-

#,g‘ UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
unesp “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

Campus de Araraquara

PAULO FERNANDO CARLSTROM

AVALIAGAO DOS EFEITOS DA PROPOLIS VERMELHA BRASILEIRA
COADMINISTRADA COM METFORMINA EM MODELO DE OBESIDADE E
RESISTENCIA A INSULINA

Araraquara, SP
2024



PAULO FERNANDO CARLSTROM

AVALIAGAO DOS EFEITOS DA PROPOLIS VERMELHA BRASILEIRA
COADMINISTRADA COM METFORMINA EM MODELO DE OBESIDADE E
RESISTENCIA A INSULINA

Tese apresentada a Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Araraquara, para obtengdo do titulo de Doutor em
Ciéncias, no Programa de Pods-graduacdo em
Biociéncias e Biotecnologia Aplicadas a Farmacia.

Area de Concentracdo: Analises Clinicas

Orientador: Prof. Dr. Iguatemy Lourengo Brunetti

Coorientadora: Profa. Dra. Amanda Martins Baviera

Araraquara, SP
2024



Carlstrom, Paulo Fernando.
C284a Avaliacdo dos efeitos da prépolis vermelha brasileira
coadministrada com metformina em modelo de obesidade e resisténcia

a insulina / Paulo Fernando Carlstrom. - Araraquara, 2024.
107 f. 1 il

Tese (Doutorado) - Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Araraquara. Programa de Pos-

graduacdo em Biociéncias e Biotecnologia Aplicadas a Farmacia. Area
de concentracdo: Analises Clinicas.

Orientador: Iguatemy Lourengo Brunetti.
Coorientadora: Amanda Martins Baviera.

1. Diabetes mellitus. 2. Dieta ocidental. 3. Estresse glico-oxidativo.
4. Produtos apicolas. 5. Terapia combinada. 1. Brunetti, Iguatemy
Lourencgo, orient. II. Baviera, Amanda Martins, coorient. II1. Titulo.

Diretoria Técnica de Biblioteca e Documentacdo - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
UNESP - Campus de Araraguara
Kazumi Tomoyose - CRE 8/10904
CAPES: 33004030081P7
Esta ficha n3o pode ser modificada



y - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA P

()

unesp - |
| 8¢
p Campus de Araraquara ;L :

o s

CERTIFICADO DE APROVAGAQ

TITULO DA TESE: Avaliacdo dos efeitos da prépolis vermelha brasileira coadministrada
com metformina em modelo de obesidade e resisténcia a insulina

AUTOR: PAULO FERNANDO CARLSTROM
ORIENTADOR: IGUATEMY LOURENCO BRUNETTICOORIENTADORA: AMANDA MARTINS
BAVIERA

Aprovado como parte das exigéncias para obtencao do Titulo de Doutor em Ciéncias, area
de conhecimento: Bioguimica pela Comissao Examinadora:

Profa. Dra. AMANDA MARTINS BAVIERA (Participacao Virtual)
Departamento de Analises Clinicas / Faculdade de Ciencias Farmaceuticas do Campus de
Araraquara da Unesp

Prof. Dr. ANDERSON MARLIERE NAVARRO (Participacao Virtual)
Departamento Ciéncias da Saude / Faculdade de Medicina do Campus de Ribeirdo Preto da
Universidade de S3o Paulo (USP)

Profa. Dra. ANALUCIA RAMPAZZ0O XAVIER (Participacao Virtual)
Centro de Ciéncias Médicas da Faculdade de Medicina da Universidade Federal Fluminense (UFF)

Prof. Dr. JOSE MAURICIO SFORCIN (Participacao Virtual)
Departamento de Ciencias Quimicas e Biologicas / Instituto de Biociencias do Campus de Botucatu
da Unesp

Araraquara, 18 de dezembro de 2024.

Faculdade de Ciéncias Farmachuticas - Cimpus de Araraguara
RODOVIA ARARAQUARA-JAL, KM 1 - CP 502, 14800903
hitpfwww2.iclar.unesp bri#Vpos-grad) loclanc blotecnaologias-ag licad; f ia/ - CNPJ: 48.031.918/0025-00.




Agradecimentos

A minha mae, Eugenilha, por todo o amor e apoio que me ofereceu ao longo
da minha trajet6ria académica. Seu exemplo de perseveranga e resiliéncia para com
o seu trabalho foram a minha forca nos momentos de desafio, e seu incentivo foi a
luz que iluminou meu caminho quando eu mais precisei. Obrigado por estar sempre
ao meu lado, acreditando nos meus sonhos e me lembrando do meu potencial. Esta
conquista é tanto minha quanto sua, e sou eternamente grato por tudo o que fez por
mim. Espero um dia poder retribuir a altura.

Ao meu amigo Breno, por toda a amizade e irmandade ao longo da vida.
Esteve presente em cada etapa, académica ou pessoal, tornando tudo unico e
especial. Desejo que nossa amizade perdure, independentemente do tempo ou do
lugar em que estivermos.

Ao Professor Dr. Iguatemy Lourenco Brunetti, pela oportunidade, apoio e
contribuigdo, e por semear a visdo e conhecimentos de um pesquisador com
grandes conhecimentos e experiéncia de vida. Isso é transformador.

A Professora Dra. Amanda Martins Baviera, pela oportunidade, suporte e
paciéncia ao longo de todo o projeto. Sua orientagao foi fundamental para o
desenvolvimento do trabalho. Agradeg¢o pela dedicacdo e generosidade em
compartilhar seu conhecimento, sempre com atencéo e respeito.

Aos meus companheiros e amigos de laboratério, Tainga, Ingrid, André, Felipe,
Renata, Beatriz, Sérgio e Amanda. Foram muitos momentos de alegria e diversao,
como também de muito trabalho e dedicagao, que fizeram cada minuto valer a pena.
Um bom trabalho é resultado de um esforgo coletivo. Sozinho eu nao teria
conseguido.

A Juliana, Camila e Ana Carolina, pelo apoio e suporte em diversos
momentos importantes, apesar do breve tempo em que convivemos.

Aos professores Masaharu, Pedro e Severino, por gentilmente fornecer a
amostra de propolis vermelha utilizada durante todo o trabalho. A oportunidade de
trabalhar com esse material instigou minha curiosidade cientifica e me incentivou a
dedicar todo esforgo neste aprendizado.

Aos camundongos utilizados nesta pesquisa, minha mais profunda gratidéo e
respeito. A contribuicdo deles foi essencial para o avanco deste estudo, e sou

plenamente consciente do sacrificio envolvido. Espero que o0s conhecimentos



obtidos aqui possam honrar a vida desses animais, trazendo beneficios para a
ciéncia e para a saude, em um compromisso de valorizar e respeitar cada ser
envolvido na busca pelo conhecimento.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacgao de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cddigo de Financiamento 001.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), pela

concessao de bolsa de pesquisa (processo 140178/2021-0).


javascript:abrirPrestacao('1002748','2','140178/2021-0','GD')

“Vocé é mais corajoso do que acredita, mais forte do que parece e mais esperto do
que pensa.”

(Ursinho Pooh)

“Quando a educagcdo ndo é libertadora, o sonho do oprimido é ser o opressor.”

(Paulo Freire)



Resumo

A obesidade desempenha um papel fundamental no desenvolvimento do diabetes
mellitus (DM) e suas complicagbes, como a hiperglicemia, devido a mudangas no
estilo de vida e ao impacto das dietas ricas em lipideos, contribuindo para o estresse
glico-oxidativo, que leva a danos nas biomoléculas, resisténcia a insulina e
inflamac&o de baixo grau. A metformina € o tratamento padrdo para o DM tipo 2,
mas também se busca combinar compostos bioativos naturais que combatam os
efeitos prejudiciais do estresse glico-oxidativo. Neste contexto, investigamos os
efeitos do extrato hidroetandlico de propolis vermelha brasileira (PVB) incorporada
em iogurte, sozinha ou coadministrada com metformina, em um modelo de
obesidade e resisténcia a insulina induzida por consumo de dieta hiperlipidica (35%
de lipidios). Utilizamos camundongos machos (C57BL/6j) divididos em 7 grupos:
dieta padrao, tratados com agua (P) ou com PVB 100 mg/kg (PP); dieta hiperlipidica,
tratados com: agua (HL), iogurte (HI), PVB 100 mg/kg (HP), metformina 50 mg/kg
(HM), PVB 100 mg/kg e metformina 50 mg/kg (HPM), incorporados em iogurte.
Foram monitorados: (i) parametros fisioldgicos: peso corporal, massa de tecidos
adiposos e orgaos, ingestdo alimentar e consumo energético; (ii) parametros
bioquimicos: glicemia, teste de tolerancia a glicose oral (TTGO), teste de tolerancia a
insulina (ITT), triacilglicerdis, colesterol total, HDL-colesterol, fosfatase alcalina
(ALP), aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), ureia e
acido urico; (iii) biomarcadores de estresse glico-oxidativo e enzimas antioxidantes
no plasma, figado e rim: substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS),
produtos finais de glicagdo avancada (AGE), paraoxonase 1 (PON-1), superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Os animais que
consumiram dieta hiperlipidica apresentaram piora nos parametros analisados em
comparagao com 0s animais dos grupos padrao e demais grupos HP, HM e HPM,
indicando a instalacdo do modelo de obesidade e resisténcia insulinica,
acompanhado de estresse oxidativo. Os grupos HP, HM e HPM demonstraram
menor ganho de peso corporal, deposicdo de tecidos adiposos reduzida, niveis
glicémicos mais baixos e redugéo da dislipidemia, destacando o papel importante na
reducao da adiposidade, controle da glicemia e sensibilidade a insulina. Além disso,
apresentaram valores menores de TBARS e AGE no plasma, figado e rim, indicando
menor dano oxidativo nos tecidos, além de aumento nas atividades da PON-1, SOD,



CAT e GPx. A integracdo desses resultados nos permite concluir que os efeitos
isolados ou combinados do tratamento com propolis vermelha incorporado em
iogurte s&o promissores para o tratamento de DM tipo 2, justificando a necessidade
de avancar em estudos com compostos bioativos naturais.

Palavras-chave: diabetes mellitus; dieta ocidental; estresse glico-oxidativo; produtos

apicolas; terapia combinada.



Abstract

Obesity plays a key role in the development of diabetes mellitus (DM) and its
complications, such as hyperglycemia, driven by lifestyle changes and high-fat diets.
These factors contribute to glyco-oxidative stress, leading to biomolecular damage,
insulin resistance, and low-grade inflammation. Metformin is the standard treatment
for type 2 DM, but there is growing interest in combining it with natural bioactive
compounds that counteract the harmful effects of glyco-oxidative stress. In this study,
we investigated the effects of a hydroethanolic extract of Brazilian red propolis (PVB),
incorporated into yogurt, administered alone or in combination with metformin, in a
model of obesity and insulin resistance induced by a high-fat diet (35% lipids). Male
mice (C57BL/6j) were divided into seven groups: standard diet, treated with water (P)
or PVB 100 mg/kg (PP); high-fat diet, treated with water (HL), yogurt (HI), PVB 100
mg/kg (HP), metformin 50 mg/kg (HM), and a combination of PVB 100 mg/kg and
metformin 50 mg/kg (HPM), incorporated into yogurt. We monitored the following: (i)
physiological parameters — body weight, adipose tissue and organ mass, food
intake, and energy consumption; (ii) biochemical parameters — blood glucose, oral
glucose tolerance test (OGTT), insulin tolerance test (ITT), triacylglycerols, total
cholesterol, HDL-cholesterol, alkaline phosphatase (ALP), aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), urea, and uric acid; and (iii)
biomarkers of glyco-oxidative stress and antioxidant enzymes in plasma, liver, and
kidney, including thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), advanced
glycation end products (AGE), paraoxonase 1 (PON-1), superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT), and glutathione peroxidase (GPx). Animals on the high-fat
diet exhibited worsened parameters compared to those in the standard diet groups
and other intervention groups (HP, HM, and HPM), confirming the establishment of
the obesity and insulin resistance model with concurrent oxidative stress. The HP,
HM, and HPM groups showed lower body weight gain, reduced adipose tissue
deposition, improved glycemic levels, and reduced dyslipidemia, underscoring the
significant roles of these treatments in reducing adiposity, glycemic control, and
insulin sensitivity. Moreover, these groups had lower TBARS and AGE values in
plasma, liver, and kidney, suggesting reduced oxidative tissue damage, as well as
increased activities of PON-1, SOD, CAT, and GPx. These findings support the
potential of treatments with red propolis, incorporated into yogurt, for type 2 DM



management and highlight the need for further studies on natural bioactive
compounds.
Keywords: diabetes mellitus; Western diet; glyco-oxidative stress; bee products;

combined therapy.
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1. Introducao

A obesidade e o diabetes mellitus tipo Il (DM tipo 2) constituem desafios
significativos para a saude publica global. A crescente prevaléncia da obesidade e a
sua associacdo com o DM tipo 2 tém implicagbes profundas para a qualidade de
vida das populagdes e os custos dos sistemas de saude. A Organizagao Mundial da
Saude (OMS — WHO, World Health Organization) estima que cerca de um em cada
dez adultos em todo o mundo seja obeso, tornando a obesidade uma epidemia de
alcance planetario.

O DM tipo 2, por sua vez, € uma condicdo metabdlica cronica caracterizada
pela resisténcia a insulina e subsequente disfungao de sua secrecao pelo pancreas,
levando a niveis elevados de glicose no sangue (hiperglicemia) . A obesidade em
especial a adiposidade intra-abdominal, desempenha um papel crucial no
desenvolvimento do DM tipo 2, contribuindo para uma série de efeitos prejudiciais,
incluindo aumento dos niveis de acidos graxos nao esterificados no sangue,
armazenamento de gordura ectépica em 6rgdos e a secregdo de adipocinas que
afetam a acao e a secrecgao de insulina .

Este cenario é agravado pelo fato de que a obesidade também aumenta o
risco de outras condicbes adversas de saude, como doengas cardiovasculares,
disturbios musculoesqueléticos e cancer (WHO, 2020). Portanto, € imperativo abordar
de maneira abrangente os fatores subjacentes a obesidade e ao DM tipo 2 para
mitigar os impactos negativos dessas condi¢gdes na saude publica.

A presente pesquisa concentra-se na investigacdo por estratégias
terapéuticas que possam substituir ou melhorar a eficacia da metformina, um
medicamento amplamente utilizado no tratamento do DM tipo 2, ao mesmo tempo
em que minimiza os efeitos deletérios do estresse glico-oxidativo associado a essa
condigdo. A metformina é conhecida por seus beneficios na redu¢do da glicemia e
na aumento da sensibilidade a insulina (Rena; Hardie; Pearson, 2017). No entanto, seu
uso pode estar associado a efeitos colaterais gastrointestinais (Flory et al., 2019) e
variacdes em sua eficacia em diferentes pacientes (zhou et al., 2016).

Diante disso, tem sido proposta a combinagao da metformina com compostos
bioativos naturais, como em particular a prépolis. A propolis € um produto resinoso
coletado por abelhas de varias fontes vegetais, com propriedades antioxidantes,
anti-inflamatérias e antiglicagdo bem estabelecidas (Prabhakar; Kumar; Doble, 2014; Salehi

et al., 2019). Além disso, evidéncias sugerem que a propolis pode exercer um impacto



positivo na regulagdo do metabolismo de glicose e lipidios, oferecendo um potencial
terapéutico no gerenciamento do DM tipo 2 e de suas complicagdes (Afsharpour et al.,
2019; Hesami et al., 2019; Kitamura, 2019).

No contexto desta pesquisa, também ¢é importante destacar que diferentes
variedades de propolis, como a prépolis vermelha brasileira (PVB), apresentam
composi¢des quimicas unicas e potencialmente benéficas para a saude (Silva et al.,
2008). Essa diversidade da natureza quimica da prépolis proporciona a oportunidade
para a otimizacdo da terapia combinada com a metformina. Além disso, estudos
clinicos sugerem que a PVB pode melhorar o status glicémico e antioxidante, reduzir
a resisténcia insulinica e atuar como adjuvante no tratamento de pacientes com DM
tipo 2 (Afsharpour et al., 2019; Hesami et al., 2019; Mujica et al., 2017; Samadi et al., 2017).

Além disso, considerando a tendéncia dos consumidores por alimentos
naturais e saudaveis, a investigacdo sobre a utilizagcdo da PVB como aditivo de
alimentos funcionais, como o iogurte, pode abrir portas para o desenvolvimento de
produtos nutracéuticos no mercado alimenticio (Santos et al., 2019).

Diante da crescente prevaléncia da obesidade e do DM tipo 2, bem como da
necessidade de estratégias terapéuticas mais eficazes e personalizadas, esta
pesquisa assume uma realizagdo qualificada na investigagdo por solu¢des que
possam melhorar a qualidade de vida dos pacientes e reduzir a carga global dessas

patologias na saude publica.

2. Referencial bibliografico
2.1.Obesidade e Diabetes Mellitus tipo Il
De acordo com a Organizagao Mundial da Saude (WHO, 2020) cerca de um em

cada dez adultos s&o obesos, condicionando a obesidade como uma epidemia em



diversas regides do mundo. Dados de 2016 estimaram que, entre adultos, 1,9 bilhdo
tinham sobrepeso (mais de 650 milhdes eram obesos), e entre criangas e
adolescentes, 124 milhdes encontravam-se neste contexto.

Diversos fatores justificam o aumento na prevaléncia da obesidade. Embora
existam fatores genéticos associados, estes sao mais relevantes quando ligados
com mudangas no estilo de vida que favorecem o aumento de peso corporal
(Gonzalez-Muniesa et al., 2017). Assim, s&o fatores importantes a serem considerados: (/)
o0 aumento da ingestdo caldrica, com aumento no consumo de carboidratos e
gorduras saturadas, (i) e a diminuicdo no gasto energético, j4 que a sociedade
moderna tem adquirido habitos cada vez mais sedentarios (Gonzéilez-Muniesa et al.,
2017).

A prevaléncia global da obesidade promove aumento na incidéncia de varias
doencas metabdlicas, tais como doengas cardiovasculares, disturbios musculo-
esqueléticos, diferentes tipos de cancer, além de adiposidade e diabetes mellitus
tipo 2 (DM tipo 2) (WHO, 2020). O DM tipo 2, por sua vez, € caracterizado pela
combinagao entre resisténcia a insulina nos tecidos alvo e secreg¢ao insuficiente de
insulina (disfungao pancreatica), culminando em hiperglicemia (Scheen, 2003).

A obesidade, especialmente a adiposidade intra-abdominal, tem
consequéncias pivotais no desenvolvimento de DM tipo 2, através de numerosos
mecanismos, incluindo niveis circulantes elevados de acidos graxos né&o-
esterificados, armazenamento de gordura ectépica exercendo um efeito tdéxico no
figado, musculo e pancreas, e estimula a secregcdo de adipocinas que podem
interferir na acao e secregao da insulina (Scheen, 2003).

