Alessanda Melchert).

Trata-se de um projeto conjunto envolvendo a Divisdo de Urologia da Faculdade de
Medicina de Botucatu — UNESP e os Laboratdrios de Patologia e Clinica da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia — FMVZ da UNESP de Botucatu, com a participacdo do
Departamento de Patologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu —
UNESP e do Laboratorio Experimental da Faculdade de Medicina da UNESP — UNIPEX.

O protocolo experimental deste estudo foi conduzido em conformidade com os
Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotados pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA). Sendo assim, o mesmo foi também submetido e
aprovado junto ao Comité de Etica em Pesquisa Animal da Faculdade de Medicina — UNESP,
sob o titulo: “Efeito do cha de hibisco na prostata de ratos obesos” (Certificado n® 1259/2018
— CEUA).

Os animais foram acondicionados em gaiolas individuais a fim de permitir adequado
controle da ingesta de sélidos e liquidos. O periodo de experimentacdo foi de 16 semanas
onde todos os procedimentos envolvendo coleta de materiais, aferi¢do de dados, bem como a
administracdo das dietas foram realizados pelo mesmo observador. Apds o inicio do
fornecimento das dietas e da ingestdo liquida (cha de hibisco ou &gua), o consumo diario foi
monitorado e o ganho de peso avaliado semanalmente. Ao final do experimento, apés
anestesia, os animais foram eutanasiados para coleta de sangue e da prostata para realizacao
das dosagens séricas de interesse e analise histopatoldgica.

O diagrama a seguir resume a sequéncia dos principais eventos ao longo do periodo de
estudo.
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Momento 0 (M0) 16 semanas Momento (MT1)

I Monitoramento didrio da ingesta solida e liquida I

Monitoramento semanal do peso
Clearance creatinina 16 semanas

Inicio da Intervencdo (MO) Final da Intervencdo (M1)
e Oferta de dietas normal e DPH e Eutanéasia
e Oferta de 4gua e cha de HS e Coleta de sangue:
e Pesagem dos animais func&o renal, citocinas

inflamatorias, testosterona,
perfil lipidico, eletrolitos

e Clearance creatinina

e Coleta da préstata

3.2. Animais

Foram utilizados 48 ratos Wistar, adultos, machos, com peso corporal entre 200 e
250qgr, provenientes do Biotério Central da Unesp — Botucatu. Durante 0 experimento 0s
animais foram mantidos no Laboratério Clinico da Faculdade de Medicina Veterinéria e
Zootecnia de Botucatu, em caixas plasticas, alocados individualmente, com livre acesso a
agua ou cha de hibisco, racdo ou dieta palatavel hiperlipidica, com controle de luz (ciclos de
12 h), temperatura de aproximadamente 22-25°C, por 16 semanas, sendo realizada a eutanasia

ao final do experimento.

3.3. Grupos Experimentais — Dietas e Suplementacdo com ché de Hibisco

Os animais foram divididos em 4 grupos com 12 individuos cada (n=12):

e Grupo controle (G1): animais alimentados com ragdo comercial para ratos (Labina®,
Purina) e ingestdo de agua ad libitum.

e Grupo controle + hibisco (G2): animais alimentados com dieta comercial para ratos
(Labina®, Purina) e ingestdo de cha de hibisco ad libitum.

e Grupo obeso (G3): animais alimentados com dieta palatavel hiperlipidica (DPH) e
ingestdo de agua ad libitum.

e Grupo obeso + hibisco (G4): animais alimentados com DPH e ingestdo de cha de

hibisco ad libitum.
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Os animais receberam as dietas (normal ou DPH) e o ch&d/agua durante 16 semanas,
sendo administrados “ad libitum” em comedouros e bebedouros proprios para ratos. Durante
0 periodo de intervencdo, os animais foram pesados semanalmente e 0s consumos anotados

para posterior avaliacao.

3.4. Preparo da dieta palatavel hiperlipidica (DPH ou dieta de cafeteria)

A DPH ou dieta de cafeteria utilizada foi padronizada por Estadella e colaboradores®®,
que consiste em uma mistura hipercaldrica, normoprotéica e hiperlipidica contendo racao
comercial LABINA® (Figura 1-B), amendoim torrado, chocolate ao leite e bolacha de
maisena na propor¢do 3:2:2:1, administrada “ad libitum”. Esta dieta apresenta a seguinte
composic¢do: 20% de proteinas, 20% de lipidios, 48% de carboidratos e 4% de fibras.

Para preparo da referida dieta foram moidos, separadamente, em liquidificador
industrial, os ingredientes secos (racdo, bolacha maisena e amendoim). Apds a moagem, 0
chocolate ao leite foi derretido em banho maria, e incorporado aos ingredientes secos,
formando uma massa. Esta massa foi moldada em forma de pellets de racéo e apds secagem,

armazenada sob refrigeragdo. A DPH foi preparada semanalmente.

A

Figura 1: A. Pellet moldado da DPH apds secagem. B. Pellets da racdo comercial Labina® (Purina).

3.5. Validacéo e preparo do cha de hibisco (Hibiscus sabdariffa)

Apos aquisi¢cdo do cha comercial de Hibiscus sabdariffa foi recolhida uma amostra
dos caélices. A partir da amostra hidratada realizou-se uma avaliacdo histopatoldgica para
comparagdo com a planta coletada in loco e seca, de acordo com as técnicas do Departamento
de Boténica da Unesp, Campus de Botucatu. Este procedimento permitiu a identificacdo e
validacdo do cha comercial, provando que a amostra comercial realmente é originaria da

planta. Todos os chas adquiridos pertenciam ao mesmo lote comercial.
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Apos a devida identificacdo, foi realizado o preparo do ch, diariamente, de acordo
com o preconizado por McKAY e colaboradores®. Foram adicionados a 240 mL de agua
quente (60 °C), 1,259 de cha de hibisco que permaneceu em infusdo durante 6 minutos. Apds
este tempo o cha foi coado e, apds resfriamento, oferecido aos animais como Unica fonte
hidrica no bebedouro préprio para ratos, para os grupos G2 e G4. A cada 24 horas foi
realizado novo preparo do cha, com respectiva substituicdo no bebedouro dos ratos, sempre
no periodo da manha.

3.6. Anestesia geral

Ao final das 16 semanas do estudo, os animais foram anestesiados, com a associacao
de tiletamina e zolazepam (zoletil®), na dose de 30 mg/Kg, via intramuscular (IM) e tiopental
sodico (thiopentax®), na dose de 60 mg/Kg, via intraperitoneal (IP) para coleta de sangue e

tecidos®.

3.7. Eutanasia

Ap0s a anestesia geral e coleta de sangue, a eutanasia dos animais foi realizada com
doses letais de anestésico, utilizando-se o triplo da dose de tiopental sddico (Thiopentax®),
portanto, 120 mg/Kg, via IP%. Uma vez verificada auséncia de parametros vitais, como
movimentos respiratérios e cardiacos compativeis com a vida, o Obito foi constatado,
procedendo-se entdo a laparotomia para remocdo do aparelho geniturindrio em bloco
(incluindo-se a prostata).

