Universidade Federal do Maranhao
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude
Programa de P6s-Graduacéo em Ciéncias da Saude
Mestrado

AVALIACAO DOS EFEITOS DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO DAS FOLHAS DE Syzygium cumini (L.)
SKEELS SOBRE O PERFIL METABOLICO E ESTADO
REDOX DE RATOS COM DIABETES INDUZIDO POR
DEXAMETASONA

NATHALEE LIBERAL XAVIER RIBEIRO

Sao Luis
2017



NATHALEE LIBERAL XAVIER RIBEIRO

AVALIACAO DOS EFEITOS DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO DAS FOLHAS DE Syzygium cumini (L.)
SKEELS SOBRE O PERFIL METABOLICO E ESTADO
REDOX DE RATOS COM DIABETES INDUZIDO POR
DEXAMETASONA

Dissertacao apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Maranhdo, como
requisito para obtencgéo do titulo de Mestre em
Ciéncias da Saude.

Orientador: Prof. Dr. Antonio Marcus de Andrade
Paes
Co-orientadora: Profa. Dra. Ana Paula Gameiro

Cappelli

Sao Luis
2017






Ficha gerada por meio do SIGAA/Biblioteca com dados fornecidos pelo(a)
autor(a).
Nucleo Integrado de Bibliotecas/UFMA

Liberal Xavier Ribeiro, Nathalee.
Avaliacdo dos efeitos do extrato hidroalcodlico das folhas de Syzygium cumini L.
Skeels sobre o perfil metabdlico e estado redox de ratos com diabetes induzido
por dexametasona / Nathalee Liberal Xavier Ribeiro. - 2017.

56 f.

Coorientador(a): Ana Paula Gameiro Cappelli. Orientador(a): Antonio Marcus de
Andrade Paes. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias da
Saude/ccbs, Universidade Federal do Maranh3o, Universidade Federal do Maranh3o,
2017.

1. Atividade antioxidante. 2.Dexametasona. 3. Diabetes mellitus.
4.Secrecao de insulina. 5. Syzygium cumini. l.de Andrade Paes, Antonio
Marcus. ll.Gameiro Cappelli, Ana Paula. Ill. Titulo.




NATHALEE LIBERAL XAVIER RIBEIRO

AVALIACAO DOS EFEITOS DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO DAS FOLHAS DE Syzygium cumini (L.)
SKEELS SOBRE O PERFIL METABOLICO E ESTADO
REDOX DE RATOS COM DIABETES INDUZIDO POR
DEXAMETASONA

Dissertacdao apresentada ao Programa de Poés-
Graduacao em Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Maranh&o, como requisito para obtencéao
do titulo de Mestre em Ciéncias da Saude.

Aprovada em / /

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Antonio Marcus de Andrade Paes (Orientador)
Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr.Julio César de Oliveira
Universidade Federal do Mato Grosso

Prof. Dr. Nelo Eidy Zanchi
Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dra. Maria do Socorro Cartagénes
Universidade Federal do Maranhao



A mamdae e vovozinha, pelo amor e

dedicacéo.



AGRADECIMENTOS

A Deus primeiramente, por mais essa vitéria na minha vida profissional e
realizacao pessoal.

Ao meu orientador, mestre, amigo, pai e parceiro pela oportunidade da
realizagdo desse trabalho, pela orientagéo, por cada por puxao de orelha, por cada
ensinamento, por me mandar estudar antes dos experimentos e por cada cerveja no
final do expediente. Nenhuma paparicacdo com cafezinhos na hora do estresse ou
bolinho de chocolate com Coca-Cola seriam suficientes para te agradecer. Amo vocé
chefinho!

Aos meus pais, pelo amor e dedicacdo, em especial a minha mae por ser um
exemplo de mulher guerreira e por nao medir esforcos para que eu chegasse até aqui.
Essa realizacao sempre foi para ti e por ti. Aos meus irmaos pela parceria e incentivo
em todos os momentos. Amo vocés infinitamente.

A minha avé, mais conhecida como vovozinha, nada sera suficiente pra
descrever meu amor e minha gratidao por vocé.

Aos meus amigos pelo incentivo, pela amizade e por muitas vezes entenderem
a minha auséncia. Em especial, a Mairla e Débora, por estarem presentes na minha
vida em todos os momentos. Essa vitdria é nossa.

Ao Lefisio, minha familia cientifica e de coracao, por todo apoio e parceria ao
longo desses anos. Tenho muito orgulho de fazer parte de equipe. Vocés sao
maravilhosos.

Ao Jonas e Mariana, a equipe do “pancreas”, pela parceira e por todo apoio
para realizacao desse trabalho. Vocés tornaram os dias mais leves e alegres.

A minha querida co-orientadora Ana Paula Cappelli pelo apoio e incentivo.

Ao Programa de Pés graduacdo em Ciéncias da Saude, em especial a
Professora Flavia Nascimento, pelas oportunidades e apoio.

A Universidade Federal do Maranhao e a Fundagao de Amparo a Pesquisa e
ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico do Maranhdo- FAPEMA



2.2.
2.3.
2.4.

2.4.1.

2.5.