No figado, niveis elevados de carboidratos, ocasiona a lipogénese de novo,
processo envolvido na sintese de acidos graxos a partir de subunidades de acetil-
CoA, no qual, este processo pode ser aumentado em casos de hiperinsulinemia
(Sanders; Griffin, 2016). Contudo, o acumulo de triglicerideos no figado também pode
ser resultado da acdo de intermediarios toxicos gerados pelo metabolismo de
lipideos, tal como o diacilglicerol (DAG), que é um mediador chave da resisténcia a
insulina induzida por lipidios, via ativagdo da proteina quinase Ce (PKCeg) que
fosforila e inibe o receptor de insulina (Gassaway et al., 2018).

A hiperglicemia também tem relevancia eminente no desenvolvimento de

alteragdes patoldgicas no rim, ocasionada pela resisténcia insulinica no DM tipo 2



(Akhtar et al., 2019). Os rins sdao extremamente dependentes da atividade mitocondrial
e devido a alta demanda energética, ha alteragbes na filtracdo do sangue,
reabsor¢cao de nutrientes, no balanco de eletrélitos e fluidos, e na manutencao da
homeostase acido-base e da pressao arterial (Bhargava; Schnellmann, 2017). Durante a
prevaléncia hiperglicémica, o acumulo de glicose e acidos graxos, resulta em
desbalanco de espécies reativas, em especial, de oxigénio (ERO), geradas via
oxidacdo dessas biomoléculas, e das defesas antioxidantes na mitocOndria,
causando queda na produgcdo de trifosfato de adenosina (ATP, adenosine
triphosphate) e aumento de apoptose celular (Bhargava; Schnellmann, 2017).

A hiperglicemia prolongada associada as condicdes de estresse glico-
oxidativo, causa glicagcado de proteinas e amino lipidios por reag¢des independentes
de enzimas, levando a geragdo de produtos finais de glicagdo avangada (AGE,
advanced glycation end product) (Volpe et al., 2018). A producdo de AGE ocorre
principalmente com o processo de glicacdo de proteinas, via reagcao de Maillard,
resultando em reagdes de condensacgado entre o grupo carbonila de um agucar
redutor com grupos amino livres, gerando bases de Schiff, que se rearranjam em
produtos estaveis e reversiveis (produtos de Amadori) (Bierhaus et al., 1998).

Os produtos de Amadori, por sua vez, podem reagir irreversivelmente com
peptideos ou proteinas para formar ligacées cruzadas de proteinas, gerando a-
dicarbonilas dos quais s&o bem conhecidos: glioxal, metilglioxal e 3-deoxiglicosona
(Chaudhuri et al., 2018). O acumulo anormal destes metabdlitos dicarbonilicos e suas
consequéncias estruturais e funcionais sao conhecidos como estresse dicarbonilico
(Rabbani; Xue; Thornalley, 2019), sendo altamente reativos, participando de reacdes de
oxidagao, desidratagdo ou polimerizagdo para originar numerosos outros AGE, e
com frequéncia s&o considerados propagadores das lesdes glico-oxidativas
(Chaudhuri et al., 2018). In vivo, as a-dicarbonilas podem reagir com residuos de
aminoacidos em proteinas, levando a formagao de diversos outros AGE, sendo os
mais conhecidos N-(carboximetil) lisina (CML), N-(carboxietil) lisina (CEL), dimero de
lisina derivado de glioxal (GOLD) e de metilglioxal (MOLD), N-(5-metil-4-imidazolona-
2-il)-ornitina (MG-H1), arg-pirimidina, pirralina, pentosidina e vesperlisinas (Figura 1)

(Nowotny et al., 2015; Vistoli et al., 2013).



Figura 1 - Formacgédo de produtos finais de glicacdo avangada in vivo. Existem trés vias enddgenas
diferentes: a reagcado ndo enzimatica de Maillard, a via do poliol e a peroxidacao lipidica.
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Compostos dicarbonilicos também se originam a partir do processo de auto-
oxidagao de monossacarideos, tais como glicose, frutose, ribose e gliceraldeido (via
de Wolff). Além disso, produtos resultantes da oxidacdo e degradacédo de
aminoacidos e lipideos também contribuem para a formacdo de compostos
carbonilicos. No caso especifico da peroxidacido lipidica, ocorre quando ERO
atacam acidos graxos poli-insaturados nas membranas bioldgicas. Esse fenbmeno é
considerado uma das principais fontes de compostos carbonilicos, especialmente a-
oxoaldeidos, conhecidos como espécies reativas carbonilicas (ERC). Dentre os
produtos finais toxicos gerados, destacam-se o malondialdeido (MDA), 4-hidroxi-2-
nonenal (HNE) e a-oxoaldeidos como glioxal e metilglioxal (Ott et al., 2014; Vistoli et al.,
2013).

A formacao destes produtos finais em lipideos e peptideos/proteinas € um
componente inevitavel do processo de envelhecimento em todos os organismos
eucariodticos, incluindo humanos (Chaudhuri et al., 2018) e acredita-se que o acumulo
destes produtos contribui, ao menos parcialmente, para as condi¢cbes de estresse
cronico no diabetes (Nowotny et al., 2015). Os principais mecanismos envolvidos em

seus efeitos deletérios séo: (/) formagao de crosslinking em macromoléculas, (ii) e



sua interagdo com receptores encontrados em membranas plasmaticas celulares
(Nugent; He, 2018a).

O crosslinking € a formagao de ligagdes cruzadas entre proteinas (Nemet;
Strauch; Monnier, 2011), resultando em modificagbes estruturais e consequentemente
em sua funcionalidade, contribuindo para a perda de fungédo de biomoléculas intra- e
extracelulares (componentes da matriz) e precede o estabelecimento das
complicacdes diabéticas (Abbas et al., 2016).

A ligacdo destes produtos finais em receptores especificos presentes nas
membranas celulares resulta na ativacdo de diversas vias de sinalizagdo, que
podem promover o estresse oxidativo por acentuar a produgdo de ERO e espécies
reativas de nitrogénio (ERN), assim como desenvolver um perfil pro-inflamatério e
pré-apoptético, sendo os mais investigados, os receptores de AGE (RAGE) (Ott et al.,
2014; Yamagishi; Matsui, 2010). No figado, os RAGE sdo amplamente distribuidos e em
doencas hepaticas graves, niveis elevados de RAGE podem contribuir para o

processo de fibrose (Hyogo; Yamagishi, 2008).

2.2.Sistemas de detoxificagdao de AGE e antioxidantes

No figado ocorre uma etapa importante no catabolismo e eliminacdo de AGE,
através de receptores scavenger presentes nas células de Kupffer e células
endoteliais sinusoidais (Basta et al., 2011). Aos rins também se atribui uma via
fundamental na eliminacdo de AGE do organismo, filtrando e excretando
aminoacidos modificados por AGE (adutos livres da glicagdo) (Rabbani; Xue; Thornalley,
2019).

No entanto, quando ha um excedente dos produtos finais de glicacdo, a
funcdo scavenger das células endoteliais sinusoidais pode estar prejudicada,
resultando em prejuizos no transporte intracelular de proteinas senescentes e dos
AGE, decorrentes do seu acumulo (Basta et al., 2011; Hyogo; Yamagishi, 2008); 0 mesmo
acontece com os rins, quando a fungéao renal esta prejudicada, o acumulo de adutos
contribui para a disfungao renal e estabelecimento de doenca renal crénica (Rabbani;
Xue; Thornalley, 2019).

Os AGE-receptor complex (AGE-R), sdo uma outra familia de receptores que
se ligam aos AGE, no entanto, diferentemente dos RAGE, os AGE-R participam do

sistema de detoxificagcdo dos produtos finais de glicagdo, diminuindo os danos



causados por eles (Ott et al., 2014). O complexo AGE-R consiste de AGE-R1 (OST-
48), AGE-R2 (80K-H) e AGE-R3 (galectina-3), com destaque ao AGE-R1, que se
ativa ao ligar-se as proteinas modificadas por AGE e as internaliza, para que sejam
degradadas. E o aumento da sua expressdo esta relacionado a diminuigdo na
ativacdo de RAGE, assim, diminuindo o estresse oxidativo proveniente da interacéo
AGE-RAGE (Ott et al., 2014).

O sistema da glioxalase é outro processo envolvido na detoxificacao de
AGEs, composto pelas enzimas glioxalase 1 (GLO 1), glioxalase 2 (GLO 2) e pelo
metabdlito glutationa reduzida (GSH), amplamente distribuidos em quase todos os
tipos celulares, eliminando os efeitos deletérios do estresse dicarbonilico, tendo
como principal substrato o metilglioxal (Rabbani; Xue; Thornalley, 2019).

O aumento na produc¢ao mitocondrial de ERO é outro mecanismo chave para
o estabelecimento do estresse oxidativo, no qual, ha uma alta taxa de oxidagao de
glicose e acidos graxos, aumento do fluxo de substratos que participam da cadeia
transportadora de elétrons (NADH e FADH2) e extravasamento de elétrons,
resultando na formacdo do anion radical superdxido e outras espécies reativas
(Nishikawa et al., 2007).

Os sistemas antioxidantes, como as defesas enzimaticas contra os efeitos
deletérios de ERO e ERN, representadas por superdxido dismutase (SOD) que
catalisa a dismutagao do Oz em H202 e O2; catalase (CAT), atua na decomposi¢éo
de H202 em O2 e H20 e glutationa peroxidase (GPx), atua sobre H202 e peroxidos
organicos, utilizando o potencial redutor do tripeptideo GSH (Gutteridge; Halliwell, 2010).
O Nrf2 (fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2) também possui efeito
regulatério sobre o estresse oxidativo, estimulando a expressao destas enzimas (Xu
et al., 2019), diminuindo a atividade do fator de transcrigdo nuclear-kB (NF-kB) (Pall;
Levine, 2015) e outros mediadores inflamatérios, como a interleucina (IL)-13 e o fator

de necrose tumoral-a (TNF-a) (Ho; Bray, 1999), exemplificado na Figura 2.



Figura 2 - Estresse oxidativo e sistema de defesa antioxidante. UCP2, proteina desacopladora 2;
I, I, 11, 1V, V, complexos multienzimaticos do sistema de fosforilagdo oxidativa na mitocondria.
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Em condi¢des normais, o Nrf2 tem sua atividade inibida por Keap1 (Kelch-like

ECH-associated protein 1); quando ha estresse oxidativo na célula, o Nrf2 se

dissocia de Keap 1 e inicia sua atividade transcricional (Xu et al., 2019). No entanto,

quando a produgdo de ERO ultrapassa a capacidade das defesas antioxidantes,

observam-se danos funcionais em biomoléculas (DNA, lipideos e proteinas), em

diversos tecidos, em especial os insulino-independentes para captagéo de glicose

(rins, retina, endotélio vascular, pancreas e figado) (Tabit et al., 2010).

Além disso, o Nrf2 é

sujeito a regulagcado por meio de diversas quinases, tais

como as quinases ativadas por mitégenos (MAPK), a proteina quinase C (PKC) e a



fosfoinositideo-3-quinase (PI3K) (Shi et al., 2018; Wong et al., 2016; Xiao et al., 2018). E
notavel que uma variedade de compostos, sejam eles de origem natural ou sintética,
apresentam a capacidade de ativar a via de sinalizacdo do Nrf2 (Huang et al., 2015;
Jadeja et al., 2016). A ativagdo do Nrf2 por meio de indutores especificos tem
demonstrado a habilidade de mitigar a citotoxicidade provocada pelo estresse
oxidativo in vitro, em diversas linhagens celulares (Park et al., 2018; Paudel; Jung; Choi,
2018). Adicionalmente, experimentos conduzidos em animais e ensaios clinicos em
seres humanos tém corroborado a capacidade dos indutores do Nrf2 em reduzir o
estresse oxidativo e conferir efeitos terapéuticos benéficos (Seyyedebrahimi et al., 2018;
Sharma et al., 2018).

O alto indice de doencgas cardiovasculares associados a individuos com DM
tipo 2 tem relagcédo com o aumento na formacéao de lipoproteina de baixa densidade-
oxidada (LDL-ox), considerada determinante-chave da patogénese da aterosclerose
(Rudel et al., 1986), incluindo disfuncdo endotelial via aumento na producao de Oz e
remodelamento da musculatura vascular lisa (Galle et al., 2006). A enzima antioxidante
paraoxonase 1 (PON 1), realiza a hidrolise de peroéxidos lipidicos em lipoproteinas
(HDL e LDL), sendo capaz de atenuar a oxidagao de LDL e consequentemente
reduzir o acumulo de LDL-0x (Meneses et al., 2019).

Apos o diagnostico de diabetes ou de pré-diabetes, um precoce e intensivo
controle da glicemia deve ser estabelecido, com objetivo de alcancar os niveis de
normalidade da glicemia e do controle metabdlico, reduzindo os riscos das
complicagbes micro- e macro vasculares da doenga (Testa et al., 2017). No entanto,
adicionalmente ao controle glicémico, a introdugcdo de agentes terapéuticos capazes
de diminuirem os impactos deletérios de ERO e AGE mostrou-se eficaz em
minimizar as complicagbes em longo prazo que podem ocorrer em individuos

diabéticos (Testa et al., 2017).

2.3. Tratamento do DM tipo 2
A metformina (dimetilbiguanida) é o agente antidiabético oral de primeira
escolha para o tratamento do DM tipo 2 (Rena; Hardie; Pearson, 2017), sendo o Unico
representante da classe das biguanidas ainda no mercado (Bailey; Turner, 1996). As
biguanidas sdo formadas pela ligagdo de dois anéis guanidinas onde a molécula de

metformina € a menos lipofilica dentre elas, o que a tornou mais segura para o0 uso
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clinico, com biodisponibilidade oral de 50 a 60%, fraca ligagdo as proteinas no
plasma e tem alto volume de distribuicdo, com acumulagdo maxima no intestino
delgado e rins (Bailey; Turner, 1996).

A metformina promove diminuigdo do acumulo de lipideos no figado
(aumentando a sensibilidade a insulina) e também diminuicdo da glicemia via
inibicdo de enzimas chave da gliconeogénese (Rena; Hardie; Pearson, 2017). Este
medicamento também é capaz de restaurar a funcdo endotelial, via inibigdo do
estresse do reticulo endoplasmatico, o estresse oxidativo (Cheang et al, 2014) e
modificagdes oxidativas em lipoproteinas associadas a glicagao (especialmente LDL
e HDL) (Kheniser; Kashyap; Kasumov, 2019).

O processo de supressao da gliconeogénese ocorre através da inibicao de
uma isoforma mitocondrial especifica da glicerofosfato desidrogenase (mGPD),
enzima responsavel por converter o glicerofosfato em fosfato de di-hidroxiacetona,
evitando com que o glicerol participe da via gliconeogénica (Madiraju et al., 2014). A
inibicio da mGPD também leva a acumulacdo de NADH citoplasmatico e a
diminui¢do da conversao de lactato em piruvato, limitando a contribuicdo do lactato
na gliconeogénese hepatica (Madiraju et al., 2014).

A reducdo dos niveis séricos de lipidios pela metformina ocorre através da
ativagdo da enzima proteina quinase AMP-ativada (AMPK) nos hepatécitos (zhou et
al., 2001), no qual a fosforilagdo inibitéria dependente de AMPK das acetil-CoA
carboxilases, Acc1 e Acc2, suprimem a lipogénese e diminuem a sintese celular de
acidos graxos no figado e nos musculos (Fullerton et al., 2013).

Os beneficios da metformina tém sido observados em individuos obesos e em
animais sob modelo de obesidade (dieta hiperlipidica) que apresentam complicagdes
hepaticas, especialmente doenga hepatica gordurosa nao alcodlica (NAFLD) e
NASH (nonalcoholic steatohepatitis) (Brandt et al., 2019; Mazza et al., 2012).

Contudo, sdo observadas limitacbes quanto ao uso deste farmaco, devido as
variagbes nas respostas individuais a terapia antihiperglicemica (zhou et al., 2016).
Adicionalmente, disturbios gastrointestinais, tais como diarreia, dispepsia, nauseas e
voémitos, sdo observados em 20% dos pacientes que fazem uso continuo da
metformina, sendo tais efeitos adversos uma das principais causas de
descontinuidade de seu uso (Flory et al.,, 2019). E de forma cronica, devido sua
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excregcao ocorrer via renal, pode levar ao acumulo e risco de acidose latica (no
sangue) na presenca de insuficiéncia renal (Bailey; Turner, 1996).

Além das biguanidas, destacam-se outras classes de agentes anti-
hiperglicemiantes orais, como as sulfonilureias e as glinidas. Estas classes
constituem opgdes terapéuticas alternativas a metformina em situagdes de
contraindicacdo de biguanidas. Adicionalmente, sdo frequentemente empregadas
em terapias combinadas para o tratamento do diabetes mellitus (DM) (Marin-Pefalver
et al., 2016). Apesar de apresentarem diferengcas em suas acgdes farmacolégicas, o
mecanismo de acao dessas classes baseia-se na estimulacdo da secregao de
insulina pelas células B pancreaticas, por meio do fechamento dos canais de
potassio sensiveis ao ATP, promovendo a despolarizacdo da membrana plasmatica
das células B, resultando no aumento dos niveis de calcio intracelular e subsequente
liberagdo de insulina. As glinidas, em comparacdo com as sulfonilureias, induzem
uma secrecao de insulina mais rapida, porém possuem uma meia-vida mais curta,
sendo necessario maior frequéncia de administragdes para manter a concentracio
plasmatica dentro da faixa terapéutica (Marin-Pefialver et al., 2016).

Existem também os antidiabéticos da classe das glitazonas (ou TZD). Esta
classe de medicamentos age ativando os receptores PPARs (receptores ativados
por proliferadores de peroxissoma), o que aumenta a expressao de genes
envolvidos no metabolismo de lipidios, carboidratos e na diferenciagao celular. Além
disso, podem inibir diretamente a transcricdo génica, exercendo efeitos anti-
inflamatoérios ao inibir o fator de transcricio NF-kB. Como resultado, as TZDs
aumentam a sensibilidade a insulina nos musculos, tecidos adiposos e figado,
aumentando o uso da glicose disponivel e reduzindo a gliconeogénese (Marin-
Penalver et al., 2016). No entanto, esta classe de medicamentos geralmente n&o é a
primeira escolha para o tratamento do DM, devido aos seus efeitos adversos, como
ganho de peso (causado pela ativagdo do PPAR-gama no sistema nervoso central,
que eleva a sensagao de fome) e insuficiéncia cardiaca (resultado da ativagdo do
PPAR-gama nos tubulos coletores do néfron, que aumenta a reabsorgéao de sédio e
leva a retencao de liquidos) (Marin-PeRalver et al., 2016).

Outras classes mais recentes de medicamentos antidiabéticos orais incluem:
as gliptinas, inibidores da DPP-4, enzima responsavel pela degradacdo do horménio
GLP-1 que estimula a secrecédo de insulina pelo pancreas em resposta a glicose;

analogos de GLP-1 (como o Ozempic®), aumentam a secreg¢do de insulina pelo
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pancreas em resposta a glicose; e inibidores do transportador de sédio/glicose tipo 2
nos tubulos renais (SGLT-2), controlando os niveis de glicose ao inibir sua
reabsorgéo, promovendo a eliminagéo de glicose pela urina, o que reduz o risco de
hipoglicemia (Washburn, 2009).