3.8. Parametros avaliados

3.8.1. Peso corporal

Durante o experimento os animais foram pesados semanalmente, com o peso avaliado
em gramas (g), em balanca digital Filizola®, realizando-se, portanto, 18 pesagens em cada

animal durante todo o periodo de observacao.

3.8.2. Ingestdo alimentar e hidrica

Semanalmente foi realizada a monitorizagdo do consumo das respectivas dietas e da

ingestdo liquida (chd ou agua). Para tal, foi colocado peso/volume preestabelecidos de
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racdo/agua ou ch@, respectivamente e, apos 24 horas, foi realizada a mensuracgao das sobras. A
racio ou DPH foram pesadas em balanca digital (Filizola®, e a 4gua ou cha tiveram o volume

mensurado em proveta graduada.

3.8.3. Avaliacgdo da urina

Em um momento especifico do estudo, na décima sexta semana, 0s animais foram
alocados em gaiola metabdlica para coleta de urina de 24 horas, com livre acesso a agua e
comida. Foi realizada urinalise e avaliado o débito urinario, em mL (mililitros), nas 24 horas.
A depuracdo da creatinina (Cleareance de creatinina — Ccr) foi calculada a partir da férmula
transcrita abaixo®®, sendo seu resultado final expresso em mililitros/minuto/quilo de peso
(mL/min/Kg). Para este calculo foram utilizados os valores da creatinina sérica obtidos no
momento da eutandsia e da dosagem da creatinina urinaria de cada animal em cada uma das
amostras; 0 volume urinario de 24 horas nos diferentes momentos e o peso corporal do animal

em cada momento da avaliacéo.

Cr de urina (mg / dL) x volume de urina (mL)
Cer =

(mL/Kg/min) Cr sérica (mg/dL) x [1000 /peso corporal (g)] x 1440 (min)

3.8.4. AvaliagBes sanguineas

Apo6s realizacdo da sedagdo e anestesia dos animais, foi realizada toracotomia e
exposicdo do coracdo para punc¢do cardiaca com agulha 30 x 0,7 acoplada a seringa de cinco
mililitros (ml) para obtencdo de sangue e posterior determinacdo dos parametros bioquimicos
séricos. Cerca de 5 a 7 ml de sangue de cada animal foram mantidos em tubo de vidro seco, em
repouso, por cerca de 15 minutos, apés o qual ocorreu a retracdo do coagulo. Em seguida, o
soro foi separado utilizando-se a centrifuga IEKE® modelo LC a 2500 rpm por 15 minutos. O
soro resultante deste processo foi identificado e congelado, sendo mantido a —180°C em freezer
(Consul® Practice 2401), até o momento das dosagens séricas pelo método automatizado
Cobas Mira Plus, no Laboratério Clinico Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FMVZ), UNESP, Campus de Botucatu.

Tal amostra se destinou a mensuracdo das citocinas inflamatorias; creatinina para

calculo do Clearence de Creatinina; calcio; sodio; potéssio; dosagem de triglicérides,
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colesterol total e suas fracdes de baixo e alto peso molecular (LDL e HDL, respectivamente).
A dosagem da creatinina foi realizada utilizando-se o kit bioquimico da marca KATAL® pelo
método do picrato alcalino (Bioclin®, Quimica basica, Brasil).

As concentracdes da leptina, adiponectina e interleucina 8 (IL-8) foram determinadas no
soro usando kits de ensaio ELISA (Millipore, St. Charles, MO, EUA). Toda metodologia foi
realizada nas dependéncias dos laboratdrios da Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX)
da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP. Os valores foram relatados em nanogramas
por decilitro de soro (ng/dL).

As dosagens das interleucinas 4 e 1 alfa foram realizadas pelo método de Cytometric
Bead Array® utilizando kits CBA Rat Soluble Protein — Flex Set, de acordo com as
instrugdes do fabricante. Foram utilizados 50 microlitros (uL) de plasma de cada animal para
deteccdo simultdnea das proteinas sollveis. Neste imuno ensaio cada uma das beads
fluorescentes é conjugada a um anticorpo especifico e a deteccdo de ligacao entre anticorpo e
proteina de interesse é feita por anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos
ficoeritina (PE) (fluorescéncia distinta das beads), fornecendo sinal de fluorescéncia
proporcional a quantidade de citocina presente na amostra, avaliados por citometria de fluxo.
Foi utilizado equipamento modelo FACSCalibur-4 color® (BD) para as aquisicbes da
citometria de fluxo e foram analisadas no software BD FCAPArray® (Figura 2). Os
resultados foram expressos em picogramas por mililitros (pg/mL).

Figura 2: Becton Dickinson (BD) FACSCalibur Flow Cytometer 4 Color.
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3.8.5. Analise histopatoldgica da préstata

Imediatamente apds a constatacdo do 6bito, o aparelho génito urinério do rato foi
removido em bloco (bexiga e prdstata), por meio de incisdo cirdrgica tipo laparotébmica, e
armazenado em formaldeido tamponado durante 24hs. O material foi estocado em alcool 70%
até o momento da inclusdo em parafina para posterior analise histopatologica.

Para tal, foram realizados cortes de 5u de espessura e corados pelo método de
hematoxilina-eosina (HE) conforme demonstrado na figura 3.

Figura 3. Lobo prostatico do rato, aumento de 10 vezes.

Apo0s seccdo da prostata e fixacdo da ldmina em HE, as imagens foram escaneadas
utilizando-se o scanner Aperio, da marca LEICA® (Figura 4) e as imagens avaliadas de

maneira cega, utilizando microscopia Optica sob aumento de 40 vezes.
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Figura 5. Acino prostéatico do rato (aumento de 20 vezes)

Esta metodologia permitiu a caracterizacdo da arquitetura prostatica de acordo com
seus componentes epiteliais, estromais, glandulares e nucleares (Figura 5); tomando-se como
base a arquitetura normal da préstata do rato (Tabela 01), conforme proposto por Herrera e

colaboradores®.
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Tabela 1: Critérios histologicos avaliados na prostata dos roedores *

variavel Analisada Apresentacoes Possiveis

Tipo de epitélio cubico colunar displasia leve displasia severa
Espessura normal atrofiado hiperplasico irregular
Papilas escassas diminuidas aumentadas

Espaco Intersticial normal comprimido  aumentado

Tamanho do nucleo normal diminuido aumentado anisocariose
Localizacdo central polar

Egé?gc?/%itoplasma L4 L2 1 outra
Contetdo Iimen amorfo homogéneo ausente

Cromatina dispersa compactada

Infiltrado inflamatério  ausente leve moderado intenso
Neoplasia intraepitelial ausente presente

* Modificado de Herrera et al, 2015.