2.5.1.

2.6.

3.1.
3.2.

41.
4.2.

4.2.1.

4.3.
44,
4.5.
4.6.
4.7.

SUMARIO

INtrOAUGAOD ....cerceerirenr s 1
Referencial tedrico 3

Aspectos biologicos das espécies reativas de oxigénio, 3

Nitrogénio € ENXOFIe ......ciiccceiiircsr i
Sistemas antioxidantes enddgenos..........ccccvvrcmnriiisnnnnncsnnennees 5
Estresse oXidatiVo .......cccommmmmmmmmneemmmesessss s snsssssssssses 7

Estresse Oxidativo e as doencas cronico-degenerativas 8

Syzygium cumini (L.) SKeels ........ccoooomiiiiiiicmmeriinnenn e 11
8 L= = 1 13
L0 ] o 1= Yo X 15
ODbjetivos gerais .....cuuuiiiiirsssnsmmmmnsnsnrn s sssssssnsnsss s s 15
Objetivos eSPECIfiCOS .....cccivrrrirrssmmririssssssnnnn s sssmns s esasas 15
Materiais € MEt0dOS .......cocccccerrircrcceccer e 16
Material Botanico e preparo do extrato hidroalcodlico ................ 16
Animais e grupos experimentais ........ccccevemmmmmmmmmmnrnnnnrsmn———— 16
PESO COrpPOral ......coiiiieeiiirinisiemes s s s 17

Avaliacoes plasmaticas: glicemia, insulinemia e lipidograma .... 17

Parametros hepatiCos ........ccccccecmrrrnmmrinssnrsssme e 18
Teste de tolerancia intraperitoneal a glicose ..........ccoeecmrrrriiiiennns 18
Avaliacao de resisténcia a insulina .........ccccccccmriiirscsmmreeneessssnnnes 18

Avaliacao da secrecao estatica de insulina em ilhotas 18
ISOlAAAS....coii i ————————



4.7.1.
4.7.2.

4.8.

4.8.1.
4.8.2.
4.8.3.

4.9.

4.9.1.

4.10.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

Isolamento das ilhotas........ccceeecriiieeccc s 19
Secrecao estatica de insulina ... 19
Preparo dos tecidos para a avaliacao de atividade enzimatica 19

antioXidante........ccuuiiniiiiissre e ———————————

Enzima superdxido dismutase ........cccceciriiimninnssnnnssssssssn s 20
Enzima catalase .......cccommmmmmmmmmmeeesissnn s 20
Enzima glutationa peroxidase..........cccuvrsmmmmrnnisssnsemnmmnnnsssssssssnnnanes 20
Parametros oXidativos .......ccccccecmmmnimmmnnssns s 21
Hidroperoxidos totais .......ccccveemrrnnsmmrmnssmnnnsss s s sssmensssas 21
Andlise Estatistica dos Resultados .........cccccvvemrniismnnnnssnssssanenns 21
L= 1 7= Lo Lo 22
Efeitos do EHSc sobre o ganho de peso e parametros 22
Ly To] g (0] 1411 g oo X

Efeito do EHSc sobre os parametros bioquimicos séricos .......... 23
Efeito do EHSc sobre o conteudo de lipideos hepaticos .............. 24

Efeito do EHSc sobre a tolerancia a glicose, resisténcia a 25
insulina e atividade secretoria do pancreas endocrino ................

Efeito do EHSc sobre o sistema de defesa antioxidante e 28

parametros oXidativos ........cccevcemrrrrismrrnssr e

DiSCUSSA0 ....uuuerrriummiiisnnsissiamss s sass s ssssms s ssmn s s sam s s smms e amna e amnnnas 30
Consideragcoes FiNais .......ccccurrmmrmirssmsrnnnsns s sssssss s smne e 34
oy (=T =T Vo - T 35

Y g =) o Y= 42



CAT
DNA
DM2
ER
ERE
ERO
ERN
GCs
GLUT2
GPx

GSH

GSSG

IsoLGs

EHSc
HNE

H20

H202

LOOH

MAFA

MDA

LISTA DE SIGLAS E ABREVIAGCOES

Catalase

Acido desoxirribonucleico
Diabetes mellitus do tipo 2
Reticulo endoplasmatico
Espécies reativas de enxofre
Espécies reativas de oxigénio
Espécies reativas de nitrogénio
Glicocorticoides

Transportador de glicose 2

Glutationa peroxidase
Glutationa reduzida
Glutationa dissulfeto
Isolevuglandinas

Extrato hidroalcodlico de Syzygium cumini

4-hidroxi-trans 2,3 nonenal

Agua

Perdxido de hidrogénio

Hidroperdxido lipidico

Fator homélogo de oncogene de fibrosarcoma proto-oncogene

Malonildialdeido



NADP

NADPH

NOX

ONE

Pdx1

PRx

RNAmM

SOoD

STZ

TRx

Dinucleotideo de nicotinamida e adenina

Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (forma reduzida)
NADPH oxidase

