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RESUMO

As doengas relacionadas ao metabolismo t€ém aumentado em todo o mundo, transformando em
epidemia, sendo que a sindrome metabdlica, € definida como grupo de fatores de risco que
diretamente contribuem para o desenvolvimento de doenga cardiovascular, diabetes do tipo 2 e
doencas hepaticas. Dentre as doengas hepdticas, a esteatose hepdtica, estd associada a caréncia
nutricional. Com a dificuldade pela aquisi¢ao de alimentos de alto valor nutricional e funcional,
o consumo de insetos tem apresentado resultados satisfatorios quanto aos beneficios a satde.
Dentro desse contexto, o presente estudo avaliou os efeitos da inclusdo da farinha de abelha
Apis mellifera sobre o metabolismo de camundongos obesos induzidos por dieta hiperlipidica.
Para isso, camundongos da linhagem swiss, machos, apds uma inducdo a obesidade, foram
alimentados por 4 semanas e distribuidos em 6 grupos, sendo eles: Dieta Padrao (AIN93G);
Dieta Padrao (AIN93G +15% de farinha de Apis mellifera); Dieta Padrao (AIN93G + 30% de
farinha de Apis mellifera); Dieta Alto teor de gordura (HFD); Dieta Alto teor de gordura (HFD
+ 15% de farinha de Apis mellifera); Dieta Alto teor de gordura (HFD + 30% de farinha de Apis
mellifera). Foram avaliados como parametros o peso do figado, dados antropométricos,
histologia do tecido hepético e expressaode mRNA. Os principais resultados da inclusao de
farinha de Apis mellifera mostram que a mesma induziu a reduca@o de esteatose hepatica, peso,
reducdo da adiposidade e mudancas especificas nos parametros histolégicos. Além disso,
também houve mudangas significativas na expressdo genética, uma vez que, a farinha de Apis
mellifera modula expressdo do gene SREBPIc e o gene PPARg, importante modulador de
lipidios. Modulou também positivamente o gene GPX4, que exerce protecdo celular contra
danos causados por estresse oxidativo, destacando assim, os efeitos benéficos da farinha de
abelha Apis mellifera na satide dos camundongos. Os principais achados mostraram o potencial
da farinha integral de abelha Apis mellifera na redugdo da esteatose hepatica no organismo.
Portanto, conclui-se que a inclusdo de farinha de insetos Apis mellifera na dieta gera efeitos

benéficos a sadde metabdlica.

Palavras-chave: Apis mellifera. Entomofagia. Esteatose Hepdtica. Insetos. Sindrome

Metabodlica.



ABSTRACT

The diseases related to metabolism have increased worldwide, becoming epidemic, and the
metabolic syndrome, which is defined as a group of risk factors that directly contribute to the
development of cardiovascular disease, type 2 diabetes and liver disease. Among liver diseases,
hepatic steatosis is associated with nutritional deficiency. With the difficulty in acquiring foods
with high nutritional and functional value, the consumption of insects has shown satisfactory
results regarding the high nutritional value and health benefits. The Apis mellifera bee is a
source of nutritional and functional food when related to health benefits. Within this context,
the present study evaluated the effects of the inclusion of Apis mellifera bee meal on the
metabolism of obese mice induced by a hyperlipidic diet. For this, male mice of the swiss strain,
after an induction to obesity, were fed for 4 weeks and distributed in 6 groups, being them:
Standard Diet (AIN93G); Standard Diet (AIN93G + 15% Apis mellifera meal); Standard Diet
(AIN93G + 30% Apis mellifera meal); High Fat Diet (HFD); High Fat Diet (HFD+ 15% Apis
mellifera meal); High Fat Diet (HFD + 30% Apis mellifera meal). Liver weight, anthropometric
data, liver tissue histology and mRNA expression were evaluated as parameters. The main
results of inclusion of Apis mellifera flour induced reduction of hepatic steatosis, weight,
reduction of adiposity and specific changes in histological parameters. In addition, there were
also significant changes in gene expression, since, Apis mellifera flour modulated the gene
expression the SREBP1 gene and the PPARg gene, an important lipid modulator, also
modulated positively the GPX4 gene, which exerts cellular protection against damage caused
by oxidative stress, thus highlighting the beneficial effects of Apis mellifera bee flour, on the
metabolic health of mice. The main findings showed the potential of Apis mellifera bee meal in
reducing hepatic steatosis in the body. Therefore, it is concluded that the inclusion of Apis

mellifera insect meal in the diet generates beneficial effects on metabolic health.

Keywords: Apis mellifera. Entomophagy.Hepatic Steatosis. Insects. Metabolic Syndrome.
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1. INTRODUCAO

A sindrome metabdlica é um termo usado para definir e destacar caracteristicas que
podem apresentar risco aumentado para doencgas cronicas, dentre elas doencgas cardiovasculares,
dislipidemias, hipertensdo, diabetes mellitus tipo 2. A obesidade e a resisténcia a insulina
apresentam como doencas de base na maioria dos casos de sindrome metabdlica, sendo
necessario mais pesquisa para entender as interagdes dos genes com os fatores externos para
melhor compreensio da fisiopatologia da sindrome metabélica (SAMSON; GARBER, 2014).

Algumas outras condigdes associadas a essa sindrome incluem inflamacao,
microalbumintria, estado pré-trombético, doenca hepética gordurosa ndo alcodlica (DHGNA),
a saber, esteato-hepatite nao alcodlica (NASH). O diagndstico precoce desta sindrome, bem
como o tratamento e o monitoramento a longo prazo sdo essenciais para a prevencao da doenga.
O tratamento requer a introducdo de mudancas no estilo de vida, com a implantacdo de novos
habitos, alimentacdo sauddvel e atividade fisica (CHAN; TONG; CRITCHLEY, 2002; PI-
SUNYER, 2004).

Fatores de risco externos também competem para o desenvolvimento do quadro de
sindrome metabdlica como dlcool, poluentes ambientais, drogas e irradiagao, podendo induzir
estresse oxidativo no figado, que por sua vez transformamem doengas hepéticas, como a doenga
esteato-hepatite nao alcodlica e hepdtica alcodlica. Muitos estudos sao desenvolvidos sobre a
busca por tratamento medicamentoso que apresente eficiéncia no tratamento da esteatose
hepatica, contudo os experimentos realizados ndo apresentaram comprovagdo de uma droga. Ja
a aplicac@o de antioxidantes tem sido uma estratégia racional para prevenir e curar doengas
hepaticas que estejamrelacionadas comestresse oxidativo (PI-SUNYER, 2004; LI, et al., 2015;
AGUILERA-MENDEZ, 2019).

Estd comprovado que tanto nos aspectos quantitativos quanto qualitativos da
alimentacao ocorre a influéncia da deposicao de triglicerideos no figado. Sendo que uma dieta
rica em gordura e pobre em antioxidante € capaz de induzir esteatose hepatica
(FERRAMOSCA; ZARA, 2014). Atualmente, ndo existe diretrizes especificas relacionadas
com alimentacdo para DHGNA, desta forma a busca por uma estratégia alimentar que atenda a
necessidade de portadores da sindrome, baseia-se em resultados de experimentos (MCARTHY;
RINNELLA, 2012).