As anélises histomorfométricas da prostata foram realizadas a partir das laminas
obtidas do tecido prostatico dos animais de todos 0s grupos experimentais. As imagens foram
examinadas utilizando o software Panoramic Viewer, por meio do qual foram efetuadas as
medicbes e quantificacdes morfométricas (Figura 6). De cada lamina prostatica foram
selecionados cinco 4&cinos representativos, nos quais foram realizadas as seguintes
mensuracOes: o diametro de dez nucleos celulares do epitélio cubico e dez nucleos do epitélio
colunar; a espessura epitelial em cinco pontos distintos de cada tipo epitelial (cubico e
colunar); e a distancia entre dois nucleos adjacentes, em dez locais distintos, para
determinacdo da relagdo ndcleo-citoplasma. Além disso, foram mensuradas as areas luminais
acinares e prostaticas, em quatro regifes visualizadas a uma distancia de 800 micrémetros,

sendo os valores expressos em micrdmetros quadrados (um2).
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Figura 6. Exemplo de andlise histomorfométrica utilizando o programa Panoramic Viewer:

29

Medida da espessura do epitélio (A) e tamanho do ndcleo (B).
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4. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram expressos como média e desvio padrdo. Para o estudo de
variaveis gquantitativas como peso corporal, uréia, creatinina e perfil lipidico, por exemplo, foi
considerado 0 modelo de medidas repetidas em um esquema de dois fatores (dieta e hibisco),
complementado pela comparagdo multipla de Bonferroni. A comparag&o entre as medidas de
peso corporal em cada grupo foi realizada utilizando-se medidas repetidas ANOVA, seguidas
pelo teste post hoc de Tukey. A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o software
SigmaStat versdo 2.0 e os resultados foram considerados significativos com valores de
p<0,05.

O estudo estatistico das variaveis envolvendo as dosagens de interleucinas pré e anti-
inflamatorias e analises morfoldgicas da préstata foram realizadas pela técnica da analise de
variancia ndo-paramétrica considerando o modelo de dois fatores independentes (oferta ou
ndo do cha de hibisco/suplementacdo com DPH) complementada com o teste de comparagfes
maltiplas de Dunn. Todas as concluses serdo discutidas no nivel de 5% de significancia.

Para caracterizacdo dos parametros histopatolégicos da prostata, os dados foram
apresentados em mediana e percentil 25 e 75%. Consideramos as variaveis de resposta como
contagem (1-3) e a comparacdo entre grupos foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis. Para

as correlagdes entre as variaveis numéricas foi utilizado o método de Spearman.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacéo do ganho de peso dos animais

A medida do peso corporal realizada na primeira semana do experimento nao
demonstrou diferenca significativa do peso corporal entre os grupos, refletindo a
homogeneidade e a efetividade do processo de randomizagdo quanto a este parametro. De
maneira geral, a andlise do peso corporal revelou que o0s animais ganharam peso
progressivamente com o passar do tempo, mas que este ganho foi maior entre os animais
suplementados com a DPH. Entretanto, a partir da quarta semana este ganho de peso foi
significativamente maior nos grupos G3 e G4 quando comparados aos grupos controles.

Nota-se ainda, que a partir da décima segunda semana, somente no grupo G3 exibiu
um aumento significativo de ganho de peso em relacdo a 16% semana. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre os Grupos G3 e G4 nos diferentes momentos. Os dados
estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2: Valores do peso corporal (em gramas) dos animais nos diferentes grupos, apds exposi¢do a diferentes
condicBes experimentais, ao longo das 18, 43, 82 122 e 16 semanas.

Grupos
Semanas G1 G2 G3 G4
1 200,5+13,4 A2 211,5+18,7 A2 215,9+22 0 A2 212,2+22 .0 A2
4 359,0+35,0 B2 371,2+27,1 B2 412,7+61,8 Bb 420,5+48,7 Bb
8 422 6+433 Ca 410,6+38,4 Ca 496,4+83,0 ¢° 494,9+67,5 b
12 464,8+54,1 P2 441,4+41,2 P2 562,2+93,5 Pb 538,8+68,7 PP
16 493,2+52,7 ba 470,4+42,6 P2 616,2+98,9 E0* 591,8+78,9 Po**

Letras mailsculas diferentes nas colunas indicam diferencas estatisticamente significantes (p <0,05). Letras
minusculas diferentes na mesma linha indicam diferengas estatisticamente significativas (p <0,05); * p<0,01:
G1XG2.

Avaliando-se a monitorizacdo da ingestdo de racéo realizada diariamente observou-se
que os grupos controles G1 e G2 apresentaram, em média, um consumo de racdo
significativamente maior em relacdo aos grupos com dieta suplementada, G3 e G4 (27,6
+1,8g, 25,8+2,1g Vs. 21,4+2 4, 21,3+3,2, p<0,05 respectivamente). Ndo houve diferenca
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estatisticamente significativa nem entre os grupos G1 e G2 e, nem entre 0s grupos com dietas
suplementas (G3 e G4).

Com relacéo a avaliacdo da ingestdo de liquidos, ndo houve diferenca estatistica no
volume de liquidos ingeridos (chd de hibisco ou &gua) entre os grupos, nos diferentes

momentos.

5.2. Clearance de Creatinina (CCr) e urina de 24 horas

A taxa de depuracdo da creatinina na urina de 24 horas, avaliada ao final do estudo
(162 semana), mostrou uma diminuicéo significativa no grupo G3 em relacdo aos grupos G1 e
G2. Entretanto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre G4 (DPH + Cha de
Hibisco) e o grupo G1 e G2 (Tabela 3).

Tabela 3: Taxa de depuracéo da creatinina (CCr em mL/Kg/min) nos diferentes grupos experimentais apos 16
semanas de experimento.

Grupos

Gl G2 G3 G4

CCr 2,69+1,3 2,66%1,5 1,34+0,83* 1,89+0,89

Valores sdo expressos em média + desvio padrdo. * p<0,05 = G3X G1, G2

5.3. Dosagem da Testosterona sérica

Apesar dos valores da mediana da testosterona sérica terem sido maiores entre 0s
animais que receberam a suplementacdo com DPH associada ao chéa de hibisco (G4), a analise
global ndo revelou diferenca estatisticamente significativa entre os diferentes grupos,
conforme demonstrado na tabela 4.

Tabela 4: Mediana de valores minimo e maximo de testosterona sérica (ng/dL) nos animais, segundo grupo de
estudo.

GRUPOS

Valor p
Gl G2 G3 G4

1,27 1,78 1,62 2,94

Testosterona (0,40:473)  (0,71:21,12)  (0,54:836)  (0,74;5,82)

>0,05
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5.4. Avaliacéo dos parametros séricos bioquimicos e hormonais
a. Avaliacéo dos eletrolitos séricos

Os niveis séricos de sddio foram significativamente maiores no Grupo G4 em relagao
aos grupos G1 (controle) e G3. N&o houve diferenca estatisticamente significativa dos demais

eletrolitos nos diferentes grupos (Tabela 5).