4- oxononenal

Fator de transcricdo pancreatico e duodenal
Peroxirredoxina 1

Acido ribonucleico

Superoéxido dismutase

Estreptozotocina

Tiorredoxina



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Classificacdo e nomenclatura das principais espécies reativas de oxigénio,
nitrogénio e  enxofre. Tabela adaptada -(Halliwell e  Gutteridge,

Tabela 2. Parametros morfométricos de ratos tratados com o extrato hidroalcodlico
das folhas do Syzygium cumini, dexametasona e seus controles ..............ccccccuueeee 24



\

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Formacao de ERO celular, compostos por radicais e nao radicais, gerados
principalmente: matriz mitocondrial (MITO), reticulo endoplasmatico (ER) e complexo
NOX (NOX). As principais enzimas antioxidantes e 0s processos celulares para
combater EROs. (Figura adaptada - (Ye et al., 2015)

Figura 2. Fluxograma do protocolo de inducdo com dexametasona e tratamento do
EH S C e 17

Figura 3. Efeitos do extrato hidroalcoodlico das folhas do Syzygium cumini sobre o
delta de Peso COrporal de ratOS. .......uu i iiiiiiiiiiie e 23

Figura 4. Efeitos do extrato hidroalcodlico das folhas do Syzygium cumini sobre os
Parametros DIOQUIMICOS ...oooii i e e e e e e e e e 25

Figura 5. Efeitos do extrato hidroalcodlico das folhas do Syzygium cumini sobre os
PAraAmMEtroS NEPALICOS ......veeiiiiiieie e e 26

Figura 6. Efeitos do extrato hidroalcodlico das folhas do Syzygium. cumini sobre a
tOIErANCia @ GlICOSE ... 27

Figura 7. Efeitos do extrato hidroalcodlico das folhas do Syzygium cumini sobre a
resisténcia a insulina e atividade secretéria do pancreas enddcrino

Figura 8. Efeito do extrato hidroalcodlico das folhas de Syzygium cumini sobre a
secrecdo estatica de insulina estimulada por glicose em ilhotas
[T UaTed (==Y (o= 1< 3SR 29

Figura 9. Efeitos do extrato hidroalcoodlico das folhas do Syzygium cumini sobre
atividade das enzimas antioXidantes ........ceeeieeiieeiiiiiiiiie e 30

Figura 10. Efeitos do extrato hidroalcodlico das folhas do Syzygium cumini sobre os
PArAmetroS OXIAATIVOS .......uuuuieiiiiiiiie e e e e e 30

Figura 11. Acdo antioxidante sérica do extrato hidroalcodlico de Syzygium cumini



VI

RESUMO

O estresse oxidativo tem sido associado a diversas patologias crénico-degenerativas,
dentre elas o diabetes mellitus do tipo 2. Por ser uma doenga endémica, ha busca
constante por novas drogas anti-diabéticas, bem como tratamentos coadjuvantes.
Nesse contexto, destaca- se a espécie vegetal Syzygium cumini (L.) Skeels,
conhecida popularmente como jambol&o e tradicionalmente utilizada para controle do
diabetes. Com isto, o objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos do extrato
hidroalcodlico da folha de Syzygium cumini (EHSc) sobre o perfil metabdlico e estado
redox de ratos com diabetes induzido por dexametasona. Ratos Wistar (machos, 90
dias) foram divididos em trés grupos experimentais: CTR — grupo controle (NaCl 0,9%;
v.0), DEX - grupo diabético induzido com dexametasona (1 mg/Kg/dia; i.p.) e EHSc -
grupo diabético tratado com EHSc (500 mg/Kg/dia; v.0). Os animais foram
acompanhados por 10 dias, sendo a inducéo realizada a partir do 6° dia, enquanto o
tratamento com EHSc foi realizado ao longo dos 10 dias. Antes da indugdo com a
dexametasona os grupos CTR e DEX apresentaram ganho de peso semelhante e
grupo DEX+EHSc perda de peso. Apos indugdo com a dexametasona, 0s animais
DEX e DEX+EHSc tiveram perda de peso acentuada. O coxim retroperitoneal diminuiu
em 41,3% nos animais DEX e 34,2% nos animais DEX+EHSc em relagcao ao CTR,
p<0,05. Entretanto, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes
entre os pesos relativos dos demais 6rgéos avaliados. Houve aumento da glicemia
em jejum no grupo DEX em 34,1 %, em relacdo ao grupo CTR. O tratamento com
EHSc atenuou o efeito hiperglicemiante da dexametasona, uma vez que, a glicemia
em jejum do grupo DEX+EHSc foi reduzida. Houve aumento de 142,5% do
triglicerideo sérico no grupo DEX em relagcdo ao CTR, p<0,05. O EHSc atenuou o
efeito hipertrigliceridemiante em 34,4% em relagdo ao grupo CTR, p<0,05. Os niveis
de insulina sérica dos animais do grupo DEX foi cerca de 10 vezes superior aqueles
do grupo CTR, p<0.05. O tratamento com EHSc amenizou a insulinemia do grupo
DEX+EHSc. Em condigdes basais (glicose 5,6 mM) as ilhotas pancredaticas dos
animais DEX e DEX+EHSc apresentaram hipersecrecao de insulina, porém, em
condi¢cdes de hiperglicemia (glicose 16,7 mM), as ilhotas dos animais DEX+EHSc
apresentaram reversdo da hipersecrecdo induzida por dexametasona. A
dexametasona aumentou em 106,1% no conteudo de triglicerideos hepaticos em
relacdo ao CTR, enquanto o tratamento com EHSc preveniu totalmente este acumulo.
A atividade sérica da superéxido dismutase nos animais DEX foi aproximadamente 3
vezes superior aos CTR, sendo que, houve aumento semelhante no grupo. A atividade
da catalase também estava aumentada nos animais DEX, quando comparados aos
CTR, sendo marginalmente reduzida nos DEX+EHSc. A atividade da glutationa
peroxidase nao variou entre os grupos. Para a determinacao dos danos oxidativos
decorrentes do estresse oxidativo, quantificou-se a formacado de hidroperdxidos
séricos, sendo observado aumento de 27,2% na quantificacdo destes produtos no
soro dos animais DEX, efeito ndo observado nos DEX+EHSc. Nossos resultados
corroboram o EHSc como uma fonte potencial de compostos antioxidantes que
melhoraram as respostas aos danos oxidativos, bem como a secre¢do de insulina e
outros parametros metabdlicos.