Dada a complexidade do DM, que resulta em uma série de complica¢gdes
crOnicas, ha um crescente interesse na investigagcdo de novas estratégias
terapéuticas alternativas e/ou complementares para o controle da doenga. Essas
estratégias buscam nao apenas melhorar o controle glicémico, mas também prevenir
e atenuar as complicacbes associadas as doengas metabdlicas (Dey; Attele; Yuan,
2002). Nesse contexto, estratégias que melhorem a tolerancia a esses medicamentos
sem comprometer sua eficacia anti-hiperglicemiante sdo necessarias. A combinagéo
de metformina com compostos bioativos naturais, que possuam propriedades anti-
inflamatdrias, antioxidantes e antiglicagcédo, tem sido sugerida como uma abordagem
promissora para prevenir e/ou reduzir as complicagdes do DM tipo 2 e da obesidade
associadas ao estresse glico-oxidativo (Arulselvan et al., 2016; Prabhakar; Kumar; Doble,
2014; Salehi et al., 2019; Yeh et al.,, 2017). Estudos recentes, como os conduzidos por
Motta et al. (2022), Figueiredo et al. (2020, 2024), Gutierres et al. (2019) e Roxo et al.
(2019), tém explorado as interagdes sinérgicas entre compostos bioativos naturais e

medicamentos antidiabéticos, com vistas a otimizagao dos resultados terapéuticos.

2.4.Prépolis

A prépolis, € um produto resinoso coletado por abelhas de varias fontes
vegetais e de diversas partes das plantas como, brotos, botdes florais e exsudados
resinosos (Ghisalberti, 1979). Dentro da coldnia, este material coletado é manipulado e
enriquecido com secrecdes salivares e enzimaticas da prépria abelha, sendo
utilizado para: cobrir as paredes da colmeia, preencher frestas, como antibiético e
embalsamar possiveis insetos invasores (Bankova; Castro; Marcucci, 2000; Russo et al.,
2004).

Este produto tem sido utilizado ha muitos anos na medicina tradicional do
mundo inteiro, os egipcios, gregos e romanos relataram o uso de prdépolis com
finalidades curativas em geral ha mais de 5.000 anos (Ghisalberti, 1979). Mesmo com
um historico respeitavel de uso, que Ihe rendeu o posto de “medicamento” natural, a

prépolis tem ganhado destaque nos ultimos 25 anos, em parte, ao seu crescente
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apelo popular, com uma estimativa de receita de 845,5 milhdes (ddlares) até o
periodo de 2030, de acordo com levantamento feito pela Market Research Future
(2023).

As propriedades biologicas ja observadas em estudos pré-clinicos incluem
atividade anti-inflamatéria (Montpied et al.,, 2003), imunomoduladora (Sforcin, 2007),
antimicrobiana (Cunha et al., 2004; Marcucci et al., 2001), antineoplasica (Aso et al., 2004;
Nagai et al., 2003a; Orsolic; Basic, 2005) e antioxidante (Kumazawa; Hamasaka; Nakayama, 2004;
Nagai et al., 2003b).

Evidéncias acumuladas indicam que a propolis apresenta efeitos benéficos
para disturbios metabdlicos como obesidade, diabetes e complicacbes decorrentes
da mesma em estudos modelos celulares (in vitro, ex vivo) e animais (Kitamura, 2019)
(Figura 3). Uma proporgao grande de artigos postula que os efeitos da prépolis no
disturbio metabdlico podem ser explicados pela atividade antioxidante de flavonoides
e fendis naturais (Al Ghamdi et al., 2015; Ibrahim et al., 2019; Nna et al., 2018; Rivera-Yafiez et al.,
2021), e ainda que estes compostos podem ser considerados de baixa toxicidade e
baixa probabilidade de efeitos colaterais (Kitamura, 2019).

Relativo aos estudos clinicos realizados com diferentes tipos de propolis, fica
evidente seu potencial antidiabético na terapia complementar, melhorando o status
glicémico e antioxidante, e reduzindo a resisténcia insulinica de pacientes com
diabetes mellitus tipo 2 (Afsharpour et al., 2019; Hesami et al., 2019; Muijica et al., 2017; Samadi
et al., 2017). Os parametros regulados pela propolis incluem aumento da capacidade
antioxidante total (TAC), da atividade de enzimas antioxidantes, GPx, SOD
(Afsharpour et al, 2019), € CAT (Hesami et al.,, 2019). Agindo também sobre o
metabolismo lipidico, prevenindo o aumento de colesterol total e colesterol LDL no
sangue (Samadi et al., 2017), bem como de sua forma oxidada (LDL-0x) (Hesami et al.,
2019).

Em estudo recente, foi demonstrado o potencial da prépolis verde brasileira
como adjuvante para o tratamento de pacientes comprometidos pela doenga do
coronavirus 2019 (COVID-2019), resultando em beneficios clinicos aos pacientes
hospitalizados, evidenciado pela redugao do tempo de internagdo e taxas inferiores
de lesao renal aguda associada a infec¢ao pelo SARS-CoV-2 (Silveira et al., 2021).



Figura 3 - Os mecanismos de agéo da propolis na melhora da sindrome metabdlica (SM).

Supernutrigéo e Mudangas no

sedentarismo estilo de vida {; './
J— K’ :i \ Sindrome
metabdlica

e
&)

l Inflamacéao
cronica

Fisiopatologia M 222 827 79
de doencas Disfuncéo e desregulacio:

cronicas celular, endotelial e vascular Created in BioRender.com |bio

Fonte: adaptado de ZULHENDRI et al., 2021. Adapatado, utilizando BioRender.

2.5.Composicao da prépolis

A prépolis extraida de uma colmeia, também conhecida como propolis bruta,
apresenta em sua composi¢ao basica cerca de 50% de resinas vegetais, 30% de
cera de abelha, 10% de 6leos essenciais, 5% de pdlen e 5% de detritos de madeira
e terra, produtos estes que sdo retirados da vegetagcédo proxima (Burdock, 1998). S&o
desconhecidos os fatores que direcionam a preferéncia das abelhas coletoras de
resina por uma determinada fonte vegetal, mas sabe-se que ha seletividade por
parte destas (Salatino et al., 2005; Teixeira et al., 2005).

A composicado quimica de uma propolis € determinada principalmente por trés
fatores: as caracteristicas fitogeograficas existentes ao redor da colmeia (Kumazawa;
Hamasaka; Nakayama, 2004; Russo et al., 2004), a sazonalidade em uma mesma localidade
(Castro et al., 2007; Sforcin et al., 2000), € a espécie/subespécies (ragas) de abelhas
envolvidas no processo de coleta e producdo da propolis (Silici; Kutluca, 2005).
Naturalmente a variacdo desses fatores para a producao da prépolis bruta, reflete
nas propriedades farmacolégicas e toxicolégicas das mesmas (Machado et al., 2016). A



15

amplitude das atividades farmacolégicas da propolis € maior em regides tropicais do
planeta, devido a maior diversidade vegetal e menor nas regides temperadas
(Bankova, 2005). Em paises de clima temperado, sdo poucas as plantas identificadas
que produzem essa resina, enquanto que propolis oriundas de paises tropicais
(Venezuela, Brasil e Argentina) revelaram uma constituigdo quimica e atividades
bioldgicas diferentes da prépolis encontrada em paises europeus e de outras partes
do mundo (Lima et al., 2009; Marcucci, 1995; Negri; Salatino; Salatino, 2003; Pereira et al., 2003).
No Brasil ha uma grande variedade delas, sendo listadas em 13 tipos, de acordo
com suas caracteristicas fisico-quimicas (Park; Alencar; Aguiar, 2002).

Os principais compostos quimicos isolados de prépolis até o0 momento podem
ser organizados em alguns grupos principais, como: acidos e ésteres alifaticos,
acidos e ésteres aromaticos, acgucares, alcoois, aldeidos, acidos graxos,
aminoacidos, esteroides, cetonas, chalconas e di-hidrochalconas, flavonoides
(flavonas, flavondis e flavononas), terpendides, proteinas, vitaminas (B1, B2, B6, C e
E) e bem como diversos minerais (Bankova; Castro; Marcucci, 2000; Burdock, 1998; Marcucci,
1995; Sahinler; Kaftanoglu, 2005).

Entre os grupos de compostos, os flavonoides receberam muita atengéo nas
ultimas trés décadas, devido a seu historico de participacdo em tratamentos médicos
da antiguidade (Havsteen, 2002). Os flavonoides sdo uma subclasse de polifendis, que
compreendem um amplo grupo de compostos naturais nao sintetizadas pelos
animais e amplamente distribuidos nas plantas (Beecher, 2003; Manach et al., 2004).
Cerca de 4.000 compostos diferentes ja foram listados, entre eles apigenina,
quercetina, rutina, luteolina, genisteina, daidzeina, antocianidina, kanferol e entre
outros (Menezes, 2005). Essa classe de compostos expressa uma série de atividades
bioldgicas, incluindo agdes: antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatdria, antialérgica e
anticancer, além de inibir a peroxidagao lipidica, a agregacao plaquetaria e inibir
enzimas importantes do processo inflamatério como a ciclo-oxigenase e lipoxigenase

(Manach et al., 2004; Viuda-Martos et al., 2008).

2.6.Prépolis Vermelha Brasileira
Os 13 grupos de classificagao da propolis brasileira, sdo caracterizados por
suas diferencas qualitativas e quantitativas em sua composicdo quimica, a partir da

aplicacao de técnicas de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e Cromatografia
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Gasosa com Espectrometria de Massas (Park; Alencar; Aguiar, 2002). Neste contexto, a
13° variedade de propolis relatada no Brasil, foi caracterizada e denominada de
“Prépolis Vermelha Brasileira” (PVB), sendo um tipo de prépolis encontrado em
colmeias, de abelhas Apis mellifera, proximas de regides de mangue nos estados do
nordeste de Alagoas, Sergipe, Bahia, Pernambuco e Paraiba (Park; Alencar; Aguiar,
2002; Silva et al., 2008), visto que, esta é a primeira vez que a origem botanica de um
tipo de prépolis € descrito ocorrer em uma espécie da familia Leguminosae, a planta
Dalbergia ecastophyllum (L.) Taub., que € uma familia de plantas conhecidamente
rica em isoflavondides (Silva et al., 2008).

Recentemente, o estudo de Migliore e colaboradores (2022), elucidou uma
importante etapa do processo de producdo de resina do D. ecastophyllum,
descrevendo uma nova espécie de besouro coledptero, nomeado Agrilus propolis
sp. nov.. A emergéncia de individuos adultos do tronco de plantas parasitadas por
ovos deste besouro, estimula a producdo de uma resina que sera coletada pelas
abelhas, tornando o A. propolis como o0 agente responsavel por desencadear a
liberacdo da matéria prima da produgao de propolis vermelha brasileira, ampliando a
compreensao do seu ciclo produtivo (Migliore et al., 2022).

De acordo com Silva e colaboradores (2008), os principais constituintes dos
extratos obtido do D. ecastophyllum sao os isoflavondides, medicarpin e 3-Hydroxy-
8,9- dimetoxipterocarpan, este ultimo representando mais de 60% da composicao
em ambos os extratos a partir da andlise de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS), sendo também identificados, quercetina e
crisina (flavonoides), e acido ferulico (um acido fendlico). Resultados semelhantes
foram descritos por Trusheva e colaboradores (2006) que observaram a presenca de
isoflavondides, como isosativan e medicarpin, em amostras de PVB, indicando
grande potencial antibacteriano e antifungico.

Alencar e colaboradores (2007), demonstraram que a PVB proveniente do
estado de Alagoas, apresenta atividade antioxidante e antimicrobiana contra varios
microrganismos patogénicos em ensaios preliminares in vitro, além de atividade
citotoxica em células tumorais HelLa. Através de sua atividade antioxidante, a PVB
diminui substancialmente a porcentagem de sobrevivéncia celular de células

tumorais humanas de glioblastoma, ovario e cdélon, e essa acgao foi atribuida devido
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as altas taxas de taninos, xantonas e flavonoides; assim, tem potencial para servir
como uma droga anticancerigena (Mendonga-Melo et al., 2017).

Oldoni e colaboradores (2011) isolaram e identificaram, através de técnicas de
fracionamento guiado por bioensaios, dois isoflavondides (vestitol e neovestitol) e
uma chalcona (isoliquiritigenina); a analise destes componentes, em relagcédo a sua
atividade antioxidante e antimicrobiana, revelou um interessante potencial para
aplicacdo na industria. Neste contexto, Bueno-Silva e colaboradores (2013b)
avaliaram a atividade anti-inflamatéria e antimicrobiana do vestitol e neovestitol,
observando ser estes isoflavondides capazes de reduzir o processo inflamatério em
camundongos, inibindo a producao de 6xido nitrico e a migragao de neutrdfilos para
a cavidade peritoneal apds aplicacdo destes componentes, com destaque ao
neovestitol atuando em menores concentracdes e sendo assim, a PVB é uma fonte
natural de compostos bioativos.

Os dados existentes até o momento, indicam também que a PVB consegue
atenuar o processo inflamatorio alterando a sinalizagdo em macrofagos derivados de
monadcitos, em modelos de exposigdo ao lipopolissacarideo (LPS), induzindo uma
menor producdo de alguns mediadores pré-inflamatérios (IL-1 e IL-12), interferindo
na resposta TLR (Toll-like receptor), levando a inibicdo das vias de sinalizacado de
NF-kB, MAPK e PI3K, regulando diferentemente diversos genes envolvidos no
processo inflamatdrio (Bueno-Silva et al., 2015).

De acordo com Hotta e colaboradores (2020), a PVB aumentou as defesas
antioxidantes mediadas pelo Nrf2. Os autores relatam que os compostos
isoliquiritigenina e medicarpin induziram uma transativacado mais forte € aumentaram
o mRNA de diversos genes antioxidantes, especialmente Heme Oxygenase 1
(HMOX1). Enquanto que no estudo de Barbosa Bezerra (2017), a administragdo do
extrato hidro-etandlico de PVB (HERP) reduziu o processo inflamatério em modelo
de lesbes ulcerativas dos tecidos do colon, no qual, a diminuicdo da resposta
inflamatdria é indicativa de controle do estresse oxidativo ocasionado por ERO.

Torna-se relevante observar que essa diversidade quimica confirma o valor
da PVB no desenvolvimento de farmacos, transformando-a em uma importante fonte
de novos compostos com propriedades terapéuticas e/ou nutracéuticos que podem
ser usados nas industrias alimenticia e farmacéutica (Bueno-Silva et al., 2015).

Neste cenario, Santos e colaboradores (2019) avaliaram a utilizagcao da PVB

como conservante na producao de iogurte, relatando melhor atividade antioxidante
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em comparagao com iogurte preparado com sorbato de potassio. A adigdo de
prépolis na formulagdo também inibiu o crescimento microbiano de acordo com o0s
padrdes brasileiros para leites fermentados, sem afetar negativamente as bactérias
lacticas, aumentando o potencial probiotico do iogurte (Santos et al., 2019).

Em geral, os consumidores tém mostrado uma preferéncia por alimentos que
nao contenham aditivos ou ingredientes industriais, como observado em estudos
anteriores (Carocho et al., 2014). Uma nova tendéncia na percepg¢ao do consumidor em
relacdo a produtos alimenticios € o conceito de "rétulo limpo" (Cheung et al., 2016). O
rétulo limpo tem influenciado a industria alimenticia a comunicar se um determinado
alimento ndo contém ingredientes ou aditivos especificos, ou se foi produzido
utilizando métodos de producao mais naturais (Asioli et al., 2017).

O iogurte € um dos alimentos lacteos mais consumidos no mundo
apresentando grande valor nutricional como fonte de proteina, calcio, fosforo, zinco,
riboflavina, tiamina, vitamina B12, folato e niacina, e propriedades organolépticas
positivas. Outros beneficios associados ao consumo de iogurte incluem a diminuigao
na absorgao intestinal e nos niveis circulantes de colesterol (Anderson; Gilliland, 1999),
reducdo da obesidade e outros fatores de risco cardiovascular (Astrup, 2014) e
melhora do sistema imune (Ashraf; Shah, 2014). Também crescem as evidéncias
epidemioldgicas que relacionam a ingestdo diaria de iogurte com a redugao na
incidéncia do DM tipo 2 (Yanni; Kartsioti; Karathanos, 2020).

O iogurte enriquecido com PVB é uma alternativa eficiente em sua producao,
oferecendo beneficios a saude e potencial como aditivo natural, bem como,
contribuindo para a pesquisa de novos produtos funcionais no mercado alimenticio e
promovendo uma dieta mais saudavel (Santos et al., 2019).

Contudo, destaca-se a importancia de avaliar as atividades biolégicas de um
produto natural para um determinado quadro clinico antes de sugerir seu uso para
fins terapéuticos em humanos, exigindo estudos das mais diversas areas para
assegurar os possiveis riscos de sua utilizagao a curto e longo prazos. A PVB € um
produto que tem recebido destaque e a extensao das suas atividades biolégicas nao
foi completamente explorada. Sendo assim, devido ao seu grande potencial e a
estudos envolvendo outros tipos de propolis em modelo experimental de obesidade
e diabetes, a investigagdo da PVB e sua aplicabilidade para este quadro é

promissora.
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3. Objetivos

Objetivo geral - Avaliar os efeitos da propolis vermelha brasileira, sozinha ou
coadministrada com metformina, em sistemas-modelo in vivo, sobre biomarcadores
do estresse glico-oxidativo, lipoperoxidacdo e alteragbes fisiometabdlicas

relacionadas a obesidade e resisténcia a insulina.

Objetivos especificos — Avaliar os efeitos da propolis vermelha brasileira
sobre:

a) Parametros fisioldgicos (peso corporal e ingestao alimentar) e massas
dos tecidos corporais (tecidos adiposos branco epididimal e retroperitoneal, tecido
adiposo marrom interescapular, musculos gastrocnemius, figado, rim e coragéo);

b) Tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina, via teste de tolerancia a
glicose oral (TTGO) e teste de tolerancia a insulina (ITT);

c) Niveis de biomarcadores plasmaticos relacionados ao metabolismo de
carboidratos e lipideos, integridade hepatica e funcdo renal: glicose, triacilglicerol,
colesterol total, colesterol da lipoproteina de alta densidade (HDL-colesterol), alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (ALP),
ureia, acido urico e de proteinas totais.

d) Niveis de biomarcadores de lipoperoxidagdo (TBARS) no plasma e
sobrenadantes de figado e rim;

e) Niveis de biomarcadores de glicacdo avancada (AGEs fluorescentes)
no plasma e sobrenadantes de homogenatos de figado e rim;

f) Atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx nos
sobrenadantes de homogenatos de figado e rim;

g) Atividade da enzima antioxidante paraoxonase 1 (PON1) no plasma;
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4. Material e Métodos

4.1. Amostra de prépolis vermelha brasileira (PVB)
4.1.1. Obtencao do extrato hidroetandlico de PVB

A prépolis vermelha foi coletada raspando o interior das caixas de abelhas
Apis mellifera na regiao litoranea de Marechal Deodoro (no Nordeste do Brasil, clima
tropical umido, 9°40’'S e 35°41’'W), sendo retirado a poeira, pedagos de madeira,
abelhas mortas, tragas e qualquer outro tipo de material estranho. Em seguida,
foram trituradas, peneiradas, homogeneizadas, pesadas e armazenadas a 5°C. As
amostras de prépolis foram generosamente cedidas pelos pesquisadores
colaboradores: Masaharu lkegaki, Pedro Rosalen e Severino Alencar. A pré-
aprovacgao legal para avaliagdo desta prépolis foi obtida junto ao Sistema Nacional
de Gestdo do Patrimbénio Genético e Conhecimentos Tradicionais Associados
(SisGen), Registro A305815).