Tabela 5: Valores dos eletrolitos séricos (mEg/L), nos diferentes grupos de estudo, ao final do experimento.

Grupos
Parametros
sericos G1 G2 G3 G4
Calcio 8,35+0,71 8,38+0,73 8,42+0,37 8,32+0,33
Sédio 138,23+2,55% 139,77+3,90 137,92+2,25% 142,15+1,91
Potassio 5,22+1,82 4,35+0,63 4,65+0,95 4,45%0,40

# p<0,05:G1XG4; ## p<0,05:G3XG4

b. Avaliagéo do perfil lipidico no momento final

A anélise do colesterol total, ndo demonstrou diferenca estatisticamente significante
entre os diferentes grupos (Tabela 6). Nota-se uma reducéo significativa na fracdo HDL do
colesterol no Grupo G3 comparado aos Grupos G1 (controle) e G2, sem diferenca entre 0s
demais grupos.

A fracdo LDL do colesterol foi significativamente menor no grupo G2 em relagdo ao
grupo controle (G1) e G3. Nota-se ainda, uma reducdo significativa do LDL nos animais
obesos que receberam cha de hibisco (G4) em relacdo aos que ndo receberam (G3). Nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos G2 e G4. Os animais de G2,
que recebeu chd de hibisco, apresentaram uma reducdo significativa nos niveis de
triglicerideos em relacdo aos demais grupos.

Os dados sobre perfil lipidicos estdo expostos na tabela 6.
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Tabela 6: Analise do perfil lipidico sérico (mg/dL) nos animais, segundo diferentes grupos de estudo, ao final do
experimento.

Grupos
Parametros
Sericos G1 G2 G3 G4
Colesterol 52,08+28,89 44,69+7,32 42,00+7,82 44,77+8,44
HDL 45,92+1,44 46,31+1,03 44,54+0,78" 45,46+0,88
LDL 7,5445,14 5,00+1,23" 7,31+2,29 5,62+1,19%
Triglicérides 83,23+34,11 46,31+15,35% 86,77+36,55 84,08+32,44

*p<0,05: G3XG1,G2 #p<0,05 G2XG1,G3 ##p<0,05 G4XG3 &p<0,05: G2XG1,G3,G4

5.5. Avaliacdo das citocinas pro e anti-inflamatorias

a) Citocinas pré-inflamatdrias

A dosagem da leptina foi significativamente maior nos grupos G3 e G4 quando
comparada aos grupos G1 e G2. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos G1 e G2 (Tabela 7).

Com relacéo a analise dos niveis séricos da IL-1a, este foi significativamente menor no
grupo G4 quando comparado aos demais grupos. Observou-se ainda uma diminuicdo
significativa da IL-1a. no G2 comparado ao G1 (controle) e G3 (Tabela 6).

Ja as dosagens de IL-8 ndo demonstraram diferenca estatisticamente significativa entre

0S grupos estudados (Tabela 7).
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Tabela 7: Mediana e valores minimo e maximo das citocinas pré-inflamatérias (pg/mL) dosadas no plasma
sanguineo de ratos, segundo grupo de estudo.

Grupos
Citocinas
G1 G2 G3 G4
Leptina 3157,54" 2750,79* 8552,62 7537,30
(1731,8;8621,4)  (704,4;,5006,7) (2622,5;33347,1) (3434,2;16091,6)
IL-1a 17,90 6,74% 16,98 0,91*
(2,87-23,09) (3,61-28,88) (9,83-26,33) (0,00-23,25)
IL-8 30,62 17,08 25,70 20,79
(3,43; 107,07) (0,73; 55,92) (0,46; 96,25) (0,38; 108,58)

*p<0,01:G1XG3,G4 #p<0,01:G2XG3,G4 G1=G2 &p<0,05:G2XG1,G3 G2=G4 ¥p<0,05:G4XG1,G2,G3
b) Citocinas anti-inflamatorias

Considerando-se a analise das dosagens séricas da adiponectina e da interleucina 4 (IL-

4), ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos estudados (Tabela 8).

Tabela 8: Mediana de valores minimo e maximo das citocinas anti-inflamatdrias dosadas no plasma sanguineo
de ratos, segundo grupo de estudo.

Grupos
Citocina
Gl G2 G3 G4
Adiponectina 4278,41 3758,30 5198,72 4431,357
(ng/mL) (3057,7;7048,7)  (2726,2;7158,4)  (3666,2;7695,6)  (3480,9;6748,4)
IL-4 3,10 4,28 5,09 6,20
(pg/mL) (0,0;14,4) (0,8;11,4) (1,4:9,9) (0,9;15,0)
p> 0,05

5.6. Analise Histopatologica da Proéstata
Considerando-se a metodologia e os critérios propostos por Herrera e colaboradores, a
analise histopatoldgica dos diferentes parametros prostaticos ndo evidenciou diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos, conforme demonstrado na tabela 9.



Tabela 9: Resultados dos parametros histopatologicos da prostata analisados pela microscopia 6ptica.
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Caracteristica Gl G2 G3 G4 p-value

Tino de epitélio 1.00 1.00 1.00 2.00 0.12
po de ep (1.00,2.00)  (1.00,2.00)  (1.00,1.00)  (1.00,2.25)

Ecoessura 1.00 1.00 1.00 1.00 0.3
P (1.00,1.00)  (1.00,1.00)  (1.00,1.00)  (1.00, 1.00)

Sanila 1.00 2.00 2.00 2.00 0.2
p (1.00,1.25)  (1.00,2.00)  (1.00,2.00)  (1.00,2.00)

N 1.00 1.00 2.00 2.00 0.3
Espaco intersticial (1.00,2.00)  (1.00,3.00)  (1.00,2.00)  (1.00, 2.25)
Tamanho do ndcleo 1.00 1.00 1.00 1.00 0.5

(1.00,1.00)  (1.00,1.00)  (1.00,1.00)  (1.00, 1.00)
. 1.00 1.00 1.00 1.00 0.6
eI (1.00,1.00)  (1.00,1.00)  (1.00,1.00)  (1.00, 1.00)
Limen 1.00 1.00 1.00 1.00 0.3
(1.00,1.00)  (1.00,1.00)  (1.00,1.00)  (1.00, 1.00)
Cromating 2.00 2.00 2.00 2.00 0.074
(1.75,2.00)  (2.00,2.00) (2.00,2.00)  (2.00, 2.00)
Infiltrado inflamatorio 2.00 2.00 2.00 2.00 >0.9
(1.75,400)  (2.00,3.00)  (2.00,3.00) (2.00,3.25)
Neoblasia 1.00 1.00 1.00 1.00 0.6
P (1.00,1.00)  (1.00,1.00)  (1.00,1.00)  (1.00, 1.00)
Relago 1.00 1.00 1.00 1.00 0.3
Nucelo-Citoplasma ~ (1.00,1.00)  (1.00,1.00)  (1.00,1.00)  (1.00, 1.00)

5.7. Analise Histomorfométrica da Prostata

Os principais critérios histomorfométricos da préstata tais como tamanho do nucleo do

epitélio colunar e cubico, espessura do epitélio, relacdo nucleo citoplasma e relagédo da area do

intersticio prostatico e lumen acinar estdo apresentados na tabela 10.