Palavras-chave: Syzygium cumini; Diabetes Mellitus; dexametasona; secre¢do de

insulina; atividade antioxidante.
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ABSTRACT

Oxidative stress has been associated to many chronic-degenerative pathologies,
including type 2 diabetes mellitus. As it is an endemic disease, there is a constant
search for new anti-diabetic drugs, as well as adjuvant treatments. In this context, the
plant species Syzygium cumini (L.) Skeels stands out, popularly known as “jambolao”
and traditionally used to control diabetes. Therefore, this study aims to assess the
effects of the hydroalcoholic extract of the Syzygium cumini leaf (EHSc) on the
metabolic profile and redox status of rats with dexamethasone-induced diabetes. Male
Wistar rats were divided into three experimental groups: CTR - control group (NaCl
0.9%, vo), DEX - diabetic group induced with dexamethasone (1 mg/ kg / day, ip) and
EHSc - group treated with EHSc (500 mg / kg / day; vo). Animals were accompanied
for 10 days, and the induction was performed from the 6th day, while EHSc treatment
was performed over 10 days. Before diabetes dexamethasone-induction, CTR and
DEX groups showed similar weight gain, and DEX + EHSc group, weight loss. After
induction with dexamethasone, DEX and DEX + EHSc animals had marked weight
loss. Retroperitoneal fat pad decreased by 41.3% in DEX and 34.2% in DEX + EHSc
animals, as compared to the CTR, p <0.05. However, no statistically significant
difference observed between relative weights from other organs evaluated. There was
an increase in fasting glucose in the DEX group by 34.1%, in relation to the CTR group.
Treatment with EHSc attenuated the hyperglycemic effect of dexamethasone, since
the fasting glucose of the DEX + EHSc group has reduced. There was an increase of
142.5% of the serum triglyceride in DEX group in relation to CTR, p <0.05. EHSc
treatment attenuated the hypertriglyceridemic effect by 34.4%, as compared to the
CTR group, p <0.05. The serum insulin levels of DEX animals were about 10-fold
higher than CTR ones, p <0.05. EHSc treatment improved insulinemia in DEX + EHSc
group. Under basal conditions (glucose 5.6 mM), pancreatic islets of DEX and DEX +
EHSc animals presented hypersecretion of insulin. However, under conditions of
hyperglycemia (glucose 16.7 mM), islets from DEX + EHSc animals showed a reversal
of dexamethasone-induced hypersecretion. Dexamethasone increased hepatic
triglyceride content by 106.1% in comparison to CTR, whereas EHSc treatment totally
prevented this accumulation. Serum activity of superoxide dismutase in DEX animals
was around 3-fold higher than CTR, and there was a similar increase in DEX + EHSc
group. Catalase activity enhanced in DEX animals, in relation to CTR, and it was
reduced in the DEX + EHSc. The activity of glutathione peroxidase did not vary
between groups. For determining oxidative damages due to oxidative stress, serum
hydroperoxide formation was assessed and it revealed an increase of 27.2% of these
products in serum of DEX animals, an effect not observed in DEX + EHSc. Our results
corroborate the EHSc as a potential source of antioxidant compounds that improves
responses to oxidative damage as well as insulin secretion and other metabolic
parameters.Keywords:

Syzygium cumini; Diabetes Mellitus; dexamethasone; insulin secretion; antioxidant
activity.



1. Introducao

A vida aerdbica é caracterizada por uma produgdo continua de espécies
reativas, tais como aquelas de oxigénio (ERO), nitrogénio (ERN) e enxofre (ERE)
(Halliwell e Gutteridge, 2015). Essas espécies desempenham um papel duplo, uma
vez que, podem ser benéficas ou prejudiciais para os seres vivos. Em baixas a
moderadas concentragdes, as espécies reativas participam das respostas celulares,
como por exemplo, anoxia em defesa contra agentes infecciosos, sinalizagdo celular
e inducao de respostas mitogénicas (Valko et al., 2007). Porém, em condicbes em que
ha producdo elevada, a alta concentracdo destas espécies torna-se prejudicial
causando danos bioldgicos (Ye et al., 2015).