Muitos tratamentos farmacoldgicos e crescentes pesquisas Sa0 Ppropostos para o
tratamento da DHGNA, contudo, nenhum tem demonstrado seguranca e eficacia significativa

a longo prazo. No entanto, 0s compostos bioativos e suplementos naturais, tanto de origem
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vegetal quanto animal, t€m se tornado emalimentacdo alternativa e fontes de beneficios a satude.
A melhora no metabolismo foi apresentada em modelos experimentais d¢ DHGNA nas
diferentes caracteristicas histopatoldgicas e bioquimicas da DHGNA (SALOMONE; GODOS;
ZELBER-SAGI, 2015). A criacdo de abelhas ha muitos anos, serve como fonte de alimento
para humanos em paises diferentes e sdo uma boa fonte de aminoacidos essenciais, embora
ainda sejam limitados os estudos quanto a sua composi¢ao nutricional (MEKURIA et al., 2021).
Os produtos origindrios de abelhas melifera, bem como o inseto propriamente dito, t€ém

sido utilizados como suplementos complementares da alimentacdo ao longo dos anos. Estudo
vém comprovando efeitos benéficos a saide associados a ingestdo do inseto em suas mais
variadas formas, como farinhas, consumo de larvas, extratos entre outros. Esses mesmos,
exercem efeito modulador e protetor no tratamento de muitas doencas (KAGEYAMA et al.,
2018). Diante desse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da inclusdo
alimentar da farinha de Apis mellifera no metabolismo de camundongos portadores deesteatose

hepatica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sindrome metabdlica e o impacto a satde

A sindrome metabdlica (SM) estd se tornando um grave problema de saide publica
global. A sindrome metabdlica € um agrupamento dos principais fatores de risco cardiovascular
e inclui obesidade abdominal, dislipidemia, hiperglicemia e hipertensdo em um individuo. E
uma desordem complexa representada por um conjunto de fatores de risco cardiovascular que
sdo comumente associados a adiposidade central e resisténcia a insulina. A magnitude da
sindrome metabdlica nos paises em desenvolvimento vem aumentando, devido a epidemia
global de obesidade e diabetes mellitus tipo 2 (ALBERTI; ZIMMET; SHAW, 2005; ALBERTI
et al., 2009).

Os distirbios metabdlicos da SM aumentam o risco de DCV. Existe uma associagcao
linear entre SM e fatores de risco para DCV, como hipertensdo, dislipidemia, hiperglicemia,
disfuncdo endotelial e hiperatividade plaquetdria (KAUR; KAUR; SINGH, 2018;
O'KENNEDY; RAEDERSTORFF;DUTTAROY, 2017; RUSSO, 2012). Individuos com SM
tém um risco trés vezes maior de desenvolver DCV e carregam uma suscetibilidade duas vezes
maior para mortalidade cardiovascular do que individuos sauddveis (YOUNIS et al., 2016).

Com base na conhecida relacdo entre a quantidade total de adiposidade corporal, sua
distribuicdo e seus efeitos fisiopatolégicos no sistema cardiometabdlico, os preditores
substitutos mais utilizados da SM em nivel clinico sd@o os pardmetros antropométricos classicos
de adiposidade geral e central, como indice de massa corporal (IMC), circunferéncia da cintura
(CC), relagdo cintura-quadril (RCQ) e razao cintura-estatura. A presenca dos niveis aumentados
desses parametros citados anteriormente em um individuo € definida como SM pela
Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS) (ALBERTI; ZIMMET, 1998).

No entanto, de acordo com os critérios do National Cholesterol Education Program
Adult Treatment Panel (NCEP ATP-III), a SM considera contribuir para o desenvolvimento de
doenca cardiovascular (DCV) se o individuo tiver pelo menos 3 ou mais das seguintes
condi¢des, como obesidade central (circunferéncia da cintura >102 cm nos homens e >88 cm
nas mulheres); niveis sanguineos de jejum de triacilglicerois (TAGs ) >150 mg/dL e colesterol
de alta densidade (HDL-C) <40 mg/dL; nivel de glicose no sangue >100 mg/dL e pressdo
arterial >130 mmHg/>85 mmHg (GRUNDY et al., 2005). Além disso, niveis elevados de

protefna creatina de alta sensibilidade (PCR), condi¢Ges trombdticas aprimoradas,
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microalbumintria, disfun¢io endotelial e niveis aumentados de inflamagdo estdo associados a
SM (DEVARAJ; ROSENSON; JIALAL, 2004; VU et al., 2005).

Dados do National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES), mostram que o
Brasil, pais em desenvolvimento, tem estimativas crescentes de sobrepeso e obesidade até o ano
de 2030, o que pode aumentar os riscos de desenvolvimento de SM (PHILLIPS, 2016). Além
da obesidade, caracteristicas como idade, dieta inadequada, sexo, sedentarismo, localizacdo
geografica e condicdo socioecondmica sdo fatores que influenciam a prevaléncia da SM
(BARIK et al., 2018; CUSCHIERI et al., 2017).

Até o ano de 2030 estima-se que aproximadamente 25 a 30% da populacdo mundial
tenha SM (IDF, 2006). Nos paises em desenvolvimento, especialmente na América do Sul, as
rapidas transi¢des socioecondmicas e demograficas promoveram grandes aumentos nas taxas
de obesidade, estilo de vida sedentdrio, bem como profundas mudangas nos padrdes alimentares
(ABALLAY et al., 2013). Estudos realizados em paises da América Latina como Chile,
Colombia, México, Peru e Venezuela mostraram alta prevaléncia de SM, variando de 12,3% a
42, 7% (MUIJICA et al., 2008; FLOREZ et al., 2005).No Brasil, segundo revisao sistematica de
2013, a prevaléncia média ponderada de SM foi de 29,6% (variacdo: 14,9% e 65,3%) (DE
CARVALHO VIDIGAL et al., 2013).

Diferentes defini¢des de SM foram propostas até o0 momento e, portanto, as estimativas
de prevaléncia podem variar substancialmente entre as populagdes, dependendo nao apenas de
suas caracteristicas, mas principalmente dos critérios de diagndsticos aplicados. As defini¢des
mais usadas foram produzidas pelo National Cholesterol Education Program Adult Treatment
Panel 1II (NCEP) em 2001, que foi atualizado em 2005 pela American Heart
Association/National Heart, Lung, and Blood Institute (Modified NCEP) (GRUNDY er al.,
2005) e a Federagao Internacional de Diabetes (IDF) (ALBERTI; ZIMMET; SHAW, 2005).