Tabela 10: Resultados das variaveis prostaticas avaliadas pela histomorfometria, segundo grupo de estudo.

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4 Vp
Varidvel N wvMp MP opp N wMp MPopp N wvMp MPopp N wmp MPopp
N N N N

Tamanho do ndcleo

cubic N as3 as 109 % 377 385 118 ¥ 64 62 13 0 eas 64 12
Tipo RTE <0,00
Epitélio R b c ¢ 0

Colun 50 65 64 59 08

“ X sz s 101 % 509 506 o087 * 617 608 ¥ e2 61 0

RTE <0,00

A b © ® oL

Espessura do epitélio

Ciibic 25103 g64 333 3 668 68 146 8 69 go1 2* 30 609 683 21

0 0 4 5 5 0 1
Tipo RTE <0,00
Epitélio A b b b 01

Colun 25 206 197 g 2 246 282 . 32 162 155 38 29 167 158 48

ar ) 3 ' 5 8 9 ' 5 6 8 9 4 9 7
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RTE <0,00

A b c c o1
Relacéo
Ndcleo/Citoplasma
Cubic 35 32 1,85 32 11 29 1,6
9 0 1,92 1,52 1,49 5 2,4 1,98 2 4 1,97 1,61 5 9 2,0 1,56 1
Tipo RTE <0,00
epitélio A b a 3 01
Colun 35 32 32 0,7 30
. 0 15 0,99 0,78 5 1,54 1,11 2,56 5 1,22 1,11 6 0 1,16 0,8 11
RTE <0,00
A b a a o1
Area intersticio
973 475 158 452 434 109 541 515 160 506 207 93
44 3 8 52 52 6 0 2 52 8 6 2 48 8 7 5
RTE <0,00
A b b b o1
Area limen Acinar
926 618 104 560 577 102 553 578 147 586 583 91
“g 2 64 SZ 7 7 2 g 0 6 B g 7 9
RTE A b b b <0,00

01

* N: nimero de observagdes; MD: média; MDN: mediana; DP: desvio padrdo; RTE: resultado do teste estatistico; Vp: valor
de p;
** |_etras mindsculas em uma mesma linha indicam diferenca no teste estatistico entre grupos.

a) Analise do tamanho do nucleo

Independentemente do tipo de epitélio avaliado (cubico ou colunar), pode-se observar
que os ratos que receberam dieta normal e cha de hibisco (G2) apresentaram uma reducao do
tamanho do nucleo em relacéo ao controle (G1). Essa reducdo foi mais significativa ainda em
relacdo aos grupos em que foi induzida obesidade (G2<G1).

Por outro lado, os animais que receberam dieta hipercalérica (G3 e G4) apresentaram
um aumento significativo do volume do nicleo (tanto no epitélio cubico como colunar)

guando comparados ao controle, sem diferenca estatistica entre eles (G3=G4>G1).

b) Analise da espessura do epitélio

Considerando-se a analise estatistica da espessura do epitélio, observa-se que todos 0s
grupos (G2, G3 e G4) apresentaram uma reducdo na espessura do epitélio cubico, quando
comparados ao grupo controle (G1>G2=G3=G4). Da mesma forma, com relacdo ao epitélio
colunar, os animais que receberam dieta hipercalorica apresentaram uma reducdo da espessura
do epitélio quando comparados ao controle (G1<G3=G4), em um comportamento muito
parecido ao observado em relacdo ao epitélio cubico. Entretanto, os animais que receberam
ché de hibisco (G2) e dieta normal exibiram um aumento da espessura do epitélio em relacdo

grupo controle (G2>G1).
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c) Analise da relacdo nuacleo/citoplasma

Os resultados referentes a andlise da relacdo entre o nucleo e o citoplasma celular
demonstraram que administracdo de dieta hipercaldrica ndo resultou em alteracdo desta
variavel, uma vez que nenhuma alteracdo foi observada nos animais obesos (G1=G3=G4). No
entanto, os animais que receberam o cha de hibisco e dieta normal (G2) exibiram um aumento
significativo na relacdo nucleo/citoplasma quando comparados ao grupo controle
(G2>G1=G3=G4).

d) Analise da area do intersticio

Andlise histomorfométrica dos resultados demonstra que todos 0s grupos
apresentaram uma reducdo na area do intersticio quando comparados ao grupo controle,

porém, sem diferenca significativa entre eles (G1>G2=G3=G4).

e) Anélise da area do limen acinar

A exemplo do que foi observado em relagdo ao pardmetro anterior, a analise
histomorfométrica dos resultados demonstra que todos 0s grupos apresentaram uma reducao
na area do limen acinar quando comparados ao grupo controle (G1>G2=G3=G4) porém, sem

diferenca estatistica entre 0s mesmos.
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6. DISCUSSAO

Os estudos experimentais de obesidade em modelos animais sdo fundamentais para a
compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos nessa condicdo, além de
permitirem a avaliacdo controlada e segura dos efeitos de potenciais intervencgoes
terapéuticas. Entre os modelos descritos na literatura, os mais frequentemente utilizados
baseiam-se na inducdo da obesidade por meio da adi¢cdo de gordura a dieta, considerando que
os lipideos constituem a principal fonte energética quando comparados aos carboidratos e as
proteinas (9 kcal/g versus 4 kcal/g, respectivamente) *'. Neste estudo, foi empregada a dieta
palatavel hiperlipidica (DPH) padronizada por Estadella e colaboradores, caracterizada como
hipercaldrica, normoproteica e hiperlipidica, composta por 20% de proteinas, 20% de lipidios,
48% de carboidratos ¢ 4% de fibras*. Embora existam outros modelos de dieta hiperlipidica
descritos na literatura, com propor¢des de lipidios que podem atingir até 60%*, tais
abordagens ndo foram consideradas adequadas por extrapolarem a composicdo da dieta
habitualmente consumida pela maioria da populacéo.