O aumento de espécies reativas no organismo é combatido por antioxidantes
de origem enddgena ou exdgena, oriundos da dieta. De acordo com Halliwell e Barry
(2015) “antioxidantes é qualquer substéncia que, quando presentes em baixa
concentracdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne
significativamente a oxidagdo do mesmo”. Os antioxidantes endégenos, podem atuar
como enzimas, tais como a superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) ou glutationa
peroxidase (GPx) ou, de forma n&o enzimatica, como por exemplo a glutationa
reduzida (GSH), peptideos de histidina, proteinas ligadas ao ferro dentre outras. Outra
fonte antioxidante utilizada pelo organismos sao os provenientes da dieta como a
vitamina E, acido ascérbico, B-caroteno e compostos fendlicos, principalmente os

flavonoides e polifendis (Kalyanaraman, 2013; Pisoschi e Pop, 2015).

Os produtos pré-oxidantes (ERO, ERN e ERE) sdo contrabalangados pelos
mecanismos de defesa antioxidante celular nas condicdes fisioldgicas normais. O
desequilibrio entre a formagao de espécies reativas e os sistemas antioxidantes leva
a instauracdo de um estado de estresse oxidativo, tendo como consequéncia o
aumento de danos a componentes celulares, tais como como, lipidios, proteinas e
DNA (Czerska et al., 2015). O estresse oxidativo desempenha um papel fundamental
em varias condicdes patologicas, incluindo doengas neurodegenerativas,
cardiovasculares, obesidade e o diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) (Ogura e
Shimosawa, 2014; Newsholme et al., 2016).



Apesar das grandes inovagdes terapéuticas em DM2 e as abordagens
farmacolégicas existentes, a busca de novas moléculas tem sido estendida aos
medicamentos fitoterapicos (Sharma et al., 2012). Estudos demostram que o0 uso
regular de compostos fendlicos, fitoesterois e terpendides, exerce efeito benéfico na
prevencao de doencgas, regulando varias vias celulares e moleculares, como por
exemplo a inflamacao, modulacédo redox, desordens metabdlicas, apoptose dentre
outras (Angeloni et al., 2012). Os polifendis sdo descritos como moléculas bioativas e
possuem uma gama de papeis protetores, como hipolipidémicos, antiproliferativos,
anti-inflamatérios e antioxidantes (Upadhyay e Dixit, 2015; Losada-Barreiro e Bravo-
Diaz, 2017).

Dentre as espécies ricas em polifendis, o Syzygium cumini (L.) Skeels
(sinonimia Eugenia jambolana), popularmente conhecido como "jamboldo", destaca-
se como uma das plantas medicinais mais utilizadas para controle de diabetes mellitus
no Brasil (Teixeira et al., 2000), a ela sdo atribuidas diversas propriedades medicinais
tais como: atividade antihiperglicemiante, antidiarréica, antimicrobiana, antioxidante,
hipolipemiante, cardioprotetora, hepatoprotetora, dentre outras (Ayyanar e Subash-
Babu, 2012; Sharma et al., 2012; Mohamed et al., 2013; Chagas et al., 2015).

Diversos estudos apontam o Syzygium cumini como um potente agente
terapéutico para o tratamento do DM2 e suas comorbidades (Ayyanar et al., 2013).
Estudos publicados em nosso grupo demostram os beneficios cardiometabdlicos da
espécie, além da agao do extrato hidroalcodlico das folhas de Syzygium cumini sobre
0s parametros metabdlicos, em especial a melhora da resisténcia a insulina e
dislipidemia em ratos obesos (Chagas et al., 2015). Estes efeitos benéficos podem ser
atribuidos aos compostos fendlicos presentes na espécie vegetal. No entanto, ainda
nao esta claro se as atividades antioxidantes do Syzygium cumini estdo envolvidas
nestas alteragoes.



2. Referencial teorico

2.1.Aspectos biologicos das espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e
enxofre

As espécies reativas, radicalares ou ndo, sdo formadas durante processos
fisiolégicos de oxidagao, podendo ser produzidas no citoplasma, nas mitocondrias ou
nas membranas celulares (Lushchak, 2015). De acordo com Halliwell & Gutteridge
(2015) sao moléculas que apresentam um ou mais elétrons desemparelhados, o que
faz com que essas moléculas sejam altamente instaveis e muito reativas. Baixas
concentragdes (fisiologicas) de espécies reativas sdo necessarias para a sinalizagao
celular, processos de fagocitose e também estao envolvidos na sintese de proteinas
(Pisoschi e Pop, 2015). No entanto, altas concentragdes levam a uma condicao de
estresse, causando um desbalang¢o redox que resulta em danos aos constituintes
celulares criticos como proteinas, acidos nucleicos, carboidratos e lipidios,
comprometendo o funcionamento da célula e acarretando em apoptose precoce ou

necrose (Ogura e Shimosawa, 2014).