A amostra de propolis (50 g) foi extraida com etanol/agua 90% (v/v) (350 mL)
em banho-maria, a 80°C, por 30 min e posteriormente submetida a filtracdo a vacuo
para obtencdo do seu extrato hidro-etandlico. As condigdes de extracao descritas
sao parte do método otimizado para recuperagcdao de compostos antioxidantes de
PVB descritos por Vieira de Morais e colaboradores (2021). A solugao foi concentrada
em um rota-evaporador a 40°C para obtencdo do extrato concentrado de propolis

vermelha (Alencar et al., 2007) (Figura 4).



Figura 4 - Obtencao do extrato hidroetandlico de prépolis vermelha brasileira.
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4.1.2. Caracterizagao dos compostos fendlicos por espectrometria

de massa de alta resolugao (LC-ESI-QTOF-MS/MS)

A avaliacdo qualitativa da composicdo do extrato hidroetandlico de PVB

utilizado em nosso trabalho foi realizada pelos pesquisadores colaboradores da

Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP de Piracicaba) e os

resultados encontrados foram publicados no estudo de Vieira de Morais (2021).

A

analise revelou a presenca de 32 compostos fendlicos no extrato de PVB, incluindo

flavonas, flavononas, flavondis, chalconas, isoflavondides, quinona, cumarina e seus

derivados, apresentados na Tabela Suplementar 1.

4.1.3. Determinagao da atividade antioxidante da Prépolis

Vermelha, utilizando o sistema-modelo em meio micelar com

B-caroteno/AAPH (2,2'-Azobis(2-methylpropionamidine)
dihydrochloride)

O preparo da mistura reativa para incorporacdo das amostras em meio

micelar foi adaptado de acordo com Duarte-Almeida (2006). A mistura reativa padrao
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consiste de detergente (Tween 40) e solugdo de B-caroteno em n-Hexano; o n-
hexano foi evaporado completamente sob fluxo de nitrogénio gasoso, com agitagao
e temperatura (40°C) constantes; posterior adicdo de tampao fosfato de sédio 0,12
mol/L, pH 7,0, e subsequente agitacdo vigorosa. A incorporagéo do [3-caroteno em
micelas devera apresentar-se limpida e entdo monitorada pelo seu espectro de
absorcao de 400 - 600 nm. A amostra de propolis vermelha foi preparada de modo
semelhante, porém, para incorporacdo em meio micelar foi utilizado detergente
(Tween 40) e etanol 90%, que foi evaporado completamente sob fluxo de nitrogénio
gasoso, como descrito acima.

O ensaio do clareamento (bleaching) do [(-caroteno foi realizado pelo
monitoramento do decréscimo da absorbancia do -caroteno em 470 nm, durante 10
minutos em um procedimento de competicao cinética (ASSIS et al. 2015); a reagao
foi iniciada pela adicao do AAPH, a 40°C em meio aerado e velocidade constante,
medindo a capacidade redutora da PV sobre os radicais peroxila (ROOQOe). O

Hidroxitolueno butilado (BHT) e Vitamina E, foram utilizados como padrdes.

4.2. Animais, dietas e tratamentos

Foram utilizados 105 camundongos machos (C57BL/6J), com peso de 22 g e
8 semanas de idade. Os animais permaneceram no Biotério do Departamento de
Andlises Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Estadual Paulista “Julio Mesquita Filho” (UNESP - Araraquara) e alojados sob luz
controlada (ciclo de 12/12 horas claro e escuro) e temperatura (23°C), com acesso a
agua e ragao ad libitum.

Apos periodo de adaptagdo (2 semanas), os animais foram alimentados
durante todo o periodo experimental (16 semanas) com dieta preparada padrao (P;
3,85 Kcal/g) ou hiperlipidica (H; 5,40 Kcal/g; 35% de lipideos) (Reeves; Nielsen; Fahey,
1993), provenientes da PragSolugdes Biociéncias (Domeneghetti e Corréa Ltda), Jau,
Sao Paulo (Tabela 1).
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Tabela 1 - Composicao das dietas padrao (P) e hiperlipidica (H)

Dieta Padrao (P) Dieta Hiperlipidica (H)
Ingredientes
(9/100 g) (97100 g)
Amido de milho 42,75 14,95
Caseina 20 20
Amido Dextrinizado 13,2 10
Sacarose 10 10
Oleo de Soja 4 4
Celulose Microcristalina 5 5
Mix de Minerais () 3,5 3,5
Mix de Vitaminas 1 1
L-cistina 0,3 0,3
Bitartarato de colina 0,25 0,25
Banha -- 31
Total 100 100

(1) Mix de minerais: calcio, fosforo, potassio, magnésio, ferro, manganés, selénio, zinco, cromo,
niquel, litio, enxofre, cobre, iodo, molibdénio, silicio, cloreto, fluoreto, boro, vanadio. (2) Mix de
vitaminas: acido nicotinico, pantotenato de calcio, piridoxina, tiamina, riboflavina, acido félico, vitamina

K, D-biotina, vitamina B12, vitamina A, vitamina D3, vitamina E, colina.

Foi selecionada a dose de 100 mg de PVB / por kg do animal, com base em
estudos onde o extrato foi administrado por via oral para ratos e camundongos em
modelos de toxicidade (aguda e sub-aguda) (Silva et al., 2015) e atividade bioldgica
(antiinflamatoria, antitumoral e ulcerogénica) (Madjarof, 2009). A dose utilizada de
metformina (99.56% metformina hydrochloride, Abhilash Chemicals and
Pharmaceuticals, Madurai, Tamilnadu, India) foi de 50 mg / por kg do animal, foi
selecionada com base em estudos onde o farmaco foi administrado para
camundongos em modelo de obesidade/resisténcia insulinica via oferta de dieta
hiperlipidica (Kim et al., 2016; Li et al., 2016).

O extrato concentrado de PVB foi incorporado com iogurte simples comercial

(logurte Natural Integral, 170 g contendo 9,1 g de carboidratos, 6,8 g de proteina, 7,0
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g de gordura total, 126 kcal, Nestlé®, Brasil), sozinho ou em combinagdo com
metformina usando um homogeneizador (27.000 rpm) por 90s a temperatura
ambiente (25°C). O iogurte (sozinho ou contendo propolis e/ou metformina) foi
administrado por gavagem aos animais em um volume de 0,2 mL/dia.

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da UNESP, Campus de Araraquara (Protocolo CEUA/FCF/CAr:
27/2021).

4.3.Delineamento experimental e obtencao de amostras biolégicas
O delineamento experimental do estudo foi representado na figura 5. Apés 8
semanas de oferecimento da dieta, os camundongos foram distribuidos em sete
grupos experimentais (n = 15):
1. Grupo P: animais alimentados com dieta padrdo (P) e tratados com
agua;
2. Grupo PP: animais alimentados com dieta P e tratados com propolis
vermelha (100 mg/kg de peso corporal) em iogurte;
3. Grupo HL: animais alimentados com dieta hiperlipidica (H) e tratados
com agua;
4. Grupo HI: animais alimentados com dieta H e tratados com iogurte;
5. Grupo HP: animais alimentados com dieta H e tratados com prépolis
vermelha (100 mg/kg de peso corporal) em iogurte;
6. Grupo HM: animais alimentados com dieta H e tratados com
metformina (50 mg/kg de peso corporal) em iogurte;
7. Grupo HPM: animais alimentados com dieta H e tratados com propolis

vermelha (100 mg/kg) + metformina (50 mg/kg) em iogurte.

Os tratamentos aos animais foram iniciados apés 8 semanas de oferta das
dietas e realizados via oral (gavagem), diariamente na parte da manha (8 horas),
durante 8 semanas. Durante este periodo foram monitorados o peso corporal (duas

vezes por semana) e a ingestao alimentar (todos os dias).
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Figura 5 - Delineamento experimental de camundongos submetidos ao modelo de
obesidade/resisténcia insulinica por 16 semanas, tratados com prépolis € metformina isolados ou em
combinagéao, incorporados ao iogurte. Dieta P: padrao; Dieta H: hiperlipidica; P: grupo tratado com
agua; PP: grupo tratado com PVB; HL: grupo tratado com agua; HI: grupo tratado com iogurte; HP:
grupo tratado com PVB; HM: grupo tratado com metformina; HPM: grupo tratado com prépolis +

metformina; TTGO: teste de tolerancia a glicose oral; ITT: teste de tolerancia a insulina.
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Fonte: do autor, 2023. Criado com BioRender.

4.4.Homeostase da glicose

O teste de tolerancia a glicose oral (TTGO) foi realizado apds 6 semanas de
tratamento (14 semanas de experimento). Os animais foram jejuados por 12 horas e
a glicemia determinada antes (0 min) e depois (15, 30, 60, 90 e 120 min) da
sobrecarga de glicose (1,5 g/kg, via oral), através da obtengdo de uma pequena gota
de sangue por pungao da porg¢ao distal da cauda. A glicemia foi determinada com a
utilizagéo de um glicosimetro (Abbott, Freestyle Optium ®).

O teste de tolerancia a insulina (ITT) foi realizado apdés 7 semanas de
tratamento (15 semanas de experimento). Os animais foram jejuados por 2 horas e a
glicemia determinada antes (0 min) e depois (15, 30, 45, 60 min) da administragao

de insulina (0,4 U de insulina, Novolin R®, via intraperitoneal), como descrito acima.
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4.5. Eutanasia e processamento de material biolégico

Ao final do tratamento, 8 semanas (16 semanas de experimento), todos os
animais foram jejuados por 6 horas, anestesiados (xilazina, 16 mg/kg; quetamina 90
mg/kg) e em seguida, 4 animais (de todos os grupos) receberam insulina (3,8 Ul/kg
peso corporal, Novolin R®, via intraperitoneal) para o estudo dos niveis de
fosforilagdo de AKT (proteina quinase B) em tecidos adiposos, musculos
esqueléticos, figado e rim. Como controle, o restante dos animais recebeu salina
(0,85%, via intraperitoneal). Apds 10 minutos dos estimulos, foi realizada a eutanasia
dos animais via pungao cardiaca e exsanguinacao total. Amostras de sangue foram
coletadas em tubos de microcentrifuga (1,5 mL Eppendorf®) contendo heparina
(Hemofol®) e imediatamente centrifugadas (2500 rpm durante 10 minutos a 4°C)
para obtengao do plasma para analises bioquimicas e armazenadas a -80°C. Foram
retirados e pesados os tecidos adiposos brancos epididimal e retroperitoneal, tecido
adiposo marrom interescapular, musculos esqueléticos gastrocnemius, figado,
coragao e rins. Os tecidos e 6rgédos retirados foram imediatamente congelados (-

80°C) ou encaminhados para processamento histologico.

4.6.Determinagoes analiticas
4.6.1. Biomarcadores do metabolismo de carboidratos, lipidios e
das disfungoes hepatica e renal

Os niveis plasmaticos de glicose, triacilglicerol, colesterol total, colesterol da
lipoproteina de alta densidade (HDL-colesterol), fosfatase alcalina (ALP), aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), ureia e acido urico foram
determinados utilizando kits comerciais da Vitros Chemistry Products (Ortho Clinical
Diagnostics ®) através dos métodos descritos abaixo:

o Glicemia, método da glicose-oxidase (Trinder, 1969)

A camada de difusdo dos slides contém as enzimas glicose oxidase e
peroxidase, e também 4-aminoantipirina e 1,7-diidroxinaftaleno para produzir um
reagente de cor. A glicose oxidase catalisa a oxidagao da glicose a acido glucénico e
H202, este reage com 4-aminoantipirina, sob a agcao de peroxidase, formando uma
antipirilquinonimina, cuja intensidade de absorg¢ao é proporcional a concentragao da

glicose na amostra.
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. Triacilgliceréis, método enzimatico de reacdes acopladas (RIFA];
WARNICK, 2006)

Os triacilgliceréis presentes na amostra sao inicialmente hidrolisados pela
lipase, produzindo glicerol e acidos graxos livres. O glicerol produzido € fosforilado
pela gliceroquinase, produzindo glicerol-3-fosfato, por sua vez, é oxidado a
dihidroxiacetona e H202 sob agéo da glicerol-3-fosfato oxidase. O H20:2 participa da
oxidacdo de 4-aminoantipirina, pela agao catalizadora da peroxidase, gerando
quinoneimina, sendo diretamente proporcional a concentragdo dos triacilgliceréis na
amostra.

o Colesterol total: método do colesterol oxidase NUGENT, M. M.; HE, J. C.
How AGEs cause disease: cellular mechanisms. In: URIBARRI, J. (editor). Dietary AGEs and Their Role
in Health and Disease. 1. ed. Boca Raton, FL: CRC Press, 2017. p. 19-36.

A hidrélise dos ésteres de colesterol presentes na amostra € catalisada pelo
colesterol esterase. O colesterol agora livre € oxidado na presenga do colesterol
oxidase, resultando em colest-4-em-3-ona e H202. Na presenca de peroxidase, o
produto final formado € a antipirilquinonimina, cuja intensidade de absor¢do é
proporcional a concentragao de colesterol na amostra.

o HDL - colesterol, método de precipitagcdo do colesterol nao-HDL
seguido por detecg¢do enzimatica (Allain et al., 1974; Burstein; Scholnick; Morfin, 1970)

As HDL sao separadas por precipitacao das nao-HDL. O surfactante Emulgen
B-66, auxilia a dissociagao seletiva do colesterol e ésteres de colesterol. Em
seguida, ocorre a agao de colesterol esterase, colesterol oxidase e peroxidase,
resultando na formagdo de um croméforo que é diretamente proporcional a
concentracéo de colesterol presente no colesterol-HDL da amostra.

J Fosfatase alcalina (ALP)

A camada de difusédo dos slides contém o substrato p-nitrofenilfosfato. A ALP
presente na amostra catalisa a hidrolise do p-nitrofenilfosfato em p-nitrofenol em pH
alcalino. A alteracao da densidade da reflectancia é proporcional a atividade de AST
na amostra.

o Aspartato aminotransferase (AST)

A AST catalisa a transferéncia do grupo amina do acido aspartico para o
cetoglutarato, resultando em glutamato e oxalacetato. Por acdo de uma

descarboxilase o oxalacetato € convertido em piruvato, por sua vez € oxidado em
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acetilfosfato e H202 por agéo da piruvato oxidase. O corante leuco é oxidado pelo
peroxido de hidrogénio por meio da agao da peroxidase, resultando em um corante.
A alteracdo da densidade da reflectancia € proporcional a atividade de AST na
amostra.

o Alanina aminotransferase (ALT)

A camada de difusdo dos slides contém os substratos alanina e a-
cetoglutarato de sodio. A ALT catalisa a transferéncia do grupo amino da alanina
para o a-cetoglutarato, na presenca do piridoxal-5-fosfato, produzindo piruvato e
oxaloacetato; o piruvato é oxidado a acetilfosfato, resultando em H202 via uma
oxidase de piruvato. Na presenca de uma peroxidase, ocorre a formacao de
cromoforo. A alteracdo da densidade da reflectancia é proporcional a atividade de
ALT na amostra.

. Acido urico, método da uricase (Kageyama, 1971; Trivedi et al., 1978)

O acido urico presente na amostra é oxidado na presenga de uricase,
formando alantoina e peroxido de hidrogénio. O corante leuco € oxidado pelo
peroxido de hidrogénio por meio da agao da peroxidase, resultando em um corante.
A alteracdo da densidade da reflectédncia é proporcional a concentracdo de acido
urico presente na amostra.

. Ureia, método da urease (Sampson et al., 1980)

A ureia presente na amostra é hidrolisada pela urease, liberando CO:2 e
NHs. Somente a amdnia migra pela membrana semipermeavel do slide, reagindo
com a camada formadora de cor, produzindo um complexo de cor esverdeada. A
alteracdo da densidade da reflectancia € proporcional a concentracao de ureia

presente na amostra.

4.6.2. Biomarcadores de peroxidagao lipidica: determinagao de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
(thiobarbituric acid reactive substances)

Amostras de figado e rins foram homogeneizados em solugdo tampéao de
cloreto de potassio (1,15%), a 4°C, na propor¢cédo 1:4. Os homogenatos foram
centrifugados a 10000 rpm, por 10 minutos, a 4°C. Com o sobrenadante obtido,
prosseguiu-se com a analise.

Para quantificagdo dos niveis de TBARS, as amostras (plasma e

sobrenadantes de figado e rins) foram submetidas a desproteinizagdo. Adicionou-se
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hidroxido de sodio (1,5 M) e as amostras foram incubadas por 30 minutos a 60°C.
Apés o resfriamento em banho de gelo, foi adicionado acido perclérico (10%) e as
amostras foram centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos a 4°C (Pilz; Meineke; Gleiter,
2000).

Os niveis de TBARS foram determinados no sobrenadante obtido, apos
reagdo com acido tiobarbiturico (TBA, 10 mM solubilizado em solugédo de fosfato de
potassio monobasico, 75 mM, pH 2,5). Os niveis de TBARS no figado e nos rins
foram determinados em espectrofotdmetro a 535 nm e expressos em umol/g de
tecido (Kohn; Liversedge, 1944). Foi utilizado o 1,1’3,3’-tetrametoxipropano como padrao
e construido uma curva de calibragdo para o ensaio, expresso em pmol/L (Figura
Suplementar 1). Os niveis de TBARS nas amostras de plasma foram determinados
em espectrofluorimetro em comprimentos de onda de excitacdo e emissao de 510

nm e 553 nm, respectivamente, e expressos em pmol/L.

4.6.3. Biomarcadores de glicagao avancgada: estimativa dos
produtos finais de glicagdao avangada (AGE) no plasma, figado
erins

Figado e rins foram homogeneizados em tampao fosfato de sédio (10 mM, pH
7,4), a 4°C, na proporcéo 1:10. Para obtencdo dos sobrenadantes de figado, as
amostras foram centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos a 4°C.

Ao plasma e sobrenadantes de figado, foram acrescentados acido
tricloroacético (0,12 M), hidréxido de sédio (0,1 M) e cloroférmio (1,2 M em plasma e
2,4 M em figado) (zilin et al., 2001). Ao homogenato das amostras de rins, adicionou-se
apenas hidréxido de sodio (0,12 M) (Pokupec et al., 2003). As amostras de plasma e
figado foram homogeneizadas e mantidas em geladeira (8°C) por 30 minutos para
separacgao das fases aquosa e cloroférmica.