A partir do modelo proposto obtivemos um ganho de peso significativo entre os
animais suplementados ao longo do periodo do experimento. E importante ressaltar que,
conforme demonstrado em nossos resultados na primeira semana de intervencdo, ndo notamos
diferenca estatisticamente significativa entre os diferentes grupos, demonstrando a
homogeneidade dos mesmos. Avaliando-se a ingesta de racdo, observamos que os grupos G3
e G4, que receberam suplementacdo com dieta hiperlipidica e hipercalérica (21,4+2,4g e
21,3+3,2g, respectivamente), tiveram um consumo médio diario de ragdo significativamente
menor em relacdo aos grupos de controle (G1) e G2 (27,6+1,8g e 25,8+2,1g, respectivamente,
com p<0,05). No entanto, a partir da quarta semana o ganho de peso foi significativamente
maior nos grupos G3 e G4 quando comparados aos animais que receberam dieta normal. Isso
demonstra que, apesar da menor ingestdo nos grupos com dieta hiperlipidica, o valor caldrico
ingerido foi suficiente para induzir um modelo adequado de obesidade nesses animais. O
menor consumo de racdo suplementada pode ser explicado pela maior sensagéo de saciedade
nestes animais (G3 e G4). Esses achados estdo em consondncia com estudos prévios*3444°,
que também descrevem maior ganho ponderal associado a menor ingestdo alimentar em
animais alimentados com dietas ricas em lipidios. Tal efeito pode ser explicado pela acdo da
leptina, horménio produzido principalmente pelo tecido adiposo, cuja secrecdo aumenta

proporcionalmente ao acUimulo de gordura corporal e atua no sistema nervoso central
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promovendo a inibicdo do apetite e 0 aumento da saciedade, contribuindo para a reducéo da
ingestdo alimentar observada nesses modelos experimentais.

Embora o ganho ponderal tenha sido progressivo em todos 0Ss grupos, e
consideravelmente maior nos animais com dieta rica em gordura, ap6s a 122 semana

observamos uma estabiliza¢do no peso dos animais. Isso ocorreu, provavelmente, devido a um
equilibrio entre ingesta e gasto de energia, com uma tendéncia de estabilizacdo da massa
corplrea, uma vez que se tratavam de animais adultos e fisiologicamente normais. Entretanto,
os animais do G3 mantiveram o ganho de peso até o final do experimento (16 semanas)
sugerindo que a dieta hipercalorica pode interferir neste processo de equilibrio. Neste
contexto, vale destacar que os animais suplementados com DPH associado ao cha de hibisco
(G4) ndo exibiram ganho de peso significativo nas Gltimas quatro semanas do experimento,
mesmo tendo consumido a mesma quantidade de racdo que o G3 e, portanto, 0 mesmo aporte
calérico. Este fato aponta para uma possivel reducdo no ritmo de ganho ponderal e
estabilizacdo do peso nestes animais, apesar da suplementacdo, reforcando assim o suposto
papel auxiliar do HS no controle da obesidade, a semelhanca do que foi sugerido por Alarcon-
Aguilar e colaboradores®3,.

Com relacdo a ingesta de liquidos, ndo houve diferenca estatistica entre a ingesta de
cha ou agua nos diferentes grupos, demonstrando que o HS teve boa aceitacdo entre 0s
animais e que seu consumo foi estavel ao longo do estudo, respeitando o volume de liquidos
habitualmente ingerido por esta espécie animal. Estudos preliminares conseguiram
demonstrar uma importante propriedade medicinal atribuivel ao HS, que seria a sua
capacidade de atenuar a progressdo da lesdo renal na nefropatia diabética em ratos*®. Da
mesma forma, esse efeito nefroprotetor foi também observado diante da exposicdo a
administracdo intraperitoneal de gentamicina em coelhos, onde os niveis de ureia e creatinina
nos animais tratados se mantiveram préximos aos do grupo controle*’. Em nosso estudo,
observamos um efeito protetor do HS nos animais com obesidade induzida e tratados com o
cha, os quais mantiveram suas taxas de depuracdo da creatinina (Ccr) iguais ao do grupo
controle. Embora estatisticamente significativa (1,34+0,83 versus 2,69+1,3ml/Kg/min,
p<0,05), a diminuicdo do Ccr nos animais obesos suplementados néo implicou em alteracéo
dos niveis séricos de creatinina final nestes animais. Estes achados sugerem um potencial
efeito nefroprotetor do HS, frente a obesidade ou mesmo a sindrome metabolica, as quais
podem ter uma acédo deletéria na funcao renal, a semelhanca do que foi sugerido em trabalhos

anteriores*’ 349 o mecanismo exato de acdo do HS sobre a funcdo renal ainda nio esta
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esclarecido. Algumas teorias sugerem que o extrato desta planta poderia diminuir o nivel de
peroxidacdo lipidica, o qual se encontra elevado em resposta a algumas situagdes de agressdo
crénica, como a obesidade por exemplo. Outras sugerem que ocorra uma interacdo entre as
toxinas circulantes e os fitoquimicos presentes na planta, como 0s potentes agentes
antioxidantes (incluindo vitamina C e tocoferol), aléem dos flavondides, conhecidos como
antocianinas, eficientes no combate a formagéo de radicais livres®®. Outros autores teorizam
ainda que o HS seria capaz de atuar sobre a fisiologia renal exercendo um papel modulador na
conversdo do radical a-tocoferoxi em a-tocoferol ou na reducdo da permeabilizagédo
dependente de calcio das mitocondrias do cortex renal®?.

Alguns estudos se propuseram a avaliar o comportamento dos eletrolitos séricos em
modelos utilizando cronicamente o consumo de HS. Odigie e colaboradores, estudando um
modelo de hipertensdo induzido em ratos por clampeamento renal unilateral, observou
melhora dos niveis pressoricos dos animais tratados com HS ao longo de 14 semanas.
Entretanto, o padrdo dos principais eletrolitos séricos permaneceu estavel, apesar de uma
tendéncia no aumento do potassio, que ndo se mostrou estatisticamente significante®. Em
nosso estudo, a monitorizacdo dos eletrolitos séricos ndo revelou variagdes significativas nos
diferentes grupos, exceto nas analises do sddio. Os niveis séricos de s6dio nos animais que
receberam o HS (G2 e G4) apresentaram uma elevacdo estatisticamente significativa em
comparacdo ao grupo controle (139,77+3,90 e 142,15+1,91 versus 138,23+2,55 mmol/L,
respectivamente; p<0,05). Embora oscilando dentro do intervalo de normalidade para a
espécie (132-146 mEqg/L)%3, este efeito no era esperado, uma vez que o HS é conhecido por
suas propriedades anti-hipertensivas®?. A dosagem dos demais eletrélitos séricos nos animais
néo revelou variagdes significativas nos diferentes grupos.

Estudos prévios demonstraram que as dietas com alto teor de gordura sdo capazes de
promover alteracbes no perfil lipidico em modelos animais submetidos a suplementacédo
alimentar. Conforme demonstrado por Estadella e colaboradores, a dieta hiperlipidica é capaz
de induzir um pronunciado ganho de peso e adiposidade nos animais a partir de oito semanas
de suplementacdo, sendo estes achados acompanhados pelo aumento de triglicerideos (TG)
sérico®. Embora em nosso estudo os animais suplementados com DPH (G3) tenham
apresentado efetivo ganho de peso, 0os mesmos ndo apresentaram elevacdo dos niveis de TG
como esperado. Por outro lado, os animais que receberam o cha de hibisco associado a racao
normal (G2) apresentaram uma reducdo significativa do TG, atingindo niveis proximos a

metade daqueles encontrados no grupo controle. Esse fato sugere que, embora ndo tenha
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apresentado um efeito claramente protetor contra 0 aumento do TG em condig¢des de obesidade, 0
HS pode auxiliar no controle de niveis elevados de TG em individuos dislipidémicos ndo obesos,
situacdo esta relativamente comum em nosso meio.