As duas principais substancias geradoras de espécies reativas presentes na
natureza séo o oxigénio no estado fundamental (O2) e o 6xido nitrico (NO*). Durante
o0 metabolismo, tais substéncias podem gerar componentes altamente instaveis
chamados de espécies reativas, estas sao moléculas ou ions derivados do oxigénio
(ERO), nitrogénio (ERN) ou enxofre (ERE) produzidas através da fosforilagcdo
oxidativa mitocondrial e peroxissomal (Tabela 1) (Lushchak, 2015). A mitocéndria é a
principal fonte enddégena na producdo de ERO durante a producédo de energia na
etapa de fosforilagcdo oxidativa no transporte de elétrons. Além das mitocdndrias,
existem varios outros sitios de geracao de ERO e ERE, incluindo NADPH oxidases
(NOXs), citocromo P450, xantina oxidase, éxido nitrico sintase e peroxissomos
(Halliwell e Gutteridge, 2015).

ERN e ERE sao formadas por diferentes processos enddgenos e exdgenos. As
ERE sao formadas quando um grupo de tiol (-SH) reage com radicais de oxigénio ou
metais de transicdo (Winterbourn, 2015). As ERN, sdo formadas a partir da reacao de
NO, sendo este sintetizado a partir do grupo guanidina da L-arginina por uma familia



de enzimas denominadas 6xido nitrico sintases. A geragao simultanea de NO* e &nion

superoxido (O2™) favorece a producdo de um oxidante forte, o &nion peroxinitrito

(ONOO) (Modun et al., 2014).

Espécies Reativas

Radicais Livres

Ndo Radicais

Espécies Reativas

de Oxigénio (ERO)

Superoxido (O5°)

Hidroxil (OH")

Hidroperoxil (HO»®)

Peroxil (RO,*)

Alcoxil (RO*)

Carbonato (CO5*)

Dioxido de Carbono (CO,*)

Peroxido de Hidrogénio(H,O-)
Acido hipocloroso (HOCI)
Ozdnio (Os)

Oxigénio Singlet (10s)
Peroxidos Orgdnicos (ROOH)
Peroxinitrito (ONOO)

Acido Peroxinitroso (ONOOH)

Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN)

Oxido Nitrico (NO*)
Dioxido de Nitrogénio (NO,*)

Acido Nitroso (HNO,)

Cdtion Nitroxil (NO™)

Anion Nitroxil (NO-)
Peroxinitrito (ONQO)

Acido Peroxinitroso (ONOOH)

Espécies Reativas de Enxofre (ERE)

Til (RE")
Semiquinonas (EQ*")
Glutationil (GE*)
Cisteinil (Cis*)

Tabela 1. Classificagdo e nomenclatura das principais espécies reativas de oxigénio,

nitrogénio e enxofre. Tabela adaptada - (Halliwell e Gutteridge, 2015).

Estudos demostram que as proteinas sao susceptiveis as reacdes de

oxidorredugao. Entre os danos finais estdo as alteragbes de atividade enzimaticas,

mudancas nas estruturas tercidrias, degradacdo, fragmentacao e funcdes celulares

alteradas (Cai e Yan, 2013). As ERO causam modificacbes oxidativas reversiveis em



proteinas, causando modificacées na cisteina refletindo no estado redox, bem como
estdo envolvidos na cascata de sinalizagédo celular. Danos irreversiveis causados pela
oxidacao em proteinas resultam em carbonilacdo e nitragdo de tirosinas, sendo
utilizados como biomarcadores para a avaliagdo do estresse oxidativo em doengas e
no envelhecimento (Rao e Mgaller, 2011; Gupta et al., 2014).

Os lipideos, por sua vez, sdo mais susceptiveis as modificacées oxidativas. As
reacdes entre as ERO e lipideos insaturados sado conhecidas como peroxidagao
lipidica, tendo como principais consequéncias as alteracdes das propriedades fisicas
e quimicas da membrana, alterando sua fluidez e permeabilidade, com riscos de
ruptura de membrana celular e organelas e consequentemente morte celular
(Guéraud et al., 2010). Os principais produtos primarios de peroxidacao lipidica sao
os hidroperéxidos lipidicos (LOOH). Diversos aldeidos podem ser formados como
produtos secundarios durante a peroxidagcao de lipidica, incluindo malonildialdeido
(MDA), acroleina, 4-hidroxi-trans 2,3 nonenal (HNE), 4- oxononenal (ONE) e
isolevuglandinas (IsoLGs) (Guo et al., 2012).

2.2.Sistemas antioxidantes endogenos

Naturalmente 0 nosso organismo desenvolve mecanismos protetores contra o
dano oxidativo induzido por essas espécies reativas através de sistemas enzimaticos
e nao-enzimaticos (Sinha et al., 2013). O sistema de defesa antioxidante € formado
por dois grupos de substancias: A) enzimas antioxidantes, como a superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase
(GR), além de outras proteinas antioxidantes, incluindo heme oxigenase-1 e proteinas
redox, tais como tiorredoxinas (TRXx), peroxirredoxinas e glutaredoxinas (Birben et al.,
2012) e B) componentes antioxidantes nao-enzimaticos, alguns produzidos pelo
proprio organismo, tais como albumina, bilirrubina &cido urico e outros obtidos através
da dieta, como as vitaminas A, C e E, B-caroteno, acido a lipoico, flavonoides, minerais
antioxidantes (manganés, selénio e zinco) e cofatores (acido félico, vitaminas B1, Bz,

Bs e B12) (Prentki e Madiraju, 2012; Pisoschi e Pop, 2015). A agédo antioxidante nao-



enzimatica atua de forma sinérgica com as enzimas antioxidantes contra os diferentes

tipos de espécies reativas (Pisoschi e Pop, 2015).