As amostras de plasma, figado e rins foram centrifugadas a 10000 rpm,
durante 10 minutos, sob temperatura de 10°C. A fase aquosa foi utilizada para
determinacao de AGE fluorescentes, nos comprimentos de onda de excitacdo e
emissao de 370 nm e 440 nm, respectivamente, e ganho de 150 (Synergy H1 Hybrid
Reader, BioTek®). Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias de

fluorescéncia (U.A.) /mg de proteina.
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4.6.4. Biomarcadores relacionados a atividade antioxidante

As amostras de figado e rins (0,1g) foram homogeneizadas em 1 mL de
tampao fosfato de sodio (10 mmol/L, pH 7,4) a 4°C. Os homogenatos foram
centrifugados a 10000 rpm durante 10 minutos a 4°C e os sobrenadantes foram
utilizados para as analises das atividades de superdxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPx) em espectrofotébmetro.

A atividade da SOD foi determinada de acordo com Beauchamp e Fridovich
(1971), onde a oxidagao da xantina (5 mM) gera o anion superoxido sob a atividade
catalitica da xantina oxidase, o qual reduz o nitroblue tetrazolium (NBT, 10 mM) a
uma formazana. Na presenca de SOD ocorre inibicdo da redugcdo do NBT,
monitorada em 550 nm. Os resultados foram expressos em U de SOD/mg de
proteina (figado e rins). Uma unidade de SOD é definida como a quantidade de
enzima necessaria para inibir a redugao do NBT em 50%.

A atividade da CAT foi determinada pelo monitoramento do desaparecimento
do H202 (10mM) em 230 nm (BEERS; SIZER, 1952). Os resultados foram expressos em
pmol de H202 consumido/min/mg de proteina (figado e rins).

Os niveis de atividade da GPx foram determinados de acordo com o método
descrito por Rush e Scandiford (2003). A GPx catalisa a oxidagdo de GSH (1,5 mM)
na presengca de H202 (1,95 mM). Na presenca de glutationa redutase (GR, 1,8
U/mL), a glutationa oxidada (GSSH) é reduzida a GSH com oxidagdo concomitante
do NADPH a NADP*. A oxidagao do NADPH é monitorada pela diminuicdo da
absorbancia em 340 nm. Os resultados foram expressos em pmol de NADPH
consumido/min/mg de proteina (figado e rins).

A atividade da enzima paraoxonase 1 (PON 1) no plasma foi determinada via
hidrolise de paraoxon e subsequente liberacado de p-nitrofenol (Assis et al., 2017; Costa et
al., 1990). O ensaio é constituido de 10 pyL de plasma em tampao Tris-HCI (15 mM; pH
8,5), contendo CaCl2 (0,15 mM) e NaCl (0,3 M) e paraoxon (1,2 mM). A formacgao de
p-nitrofenol foi monitorada em espectrofotdmetro (405 nm) a 37°C por 5 minutos e os
resultados calculados assumindo o coeficiente de extingdo molar do produto de
18000 M-'cm™" (Richter; Jarvik; Furlong, 2008). Os resultados foram expressos em U / mg

HDL-colesterol (U, unidade = pmol de paraoxon hidrolisado / min).
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4.6.5. Dosagem de proteinas totais em sobrenadantes de figado e
rins

As concentragbes de proteinas nos sobrenadantes de figado e rim foram
determinadas segundo Lowry e colaboradores (1951), utilizados para corrigir os
valores de atividade enzimatica nestes tecidos (dados ndo mostrados). O reagente
Folin-Ciocalteau (mistura de molibdato, tungstato e acido fosférico) sofre redugao ao
reagir com proteinas, na presenga de cobre (ll) produzindo um cromoéforo azul
monitorado espectrofotometricamente a 660 nm. Foi utilizado a albumina sérica
bovina (BSA) como padrdo para a quantificagdo de proteinas nas amostras,

expresso em pg/mL (Figura Suplementar 2).

4.7. Anadlise estatistica
Os resultados foram expressos como média + erro padrdo. Apods verificagao
da normalidade e homoscedasticidade dos dados, os mesmos foram analisados por
analise de variancia One-way (ANOVA) seguida por Tukey, para comparagdes inter-
grupos. Para as comparagdes intra-grupos foi utilizado o teste t Student. Valores de
p < 0,05 foram considerados como indicativos de significancia. Todas as analises

descritas, foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism © 8.0.
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5. Resultados

5.1.Determinagao da capacidade antioxidante da Préopolis Vermelha
no ensaio do bleaching do B-caroteno/AAPH em meio micelar
(Tween 40)

Com o objetivo de confirmar a agao antioxidante da PV, foi realizado o ensaio
do bleaching do B-caroteno em meio micelar (em Tween 40), que esta apresentado
na figura 6 e tabela 2.

Ao observar os resultados utilizando o valor de inclinagdo da regresséao linear
e EC50, é possivel inferir que a PV mesmo em baixas concentragdes (30 ug/mL) foi
capaz de reduzir a velocidade de bleaching do B-caroteno, quando comparado com
os padrées BHT e vitamina E, uma vez que, quanto menor o valor do EC50, mais
eficiente € a amostra como antioxidante, enquanto para a inclinagdo da regressao
linear € o inverso, quanto maior seu valor, maior € o potencial antioxidante.

Figura 6 - Representacao entre as razdes das velocidades de bleaching e das concentragdes
de vitamina E, no ensaio do clareamento do B-caroteno na presenca do extrato etandlico de
prépolis vermelha brasileira (EEPV), em Tween 40. Queda de absorbancia do (-caroteno, a
470 nm, na auséncia (vo) e presenga (v) de EEPV (ug/mL), em fung&o do tempo (10 minutos).

Vo, velocidade na auséncia de EEPV; v, velocidade na presenca de EEPV; [B], concentracao
de B-caroteno constante (10 umol/L) e [A], concentragdo de EEPV.
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Fonte: autor (2024).
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Os resultados neste modelo indicam o potencial do EEPV em proteger um
substrato lipidico, monitorada pela oxidagao do B-caroteno e determinada por meio
da atividade de inibigdo do radical peroxila (ROQO¢) gerado a partir da termélise do
AAPH. Comparativamente aos padrées comerciais utilizados, a PV se mostrou
eficiente em sua acédo antioxidante neste modelo in vitro, sendo promissor sua

aplicagdao em modelos in vivo.

Tabela 2 - Valores de coeficiente angular e EC50 da PVB para o ensaio de
clareamento do B-caroteno.

Amostra Inclinagdo da Regressao Linear ECso (ug/mL)
BHT 1,8116 53
Vitamina E 1,3218 7,3
PVB 0,6393 16,2

Fonte: autor (2024).

5.2.Parametros fisiolégicos de camundongos em modelo de
obesidade e resisténcia a insulina
5.2.1. Evolugao do peso corporal

Na figura 7A, pode-se observar a evolugado do peso corporal de animais dos
diferentes grupos experimentais durante 16 semanas de experimento. A partir da
terceira semana de experimento os grupos de animais alimentados com dieta
hiperlipidica apresentaram um aumento significativo de peso corporal quando
comparados com os animais dos grupos que consumiram dieta padrao (grupos P e
PP), sinalizando a instalagdo do quadro de obesidade neste modelo. Até a oitava
semana (a linha tracejada indica o inicio dos tratamentos), os grupos de animais
alimentados com dieta hiperlipidica ndo apresentavam diferengcas entre si em
relagdo ao peso corporal.

ApoOs a oitava semana de experimento, com o inicio dos tratamentos, a média
de peso corporal do grupo HL continuou aumentando, mantendo uma diferenga
significativa do peso corporal dos animais dos grupos P e PP. Quando os animais
alimentados com dieta HL receberam o tratamento com iogurte (grupo HI), é
possivel observar uma pequena reducdo da média de peso corporal comparado ao

grupo HL, contudo, ndo foi observado diferencga estatistica significativa (p > 0,05). A
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administracdo de PVB incorporada em iogurte (HP) foi capaz de reduzir
significativamente o ganho de peso quando comparado ao grupo HL a partir da 142
semana e, embora o grupo HP apresentasse médias menores em relagdo ao grupo
HI, esta diferenca n&o foi significativa. O tratamento com metformina incorporado ao
iogurte (HM) reduziu significativamente o ganho de peso corporal, de forma pontual
na 102 semana de tratamento e ao fim da 16 semana, quando comparado ao grupo
HL, n&o apresentando diferengas com o grupo HI. O tratamento combinado de PVB
com metformina incorporados ao iogurte (HPM) reduziu o ganho de peso corporal
dos animais ao fim do experimento (162 semana) comparado ao grupo HL.

Na figura 7B, pode-se observar o ganho de peso corporal total dos animais
apds 16 semanas de oferta das dietas e os respectivos tratamentos, evidenciando a
eficiéncia dos tratamentos com PVB, metformina e a combinacdo de ambos
incorporados ao iogurte na redugao de ganho de peso corporal em relagdo aos

animais somente alimentados com a dieta hiperlipidica (grupo HL).

Figura 7 - (A) Evolugdo do peso corporal e (B) ganho de peso corporal total de camundongos
alimentados com as dietas padrdo ou hiperlipidica e tratados com prépolis vermelha, metformina ou
combinados, em iogurte, durante 8 semanas.

P: dieta padrdo, gavados com agua; PP: dieta padrao, tratados com PVB; HL: dieta hiperlipidica,
gavados com agua; HI: dieta hiperlipidica, tratados com iogurte; HP: dieta hiperlipidica, tratados com
PVB + iogurte; HM: dieta hiperlipidica, tratados com metformina + iogurte; HPM: dieta hiperlipidica,
tratados com PVB + metformina + iogurte. Anova One-Way (média + erro padrdo), p < 0,05
considerado como estatisticamente significativo. a, diferengcas com P; b, diferengas com PP; c,
diferengas com HL.

A B
, 14+
40+ . ab
ab
i ab + 124
— ! apa b __'__.§""E a
2 35 : ab? < 2 = 10
= ab g_g
g g2 8
o 30 ! €t o0 8 g
o : =)
o 1 E E 4—
2 25 | ¢ O
o , [z
| 27
20 | L L L II M I 1117 1711 0-
012345678 910111213141516
Semanas
—- P PP = HL -« H HP —— HV —= HPM

Fonte: autor (2024).
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5.2.2. Ingestao alimentar e energética

Na Figura 8 estdo apresentados os valores de ingestdo alimentar e de
ingestdo energética dos camundongos submetidos as dietas padrdao (P) e
hiperlipidica (H). Todos os animais alimentados com a dieta H (grupos HL, HI, HP,
HM e HPM) apresentaram uma menor ingestdo alimentar (g/dia) em comparagéao
aos animais alimentados com dieta P, normolipidica (grupos P e PP) (Figura 8A).
Apods o periodo de 8 semanas foi iniciado os protocolos de tratamento dos grupos,
sendo necessario realizar a contencéao fisica dos animais, subsecutivo ao estimulo
estressor, observa-se uma diminuigao da ingestao alimentar no tempo de 9 semanas
em todos os grupos, normalizando estes valores nas semanas subsequentes. Os
valores médios encontrados para a 142semana foi 0 Unico momento em que nao
houve diferencas significativas entre os grupos que consumiram dieta padrdo e
hiperlipidica. O que novamente pode ser observado possiveis interferéncias de
estimulos estressores, como a pung¢ado caudal dos animais para a realizagdo dos
testes de TTGO e ITT neste periodo.

Apesar dos animais alimentados com dieta H apresentarem os menores
valores médios de ingestdo alimentar, ao longo das 16 semanas de experimento,
devido a maior quantidade de calorias na composi¢ao da dieta hiperlipidica (5,40
Kcal/g) em comparacgao a dieta normolipidica, P (3,85 Kcal/g), os animais dos grupos
HL, HI, HP, HM e HPM apresentaram maior ingestdo energética, em relagdo aos

animais dos grupos P e PP (Figura 8B).
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Figura 8 - (A) Ingestado alimentar (g/dia) e (B) ingestao energética (Kcal/dia) de camundongos
alimentados com as dietas padrao ou hiperlipidica e tratados com prépolis vermelha, metformina
ou combinados, em iogurte, durante 8 semanas.

P: dieta padrdo, gavados com agua; PP: dieta padrado, tratados com PVB; HL: dieta hiperlipidica,
gavados com agua; HI: dieta hiperlipidica, tratados com iogurte; HP: dieta hiperlipidica, tratados
com PVB + iogurte; HM: dieta hiperlipidica, tratados com metformina + iogurte; HPM: dieta
hiperlipidica, tratados com PVB + metformina + iogurte. Anova One-Way (média * erro padrdo), p
< 0,05 considerado como estatisticamente significativo. *, diferengas entre grupos com dieta P e
dieta H; a, diferengas com P; b, diferengas com PP.
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5.2.3. Massas de tecidos adiposo, figado, rim, coragao e musculos
gastrocnemius

ApOs a eutanasia dos animais, os seguintes tecidos foram coletados e suas
massas determinadas (peso do tecido corrigidos por comprimento em milimetros da
tibia do animal): tecido adiposo branco epididimal (TAB epididimal), tecido adiposo
branco retroperitoneal (TAB retroperitoneal), tecido adiposo marrom interescapular
(TAM), figado, rim, coragdo e musculos gastrocnemius.

Corroborando com os dados encontrados do ganho de peso corporal, os
animais do grupo HL apresentaram aumento na massa dos tecidos adiposos
brancos epididimal e retroperitoneal e do tecido adiposo marrom interescapular,
quando comparado aos grupos P e PP (Tabela 4). Os tratamentos com iogurte (HI) e
PVB incorporada em iogurte (HP), mostraram capacidade em reduzir a massa dos
tecidos adiposos brancos epididimal e retroperitoneal, comparado ao grupo HL.
Enquanto que os tratamentos com metformina apenas (HM) e em combinagdo com
PVB, incorporados em iogurte (HPM) reduziram apenas a massa do tecido adiposo
branco epididimal.

A massa dos rins foi outro parametro que apresentou aumento significativo
nos grupos que consumiram dieta hiperlipidica quando comparados com 0s grupos
P e PP, sendo que os tratamentos com iogurte (HI), PVB (HP), metformina (HM) e a
combinagao (HPM), ndo foram capazes de reduzir a massa do tecido renal.

Nao foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos experimentais
em relacdo as massas de figado, coragcdo e musculos esqueléticos gastrocnemius
(Tabela 3).
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Tabela 3 - Massas tecidos adiposos brancos (epididimal e retroperitoneal), tecido
adiposo marrom interescapular, figado, rins, coragdo e musculos gastrocnemius (mg
/ mm de tibia)

Grupos P PP HL HI HP HM HPM
TAB epididimal 24,83 239+ 99,54 + 65,60 63,55 + 66,03 = 68,00
(mg / mm tibia) 2,69 1,34 7,31 (a,b) 8,36 (c) 8,48 (c) 6,83 (c) 7,55 (c)

TAB

- 7,40 £ 7512 37,50 £ 25,83 £ 2545 + 32,31+ 28,21
retroperitoneal

e oty 102 066  238(ab) 3,11(c) 253 (c) 4,00 312
inter:;‘;':' Jap | 314% 3.46 + 500+ 4346+ 4343+ 486+ 484+
pul: 0,24 034  074(ab) 042 047 0,58 0,55
(mg / mm tibia)
Figado 5827+ 6579+ 6603+ 6974+ 682+ 6519+ 70,34+
(mg/mm tibia) 2,22 267 324 584 284 318 364
Rim 1444+ 1587+ 19,89+ 2106+ 2015+ 1940+ 19194
(mg/mm tibia) 0,32 077 061(ab) 111(ab) 063(ab) 047 (ab) 058 (ab)
Coragio 701+ 8257+ 8354 860+ 8749+ 787+ 8724
(mg / mm tibia) 0,24 0,58 0.31 0.46 0,42 0,30 0,54

Gastrocnemius 16,97 + 17,41 + 16,77 17,71 + 17,96 + 17,46 + 17,28 +
(mg / mm tibia) 0,56 0,40 0,70 0,90 0,62 0,49 0,64

TAB: tecido adiposo branco; TAM: tecido adiposo marrom. P: dieta padrao, gavados com agua; PP:
dieta padrao, tratados com PVB; HL: dieta hiperlipidica, gavados com agua; HI: dieta hiperlipidica,
tratados com iogurte; HP: dieta hiperlipidica, tratados com PVB + iogurte; HM: dieta hiperlipidica,
tratados com metformina + iogurte; HPM: dieta hiperlipidica, tratados com PVB + metformina +
iogurte. Anova One-Way (média + erro padrdo), p < 0,05 considerado como estatisticamente

significativo. a, diferengas com P; b, diferencas com PP; c, diferencas com HL.

5.3.Parametros bioquimicos de camundongos em modelo de
obesidade e resisténcia a insulina
5.3.1. Testes de tolerancia a glicose oral (TTGO) e de sensibilidade
a insulina (ITT)

Para avaliar o impacto dos tratamentos incorporados ao iogurte na regulagéo
dos niveis da glicemia e na sensibilidade dos tecidos a insulina, conduzimos dois
testes: o teste de tolerancia a glicose oral (TTGO) e o teste de tolerancia a insulina
(ITT), dos quais os resultados estado representados na figura 9.

A glicemia dos animais apds jejum de 12h (tempo 0) apontou um aumento
significativo nos niveis glicémicos para o grupo HL comparado aos grupos P e PP.

Os animais dos grupos HI, HP, HM e HPM nao apresentaram diferencas
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significativas na glicemia de jejum quando comparados ao grupo HL e também ao
grupo que consumiu a dieta padrao (P).

Apo6s o desafio com glicose (tempos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos), os niveis
glicémicos dos animais que consumiram a dieta hiperlipidica e foram tratados
apenas com agua (HL) foram significativamente aumentados em comparagao aos
animais que consumiram a dieta padrdo (P e PP); pode-se observar que mesmo
ap6s 120 minutos da sobrecarga oral de glicose, os niveis glicémicos do grupo HL
continuaram maiores em relagdo aos valores encontrados nos animais do grupo P e
PP (Figura 9A).

Apesar de ser observado uma tendéncia ao aumento dos valores de glicémia
nos animais tratados com o iogurte (HI) em estado de jejum, somente foi observado
um aumento significativo dos niveis glicémicos neste grupo 90 minutos apds a
sobrecarga de glicose, quando comparados aos grupos P e PP, mantendo essa
diferencga ap6s 120 minutos.

O tratamento com PVB (HP) foi capaz de reduzir significativamente os niveis
glicémicos dos animais apds 90 e 120 minutos da sobrecarga de glicose comparado
com o grupo HL. Os tratamentos com metformina (HM) e a combinacdo de PVB +
metformina (HPM) apresentaram niveis glicémicos reduzidos apés 15 minutos do
desafio com a glicose comparados ao grupo HL, sendo observado essa redugao
significativa novamente nos tempos de 90 e 120 minutos, assim como o grupo HP.

Portanto, pode-se sugerir que a intolerancia a glicose foi significativamente
aumentada no grupo HL quando comparado aos grupos P e PP, onde observa-se
um aumento na area sob a curva (AUC) (Figura 9B). Além disso, a AUC dos grupos
HP, HM e HPM, foram diminuidas em relacdo a AUC do grupo HL, o que sugere
uma diminui¢do da intolerancia a glicose dos animais em dieta hiperlipidica.