Dadas as evidéncias disponiveis, hd uma necessidade premente, tanto da satde publica
quanto dos dominios clinicos, de abordar essa questdo. Do ponto de vista da saude publica,
esforcos focados precisam ser feitos para promover modificagdes no estilo de vida da populacao
em geral para reduzir a obesidade e aumentar a atividade fisica. Além disso, os individuos com
SM precisam ser identificados e educados com vistas a reduzir seus fatores de risco de estilo de
vida aliados a tratamento especifico, quando necessario. Intervencdes dietéticas podem induzir
alteracOes nesse estado metabdlico e inflamatério, modulando a expressdo de genes importantes

envolvidos nessas manifestacoes cronicas ( CUSCHIERI et al., 2017).
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2.2 Acidos graxos dietéticos e lipidios plasmaticos

As anormalidades no metabolismo de lipidios e lipoproteinas na sindrome metabdlica
sdo explicadas principalmente pelo aumento da adiposidade, resisténcia a insulina e alteracdes
nos fatores de transcricao inerentes a lipogénese e a lipdlise, tanto no figado quanto no tecido
adiposo. Vdrias dessas condi¢des sao consequéncia da quantidade e qualidade da gordura
alimentar. Embora padrdes semelhantes das respostas dos lipidios do sangue aos 4cidos graxos
alimentares possam ser identificados, uma variacdo individual considerdvel é frequentemente
observada, embora isso ainda ndo tenha sido explicado (RIOUX; LEGRAND, 2007).

Os recentes avancos na nutrigendmica provavelmente explicaram os achados clinicos e
epidemioldgicos envolvidos nessas respostas dietéticas individuais as gorduras. Os &cidos
graxos da dieta sd@o geralmente classificados de acordo com parametros que tém significado
biolégico, como o nimero e a posi¢ao das ligacdes duplas, o comprimento da cadeia de carbono
e sua posicao na fragcao glicerol. Apesar da semelhanca entre os acidos graxos, diferencas sutis
na estrutura podem induzir diferencas relevantes nas respostas metabdlicas envolvidas no
metabolismo de lipidios plasmaéticos e lipoproteinas (KRIS-ETHERTON et al., 2005).

O tratamento da SM e a prevencdo de suas comorbidades associadas € um tema de
destaque e de extrema importancia nos dias atuais, uma vez que a SM pode ser tratada com
farmacos de cada componente, contudo as pesquisas atuais estdo focadas em tratamentos
holisticos, como aqueles relacionados ao estilo de vida. A atividade fisica e a ingestao alimentar
sauddvel demonstraram muitos efeitos benéficos no tratamento da SM e na prevengdo de

comorbidades. Neste contexto, op¢des alimentares saudaveis tornam-se aliados a saude humana.

2.3 Influéncia da alimentacao nas doencas hepaticas

O figado desempenha um papel central no metabolismo nutricional, incluindo a
homeostase da glicose, sintese de proteinas e metabolismo de drogas/toxinas. O metabolismo
nutricional pode ser reduzido em pacientes com doenca hepdtica cronica e pode piorar a medida
que a doenca hepatica progride para cirrose (CHEUNG; LEE; RAMAN, 2012). Em pacientes
com doenca hepdtica relacionada ao dlcool, defici€éncias de macronutrientes € micronutrientes
sdo comuns. Para pacientes com cirrose, desnutri¢do e sarcopenia sdo observadas em 50% a

90% dos pacientes e estdo associadas a uma infinidade de desfechos, incluindo maior

mortalidade, descompensagdo hepética e reducio da qualidade de vida (LAI ef al., 2021). No
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outro extremo do espectro, dietas altamente caldricas ricas em carboidratos e gorduras em

excesso levam ao desenvolvimento da doenga hepética gordurosa ndo alcodlica (DHGNA)

(BARRERA; GEORGE, 2014).

A doenca hepética gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) € definida como uma doenca
progressiva, que inclui um espectro de alteracdes gordurosas hepdticas que variam de
esteatose simples a esteato-hepatite ndao alcodlica (NASH) com ou sem fibrose e cirrose e
carcinoma hepatocelular (RINELLA, 2015). A medida que a incidéncia de obesidade
aumenta, a DHGNA se tornou a principal causa da doenca hepdtica cronica atual, com uma
alta taxa de incidéncia de até 25% emtodo o mundo (YOUNOSSI et al., 2016).

O manejo usual da DHGNA inclui aconselhamento de estilo de vida para obter uma
reducdo gradual de peso e um aumento na atividade fisica. Os pacientes sdo encorajados a
perder >8% do seu peso corporal. Uma interven¢do intensiva no estilo de vida focada na
dieta, exercicios e modificagdo de comportamento com uma meta de reducao de peso de 7 a
10% que leva a uma melhora significativa na histologia do figado em pacientes com
DHGNA (PROMRAT et al., 2010). De fato, a perda de peso melhora a esteatose, reduz a
inflamagdo hepdtica e a lesdo hepatocelular e melhora o perfil de risco cardiovascular
(SULLIVAN et al., 2012).

No entanto, a perda de peso por meio da restricao de energia € dificil de alcancar e
sustentar. A atividade fisica e o exercicio também diminuem efetivamente a esteatose.
Estudos transversais e prospectivos mostraram que a atividade fisica diminui os lipidios
intra-hepaticos (GEORGE et al., 2009; PERSEGHIN et al., 2007). Tanto os exercicios
aerébicos quanto os de resisténcia demonstraram melhorar a fung¢do hepdtica,
independentemente da perda de peso (HALLSWORTH et al.,, 2011).

Além da ingestdo total de energia, a composi¢ao da dieta também afeta as funcdes
metabdlicas, enddcrinas e o balanco energético geral. A maioria das recomendacdes
incentiva o consumo de dietas ricas em frutas e vegetais para prevencao de doencgas cronicas,
e a DHGNA ndo € excegdo. Tais dietas forneceriam uma quantidade significativa de
componentes bioativos com efeitos benéficos conhecidos devido em parte as propriedades
anti-inflamatdrias (MUSSO et al., 2003). As recomendagdes gerais incluem uma redugdo na
ingestdo de gordura total, dcidos graxos saturados, dcidos graxos trans e frutose. De fato, a
alta ingestdo de frutose tem sido associada ao aumento do risco de DHGNA e danos ao
figado (CHIU et al., 2014; VOS; LAVINE, 2013). A frutose dietética (consumida na forma
de refrigerantes) tem sido implicada na patogénese da DHGNA (MA et al., 2015).
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Camundongos com acesso ad libitum a solucdo de frutose mostraram niveis
significativamente maiores de acimulo de lipidios hepdticos, peroxidacdo lipidica e niveis de
endotoxina no sangue portal em compara¢do com controles e camundongos alimentados com
solucdo de glicose. Por outro lado, é aconselhdvel um aumento na ingestao de dcidos graxos
poli-insaturados (PUFASs) e dcidos graxos monoinsaturados. Além disso, ha recomendagdo para
incluir 4cidos graxos n-3 de cadeia longa para reduzir o risco de DHGNA (BERGHEIM et al.,
2008).

De fato, a dieta de pacientes com DHGNA ¢ geralmente rica em gordura saturada e
colesterol, enquanto € pobre em gordura poli-insaturada, fibras e vitaminas antioxidantes C e E
(MUSSO et al., 2003). Além de um desequilibrio na ingestdo de gordura, maiores chances de
inflamacdo foram associadas a maior ingestdo de carboidratos em pacientes com DHGNA

(TOSHIMITSU et al., 2007).