A enzima antioxidante que catalisa a dismutacao de Oz2¢ para H202 é conhecida
como SOD. As principais isoformas de SOD s&o: a cobre-zinco (Cu/ZnSOD ou SOD1)
localizada no citosol e a manganés (MnSOD ou SODZ2) localizada na mitocondria (Ye
et al., 2015).

D
2 02 + 2H* L H20: + O2
Reacao: Reacéao de dismutacdo do Oz em H.0-

O H20:2 pode se difundir facilmente entre as células e € pouco reativo, mas em
concentracdes micromolares pode ser citotoxico. O H202 é removido do meio
intracelular por enzimas como CAT e peroxidases, como a GPx. O H202 que é
produzido pela acdo das SOD ou acdo de oxidases, como a xantina oxidase, e é
reduzida a agua por catalase e o GPx. A catalase é uma ferrihemoenzima presente
principalmente no citosol cuja funcéo principal é a remocéao de elevadas quantidades
de H202 (Birben et al., 2012).

2 H202 L 2H.0 + 0.

Reacao: Reacgéo de dismutagcao do H>O» formando agua e oxigénio.

As peroxidases sdo enzimas que utilizam uma variedade de redutores celulares
para inativar peroxidos, dentre as quais, em mamiferos, as principais sdo as GPx que
removem o H202 mesmo em baixas concentragdes (Pisoschi e Pop, 2015). As
moléculas doadoras de elétrons nesse caso sdao pequenas moléculas, como as
glutationa, sendo necessarias duas moléculas para a remogao de uma molécula de
H202. Para que ocorra essa reagao € necessaria a participagdo de NADPH, o qual é
responsavel pela regeneracdo da GSSG para a forma reduzida (GSH). O NADPH
também mantém a CAT na forma ativa e é utilizado como cofator por TRX e GR, que
converte o GSSG em GSH, um co-substrato para a GPx (Birben et al., 2012).



2.3.Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € definido como a situacao na qual a formacao de ERO e
ERN excede a capacidade de defesa antioxidante e de reparo da célula, tendo como
consequéncia o aumento de danos aos componentes celulares. Essas agles
deletérias aumentam os niveis de peroxidagao lipidica, a carbonilagdo em proteinas e
até danos ao DNA intracelular, podendo prejudicar o metabolismo intracelular,
comprometendo o funcionamento da célula e acarretando em apoptose precoce ou
necrose (Cao et al., 1993; Radak et al., 1999; Czerska et al., 2015).

H,0 + 0, <4 Catalase \»———

/\ O s .‘, Erol-red ;’Dt-red
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NADPH 4
jp— l \j 0 2G5H j‘
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Figura 1. Formagdo de ERO celular, compostos por radicais e nao radicais, gerados
principalmente: matriz mitocondrial (MITO), reticulo endoplasmatico (ER) e complexo NOX
(NOX). As principais enzimas antioxidantes e os processos celulares para combater EROs.

(Figura adaptada - (Ye et al., 2015).

Varios fatores influenciam a susceptibilidade ao estresse oxidativo, afetando o
status de antioxidantes ou a geracdo de ERO. Tanto fontes exdgenas como
enddgenas contribuem para essa formagdo de ERO/ERN intracelular. As principais



fontes exdgenas sado a radiagdo UV, raio X, raios gama, poluentes atmosféricos,
medicamentos, produtos quimicos e dietas (Birben et al., 2012).

A principal fonte endégena de ERO celular é a mitocéndria, onde o O2" € gerado
através do vazamento de elétrons do complexo | e Ill da cadeia de transportes de
elétrons. Peroxissomos e microssomas sdo fontes de ERO, principalmente na
formacao de H202. Outras fontes de geracdo de ERO enddégenos incluem o NADPH
oxidase que esta associada a membrana, citocromo C oxidase e xantina oxidase. A
presenca de metais redox ativos como o Fe e Cu também contribui para a geracéao de
ERO. Na presenca de Fe (ll) e (lll), ocorre a geragdo de OH por reagcédo de Fenton ou
Haber- Weiss (Halliwell e Gutteridge, 2015).

2.4.Estresse Oxidativo e as doencas cronico-degenerativas.

O estresse oxidativo desempenha um papel patolégico importante no
desenvolvimento de varias doencas inflamatorias e autoimunes, assim como em
doencas cardiovasculares, cancer, doencas neurodegenerativas, obesidade e
diabetes mellitus (Essick et al., 2013; Wu e Yan, 2015; Losada-Barreiro e Bravo-Diaz,
2017). Estudos epidemiologicos, clinicos e em animais demostram que a obesidade
esta acoplada com alteracdes no estado redox e metabdlico (Savini et al., 2013).