Durante o ITT, antes e apds aplicacdo da insulina (intraperitoneal), os niveis
glicémicos dos animais do grupo HL foram significativamente maiores em relagao
aos niveis glicémicos dos animais que receberam somente a dieta padréao (P e PP),
mostrando uma menor capacidade destes animais em reduzir a glicemia apos o
desafio com insulina, o que representa uma diminuicdo da sensibilidade a insulina
nos animais do grupo HL (Figura 9C). Os animais que receberam dieta hiperlipidica
e foram tratados com iogurte (HI) apresentaram niveis glicémicos semelhantes ao

grupo HL, 30 minutos apdés a administracdo de insulina, indicando que o iogurte



40

sozinho nao € capaz de reverter completamente a resisténcia a insulina promovida
pela dieta hiperlipidica.

Os animais tratados com PVB, metformina e a combinacdo (HP, HM e HPM)
apresentaram reduc¢ao nos valores de glicemia, em dois tempos de monitoramento
no ITT (15 e 60 minutos), quando comparados aos animais do grupo HL, indicando
melhorias significativas na responsividade dos animais frente ao desafio com
insulina. E importante observar que o tratamento combinado de PVB e metformina
(grupo HPM) manteve essa redug&o nos niveis glicémicos dos animais também no
tempo 30 minutos do ITT (Figura 9C).

Na Figura 9D, a AUC, contribui para observar a confirmagdo do modelo de
obesidade e resisténcia a insulina nos grupos de animais que consumiram dieta
hiperlipidica e corrobora o efeito benéfico dos tratamentos com PVB, metformina e
os combinados incorporados ao iogurte (HP, HM e HPM) nos niveis glicémicos
frente ao desafio com insulina, indicando uma melhora na sensibilidade a insulina,

em comparagao aos grupos HL e Hl.
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Figura 9 - Acompanhamento da glicemia (mg/dL) de camundongos, durante: (A) teste de tolerancia a
glicose oral em 0, 15, 30, 60, 90 e 120 minutos e (B) sua AUC; e o (C) teste de tolerancia a insulina
em 0, 15, 30, 45 e 60 minutos e (D) sua AUC.

P: dieta padrdo, gavados com agua; PP: dieta padréo, tratados com PVB; HL: dieta hiperlipidica,
gavados com agua; Hl: dieta hiperlipidica, tratados com iogurte; HP: dieta hiperlipidica, tratados com
PVB + iogurte; HM: dieta hiperlipidica, tratados com metformina + iogurte; HPM: dieta hiperlipidica,
tratados com PVB + metformina + iogurte. Anova One-Way (média = erro padrdo), p < 0,05
considerado como estatisticamente significativo. a, diferencas com P; b, diferengcas com PP; c,
diferengas com HL.
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Fonte: autor (2024).

5.3.2. Niveis plasmaticos de biomarcadores do metabolismo de
carboidratos, lipidios e das disfungoes hepatica e renal
Na tabela 4 estdo apresentados os niveis plasmaticos de glicemia,
triacilglicerdis, colesterol total, colesterol-HDL, ureia, acido urico e das enzimas ALP,

AST e ALT, de animais alimentados com dietas normolipidica ou hiperlipidica e



42

tratados com PV isoladamente ou em combinagcdo com metformina ao final do
experimento (16 semanas).

Os animais do grupo HL apresentaram aumento significativo da concentragao
plasmatica de glicose, triacilglicerdis, colesterol total e colesterol-HDL (81,22%,
41,39%, 47,58% e 54,30%, respectivamente), quando comparados com o0s valores
encontrados dos grupos de dieta padrdo, P e PP. Os animais que consumiram
apenas o iogurte como veiculo (HI) apresentaram um aumento significativo nos
parametros de glicemia (83,61%), colesterol total (36,6%) e colesterol-HDL (45,5%),
mas nao foram observadas diferencas significativas nos triacilglicerdis para este
grupo, quando comparados aos grupos P e PP.

Os tratamentos com PVB (HP), metformina (HM) e a combinacédo (HPM)
foram capazes de reduzir significativamente a concentragdo circulante destes
componentes nos animais, quando comparados aos grupos HL e HI, ndo existindo
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos de tratamentos e os grupos
controle P e PP.

Nao foram observadas diferengcas significativas entre os grupos para os
biomarcadores: enzimas fosfatase alcalina (ALP), aspartato aminotransferase (AST)
e alanina aminotransferase (ALT) que avaliam as disfungbes hepaticas; como

também de ureia e acido urico, utilizados para avaliar as disfungdes renais.
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Tabela 4 - Niveis dos parametros bioquimicos plasmaticos de camundongos
alimentados com dieta P ou H e tratados por 8 semanas com PV isoladamente ou

em combinacdo com metformina.

Grupos P PP HL HI HP HM HPM
Glicemia 1422+ 1479+ 2577+ 2611+ 1512+ 1605+ 1585%
(mg/dL) 1474 8,66  865(ab) 7.86(ab) 61(cd) 55 (cd) 644 (cd)

Triacilglicerol 3517+ 3569+ 4973+ 4415+ 366+ 3633+ 3417+#
(mgldL) 2.9 18 233(ab) 271 227(c) 24(c) 166(c)

Colesterol 7833+ 7908+ 1156+ 107,04 8847+ 8973+ 87,67+

Total (mg/dL) 4.0 235 37(ab) 47(ab) 20(cd) 241(cd) 212 (c.d)

Colesterol- 685+ 6877+ 1057+ 0067+ 7980+ 8227+ 7833+
HDL (mg/dL) 425 278  30(ab) 405(ab) 3.1(cd) 215(cd) 232 (c.d)
4227+ 4123+ 5286+ 5027+ 4193+ 4160+ 4283+
ALP (U/L) 0.92 323 188 3.40 1,96 233 204
1026+ 1048+ 1132+ 1112+ 1059+ 1035+ 1022+
AST (UL) 6,36 6.17 5.11 9.16 7.34 5.94 9,32
2758+ 250+ 2013+ 2447+ 268+ 2513+ 2392+
ALT (UiL) 161 1,65 201 157 3,31 230 121
Ursia(mgidl) J85F 387% 396% 3739 3808 725: 3843%
9 2,90 2,54 0,96 1.0 0,87 1.20 1.90
Acido Urico 066+ 067+ 085+ 080+ 066+ 066+ 070+
(mg/dL) 0,06 0,05 0.11 0,06 0.05 0.07 0,04

ALP: fosfatase alcalina; AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase; P: dieta

padrao, gavados com agua; PP: dieta padréo, tratados com PVB; HL: dieta hiperlipidica, gavados

com agua; HI: dieta hiperlipidica, tratados com iogurte; HP: dieta hiperlipidica, tratados com PVB +

iogurte; HM: dieta hiperlipidica, tratados com metformina + iogurte; HPM: dieta hiperlipidica, tratados

com PVB + metformina + iogurte. Anova One-Way (média £ erro padr&o), p < 0,05 considerado como

estatisticamente significativo. a, diferengas com P; b, diferencas com PP; c, diferengas com HL; d,

diferengas com HI.



44

5.4.Biomarcadores relacionados ao estresse glico-oxidativo e
potencial antioxidante
5.4.1. Niveis plasmaticos

Na figura 10 (A e B) estdo apresentados os resultados obtidos apds analise
dos parametros de peroxidagao lipidica (TBARS) e de glicagcdo avangada (AGE
fluorescentes) no plasma.

Os animais dos grupos HL e HI apresentaram um aumento significativo dos
valores médios de TBARS (25,8 e 25,0 ymol MDAJ/L, respectivamente), quando
comparados com os valores encontrados dos grupos de dieta padrao, P e PP (15,8
e 16,7 pmol/L, respectivamente) (Figura 10A). Os tratamentos com PVB (HP),
metformina (HM) e a combinagdo (HPM) foram capazes de reduzir significativamente
os valores circulantes de TBARS nos animais, quando comparados aos grupos HL e
HI, com valores médios de 17,9, 18,0 e 17,5 (umol/L), respectivamente.

Os valores estimados no plasma de AGE fluorescentes para os grupos HL e
HI (90,13 e 93,7 U.A./mg proteina), foram aumentados comparado aos grupos P e
PP (63,0 e 60,5 U.A./mg proteina). E os tratamentos apresentaram redugdo dos
valores estimados de AGE quando comparados aos grupos HL e HI; HP (68,6), HM
(75,13) e HPM (71,23), de maneira semelhante ao ensaio de TBARS (Figura 10B).

Adicionalmente, na figura 10C podemos observar que os animais dos grupos
HL e HI apresentaram, no plasma, reducdo significativa na atividade da enzima
antioxidante paraoxonase 1 (PON-1), 24,8% e 30,2%, respectivamente, quando
comparados com os grupos de dieta padrdao P e PP. Contudo, os tratamentos
conseguiram recuperar a atividade dessa enzima, elevando os valores a
normalidade, quando comparados aos grupos HL e HI; HP (41,2%), HM (60,0%) e
HPM (61,0%)

A conjuncgao, dos valores aumentados de TBARS e AGE fluorescentes com a
reducdo do potencial antioxidante dos animais que consumiram dieta hiperlipidica,
indica o estabelecimento do estresse glico-oxidativo nestes animais. Enquanto que
os tratamentos isolado de PV ou em combinacdo com metformina, restaura o

equilibrio no plasma.
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Figura 10 - Niveis plasmaticos de (A) TBARS (pmol/L), (B) AGE fluorescentes (U.A./mg proteina) e
(C) atividade de PON-1 (U/mg HDL-colesterol).

P: dieta padrdo, gavados com agua; PP: dieta padrao, tratados com PVB; HL: dieta hiperlipidica,
gavados com agua; HI: dieta hiperlipidica, tratados com iogurte; HP: dieta hiperlipidica, tratados com
PVB + iogurte; HM: dieta hiperlipidica, tratados com metformina + iogurte; HPM: dieta hiperlipidica,
tratados com PVB + metformina + iogurte. Anova One-Way (média = erro padrdo), p < 0,05
considerado como estatisticamente significativo. a, diferengas com P; b, diferengcas com PP; c,
diferengas com HL; d, diferengcas com HI.
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Fonte: autor (2024).

5.4.2. Tecido hepatico

ApOs a analise dos parametros de peroxidagao lipidica (TBARS) e de glicagao
avancada (AGE fluorescentes), pode-se observar que o estresse glico-oxidativo foi
estabelecido no figado dos animais alimentados com dieta HL (Figura 11).

Os animais dos grupos HL e HI apresentaram um aumento significativo dos
valores médios de TBARS (125,15 e 123,92 pmol/g de tecido, respectivamente),
quando comparados com os valores encontrados dos grupos de dieta padréo, P e
PP (57,21 e 54,75 pmol/g de tecido, respectivamente) (Figura 10A). Os tratamentos
com PVB (HP), metformina (HM) e a combinagdo (HPM) foram capazes de reduzir

significativamente os valores de TBARS no figado dos animais, quando comparados
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aos grupos HL e HI, com valores médios de 64,00, 79,78 e 68,66 (umol/g de tecido),
respectivamente.

De modo semelhante, os valores estimados no figado de AGE fluorescentes
para os grupos HL e HI (433,36 e 425,77 U.A./mg proteina), foram aumentados
comparado aos grupos P e PP (304,66 e 312,72 U.A./mg proteina). E os tratamentos
apresentaram redugao dos valores médios estimados de AGE quando comparados
aos grupos HL e HI; HP (312,44), HM (344,10) e HPM (323,17) (Figura 11B).

Figura 11 - Niveis hepaticos de (A) TBARS (umol/g de tecido) e (B) AGE fluorescentes (U.A./mg
proteina).

P: dieta padrdo, gavados com agua; PP: dieta padrao, tratados com PVB; HL: dieta hiperlipidica,
gavados com agua; HI: dieta hiperlipidica, tratados com iogurte; HP: dieta hiperlipidica, tratados com
PVB + iogurte; HM: dieta hiperlipidica, tratados com metformina + iogurte; HPM: dieta hiperlipidica,
tratados com PVB + metformina + iogurte. Anova One-Way (média + erro padrdo), p < 0,05
considerado como estatisticamente significativo. a, diferengcas com P; b, diferengcas com PP; c,
diferengas com HL; d, diferengas com HlI.

B
140 - ab ab 500 ab apb mm P
?120_ é'@mu— cq =1 PP
- — d - ¢d
3 100 cd 22 - e B HL
2 80- cd mag ©° g 5 3007 mm Hi
2 60- S 2 200- HP
5 - |
40- w <
£ TR Em HV
20 <= B HPM
0- 0-

Fonte: autor (2024).

A figura 12 exibe os resultados relativos as atividades das enzimas
antioxidantes SOD, CAT e GPx no figado.

O grupo HL apresentou reducdo de 19% na atividade da SOD, quando
comparado aos grupos P e PP. O tratamento de iogurte isoladamente (HI) n&o foi
capaz de prevenir a reducao na atividade de SOD encontrada nos animais que
consumiram a dieta hiperlipidica. Os animais tratados com PVB (HP), metformina
(HM) e a combinacédo (HPM) apresentaram aumento de 25%, 28% e 29%,
respectivamente, na atividade da SOD, quando comparados aos grupos HL e HI
(Figura 12A).
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Na avaliagao de atividade da CAT no figado, os grupos HL e HI apresentaram
reducédo significativa, 21% e 18%, respectivamente, em relacdo aos grupos P e PP.
Os grupos HP, HM e HPM promoveram aumento na atividade da CAT, 29%, 37% e
27%, respectivamente, comparados aos grupos HL e HI (Figura 12B).

De modo semelhante, os valores de atividade da GPx nos grupos HL e Hl,
reduziram significativamente (24%), em comparacao aos grupos P e PP. Enquanto
que os tratamentos (HP, HM e HPM), recuperaram os valores de atividade da
enzima, com aumento de 36%, 35% e 28%, respectivamente (Figura 12C).

E interessante observar que os tratamentos com PVB, metformina e a
combinagdo de ambos, incorporados ao iogurte, foram capazes de prevenir a perda
da atividade de todas as enzimas antioxidantes no figado de animais em modelo de

obesidade e resisténcia insulinica.
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Figura 12 - Atividade das enzimas antioxidantes hepaticas (A) superoxido dismutase (SOD); (B)
catalase (CAT); (C) glutationa peroxidase (GPx).

P: dieta padrdo, gavados com agua; PP: dieta padréo, tratados com PVB; HL: dieta hiperlipidica,
gavados com agua; HI: dieta hiperlipidica, tratados com iogurte; HP: dieta hiperlipidica, tratados com
PVB + iogurte; HM: dieta hiperlipidica, tratados com metformina + iogurte; HPM: dieta hiperlipidica,
tratados com PVB + metformina + iogurte. Anova One-Way (média + erro padrdo), p < 0,05
considerado como estatisticamente significativo. a, diferencas com P; b, diferengas com PP; c,
diferengas com HL; d, diferencas com HI.
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5.4.3. Tecido renal

Assim, como na analise do tecido hepatico, os niveis de TBARS e AGE
fluorescentes encontrados nos rins de animais alimentados com a dieta hiperlipidica,
aumentou significativamente, evidenciando o estabelecimento do quadro de estresse
glico-oxidativo neste tecido (Figura 13).

Nos grupos HL e HI, observou-se um aumento significativo nos valores
médios de TBARS (60,30 e 58,61 pmol/g de tecido, respectivamente), em
comparagao com os valores encontrados nos grupos de dieta padrao, P e PP (40,15
e 40,38 umol/g de tecido, respectivamente) (Figura 13A). Os tratamentos com PVB
(HP), metformina (HM) e a combinagado dos dois (HPM) demonstraram capacidade
de reduzir os niveis de TBARS no rim dos animais quando comparados aos grupos
HL e HI, apresentando valores médios de 37,80, 39,50 e 38,60 (umol/g de tecido),
respectivamente.

A quantificacdo de AGE fluorescentes no rim dos grupos HL e HI indicou
valores estimados mais elevados (762,84 e 731,99 U.A/mg de proteina) em
comparagao com os grupos P e PP (586,78 e 615,72 U.A./mg de proteina). Os
tratamentos também resultaram em uma redugao significativa nos valores médios
estimados de AGE quando comparados aos grupos HL e HI: HP (561,15), HM
(579,90) e HPM (594,85), como evidenciado na figura 13B.
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Figura 13 - Niveis renais de (A) TBARS (umol/g de tecido) e (B) AGE fluorescentes (U.A./mg
proteina).

P: dieta padrdo, gavados com agua; PP: dieta padréo, tratados com PVB; HL: dieta hiperlipidica,
gavados com agua; HI: dieta hiperlipidica, tratados com iogurte; HP: dieta hiperlipidica, tratados com
PVB + iogurte; HM: dieta hiperlipidica, tratados com metformina + iogurte; HPM: dieta hiperlipidica,
tratados com PVB + metformina + iogurte. Anova One-Way (média * erro padrdo), p < 0,05
considerado como estatisticamente significativo. a, diferencas com P; b, diferencas com PP; c,
diferencas com HL; d, diferengas com HlI.
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Fonte: autor (2024).

A figura 14 exibe os resultados relativos as atividades das enzimas
antioxidantes SOD, CAT e GPx no rim.

Houve uma significativa redugcéo (49%) na atividade da SOD nos rins de
animais que consumiram a dieta hiperlipidica, quando comparados aos grupos que
consumiram a dieta padrao (P e PP), sendo que, nenhum dos tratamentos utilizados
(HI, HP, HM e HPM) conseguiu reverter ou amenizar a diminuicao de atividade da
SOD (Figura 14A).

Na avaliagédo de atividade da CAT nos rins, os grupos HL e HI apresentaram
reducéo de 20%, em relagado aos grupos P e PP. O tratamento com PVB (HP) foi
capaz de aumentar a atividade da enzima em 28%, comparado aos grupos HL e HI.
O tratamento com o farmaco metformina (HM), n&o apresentou diferenga
significativa dos grupos HL e HI, quanto a atividade da CAT presente no tecido renal.
No entanto, o tratamento combinado de metformina com PVB, resultou no aumento
(21%) de atividade da CAT (Figura 14B).

Os valores de atividade da GPx nos grupos HL e HI, reduziram
significativamente (29%), em comparacédo aos grupos P e PP. Enquanto que os

tratamentos (HP, HM e HPM), recuperaram os valores de atividade da enzima, com
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aumento de 26%, 26% e 30%, respectivamente, comparados aos grupos HL e HI
(Figura 14C).

Apesar de os tratamentos utilizados em nosso estudo ndo recuperarem os
niveis de atividade da SOD nos rins de animais em modelo de obesidade e
resisténcia a insulina, os tratamentos com PVB, metformina e a combinacdo de
ambos incorporados ao iogurte, foram capazes de prevenir a perda de atividade da
CAT e GPx no tecido renal.

Figura 14 - Atividade das enzimas antioxidantes renais (A) superdxido dismutase (SOD); (B)
catalase (CAT); (C) glutationa peroxidase (GPx).