Como demonstrado por Pereira e colaboradores®, a utilizagdo de dieta hiperlipidica
em camundongos pelo periodo de 12 semanas, foi capaz de provocar uma elevacgao
significativa do colesterol total e diminuicdo de sua fragdo HDL em relacdo ao controle
embora, neste caso, a concentracao de lipidios empregada na dieta utilizada tenha sido de
60,3%°*. Via de regra, o aumento da adiposidade visceral estd associado a diminuicdo da
fracdo HDL do colesterol, hipertrigliceridemia e niveis de LDL normais ou marginalmente
alterados®™. Em nosso estudo observamos que os ratos obesos sem intervencdo (G3),
apresentaram uma reducdo significativa da fragdo HDL em comparacdo aos grupos controles
(G1 e G2). Entretanto, ndo observamos esta mesma reducdo do HDL quando comparamos 0s
animais suplementados com DPH e tratados com cha de hibisco com o grupo controle. Sendo
assim, parece ter havido um efeito benéfico do cha de hibisco nos animais obesos (G4),
evitando a diminuicdo da chamada ‘“fragdo boa” do colesterol. Outro importante efeito
observado entre os animais que fizeram uso do HS (G2 e G4) foi a reducdo da fragdo “ruim”
do colesterol (LDL) quando comparados ao grupo controle G1 ou mesmo aos animais obesos
suplementados (G3). Tais achados foram semelhantes aos observados em outros estudos®®,
reforcando assim o efeito protetor do cha de hibisco no controle da dislipidemia. De maneira
semelhante, em humanos, o HS também apresentou acdo hipolipemiante em individuos com
sindrome metabdlica, evidenciando reducdo nos niveis de glicemia, colesterol total,
triglicérides e aumento de HDL, pela inibicdo da lipase pancreéatica e reducdo da absorcao
intestinal de lipideos®’.

Na obesidade ocorre hipertrofia dos adipdcitos. Esse processo, uma vez instalado e
perpetuado cronicamente, resulta no aumento da infiltracdo de macréfagos e na producédo de
citocinas pro-inflamatorias.®®. Simultaneamente, ocorre aumento da liberagdo de &cidos
graxos livres e desregulagdo na secre¢do das adipocinas (adiponectina, resistina e leptina),
resultando no aumento da ingesta alimentar e reducdo do gasto energético, o que contribui
ainda mais para o ganho de peso®. Estas adipocinas sio responsaveis por exacerbar o
processo inflamatorio no organismo e estdo envolvidas em uma série de comorbidades,
inclusive, no desenvolvimento da resisténcia & insulina®. Em nosso estudo, observamos que
0s animais suplementados com a DPH (G3 e G4) apresentaram uma importante elevagédo da

leptina quando comparados ao grupo controle, demostrando que a dieta rica em gordura foi
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capaz de interferir na fisiologia do tecido adiposo, alterando a producdo de citocinas pro-
inflamatorias. Observamos ainda, uma diminuicdo da leptina, em nimero absoluto, entre 0s
animais obesos que receberam o cha de hibisco (G4) em relacdo ao grupo obesidade (G3),
embora sem significAncia estatistica. Este mesmo comportamento é observado quando
comparamos 0 G2 em relacdo ao controle. Embora ndo tenha sido possivel demonstrar uma
diferenga estatisticamente significativa entre os grupos em ambos 0s casos, esta clara
tendéncia sugere que se o numero de individuos fosse maior ou mesmo se o tempo de
intervencdo fosse ampliado, talvez pudéssemos ratificar esta tendéncia.

Neste modelo a analise dos resultados apresentados mostra que a administracdo do cha
de hibisco resultou em expressiva reducdo dos niveis séricos da IL-lo (G2 e G4),
particularmente nos animais suplementados com DPH (G4). Esta interleucina constitui uma
importante citocina de atividade pro-inflamatoria, estando relacionada a inducdo de febre, a
sintese de proteinas da fase aguda hepatica, a liberacdo de neutrofilos e, além disso, atuando
como mediadora na resisténcia a insulina. Neste sentido, podemos afirmar que nosso modelo
de obesidade esta associado a um processo inflamatério sistémico, caracteristico da sindrome
metabolica. Da mesma forma, é possivel inferir que o HS parece auxiliar no combate aos
efeitos da inflamacdo, reduzindo os niveis circulantes de citocinas inflamatdrias, ndo apenas
em pacientes obesos, mas também em pacientes eutroficos portadores de estados
inflamatorios crénicos.

Em nosso estudo ndo encontramos diferenca significativa nas dosagens interleucinas
anti-inflamatorias (adiponectina e 1L-4) entre os diferentes grupos. Este fato nos leva a supor
que as alteracOes sistémicas aqui relatadas foram decorrentes, principalmente, pelo aumento
das adipocinas pro-inflamatorias e ndo o contrério.

No que concerne ao estudo das alteracdes estruturais da préstata dos ratos, observamos
gue a obesidade induzida por dieta hipercalérica promoveu alteracdes histomorfométricas
significativas, incluindo aumento do volume nuclear, reducdo da espessura epitelial,
diminuig&o das areas do lumen acinar e intersticial. Esses achados corroboram com dados que
demonstram que a obesidade pode impactar de forma direta a arquitetura prostatica,
promovendo alteragdes estruturais que podem comprometer sua funcéo, conforme os estudos
que discutiremos.

O aumento no volume nuclear observado nos grupos onde a obesidade foi induzida
(G3 e G4), tanto em epitélio cubico quanto colunar, é compativel com o quadro de proplasia

celular induzida pela obesidade, frequentemente descrito como um estagio pré-neoplasico ou
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de hiperatividade secretora da glandula prostatica. Estudos realizados por Basulto-Natividad e
colaboradores demonstraram que a obesidade prolongada pode promover alteracOes
displasicas, anisocitose, anisocariose e relacdo nucleo-citoplasma alterada, o que esta em
consonancia com nossos achados morfométricos®. O fato de que, em nosso estudo, o HS n&o
tenha sido capaz de impedir o aumento do volume nuclear nos animais obesos, nos leva a
refletir acerca de uma eventual limitacdo da acdo deste produto sobre a proliferacdo nuclear
em ambiente metabolico pré-inflamatdrio.

Por outro lado, nos animais que consumiram o cha de hibisco com dieta normal (G2),
foi observada uma reducéo significativa do tamanho do nucleo, sugerindo um possivel efeito
modulador da proliferagcdo celular em contexto ndo obesogénico. Esse achado pode estar
associado a acdo dos compostos bioativos do HS, como as antocianinas e flavondides, os
quais possuem propriedades antioxidantes e antiproliferativas, conforme demonstrado por
Kartinah e colaboradores ao associarem a ingestdo de HS com a regulacdo de microRNAS
inflamatorios, como 0 miR-34a e melhora da resisténcia ao fator de crescimento fibroblastico
21 (FGF21), um hormdnio produzido pelo figado que desempenha papel crucial no regulacéo
do metabolismo energético e na homeostase da glicose e dos lipideos®.