2.4 Importancia da alimenta¢do funcional nas doengas hepaticas

Estudos tém comprovado que os compostos bioativos presentes em fontes alimenticias
naturais sdo os principais ingredientes funcionais para preven¢do de doencas crdnicas com
muitas evidéncias cientificas, sendo ainda utilizados para desenvolvimento de suplementos,
alimentos funcionais, nutracéuticos, com o objetivo de serem utilizados no tratamento e
prevengdo dessas doencas (MA et al., 2018).

Os alimentos funcionais e nutracéuticos com caracteristicas hipolipidémicas, auxiliam
na melhora do perfil lipidico no sangue, reduzindo os triglicerideos, o colesterol das
lipoproteinas de baixa densidade, elevando o colesterol das lipoproteinas de alta densidade. A
eficacia dos compostos presentes em fontes vegetais e animais como, dmega-3, dcido graxo,
fitoesterdis, e a variedade de fibras alimentares, fica comprovado através dos estudos
atualmente realizados (MA et al., 2015).

As substancias presentes nos alimentos funcionais, baseados na integracdo e sua
composi¢do contida na dieta habitual da populacdo, mostraram-se eficazes na redu¢do do risco
de dislipidemia. Portanto, esses componentes funcionais mostraram-se um auxilio valioso no
tratamento e na prevencdo de doencas cronicas, bem como em distirbios metabdlicos
(LANGELLA et al., 2014). A ag@o dos alimentos funcionais nas doencas hepdticas tem se
tornado objeto de estudo, quando relacionado os beneficios para o tratamento de doengas ao
estresse oxidativo, processo comum no desenvolvimento da doenca. No entanto, os efeitos dos

alimentos funcionais na lesdo hepética induzida por sindrome metabdlica, carecem de mais
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estudos (ZHANG et al., 2019).

Experimentos realizados em camundongos, tem apresentado resultados satisfatorios
quanto ao uso de alimentos funcionais que contém compostos que agem diretamente em
doencas hepaticas, entre elas a esteatose hepdtica, e tenderam a melhorar a progressao da NASH
em individuos humanos com comprovacdo através de exames clinicos e bidpsia. Esses
resultados sugerem que o uso de alimentos funcionais, bem como, dos compostos bioativos
pode vir a se tornar um tratamento promissor para NASH, contribuindo para melhora da
inflamacgdo hepética (NI et al., 2015).

Atualmente, ndo existe comprovacio de medicamentos aprovados e que tratam de forma
especifica a DHGNA, sendo que o tratamento mais comum baseia-se no melhoramento do estilo
de vida. No entanto, alguns nutrac€uticos apresentam caracteristicas favordveis e podem
contribuir para a melhora no tratamento do acimulo de gordura no figado, nos parametros
bioquimicos, antropométricos, relativos ao figado. Ha ainda uma relacdo de poucas moléculas
nutracéuticas que foram avaliadas por seus efeitos na NASH (CICERO; COLLETTI,
BELLENTANI, 2018).

Os alimentos funcionais possuem alto valor nutricional e em sua composi¢do estao
presentes os compostos bioativos e fitoquimicos que possuem atividade antioxidante e
antitumoral que impactam diretamente a saide. Além disso, o desenvolvimento de novos
alimentos, a partir dos beneficios a satde e com o empreendimento de novas tecnologias como
a nanoencapsulacdo de constituintes bioativos, fornece novas descobertas para tratamento de
doencas hepaticas, bem como doengas tumorais (CROITORU et al., 2019). Nesse sentido, é
urgente e necessdrio estudos que objetivam elucidar o efeito de estratégias nutricionais e
dietéticas, e os mecanismos de acdo de alimentos funcionais especificos (DONGIOVANNI ez

al., 2016).

2.5 Consumo de insetos: Apis mellifera

Nos ultimos anos tem aumentado a exigéncia e a necessidade cada vez maior de
estratégias alimentares que fornecam alimentos de qualidade, adequados, seguros e nutritivos
que estejam disponiveis e acessiveis a todas as pessoas em todos os momentos. A proposta de
combater a deficiéncia de proteinas em alguns paises subdesenvolvidos, apresenta o consumo
de insetos como perspectivas futuras para alimentacdo humana (VANQA; MSHAYISA;
BASITERE, 2022).

O consumo de insetos comestiveis tem-se concentrado em larvas e farinhas produzidas
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com insetos em suas mais variadas fases. As farinhas de insetos possuem um valor nutricional
semelhante ou maior do que muitas fontes alimenticias convencionais. O teor de proteina da
farinha de insetos a base de larvas chega aproximadamente 50% do peso seco, enquanto o teor
de gordura apresenta valor proximo a 30% do peso seco. A producdo da farinha envolve os mais
diferentes métodos como cozimento, secagem, moagem, atentando também para os aspectos
organolépticos (ELHASSAN et al., 2019).

As abelhas estdo se tornando uma importante fonte alimenticia para o consumo humano,
sendo que, a forma de consumo varia desde a forma de larva e pupa até a fase adulta. As abelhas
adultas comestiveis, excedem o valor nutricional em comparacgao as larvas que sdo consideradas
uma iguaria, no entanto as adultas sdo mais dificeis de capturar, devido a isso apresenta um alto
valor de mercado (MOZHUI et al., 2020). A criagdao de abelhas Apis mellifera ¢ uma prética
cultural comum em regides tdo diversas como Senegal, Zambia, Austrélia, México, Equador,
China, Tailandia (JENSEN et al., 2015).

Estudos apresentam a composicdo nutricional de larvas, pupas e adultos da abelha Apis

mellifera, contendo maiores quantidades de aminodcidos, dcidos graxos e metais quando
comparados com fontes alimenticias convencionais de origem vegetal e animal. Outros estudos
mostraram ainda que a medida que as larvas evoluem no crescimento, os teores de gorduras e
carboidratos diminuem de 14,5% e 46,1% para 6,9% e 30,6%, respectivamente, ao contrario da
proteina que tem seus teores aumentados de 35,3 para 51%. Devido seu alto teor de proteina,
as abelhas em todos os periodos de desenvolvimento representam ser um alimento ideal, pela
composicao equilibrada, de nutrientes e minerais (GHOSH; JUNG; MEYER-ROCHOW,2016).
As pupas e abelhas adultas apresentam em sua composi¢ao alto valor nutricional, tornando-
os um alimento propicio para o consumo humano, enquanto a fase de larva tambémchamada
de pupa inicial, pode ser recomendada como alimento funcional, por promoverembeneficios
a sadde, contudo, estudos e analises da abelha na fase adulta exibiram maior

atividade antioxidante (KOURIMSKA; ADAMKOVA, 2016).

A criacdo de abelhas Apis mellifera € uma prética cultural comum em regides tao
diversas como Senegal, Zambia, Austrilia, México, Equador, China, Taildndia (JENSEN et al.,
2015). A base genética da espécie de abelha Apis mellifera € pouco estudada, embora tenha
grande importancia e diversidade. Existem trés subgéneros de abelhas mais conhecidos pela
diferenciacdo gendOmica, a saber, Apis florea, Apis dorsata e Apis mellifera. A diferenciacao
dentro da Apis é observada desde os aspectos da selegdo de varios genes, para adaptagdes

especificas da linhagem, imunidade, comportamento de nidificagdo e migragao (FOUKS et al.,
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2021).