P: dieta padrao, gavados com agua; PP: dieta padrao, tratados com PVB; HL: dieta hiperlipidica,
gavados com agua; HI: dieta hiperlipidica, tratados com iogurte; HP: dieta hiperlipidica, tratados
com PVB + iogurte; HM: dieta hiperlipidica, tratados com metformina + iogurte; HPM: dieta
hiperlipidica, tratados com PVB + metformina + iogurte. Anova One-Way (média + erro padréo), p
< 0,05 considerado como estatisticamente significativo. a, diferengas com P; b, diferengas com
PP; c, diferengas com HL; d, diferengas com HI.
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6. Discussao

Em geral, a composi¢ao quimica da propolis depende da biodiversidade e a
posicao fitogeografica das colmeias, com varios fatores que desempenham um papel
em sua composi¢ao: sazonalidade, luminosidade, altitude, flora e tipo de abelha
coletora (Castro et al.,, 2007; Kumazawa; Hamasaka; Nakayama, 2004). Varios compostos
distintos foram identificados no extrato hidro-etanélico de PVB (Tabela 1), incluindo
isoflavonodides, pterocarpanos, chalconas, flavondides, benzofenonas, terpenos e
taninos, sendo achados semelhantes aos de Vieira de Morais e colaboradores (2021)
que utilizaram amostras de propolis obtidas da mesma regido e periodo deste
trabalho.

Outro fator de grande relevancia € o procedimento inicial para extragao de
polifendis de um produto natural, considerando a escolha de condigdes de extragcao
apropriadas, como: propor¢gao amostra-solvente, concentragcdo de solvente,
temperatura e tempo de extracdo, pois estas podem afetar a composicao final do
extrato e a bioatividade (Abd El-Salam; Morsy, 2019). Considerando estes fatores, em
nosso estudo utilizamos o método de extragdo com condi¢gdes otimizadas para
recuperagdo de compostos antioxidantes de PVB: etanol/agua 90% (v/v), banho-
maria a 80°C, por 30 min e posteriormente submetida a filtracdo a vacuo para
obtencao do seu extrato hidro-etandlico (Vieira de Morais et al., 2021).

Entre todos os compostos encontrados por meio de LC-ESI-QTOF-MS/MS em
nosso extrato, ganham destaque os isoflavondides, representados por
formononetina, biochanina A, pinocembrina, medicarpin, vestitol e neovestitol, muitas
vezes descritos como os marcadores quimicos principais da PVB (Bueno-Silva et al.,
2017; Lopez et al., 2015; Trusheva et al., 2006). Os flavonoides sdo uma subclasse de
polifendis, que compreendem um amplo grupo de substancias naturais nao
sintetizadas pelos animais e amplamente distribuidos nas plantas (Beecher, 2003;
Manach et al, 2004) e sao a principal classe de compostos fendlicos em varios
produtos naturais (PANCHE, 2016). Varios estudos revelaram os efeitos benéficos
dos flavonoides extraidos de propolis em doengas humanas (WATANABE, 2011).

Cabral e colaboradores (2009) avaliaram a atividade antioxidante in vitro do
extrato etandlico de PVB (EEPV) através do sistema [-caroteno/acido linoleico que
consiste na capacidade de uma amostra ou composto em proteger um substrato

lipidico, monitorada pela oxidacdo do B-caroteno, e determinada por meio da
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atividade de inibicdo do radical peroxil gerado durante a peroxidagdo do acido
linoleico, com o EEPV alcangando 61,26% de atividade. Este estudo, indica que ha
uma correlacdo positiva entre os compostos fendlicos presentes no EEPV e a
atividade antioxidante pela lipoperoxidacdo do sistema B-caroteno/acido linoleico
(Cabral et al, 2009), semelhante ao modelo utilizado em nosso estudo de -
caroteno/AAPH, demonstrando uma importante fungdo antioxidante por meio da
captura de radicais livres.

Oldoni e colaboradores (2011) isolaram e identificaram em amostras, dois
isoflavonodides (vestitol e neovestitol) e uma chalcona (isoliquiritigenina), e utilizando
o0 método [(-caroteno/acido linoleico, foi possivel observar uma potente acgao
antioxidante, para o extrato etandlico e seus compostos, com destaque ao vestitol
(39,5% de atividade). Neste contexto, estes compostos também exercem efeito
antioxidante na producao de outras espécies reativas, como o oxido nitrico. Bueno-
Silva e colaboradores (2013a), observaram que estes isoflavonodides sao capazes de
reduzir o processo inflamatério em camundongos inibindo a producdo de 6xido
nitrico e a migragao de neutréfilos para a cavidade peritoneal apos aplicagado destes
componentes. Este resultado sugere que a acado antioxidante do PVB sobre os
radicais livres, também pode ser observada em modelos in vivo.

Partindo dessa premissa, considerou-se avaliar os efeitos da PVB com
camundongos C57BL/6, em modelo de obesidade e resisténcia a insulina induzido
por alimentagdo de dieta hiperlipidica. Os camundongos High-Fat Diet (HFD)
provaram ser inestimaveis ndo apenas para a identificacdo de vias moleculares
afetadas pela diabetes mellitus, mas também em protocolos pré-clinicos para testar
terapias potenciais para reverter a condigdo e seus processos fisiopatologicos
associados, via biomarcadores do estresse glico-oxidativo, lipoperoxidagao e
alteragdes fisiometabdlicas neste modelo (Heydemann, 2016).

Os primeiros parametros avaliados com o estabelecimento do modelo foram a
evolucdo do peso corporal, a ingestao alimentar e a massa de determinados tecidos
dos animais. Considerando os resultados obtidos, fica claro ser a dieta hiperlipidica
responsavel pelo aumento de peso corporal dos animais devido ao aumento da
massa de tecidos adiposos branco (epididimal e retroperitoneal) e marrom
(interescapular), apesar de sua ingestao alimentar ser menor, o consumo energético
fornecido pela dieta H é superior ao encontrado em dietas normolipidicas, garantindo

o estabelecimento do quadro de obesidade durante as 16 semanas de experimento.
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A administracdo de iogurte (grupo HI) exerceu efeitos modestos sobre os
animais obesos, atenuando apenas o ganho de peso, no entanto, os niveis
glicémicos, massa dos tecidos e a agédo antioxidante, ndo foram alterados por este
produto. Resultados anteriores em nosso grupo de pesquisa, mostraram que a
administragao oral de compostos bioativos em iogurte resolve a restrigdo de
bioativos com baixa solubilidade em agua destes produtos, sem exercer efeitos mais
potentes sobre os parametros analisados (Assis et al., 2017; Figueiredo et al., 2020; Gutierres
et al., 2019; Roxo et al., 2019). Além disso, a administracdo de fitoquimicos no iogurte
nao prejudicou os seus beneficios contra os sintomas diabéticos e por estas razdes,
o iogurte tem sido considerado um veiculo importante para fitoquimicos (Assis et al.,
2017; Costa et al., 2020; Figueiredo et al., 2020, 2024; Gutierres et al., 2019; Roxo et al., 2019).

Contudo, os diferentes tratamentos incorporados ao iogurte, PVB (100 mg/kg
animal), metformina (50 mg/kg animal) e a combinagdo (PVB 100 mg/kg +
metformina 50 mg/kg), demonstraram potencial em prevenir e amenizar o ganho de
peso, sem alterar as taxas de ingestdo alimentar e energética da dieta,
demonstrando potencial anti-obesogénico desses compostos.

S30 escassos na literatura os estudos que relacionam o consumo de PVB
com o peso corporal dos animais modelo utilizados. Entretanto, um trabalho
realizado por Morsy e colaboradores (2013), observou a relagédo do peso e escore
corporal de ovelhas com a PVB como aditivo na alimentagao, e o aditivo nao alterou
0 peso corporal dos animais. Outro trabalho que utilizou duas outras variedades de
prépolis brasileira (verde e marrom) como aditivo na alimentacdo de bezerros,
demonstrou que o peso corporal também nao é alterado (itavo et al., 2011).

Em contrapartida, um estudo utilizando modelo de diabetes em ratas
gestantes, apontou a aplicabilidade da prépolis (derivado da Malasia) em reverter a
perda de peso dos animais diabéticos, além de reduzir os niveis de glicemia e
marcadores de estresse oxidativo (Usman; Bakar; Mohamed, 2018). Assim, como relatado
por Koya-Miyata e colaboradores (2009) no estudo com propolis brasileira, ha
redugdes significativas no ganho de peso de camundongos C57BL/6 alimentados
com dieta hiperlipidica. Nesse sentido, por enquanto podemos observar que nestas
variedades de propolis ha prevencdo a perda de peso nos animais quando estao
sujeitos a algum tipo de stress (ambiental ou congénito), mas em estado higido

(normais), o parametro de peso corporal ndo sofre alteragbes pelo consumo de
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propolis, neste caso a propolis vermelha (Da Costa et al., 2015; Teles et al., 2015). Essa
hipétese € também sustentada pelos resultados que encontramos no grupo HP
(consumiu dieta H e tratado com PVB em iogurte) quando comparamos com 0 grupo
PP (consumiu dieta P e tratado com PVB em iogurte), que n&o sofreu alteragdes no
ganho de peso ou ingestédo alimentar.

A prépolis parece ter efeitos reguladores sobre o tecido adiposo em animais
obesos, mas esses efeitos podem variar de acordo com o tipo de tecido adiposo € a
dose de propolis utilizada nos ensaios, sendo o tecido adiposo visceral mais sensivel
a propolis em comparagdo com o tecido adiposo subcutdneo (epididimal e
retroperitoneal) (Ichi et al., 2009; Koya-Miyata et al., 2009).

Nossos resultados mostram que a PVB foi capaz de reduzir a massa dos
tecidos adiposos brancos subcutaneos, provavelmente, devido a sua agcdo em
melhorar a diferenciagdo de células precursoras de adipécitos (3T3-L1), através da
ativagdo do PPAR-y (receptor ativado por proliferador de peroxissomas y), um
regulador importante da diferenciacdo de adipocitos e esta associado a indugao de
genes criticos para a adipogénese, incluindo adiponectina (lio et al., 2010). A ativagao
do PPAR-y aumenta o numero de pequenos adipocitos que expressam adiponectina
e, a0 mesmo tempo, reduz o numero de adipdcitos maiores que produzem
quantidades excessivas de TNF-a e acidos graxos livres, melhorando assim a
resisténcia a insulina, como observado em modelos de ratos obesos tratados com
troglitazone (droga antidiabética) (Okuno et al., 1998).

O farmaco metformina é o tratamento de primeira escolha nos quadros de DM
tipo 2, reduzindo o ganho de peso corporal em modelos de obesidade, apresentando
agao anorexigena, devido a interagbes diretas do farmaco com as vias de
sinalizagao dos adipdcitos e sua fungao enddcrina, inibindo a secreg¢ao de leptina no
tecido adiposo marrom, demonstrada em modelos animais experimentais (Klein et al.,
2004). Por promover a ativagdao da enzima AMPK (proteina quinase ativada por
AMP), a metformina tem a capacidade de elevar a expressdao de proteinas
desacopladoras (UCP, do inglés uncoupling protein), associadas a termogénese,
acelerando a oxidagdo dos acidos graxos, o que contribui para a reducdo das
massas dos tecidos adiposos (Tokubuchi et al., 2017).

A incorporagado da metformina em iogurte comercial ndo impediu seu efeito
anti-obesogénico no modelo utilizado e a combinagdo entre o farmaco e a PVB

(grupo HPM), apesar de nao resultar em efeitos aditivos ou sinérgicos na reducao de
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ganho de peso, ingestdo alimentar e massa dos tecidos adiposos, foi efetivo no
controle desses parametros nos mesmos niveis dos tratamentos isolados, como ja
foi observado em outros estudos de nosso grupo de pesquisa que utilizaram a
combinacdo deste farmaco com bioativos naturais (Figueiredo et al., 2020; Motta et al.,
2022).

O aumento do tecido adiposo observado em camundongos obesos esta
correlacionado com um acumulo excessivo de lipidios (oriundos da dieta) que gera
estresse nas células de gordura, os adipdcitos (Vegiopoulos; Rohm; Herzig, 2017). Por sua
vez, o acumulo de gordura €& responsavel por diversos efeitos adversos da
obesidade, tais como: modificacdes na liberagao de fatores associados a disturbios
metabalicos, incluindo o TNF-a, IL-6, resistina, leptina e adipocinas; além de uma
resposta inflamatéria de baixa intensidade, que, em Uultima instancia, leva ao
desenvolvimento de disfungdes metabdlicas, como a deterioragcdo da sensibilidade
a insulina e a intolerancia a glicose (Vegiopoulos; Rohm; Herzig, 2017).

A prépolis parece ter propriedades benéficas na regulagdo dos niveis de
glicose no sangue e lipidios em diversos estudos com modelos de DM tipo 2
(Kitamura, 2019). No entanto, é importante notar que os mecanismos precisos e 0s
efeitos podem variar dependendo do tipo de prépolis e das condicdes experimentais.
Em nosso estudo, observamos que a PVB isolada ou em combinagdo com
metformina foi capaz de reduzir os niveis glicémicos e melhorar a sensibilidade a
insulina nos testes de TTGO e ITT, recuperar os valores de normalidade da glicemia
plasmatica ao final do experimento (16 semanas) e reduzir a dislipidemia dos
animais ao restabelecer os valores de triacilglicerdis, colesterol total e da
lipoproteina de alta densidade (HDL-colesterol).

Até o momento, os dados existentes sugerem que o impacto da PVB sobre a
glicemia de animais obesos pode ser consequéncia da sua capacidade de atenuar o
processo inflamatério de baixa intensidade estabelecido neste modelo. Ja é
conhecido, que a administragcao de PVB e dois isoflavondéides encontrados neste tipo
de propolis (vestitol e neovestitol) modificam a sinalizagdo em macrofagos derivados
de mondécitos, quando expostos ao lipopolissacarideo (LPS), resultando na redugao
da producdo de mediadores proé-inflamatérios, como IL-1 e IL-12, interferindo na
resposta dos receptores Toll-like (TLR), inibindo as vias de sinalizagdo de NF-kB,
MAPK e fosfoinositideo-3-quinase (PI3K), e regulando de maneira distinta a
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expressao de varios genes envolvidos no processo inflamatério (Bueno-Silva et al.,
2015).

Todavia, existem outras possibilidades para explicar esse efeito
hipoglicemiante da prépolis de origem brasileira, onde destacam-se: a melhora na
captacdo de glicose pelas células, facilitada pela translocagdo de GLUT4 para a
membrana plasmatica nas células musculares, através das vias de sinalizagdo da
AMPK e da PI3K, o que influencia positivamente a absorgéo de glicose pelas células
(Ueda; Hayashibara; Ashida, 2013); € a capacidade de inibir a gliconeogénese nos
hepatdcitos, reduzindo a atividade da enzima glicose-6-fosfatase (G6Pase), inibindo
a auto fosforilagao dos residuos de serina e tirosina da enzima quinase 3 da sintese
de glicogénio (GSK3), resultando na reducdo da producdo de glicose a partir de
fontes ndo glicidicas (Kang et al., 2010). Concomitantemente, a expressdo dos genes
relacionados a lipogénese depende da proteina SREBP-1c (fator de transcricao
sterol regulatory element binding protein-1c), cuja atividade é estimulada pela
insulina e inibida pela AMPK, que uma vez ativada, suprime enzimas essenciais na
sintese de acidos graxos, ocasionando efeitos anti-hiperlipidémicos (Van Stee; De Graaf;
Groen, 2018).

Além dos efeitos listados acima, diferentes tipos de prépolis potencializam a
secrecao de insulina das células 3 e também melhoram a sensibilidade a insulina ao
modular a sinalizagcado do receptor de insulina (IR) / Akt / mTOR (alvo de rapamicina
em mamiferos) (Kitamura, 2019). Este efeito esta relacionado com a acédo de
compostos, como galangina e pinocembrina aumentando a atividade da
hexoquinase e piruvato quinase em células hepaticas (Liu et al., 2018), sendo a
pinocembrina um dos principais constituintes da PVB.

No estudo de Batista e colaboradores (2012) foi observado que o extrato
hidroetandlico de PVB induziu a redugéo do colesterol total, triacilglicerdis e glicose,
de modo semelhante ao nosso estudo, correlacionando os resultados encontrados
com o efeito antioxidante dos flavonoides presentes nos extratos. Sendo assim, os
resultados até o momento indicam que a acdo antioxidante da PVB é uma das
principais vias envolvidas na atenuagdo das complicacbes da obesidade e
resisténcia a insulina.

De maneira ja esperada, a metformina foi capaz de melhorar o quadro de
hiperglicemia, hiperinsulinemia e dislipidemia estabelecidos em nosso modelo.
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Assim, como no estudo de Matsui e colaboradores (2010), é descrito que o
tratamento com metformina durante 9 semanas em camundongos submetidos a
dieta hiperlipidica, também alcangaram esses resultados devido a reduc¢ao do peso
corporal e menor deposigdo de gordura. Adicionalmente, no trabalho de Roxo e
colaboradores (2019), foi observado uma diminuicdo nos niveis plasmaticos de
triglicerideos e colesterol ao tratarem ratos diabéticos (induzidos com STZ) com 250
mg/kg de metformina em iogurte no periodo de 30 dias, quando comparados com 0s
animais diabéticos tratados apenas com iogurte.

A acao da metformina sobre a dislipidemia ocorre por meio de diferentes
processos, como a redugdo da sintese de lipoproteinas e os niveis de glicose
hepatica (impedindo que esse substrato alimente a lipogénese) e elevando a
lipidios (van Stee; De Graaf; Groen, 2018). Tais processos também promovem a
diminui¢cdo das apolipoproteinas apo B-48 e apo A-IV, o que reduz a produgdo e o
transporte de triacilglicerois. E ao modular a AMPK, a metformina interfere também
na sintese de colesterol e triglicerideos, inibindo os processos enzimaticos
envolvidos, explicando suas propriedades anti-hiperlipidémicas (van Stee; De Graaf;
Groen, 2018).

De forma semelhante, o efeito combinado de metformina com PVB, conseguiu
reduzir os niveis glicémicos, sem ocasionar a hipoglicemia desses animais,
conforme observado nos ensaios de desafios com glicose e insulina. Essa € uma
observacao especial que deve ser mencionada, pois quando um farmaco com acéao
anti-hiperglicemiante e um produto natural que demonstra 0 mesmo potencial de
atividade sao combinados, seus efeitos podem ser severos (Prabhakar; Kumar; Doble,
2014), o que nao foi observado em nosso estudo, agregando seguranca na utilizagao
da PVB como adjuvante no tratamento de pacientes com DM tipo 2.

A hiperglicemia prolongada associada as condicdes de estresse glico-
oxidativo, causam glicagao de proteinas e amino lipidios por reagdes independentes
de enzimas, levando a geragcdo de AGE (Volpe et al, 2018). Adicionalmente, a
oxidagdo de acidos graxos poli-insaturados por ERO, resulta na formacédo de
produtos como malondialdeido (MDA, quantificado por TBARS) (Ott et al., 2014; Vistoli
et al., 2013). Sendo assim, o efeito anti-hiperglicémico observado nos tratamentos com

PVB e metformina contribuiram para a diminuicdo dos niveis de TBARS e AGE
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fluorescentes circulantes no plasma e também nos tecidos hepatico e renal de
animais em nosso modelo, comparativamente aos animais que consumiram a dieta
hiperlipidica, mas ndo receberam nenhum tipo de tratamento e assim passiveis do
estresse glico-oxidativo.