A andlise histomorfométrica revelou ainda uma reducdo significativa da espessura do
epitélio (tanto cubico quanto colunar) nos grupos de ratos obesos (G3 e G4). Este achado esta
de acordo com os estudos de Ribeiro e colaboradores, os quais demonstraram uma atrofia
epitelial e acinar na prostata ventral de ratos obesos, provavelmente relacionada a resisténcia a
insulina e & diminuicdo da testosterona circulante®®. Assim, a reducéo epitelial observada pode
indicar perda funcional da glandula, uma vez que a atividade secretora depende diretamente
da integridade celular e da a¢do androgénica.

Vale ressaltar que, no grupo G2 (controle + cha de hibisco), pode-se notar um aumento
da espessura do epitélio colunar em relacdo ao controle (G1), sugerindo um possivel efeito
trofico ou proliferativo do HS em condicBes basais. Esse achado ainda é pouco relatado na
literatura, mas pode refletir uma resposta adaptativa a acdo antioxidante dos compostos
fenolicos, conforme descrito por outro estudo, que demonstrou um provavel efeito protetor do
HS sobre a musculatura da bexiga em ratos obeso®.

A alteracdo da relacdo nucleo/citoplasma pode representar uma medida indireta da
atividade metabolica e do potencial neoplasico tecidual em certas condigdes. Em nossa
analise, este parametro permaneceu estavel nos grupos onde a obesidade foi induzida com a

racdo hipercaldrica. Curiosamente, este parametro demonstrou um aumento significativo nos
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animais do G2. Essa elevacdo pode indicar uma maior atividade celular, sem necessariamente
caracterizar um risco oncogénico, podendo ainda estar associada a diminui¢do do tamanho
nuclear descrito anteriormente nestes animais. Estudos prévios também relatam alteracdes na
relacdo nudcleo/citoplasma em modelos de obesidade, embora de forma heterogénea,
destacando o papel da apolaridade e do contetido granular citoplasmatico como indicadores de
disfuncio epitelial precoce®.

A reducéo da &rea do intersticio e do limen acinar observada em todos os grupos
experimentais (G2, G3 e G4), quando comparados ao grupo controle, € um achado relevante.
No contexto da obesidade, essas alteracbes podem refletir compressdo tecidual associada a
hiperplasia epitelial ou reorganizagdo da matriz extracelular, conforme sugerido por Silas e
colaboradores, os quais observaram deposi¢cdo aumentada de matriz e aumento de MMP-9
(uma metaloproteinase que desempenha papel crucial na degradacdo da matriz extracelular e
na remodelacéo celular) e do VEGF (Fator de Crescimento Endotelial VVascular) em modelos
de obesidade prolongada®. Ja nos animais que receberam o HS sem indugdo de obesidade,
essa reducdo pode indicar uma reorganizacdo funcional do tecido prostético, cuja relevancia
fisioldgica deve ser investigada em estudos futuros.

Por fim, analisando-se os resultados obtidos no presente estudo, concluimos que,
embora o cha de hibisco tenha apresentado efeitos benéficos em alguns pardmetros
histol6gicos avaliados, mesmo em animais em situacdo de ndo obesidade, estes ndo foram
suficientes para reverter ou prevenir integralmente as alteracfes morfologicas e funcionais
induzidas pela obesidade nos animais do grupo G4. Esses achados sugerem que, embora o HS
possua propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes documentadas®?®*, sua eficacia pode
ser limitada em ambientes metabolicos adversos, reforcando a complexidade da relagdo entre

obesidade, inflamac&o prostatica e remodelacéo tecidual.
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7. LIMITACOES DO ESTUDO

O presente estudo apresenta algumas limitagdes inerentes ao delineamento
experimental e as abordagens metodoldgicas adotadas. Embora 0 modelo empregado permita
a andlise controlada das alteracdes metabolicas e prostaticas induzidas pela dieta hiperlipidica
e pela suplementacdo com cha de hibisco, a investigagdo concentrou-se predominantemente
em parametros histoldgicos e bioquimicos, o que restringe a compreensao mais aprofundada
dos mecanismos celulares e moleculares subjacentes aos achados observados. Nesse sentido, a
auséncia de avaliagfes funcionais complementares, como a mensuragdo direta da atividade
hormonal intraprostatica ou a analise da expressdo génica de marcadores inflamatorios,

oxidativos e proliferativos, limita a interpretacédo fisiopatologica dos resultados.

Adicionalmente, apesar do rigor no controle das condi¢bes ambientais e alimentares,
variacdes individuais no metabolismo basal e no padrdo de consumo alimentar dos animais
podem ter influenciado alguns desfechos metabolicos, como o ganho ponderal e o perfil
bioquimico, representando um fator inerente a modelos experimentais desse tipo. Ainda
assim, tais limitacbes ndo invalidam os resultados obtidos, os quais fornecem subsidios
relevantes para futuras investigacdes e contribuem para o avanco do entendimento dos efeitos
metabdlicos e prostaticos associados a dieta palatavel hiperlipidica e a suplementacdo com
chéa de hibisco em modelos experimentais de obesidade.
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8. CONCLUSAO

Diante dos resultados aqui apresentados se pode concluir que o presente estudo
demonstrou que a dieta hiperlipidica foi eficaz na indugdo da obesidade em ratos,
promovendo alteracBes metabdlicas, inflamatérias e histologicas, muitas das quais
compativeis com aqueles presentes na sindrome metabdlica em humanos.

A oferta Hibiscus sabdariffa na forma de cha mostrou efeitos positivos, como a
estabilizacdo do ganho de peso nos animais expostos & DPH, reducéo de triglicerideos e LDL,
preservacdo dos niveis de HDL, efeito nefroprotetor e modulagdo de marcadores
inflamatorios como leptina e IL-1a. Além disso, o HS demonstrou potencial antiproliferativo
no tecido prostatico saudavel, embora ndo tenha sido capaz de reverter integralmente as
alteraces morfoldgicas prostaticas induzidas pela obesidade neste modelo experimental.

Tais achados reforcam o potencial terapéutico do HS como adjuvante no manejo das
comorbidades associadas a obesidade, destacando sua agdo anti-inflamatdria, antioxidante e
metabolica, embora sua eficacia possa ser limitada em contextos de disfuncdo metabdlica
avancada. Assim sendo, novos estudos sdo cruciais para fornecer as evidéncias cientificas
necessarias para determinar a real eficacia da estratégia terapéutica do H. sabdariffa, bem
como para determinar se os resultados aqui encontrados seriam transponiveis integralmente a

espécie humana.
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