Apesar do consumo de abelhas como alimento ser uma pratica comum em vdérias partes
do mundo, o potencial nutricional desse alimento se manteve inexplorado por muito tempo.
Estudos foram desenvolvidos com o objetivo de explorar a qualidade dos nutrientes dessa fonte
de alimento. O consumo de abelhas é recomendado como um alimento alternativo e nutritivo
para humanos (especialmente na fase final de pupa e na fase adulta), pois contém uma grande

quantidade dos aminodcidos essenciais, que sdo necessdrios aos humanos (GHOSH et al.,

2021).

2.6 Efeitos na promocdo da sadde: Apis mellifera

As abelhas Apis mellifera na fase larval e na fase adulta, sio uma excelente fonte de
nutricdo com alto teor de proteina, visto que, a ninhada da abelha Apis sao seguramente um
complemento alimentar que agrega valores a saide humana. Avaliando resultados e estudos que
analisam as fases de desenvolvimento da abelha Apis mellifera, fica comprovado que a abelha
adulta pode ser a melhor fonte nutricional entre os estdgios de desenvolvimento (GHOSH;
JUNG; MEYER-ROCHOW, 2016).

Além disso, as larvas e pupas apresentaram caracteristicas orgonolépticas que auxiliam
na melhora da palatabilidade, considerando dentre muitas caracteristicas o cheiro agradavel que,
favorece a industria na pesquisa e desenvolvimento de fontes alimenticias baseados em insetos
comestiveis, como abelhas, combinando os aromas de maior aceitacdo para alimentos (HABER
et al., 2019). O setor da industria, a exemplo da India, tem optado incluir insetos na busca de
alimentacg@o alternativa, principalmente a apicultura, ndo s6 pela opcao de ser um alimento com
alta quantidade de proteina, mas também pelo vasto potencial de producdo de beneficios a saude
(GHOSH et al., 2021).

A alimentacdo a partir da abelha (Apis mellifera) é composta por nutrientes essenciais
para a nutricdo humana, podendo ser usada para desenvolver alimentos complementares
nutricionalmente adequados, apresentando seguranca microbiolégica e com condigdes
sensoriais aceitdaveis, podendo ser ofertado em um nivel de comparacdo com os alimentos
convencionais a base de cereais que promovem beneficios a saide (MEKURIA et al., 2021).

Estudos recentes com extratos e po de larva de abelhas Apis mellifera apresentaram
resultados com grande impacto na saide, uma vez que, os dados experimentais comprovaram o
aumento de células de defesa e macréfagos no sangue de modelos experimentais, apontando

para um alimento funcional promissor com potencial para uso como imonomoduladores no
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tratamento clinico (LI ez al., 2020).

As substancias produzidas pelas abelhas Apis mellifera, possuem efeitos considerados
eficientes na reducdo da glicemia e apresentam-se ainda como fonte de alimento natural de
moléculas bioativas para futuros tratamentos alternativos de hiperglicemia e disfuncdo hepatica,
uma vez que foi analisado o figado de animais que passaram pelo processo de inducdo da
diabetes, mostrando o efeito antioxidante desse alimento (BAKOUR et al., 2021).

Estudo que visa explorar os efeitos benéficos na saide humana através do pé liofilizado
de larva de abelha em distirbios de neurotransmissores que tém relacdo com insOniae trato
gastrointestinal, determinaram que houve melhora nos sintomas de insonia e regulacdo do
neurotransmissor GABA (Gamma — Amino Butyric Acid) responsédvel pela inibi¢dao do sistema
nervoso centraldos mamiferos adultos. Apesquisa avaliou ainda se essa melhora estarelacionada
a melhora na microbiota intestinal. Portanto, o pé liofilizado de abelha, entre outrosprodutos
como a farinha, pode ter aplicacdes potenciais no tratamento de doengas cronicas, sendo que
mais estudos devem ser realizados para explora¢do do pé de abelha como alimento funcional

(TANG et al., 2021).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial da farinha integral de Apis mellifera sobre o metabolismo de

camundongos obesos induzidos por dieta, apresentando esteatose hepatica.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar e mensurar os niveis de TGO e TGP;

e Analisar mudancas histoldégicas no tecido hepdtico quanto a redug¢do/aumento de
tamanho, peso, deposicdo de gordura e possivel efeitos adversos decorrentes do
tratamento;

e Investigar os efeitos da farinha de abelha Apis mellifera sobre expressdao de genes

relacionados a lipogé€nese e estresse oxidativo.
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4. PRODUTOS CIENTIFICOS

Produto 1: Dietary supplementation with Apis mellifera bee whole meal flour reduces hepatic

steatosis in obese mice
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ABSTRACT

Background: chronic diseases related to metabolism are becoming an epidemic in the world.
The scarcity of food of high nutritional and functional value has encouraged the practice of
insect consumption (entomophagy). Objective: To evaluate the effect of dietary
supplementation of Apis mellifera bee whole meal flour on the metabolism of diet-induced
obese mice. Methods: Male Swiss mice were divided into 6 groups treated for 4 weeks as
follows: standard diet (AIN93G), standard diet + 15% Apis mellifera bee meal, standard diet +
30% Apis mellifera bee meal, diet (HFD), and hyperlipidic diet, hyperlipidic diet (HFD) + 15%
Apis mellifera bee whole meal flour, hyperlipidic diet (HFD) + 30% Apis mellifera bee meal.

Various parameters such as feeding/energy, body weight, liver histology tissue weight, liver


mailto:alinelopesnutri@yahoo.com
mailto:jhellyen@gmail.com
mailto:caldas.brun@gmail.com
mailto:victorhg23354@hotmail.com
mailto:ambpatogi@gmail.com
mailto:andreluizguimaraes@gmail.com
mailto:ulisses_ap@yahoo.com.br
mailto:sergiosousas@hotmail.com
mailto:sergiosousas@hotmail.com

26

and mRNA expression intake were evaluated. Results: The main results showed that the
inclusion of Apis mellifera bee meal induced body weight loss, reduced hepatic steatosis,
changes in biochemical and histological parameters. Moreover, significant changes were also
observed in the expression of lipogenic gene PPARg, SREBP1c, GPX4. Conclusions: The main
findings showed the potential use of Apis mellifera bee whole meal flour in the improvement

of hepatic steatosis and beneficial effects in metabolic diseases.

Keywords: Metabolic Syndrome, Hepatic Steatosis, Diet, Edible Insects, Apis mellifera.
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List of abbreviations

AST/GOT, alanine transaminases; ALT/GPT, aspartate; AP, Apis mellifera; BW, body weight;
FFA, free fatty acid; AIN93G, standard diet; AIN93G +F15, diet + 15% Apis mellifera bee
meal, AIN93G+F30 diet + 30% Apis mellifera bee meal; FAS, fatty acid synthase; FFA, free
fatty acids; GPX4, glutathione peroxidase; HFD, hyperlipidic diet; HFD+F135, hypercaloric diet

+15% Apis mellifera bee meal, HFD + F30, hypercaloric diet + 30% Apis mellifera bee meal;
NAFLD, nonalcoholic fatty liver disease; PPARg, peroxisome proliferator-activated receptor
a; qRT-PCR, quantitative real-time reverse transcriptase PCR; SREBP-1, sterol regulatory
element-binding protein-1; WHO, World Health Organization.
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1. Introduction

As defined by the World Health Organization (WHO), the metabolic syndrome (MS) is
a sum of inflammatory diseases characterized by dyslipidemia, whose risk factors are related to
obesity (YANG et al., 2021). Free fatty acids (FFA) are energy molecules that play an important
role in metabolism. However, excess free fatty acids that convert into calories are stored as
triglycerides (FFA and glycerol) in adipocytes (ZENG et al., 2020). Chronic diseases related to
metabolism are turning into an epidemic disease putting public health at risk in a global view,
such as: type 2 diabetes mellitus (DM2), obesityand non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD)
(NAFLD) (SONG et al., 2022).