No estudo de Boeing e colaboradores (2021), foi demonstrado o efeito
gastroprotetor de PVB no modelo de ulceras gastricas em roedores, através da
reducdo do estresse oxidativo, com aumento nos niveis de GSH e diminui¢cao de
hidroperoxidos lipidicos (LOOH), marcando uma menor peroxidacdo de
componentes da membrana celular. E em outros estudos, foram relatados niveis
mais baixos de MDA no rim, figado e plasma em diferentes modelos pré-clinicos de
inflamacao e estresse oxidativo com aplicagao oral de PVB (Barbosa Bezerra et al., 2017;
Da Costa et al., 2015; Teles et al., 2015).

O extrato etandlico de PVB, demonstrou em estudos in vitro e in vivo, a
capacidade de ativar a via antioxidante intracelular Nrf2-ARE (elementos de resposta
antioxidante) (Hotta; Uchiyama; Ichihara, 2020). Em células HEK293 (células renais
embrionarias humanas), a PVB e seus componentes ativaram genes regulados pela
sequéncia ARE, aumentando a expressédo de genes regulados por Nrf2 e
promovendo o acumulo de Nrf2 no nucleo celular. Além disso, reduziu a geragao de
ERO e a citotoxicidade induzida por tert-butil hidroperdxido (Hotta; Uchiyama; Ichihara,
2020). Quando administrado oralmente em camundongos, a PVB aumentou a
expressao de genes regulados por Nrf2 no figado (Hotta; Uchiyama; Ichihara, 2020). Em
conjunto aos resultados obtidos, estes dados sugerem que a administragéo oral de
PVB pode ser um recurso promissor na prevengao de doencgas relacionadas ao
estresse oxidativo, agindo como um indutor de Nrf2.

Outro achado importante em nosso estudo, foi a recuperacao da atividade da
enzima paraoxonase 1 (PON-1) no plasma dos animais tratados com PVB
isoladamente ou combinados com metformina, quando comparados com os animais
que consumiram dieta hiperlipidica (HL) ou que foram tratados apenas com iogurte
(HI). A PON-1 trata-se de uma enzima associada a lipoproteina HDL e possui
propriedades antioxidantes (Aviram; Rosenblat, 2005), sendo capaz de proteger os
lipideos carreados em LDL e HDL, bem como os macréfagos, contra eventos
oxidativos (Mastorikou; Mackness; Mackness, 2006; Sampson et al., 2005). Uma hipotese para
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a diminuicdo na atividade da PON-1 em plasma de animais diabéticos esta
relacionada a baixa concentracido de HDL (Aviram; Rosenblat, 2005).

Outra possibilidade, sdo as modificagées pos-traducionais da enzima, como o
processo de glicagdo, reduzindo sua atividade antioxidante (Bacchetti et al., 2014;
Karabina et al., 2005). Evidéncias indicam que PON-1 é vulneravel as a¢des deletérias
de agentes que promovem sua oxidagao (Roxo et al., 2019), como 0 estresse oxidativo,
relacionado com um aumento em processos de peroxidacgao lipidica tanto de lipideos
de membrana quanto em componentes de lipoproteinas (Steinberg, 1997).

Nossos achados indicam que as duas hipoteses podem contribuir para a
reducdo da atividade de PON-1 em animais que consumiram a dieta H. Uma vez
que, os niveis de HDL-colesterol nestes animais também foram reduzidos quando
comparados aos grupos de dieta normolipidicas e concomitantemente foram
observados valores elevados de TBARS e AGE fluorescentes no plasma desses
grupos, caracterizando o estabelecimento do estresse-oxidativo. O estado de
normalidade para esses parametros analisados so6 foi atingido nos grupos tratados
com PVB e metformina, isolados ou combinados (HP, HM e HPM). Resultados
similares foram encontrados em estudos com camundongos C57BL-6 em modelo de
obesidade e resisténcia a insulina que fizeram uso da dieta hiperlipidica (Motta et al.,
2022; Talpo et al., 2022).

A escolha pelo uso da metformina para o DM tipo 2 esta relacionada nao
somente a sua agao antihiperglicemica, mas também devido a sua capacidade em
diminuir os niveis de AGE (Beisswenger; Ruggiero-Lopez, 2003; Motta et al., 2022) e TBARS
(Figueiredo et al., 2020; Peixoto et al., 2017) no plasma, figado e rim de animais com
modelos de estresse oxidativo.

Em condicbes diabéticas, as ERO s&o produzidas em varios tecidos pelo
maior desvio no transporte de elétrons mitocondriais, glicagdo ndo enzimatica, auto
oxidagao da glicose e ativagao da NADPH oxidase (Nox) (Newsholme et al., 2019). O
estresse oxidativo e o dano oxidativo também sdo observados em varios tecidos,
incluindo figado e rim de animais diabéticos (Jha et al., 2018; Patche et al., 2017). Assim,
as capacidades antioxidantes dos tecidos podem ser testadas para elucidar as
propriedades antidiabéticas de diferentes compostos bioativos. Para este propdsito,
a atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx foram quantificadas.
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A atividade das enzimas antioxidantes foi reduzida em ambos os tecidos
analisados: hepatico e renal, dos animais que consumiram a dieta hiperlipidica
(grupo HL). Essa mudancga no perfil redox desses animais ja era esperado, uma vez
que, tanto o sistema antioxidante enzimatico quanto o ndo enzimatico sdo essenciais
para a resposta celular e quando ocorrem variagoes e perturbagdes desse sistema,
ocasionam danos celulares causados pelo estresse oxidativo que resulta no
desenvolvimento de complicacbes diabéticas (Afsharpour et al., 2019). Portanto, os
niveis de enzimas antioxidantes como CAT, SOD e GPx sdo afetados e usados
como indices para avaliar o nivel de estresse oxidativo (Dey; Lakshmanan, 2013; Medina;
Moreno-Otero, 2005).

Quando ha o agravamento de lesdes no tecido hepatico associado ao
estresse glico-oxidativo, ocorrem eventos caracteristicos desse dano tecidual, como
o acumulo de MDA, AGE, proteinas carboniladas (PCO), diminuigdo nas atividades
de enzimas antioxidantes, infiltragdo leucocitaria e aumento da producdo de
citocinas proé-inflamatérias (Dey; Lakshmanan, 2013; Medina; Moreno-Otero, 2005). Os
tratamentos com PVB e metformina incorporados ao iogurte, isoladamente e em
combinagdo, conseguiram recuperar a atividade de todas as enzimas antioxidantes
no figado, indicando uma redugdo das complicagbes associadas a obesidade,
parcialmente explicado pela diminuicdo do estresse oxidativo nesse tecido, com
menores niveis de TBARS e AGE fluorescentes como descrito anteriormente.

Nas estratégias terapéuticas com combinagdes de compostos bioativos
naturais que amenizam o estresse glico-oxidativo e em especial a hiperglicemia,
nota-se o aumento da atividade de enzimas antioxidantes (Assis et al., 2017; Figueiredo et
al., 2020; Motta et al., 2022; Prabhakar; Kumar; Doble, 2014; Salehi et al., 2019; Talpo et al., 2022;
Yeh et al., 2017) devido a menor glicagado das enzimas antioxidantes, que ocorrem em
altas concentracdes de glicose intra- e extracelular, e consequentes mudancas
conformacionais (Szaleczky et al., 1999).

Embora nao existam muitos trabalhos que indiquem o potencial da PVB e/ou
seus compostos em induzir a expressao de enzimas antioxidantes, Hotta e
colaboradores (2020) demonstraram que o extrato etandlico de PVB consegue elevar
a expressao de genes de enzimas antioxidantes, como NAD(P)H desidrogenase —
quinona 1 (Nqo1), Heme oxigenasse 1, Glutamato-cisteina ligase e Glutationa S-
transferase (alfa 1 e alfa 2), por vias reguladas pelo Nrf2 no figado de camundongos.

Contudo, foi relatado que a expressao de genes para CAT e glicose-6-fosfato
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desidrogenase X-ligado (G6pdx), ndo foi aumentada pelo tratamento com PVB
(Hotta; Uchiyama; Ichihara, 2020), implicando que o aumento de atividade da CAT
observado em nosso estudo ndo deve ser pelo aumento da expressdo do gene
desta enzima. Esses dados indicam que a inducdo da expressdo de enzimas
antioxidantes e a redugéo do estresse glico-oxidativo sdo duas vias possiveis para
explicar a recuperacéao de atividade enzimatica encontrado em nosso estudo.

No tecido renal, os tratamentos com PVB, metformina e sua combinacéo,
impactaram diferentemente a atividade das enzimas antioxidantes. A PVB isolada e
em combinagdo com metformina, recuperou a atividade de CAT e GPx neste tecido,
0 que pode ser explicado de maneira semelhante ao que ocorre no figado.
Entretanto, nenhum dos tratamentos apresentou efeito positivo sobre a SOD no rim.
A resposta do sistema antioxidante ao estresse glico-oxidativo em diferentes tecidos,
evidencia, discrepancias relacionadas aos potenciais antioxidantes especificos, no
qual, as interagbes metabdlicas existentes entre hiperglicemia e estresse oxidativo,
em conjunto, contribuem para causar stress glico-oxidativo tecido-especifico e
inflamacao de baixo grau através de uma variedade de mediadores moleculares
(Gonzalez et al., 2023).

Um trabalho de revisao sistematica recente sobre o potencial do extrato de
propolis no diabetes induzida experimentalmente, realizado por Cunha e
colaboradores (2023), relata que diferentes variedades de prépolis tem a capacidade
de elevar os niveis das defesas antioxidantes em sistemas modelos in vivo. Nos
diferentes estudos analisados ndo ha uma correlagao direta entre os compostos
presentes no extrato de prépolis ou as vias metabdlicas relacionadas a este
potencial antioxidante. O trabalho conclui que este potencial esta relacionado com a
neutralizacdo de ERO e possivelmente com a ativagdo da via de Nrf2, como
mencionado anteriormente, uma acéo ja atribuida ao extrato de PVB (Cunha et al.,
2023; Hotta; Uchiyama; Ichihara, 2020).

O tratamento com metformina isolada em nosso estudo, ndo apresentou
efeitos sobre as atividades da SOD e CAT no rim de animais que consumiram a
dieta hiperlipidica, recuperando apenas a atividade de GPx neste tecido. Resultados
semelhantes foram relatados em estudos envolvendo o tratamento de camundongos
C57BL/6 em modelo de obesidade e resisténcia a insulina e tratados com
metformina na mesma dose utilizada em nosso trabalho (50 mg/kg), com o farmaco

melhorando a atividade das enzimas antioxidantes no tecido hepatico, mas também



63

nao recuperando os niveis de atividade no rim para SOD (Motta et al., 2022) e CAT
(Motta et al., 2022; Talpo et al., 2022). A auséncia de agao do farmaco para estas enzimas
neste tecido, foi correlacionada ao processo de glicagdo das enzimas antioxidantes
e o estresse glico-oxidativo tecido-especifico, também citado anteriormente.

A inflamagéo local induzida por ROS contribui para o desenvolvimento e
progressdo de complicagdes diabéticas, como nefropatia, retinopatia e doenca
hepatica gordurosa nao alcodlica (NAFLD) (Jha et al., 2018; Santiago et al., 2018; Spahis et
al., 2017; Wu et al., 2018). Além disso, a promocao da lipdlise em adipdcitos causa
circulagao elevada de colesterol-lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL-C) e
colesterol-lipoproteina de densidade baixa (LDL-C), os quais sdo considerados
determinantes-chave da patogénese da aterosclerose (Rudel et al., 1986).
Posteriormente, quantidades excessivas de lipidios s&o depositadas nos
hepatdcitos, resultando no desenvolvimento de NAFLD (Farrell et al., 2019; Liu; Bengmark;
Qu, 2010). Portanto, acredita-se que o diabetes tipo 2 seja um dos principais fatores
de exacerbacdo da NAFLD e de NASH (nonalcoholic steatohepatitis) (Walenbergh et
al., 2013).

Para avaliar as fungdes hepaticas e renais no contexto dessas complicagoes,
foram analisados biomarcadores plasmaticos, incluindo as enzimas fosfatase
alcalina (ALP), aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT),
associadas a injuria hepatica, além dos metabdlitos ureia e acido urico, relacionados
a funcao renal. No modelo experimental adotado, ndo foram detectadas alteragcbes
nesses parametros. Embora existam evidéncias de que o estresse glico-oxidativo foi
estabelecido neste modelo in vivo, a auséncia de alteragdes nesses biomarcadores
indica que o design experimental utilizado ndo foi suficiente para evidenciar por
completo o potencial da PVB como agente renoprotetor (Da Costa et al., 2015; Teles et al.,
2015) e hepatoprotetor (Kismet et al., 2017).

A auséncia de alteragcdes nestes parametros ja foi observada em outros
estudos com protocolos semelhantes (Costa et al., 2020; Inacio et al., 2020; Talpo et al.,
2022), reafirmando a importancia de pesquisar e estabelecer protocolos pré-clinicos
fidedignos das condicdes fisiopatoldgicas associadas as diferentes patologias para
testar terapias potenciais.

Embasados por estes resultados evidenciados, podemos afirmar que o

tratamento com PVB sozinha ou em combinagdo com metformina em animais
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obesos com sintomas de hiperglicemia e resisténcia a insulina, conseguiu reduzir os
marcadores de estresse glico-oxidativo e restaurou o sistema antioxidante

enzimatico destes animais, recuperando o equilibrio redox.
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7. Conclusao

Os resultados obtidos em nossos estudos fisiolégicos, bioquimicos e de
biomarcadores de estresse glico-oxidativo, nos permitem concluir que a Prépolis
Vermelha Brasileira (PVB) incorporada ao iogurte, administrada de forma isolada ou
combinada com metformina, apresenta efeitos positivos em camundongos no
modelo de obesidade e resisténcia a insulina por meio da dieta hiperlipidica. O
tratamento durante 8 semanas com PVB ou metformina foi eficaz no controle do
ganho de peso, redugédo dos niveis séricos de glicose, redugédo da dislipidemia e
niveis de TBARS e AGE no plasma, figado e rim, e recuperou a atividade de
enzimas antioxidantes (PON-1, SOD, CAT e GPx) nestes tecidos. A terapia
combinada de PVB e metformina, preservou os efeitos isolados encontrados de
ambos os produtos. Esses achados sugerem que a PVB pode ser uma opgéo
promissora para abordar os problemas de saude relacionados a obesidade e
resisténcia a insulina em humanos, com potencial para reduzir o estresse oxidativo

associado a essas condigdes.
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Tabela Suplementar 5 - Identificagcdo de compostos fendlicos do extrato de PVB por
LC-ESI-QTOF-MS/MS (adaptado de Vieira de Morais, 2021").

APENDICE A — Composicdo quimica do Extrato de PVB

No. Composto IV'I:;’)I:::IEII:r
Flavonas
1 Chrysin C15H1004
2 Tricin C17H1407
3 Genkwanin C16H1205
4 Hispidulin C16H1206
5 8-Hydroxy-5-methoxyflavanone C16H1404
6 Acacetin C16H1205
Flavononas
7 Liquiritigenin C15H1204
8 Naringenin * C15H1205
9 Pinocembrin * C15H1204
10 5,6-Dihydroxy-3',4'-dimethoxyflavanone C17H1606
11 6-Hydroxyflavanone C15H1203
Chalconas
12 Isoliquiritigenin * C15H1204
13 2'4'-Dihydroxychalcone C15H1203
14 7-hydroxyflavanone C15H1203
15 2',6'-dihydroxy-4'-methoxydihydrochalcone C16H1604
16 2'-Hydroxy-4'-methoxychalcone C16H1403

Isoflavonoides
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No. Composto IVII::)’)IZI:‘::II:r
17 Daidzein * C15H1004
18 Calycosin C16H1205
19 Dihydrobiochanin A C16H1405
20 Vestitone C16H1405
21 Vestitol C16H1604
22 Neovestitol C16H1604
23 Formononetin * C16H1204
24 Demethyl medicarpin C15H1204
25 Medicarpin C16H1404
26 Biochanin A * C16H1205
27 5,4'-Dihydroxy-7-methoxyisoflavone C16H1205
28 3,9-Dimethoxypterocarpan C17H1604
Flavonois
29 7-Hydroxy-6-methoxydihydroflavonol C16H1405
Neoflavonoides
30 Dalbergin C16H1204
Polyprenylated benzophenones
31 Guttiferone E/Xanthochymol C38H5006
32 Oblongifolin B C38H5006

* Em comparagdo com um padrao auténtico.
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APENDICE B - Curvas de Calibragdo

Figura S1 - Curva de calibragédo de 1,1°3,3’-tetrametoxipropano em espectrofotémetro.
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Fonte: autor (2024).

Figura S2 - Curva de calibragdo de albumina bovina sérica para dosagem de
proteinas totais dos sobrenadantes de homogenatos dos tecidos analisados.

0.6
E .
C D.ﬁ_ -
3
EE:.- D.d_
-E D 3
o 0.2-
O o v =0,0017x
i .
a 0.1 .,,-' R*=09991
= .

o
0.0 | | | | | | |

0 50 100 150 200 250 300 350
Albumina (pg/mL)
Fonte: autor (2024).



ANEXO A - Certificado do Comité de Etica no Uso de Animais

5] CEUA

Comissao de Etica no Uso de Animais
Faculdade de Ci&éncias Farmacéuticas - UNESP

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliagcdo dos efeitos da propolis
vermelha brasileira coadministrada com metformina em sistema-modelo in
vivo de obesidade e resisténcia a insulina.”, registrada com o Protocolo
CEUA/FCF/CAr: 27/2021, sob a responsabilidade do pesquisador Paulo Fernando
Carlstrom, que envolve a producdo, manutencdo ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n®
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo
Animal (CONCEA) e foi aprovado “ad referendum” pela Coordenadora da
COMISSAC DE ETICA NO USO DE ANIMAIS da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas do Campus de Araraquara da UNESP no dia 30 de agosto de 2021.
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Finalidade ( ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacdo | Abril de 2024

Espécie/linhagem/raca | Camundongo isogénico C57BLE/J

N° de animais 105

Peso/ldade 20 gramas - 6

Sexo Machos

Origem Anilab - Animais de Laboratdrio Criacdo e Comércio
LTDA - Paulinia, Sdo Paulo

Registro CIAEP 02.00082.2019

Araraquara, 30 de agosto de 2021.

ﬂmm L. Yt

Profal Dra. Alexandra Ivo de Medeiros
Coordenadora da CEUA
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ANEXO B -Registro na plataforma SisGen

For access to the Propolis sample, this research was registered under the number A305815, in the
Brazilian National System Management of Genetic Heritage and Associated Traditional
Knowledge (SisGen), according to Brazilian Law n°® 13,123/2015.