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is considered the most common liver disease
in the world, when compared to simple liver steatosis, in chronic state it can progress to liver
fibrosis, cirrhosis, liver transplantation and death (MENDES et al., 2021) .Oxidative stress is
considered to be the main mechanism of liver damage and disease progression (NAFLD),
associated with poor diet, sedentary lifestyle and other external factors(CAI et al., 2020).The
search for improved lifestyle, adherence to healthy habits, including weight loss and structured
exercise remains the master key to the treatment and prevention of disease (ZENG et al., 2020).

Many studies have used experimental model systems to examine natural product
substances such as bioactive compounds, proteins, carbohydrates dietary fibers, lipids and
vitamins for their apparent health benefits against NAFLD (BICALHO et al., 2021). Other
studies support the understanding that in order to have a synergistic effect, lifestyle
interventions, must be associated with so-called functional foods (ZHAO et al., 2021).

The scarcity of food with high nutritional and functional value has encouraged the
practice of insect consumption (entomophagy). In Africa, insects are an important source of
food and provide food security. Among the most consumed insects on this continent and in the
world are: Coleoptera (beetles), [soptera (termites), Diptera (flies) and increasing consumption
of Hymenoptera (ants, bees and wasps) (LANGE; NAKAMURA, 2021; MEKURIA et al.,
2022).

Among the edible insects, bee larvae (Apis mellifera) have high nutritional content and
promote health benefits. Studies developed in mice to evaluate the effects of consumption of
bee powder and extract, showed through experiments, the potential of bee food in
immunomodulatory and anti-inflammatory activities (LI er al., 2020; AYLANC et al., 2021).
Within this context the hypothesis of this study was to evaluate the effect of adding bee whole

meal flour in the liver of mice with the induction of hepatic steatosis.



28

2. Materials and Methods

2.1 Animals

The experiment was performed with 36 6-week-old male Swiss mice, bred at the
bioterium of the Montes Claros State University. In each cage, 6 mice were kept under
controlled conditions (12-hour light and dark cycle, temperature 22°C+2 °C, and free access to
food and water during treatment).

All procedures were in accordance with the Ethics Committee on Animal
Experimentation and Welfare of the University of Montes Claros (UNIMONTES), according
to protocol number 224/2021 (RICE, 1980).

2.2 Experimental diets

The animals were divided into 6 groups (n= 6 each), comprising the following groups:
Standard diet (AIN93G); Standard diet + 15% Apis mellifera bee meal (AIN93G+15); Standard
diet + 30% Apis mellifera bee meal (AIN93G + 30); High fat diet (HFD); High fat diet + 15%
Apis mellifera bee meal (HFD + F15) and High fat diet + 30% Apis mellifera bee meal
(HFD+F30) (GUIMARAES et al., 2020). The standard group received a standard rodent diet
and the obese induced group received hyperlipidic diet (GUIMARAES et al., 2020). The
inclusion of Apis mellifera was 15% and 30% of the diet, so that the composition of all diets in
the obese group was isocaloric with similar amount of macronutrients (protein, lipids and

carbohydrates).

2.3 Bromatological analysis

The insects (Apis mellifera) in the adult phase, were purchased from the company
Apidrio Terra Nova, Montes Claros-MG and refrigerated dried later in SSD CR oven at a
temperature of 60°C programmed for 24h (GESSNER et al., 2019). After being ground in an
electric screw meat grinder (Botini 1/3cv, Brazil), the flour was homogenized and after the
moisture test was taken from a dry sample for laboratory analysis, in the veterinary laboratory

Faro Lab (COMPEDIUM, 2009).
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2.4 Obesity inductions

The hyperlipidic diet for obesity induction was ad libitum, with lower percentage of
carbohydrates and lipids, which in large quantities interfere with the development of metabolic
changes and mimic human nutrition, unlike other studies (GUIMARAES et al., 2020; FREITAS
et al.,2021; OLIVEIRA et al., 2021). Afterthe periodof 3 months, the groups that went through
the process of induction of obesity were divided into control and treatment groups, receiving

daily doses of fractionated flour (OLIVEIRA et al., 2022).

2.5 Measurement of body weight and food consumption

The food intake and weight of the mice were measured twice a week throughout the
treatment, calculating the food efficiency (food intake/body weight - BW). Body weight and
food intake were monitored twice a week on previously defined days and times, using a 0.001g
digital analytical scale (Toledo®, Brazil). The body weight of the animal was measured
individually during the experiment period and the average feed intake per animal was obtained
in grams and Kcal corrected by weight. At the end of the experiment, the animals went through
the overnight fasting procedure (12h) and were killed by decapitation. Samples were collected,

weighed and analyzed in liquid reagents, and stored at -80 °C for later analysis.

2.6 Histopathological Analysis

Serum was obtained after centrifugation for lesion biochemistry analysis (3200 rpm for
10 min at 4 °C). The enzymes alanine transaminases (AST/GOT) and aspartatotransferase
(ALT/GPT) were dosed using enzyme kits (Wiener Laboratorios, Rosario, Argentina)
(ANDRADE et al., 2014; SOUSA et al., 2021).

2.7 Real-time registered PCR

Total RNA was extracted from the liver with Trizol reagent. RNA was treated with
DNAse and using MMLV reverse transcribed. Endogenous glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) was used as a cleanup control. The RNA samples were amplified
using specificity primers and SYBR Green reagents (Applied Biosystems®, USA) on the Plus

One platform (Applied Biosystems®). Relative gene expression was expressed as relative RNA
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level with a control and was proved after normalization to GAPDH following method 24T,
CT value was presented as average of duplicate measurements (SOUSA et al., 2021). Primer

sequence used in the study (Table 1).

Table 1. Sequence primers.

Primer target Primer sequences (5' 3') NM

F | AAG AAG GTG AAG CAG GCATC

GAPDH NM_008084
R | CGA AGG TGG AAG AGT GGG AGT TG
F | AGGAAAGACAACGGACAAATCACC

PPARg NM_011146
R | ATTCGGATGGCCACCTTTGC
F | TGC GTG GTT TCC AAC ATG AC

SRBPIc NM_008043
R | CCT CAT GTA GGA ATACCC TCC TCATA
F | TGTGTGCATCCCGC GATGATTG

GPX4 NM_008162

R | CCTTGGCTGAGAATTCGT GCATGG

2.8 Histology

As liver tissue samples were fixed in formaldehyde solution (10%), serially sectioned at
5 wum, emerged on parafina as conventional slides and hematopoied with eosin, -and
hematopoied, in Japan, (SlidesX10®) Images were captured paying attention to public areas (x
20 objective lens). Samples were examined using an Olympus FSX100 optical microscope (LI

et al., 2022; YIN et al., 2010).

2.9 Data Analysis

A statistical analysis was performed using Graph Pad Prism software (version 5.0®, San
Diego, California, USA), with 95% (p< 0.05) confidence. Data were given as mean + standard
error (SE). Data are presented as mean + standard error (SE). Statistical differences were
evaluated using one-way analysis of variance (ANOVA). Histological analysis and the effects
of bee meal were verified by quantitative analysis, followed by multiple Bonferroni test and the

T-test.
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3. Results

3.1 Liver

In the evaluation of liver weight, the AIN93G (0.04 + 0.04 g/BW), AIN93G+F15 (0.04
+0.00 g/BW) and AIN93G + F30 (0.04 + 0.00 g/BW) groups demonstrate that the HFD + F15
(0.04 £ 0.00 g/BW) group showed a significant reduction compared to the HFD (0.05+0.00
g/BW) group (p < 0.05 g/BW) and a reduction in HFD + F30 (0.04 + 0.00 g/BW), mice fed a
hypercaloric diet (Fig. 1B).

3.2 Liver Analysis

To evaluate the effects of Apis mellifera meal on serum transaminases, GPT, GOT and
GPT/GOT ratio weretested, as shown in (Fig. 2 C). For the evaluation of the effects on systemic
organs, the liver was chosen because it is a vascularized organ that favors the observation of
various metabolic alterations. GOT levels tended to decrease in the AIN9G3 + 15 (14.29 £ 1.86
U/L) and AIN93G + 30 (13.71 £ 1.75 U/L) treated groups when compared to their control
AIN93G (19.17 £2.72 U/L). Whereas HFD + 15 group (12.86 + 2.13 U/L) showed significant
reduction when compared to HFD group (23.50 +1.47 U/L) (p < 0.01) and HFD+30 (17.14 £
1.35 U/L) (p < 0.01) as shown in (Fig. 2 A). The liver data for the evaluation of transaminases
showed a trend of reduction of the AIN93G (91.50 £ 13.01 U/L) and AIN93G + 30 (95.67 £
7.18 U/L) groups; when compared to the AIN93G + F15 group (99.50 + 13.98 U/L). However,
HFD + 15 group (65.50 + 10.47 U/L) showed reduction differing statistically from HDF group
(65.50+10.47 U/L) (p < 0.01) and HDF + 30 group (97.33 + 11.09 U/L), for TGP levels,
presented in (Fig. 2B). GOT/GPT ratio was reduced in AIN93G + 15 (0.10 £ 0.01 U/L) and
AIN93G + 30 (0.12 £ 0. 01 U/L) when compared to its control group AIN93G (0.14 = 0.02
U/L) and showed significant reduction in HFD + 15 (0.16 £ 0.03 U/L) (p< 0.05) group compared
to its control group HFD (0.27 + 0.02 U/L) and trend of reduction compared to HFD + 30 (0.15
+0.01 U/L) group (p < 0.05) depicted in (Fig. 2 C).
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Figure A) Liver weight; *p < 0.05; ANOVA; BW; AIN93G: standard diet; AIN93G + F15:
standard diet with 15% Apis mellifera meal; AIN93G + F30: standard with 30%Apis mellifera
meal; HFD diet: hypercaloric diet; HFD + F15: hypercaloric diet with 15%Apismellifera meal;
HFD + F30: hypercaloric diet with 30% Apis mellifera meal. Biochemicalprofileof mice fed
standard and hyperlipidic diets. B) TGO/ALT levels. C) GPT/AST levels. D) TGO/GPT ratio
(U/L). *p <0.05; **p <0.01, ANOVA##p <0.01 T-test; TGO/AST: aspartateaminotransferase;
TGP/ALT: alanine aminotransferase; AIN93: standard diet; AIN93G + F15:standard diet with
15% Apis mellifera meal; AIN93G + F30: standard with 30% Apis melliferameal; HFD diet:
hypercaloric diet; HFD + F15: hypercaloric diet with 15%Apis mellifera meal;HFD + F30:
hypercaloric diet with 30% Apis mellifera meal.

3.3 Macroscopic and histological analysis

Seeking to better understand the effects of Apis mellifera meal, histological analyses

were performed, as presented in (Fig. 3). Among the standard diet groups, there was no
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significant difference in fat deposition in hepatocytes AIN93G (0.00 £ 0.00 um?); AIN93G +

F15 (3327 = 1024 um?); AIN93G+F30 (13950 + 3360 um?) (Fig. 3 A). In turn, the groups fed
hypercaloric diet had a significant increase in fat deposition among hepatocytes (Fig. 3 B).
However, the introduction of bee meal significantly decreased fat deposition in HFD+F15
(15680 + 7401 pm?) (p < 0.01); HFD + F30 (9238 + 7479 um?) (p < 0.01) groups compared to
their control HFD (103900 * 34260 um?) (Fig.3 B).
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Figure 3. Histological evaluation of liver on H&E staining of mice fed standard and
hyperlipidic diets. A) Macroscopic and histological images of liver tissue; B) Area of fat
droplets in liver tissue (um2). **p < 0.01, ANOVA; AIN93: standard diet; AIN93 + F15:
standard diet with 15% Apis mellifera meal; AIN93 + F30: standard with 30% Apis mellifera
meal; HFD diet: hypercaloric diet; HFD + F15: hypercaloric diet with 15% Apis mellifera meal;
HFD + F30: hypercaloric diet with 30% Apis mellifera meal.

3.4 Expressao Génica de PPARg, SRBP1, GPX4 mRNA

The Apis mellifera bee meal consumption treatment generated gene expression, as
shown in (Fig. 4). The PPARg gene expression decreased significantly in the AIN93 group
(0.67 £0.06 A.U.) (p < 0.05) and AIN 93G + 30 group (2.43 + 0.31 A.U.) (p < 0.001)
compared to AIN 93+15 group (4.33 +2.25 A.U.). In the groups fed with hyperlipidic diet
there was a significant reduction in PPARg expression in HFD + 15 (1.09 £ 0.25 A.U.) (p
<0.05) and HFD + 30 (0.81 = 0.0 A.U.) (p < 0.01) compared to HFD group (2.16 +
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0.40 A.U.) (Fig.4 A). SREBPIc gene expression showed lower significance in the control
AIN93G (2.72 £ 0.74 A.U.) (p<0.01) and the AIN93G + 30 group (0.41 = 0.12 A.U.)
(p<0.01) compared to the AIN93G + 15 group (3.60 + 1.59 A.U.) In the groups of mice fed
hyperlipidic diet, significantly higher SREBP1c expression was observed in the HDF group
(3.63 £ 1.01.U.) compared to the HFD +15 (3.63 £ 1.01 A.U.) (p<0.05) and the HFD+30
group (0.77 £0.15 A.U.) (p<0.01) (Fig. 4 B).

The GPX4 gene showed a trend of lower expression in the AIN93G + 15 (0.58 +
0.13 A.U.) and AIN93 + 30 (0.74 £ 0.15 A.U.) treated groups compared to the AIN93G
group. However, the HFD + 15 (0.74 + 0.15 A.U.) and HFD (0.74 + 0.15 A.U.) groups
showed a lowerexpression trend, compared to the HFD + 30 (0.38 £ 0.07 A.U.) group as
shown in (Fig. 4 C).
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Figure 4. Liver gene mRNA expression in mice fed standard and hyperlipidic diets. (A) mRNA
expression of PPARg. (B) mRNA expression of SRBP1. (C) mRNA expression of GPX4.
Values are expressed by significance related between groups group. p<0.05, p<0.01, ANOVA;
### p<0.0001 T-test. ST. AIN93: standard diet; AIN93G + F15 standard diet with 15% Apis
mellifera meal, AIN93G + F30, standard with 30% Apis mellifera meal, HFD: hypercaloric diet;
HFD+F15: hypercaloric diet with 15% Apis mellifera meal, HFD + F30: hypercaloric diet with
30% Apis mellifera meal.

Discussion

The main findings of this study showed the effects of Apis mellifera bee whole meal
flour evaluated for the first time using the obesity model with the induction of hyperlipidic diet.
The main result showed an expressive reduction in hepatic steatosis of the animals that received
the diet with Apis mellifera whole bee flour, corroborating other findings that evaluated the

consumption of insect flour (KAGEYAMA et al., 2018; CHAO et al., 2014;
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JANG et al., 2008).

On the other hand (CHAO et al., 2014), other studies have shown that diet, with insects
as a source, evaluating human health benefits and its metabolic potential, are still limited.
Previous studies showed a reduction in dyslipidemia with the use of insect meal (SOUSA et al.,
2020).

Obesity induces a number of metabolic changes such as: disorders associated with
cardiovascular disease, kidney disease and type II diabetes mellitus, and hepatic steatosis. In
their results they found a decrease in body weight after treatment with Apis mellifera bee meal
in figure 1A, as well as a reduction in liver size and a decrease in hepatic steatosis (Fig. 1B)
(GESSNER et al., 2019).

Hepatic steatosis triggers a variety of changes that produces an inflammatory condition
causing liver damage, characterized by the dosage of liver enzymes GOT and GPT (Fig. 2)
(FARRELL et al., 2006). In the present study, GOT levels were increased in AIN93 control and
HFD groups compared to the treatment groups (Fig. 2A). However, GPT levels showed
increased inthe controlgroup and HFD (Fig. 2B). GOT/GPT ratio, showed reduced in the groups
that were treated with Apis mellifera bee whole meal flour (Fig. 2C).

The diets of the AIN93 and HFD groups were calculated to be isoenergetic, since all
also have the same macronutrient value, namely protein, carbohydrates, and lipids. Casein was
replaced with Apis mellifera insect meal as the protein source. Therefore, the quality of the
protein measured bythe types of amino acids present in the diets may partially justify the better
metabolic and body results (FONTES et al., 2019).

The development of hepatic steatosis was evidenced in the groups of mice that were
offered the high fat diet, a parameter also evaluated in other studies. The higher fat deposition
in the adipocytes of the HFD groups indicated that long-term feeding causes
hypercholesterolemia. (Fig. 3B) (CHOW et al., 2014).

In addition, we evaluated the expression of lipogenic genes in liver tissue. PPARg is an
important regulator of lipid and glucose metabolism in various cell types, thus becoming nuclear
receptors used as targets for drug development for the treatment of metabolic diseases, including
hepatic steatosis. The AIN93G + 30, HFD + 15 and HFD + 30 groups show lower expression
making it evident that in these groups there was an improvement in the lipid profile (Fig. 4A)
(LISS; FINCK, 2017).

Similarly, there was an increase in SREBP1c mRNA levels in the AIN93G + 15 and HDF
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groups, considering that SREBP1 is an important marker related to fat synthesis and that these
diets have a higher rate of fat (Fig. 4B). SREBPIc is a transcription factor activated in lipogenic
tissues. Studies have shown that increased hepatic steatosis may be related to increased
expression of the sterol regulatory element binding protein (MASSART et al., 2012; MORAES
et al., 2021).

GPX4 plays a key role in protecting cells against free radical damage and is an
antioxidant in cellular protection against damage caused by oxidative stress. GPX4 levels were
increased in the AIN93G and HFD control groups, promoting greater cell protection and lower
expression in the groups containing Apis mellifera meal, indicating an improvement in

inflammation caused by hepatic steatosis (Fig. 4C) (ZEMOLIN et al., 2012).

Conclusion

In conclusion, the present results showed that dietary supplementation with Apis
mellifera whole bee flour can provide health benefits by reducing hepatic steatosis, with
metabolic regulation and modulating genes involved in lipid metabolism. Thus, the whole Apis
mellifera bee flour becomes a functional food with potential use in the reduction of fat in the

liver, thus being a prevention treatment in hepatic steatosis.
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5. CONCLUSAO

Os presentes resultados mostraram que a farinha integral de abelha Apis mellifera
diminui a esteatose hepatica, com expressao dos genes SREBP1c e PPARg nos grupos tratados,
com dieta hiperlipidica. Sendo o gene GPX4 considerado responsédvel pela protecdo celular,
teve maior aumento e atividade em relacdo as andlises bioinformdticas. Além disso, a
administracdo da farinha integral de Apis mellifera foi capaz de induzir altera¢des metabdlicas
em camundongos obesos, reduzindo o ganho de peso e melhorando os pardmetros histologicos.
Esses resultados apontam para um potencial uso da farinha integral de Apis mellifera na
prevencdo ou tratamento da obesidade, reduzindo a gordura no figado, sendo, portanto, um

potencial alimento funcional, para tratamento da esteatose hepatica.
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ANEXOS

ANEXO - Parecer fazer comissio de Etica e Pesquisa

Universidade Estadual de Montes Claros
Comissao de Etica em Experimentacao e Bem-Estar

Animal da Unimontes Unimontes
CEEBEA
CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n°® 224, relativo ao projeto intitulado “EFEITOS DA
INGESTAO DA FARINHA DE INSETOS SOBRE OS PARAMETROS FISIOLOGICOS,
METABOLICOS E SOMATICOS EM ANIMAIS E HUMANOS” Coordenador: Prof. Dr.
Sérgio Henrique Sousa Santos estda de acordo com os principios éticos na
experimentacao animal, adotados pela Comissdao de Etica em Experimentacao e
Bem-Estar Animal da UNIMONTES, e encontra-se APROVADO.

A quantidade total de animais aprovados pelo CEEBEA para este projeto foi de 272
animais.

Este certificado é valido por cinco anos ap6s sua aprovacao.

Montes Claros, 30 de Abril de 2021.

Q&&u&&m ;
Prof? Dr® Antonia de Maria Filha Ribeiro

Coordenwﬂm&%mwwmms

Caootdenadora da
CEEZE& ¢a Unimontes

Ao retornarmos as atividades presencias todos os documentos como CD, protocolo,
projeto impresso, memorando ou Ata do departamento deverao ser entregue a
CEEBEA/Pré6-Reitoria de Pesquisa.
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