Na obesidade crbnica, o estresse oxidativo sistémico faz parte das numerosas
alteracoes bioldgicas relatadas, podendo ser uma consequéncia, mas também um
gatilho da obesidade. Estudos em cultura de células e em animais demostraram que
0 estresse oxidativo aumenta a proliferacdo de pré-adipdcitos, a diferenciacdo de
adipécitos e o tamanho dos adipécitos maduro (Higuchi et al., 2012; Le Lay et al.,
2014). O estresse oxidativo cronico e a inflamacao causadas pela obesidade sao os
fatores subjacentes que levam ao desenvolvimento de patologias como disturbios
metabolicos, doengas cardiovasculares, aumento da resisténcia a insulina e DM2 (Le
Lay et al., 2014).

O DM2 é a forma verificada em 90 a 95% dos casos de diabetes e é

frequentemente associado com hiperinsulinemia basal, disfuncdo na biossintese e



secrecao de insulina, metabolismo anormal de carboidratos, proteinas e lipideos. E
considerado um disturbio metabdlico complexo resultante da diminuigdo progressiva
da secrecgao de insulina pelas células B e aumento da resisténcia a insulina em tecidos

periféricos, resultando em hiperglicemia (Tiwari et al., 2013).

No DM2, a disfungdo da célula B ocorrera antes da hiperglicemia se
desenvolver. Com o0 aumento nos niveis de glicose, lipideos e varios outros fatores
inflamatorios interagem ao nivel da ilhota promovendo perturbagdo na homeostasia.
Essas alteragdes estdo ligadas a ativagcdo da NOX e consequentemente um aumento
da producao de ERO (Morgan et al., 2007). A célula B possui uma alta sensibilidade
ao ataque oxidativo, tornando-a mais suscetivel a morte celular precoce,
especialmente por estarem continuamente expostas a niveis excessivos de geracao
de ERO mitocondrial, além de espécies reativas adicionais decorrentes do aumento
da atividade da NADPH-oxidase de células 3 e ineficiéncia dos agentes de defesa

antioxidante (Newsholme et al., 2007; Rains e Jain, 2011).

Para neutralizar as ERO, as células sdo equipadas com mecanismos de defesa
antioxidantes que sao capazes de combater o estresse oxidativo. Em estudo realizado
por Lenzen et al. (1996), observou-se que de forma negativa, em comparagao a outros
tecidos, a célula B tém menor abundancia de enzimas de defesa antioxidante. Estas
células nao expressam CAT e expressam baixos niveis de GPx. Além disso, o
aumento do estresse oxidativo gerado pelas ERO diminuem a expressao de RNAm
através da inativagao dos fatores de transcricdo especificos de células B, tais como o
Fator de transcri¢cdo pancreatico e duodenal (PDX1) e o Fator homélogo de oncogene
de fibrosarcoma proto-oncogene (MafA), tendo como principal consequéncia a
reducdo da sintese de proinsulina, bem como a inativacdo de mudltiplos genes
necessarios para a diferenciacao celular, proliferacéo e sobrevivéncia dessas células
(Kaneto e Matsuoka, 2015).

2.4.1. Modelos de inducao de diabetes por estresse oxidativo

Historicamente os modelos animais tém desempenhado um papel critico na
exploragéo da fisiopatologia de doengas, avaliagdo de novos agentes terapéuticos e
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tratamentos in vivo. Os modelos de inducdo do DM2 sdo caracterizados pela
resisténcia a insulina ou pela faléncia das células B, mediado por diversos fatores,

dentre eles farmacoldgicos, quimicos e por estresse oxidativo (King, 2012).

Véarios modelos nao-genéticos foram desenvolvidos nas ultimas trés décadas
para a investigacdo do DM2, incluindo modelos quimicos, tais como aloxana e
estreptozotocina (STZ). Ambos os produtos quimicos sao utilizados como analogos
citotéxicos de glicose que tendem a acumular-se em células B pancreaticas através
do transportador de glicose 2 (GLUT2) (Lenzen, 2008). Nath et al. (2017) mostraram
que murinos apresentaram alteragdes significativas no perfil lipidico, tolerancia a
glicose, resisténcia a insulina, hiperglicemia moderada, aumento de acidos graxos
livre apds trés semanas de ingestao de dieta rica em gorduras seguido de doses de
STZ (40mg/Kg de peso corporal). Estes resultados indicam que, além de sua utilidade
como modelo de etiologia da doencga, este modelo também poderia ser utilizado para
elucidar o papel de horménios relacionados ao DM2, bem como investigar as

complicacdes diabéticas.

Glicocorticoides sintéticos (GCs), como a dexametasona e prednisona, sao
utilizados na clinica devido ao seu potencial anti-inflamatério, antialérgico e
imunossupressor. Apesar de ser amplamente utilizado na pratica médica os
glicocorticoides possuem efeitos metabdlicos adversos (Perez et al, 2014). A
exposicao prolongada e/ou altas doses de GCs € conhecida por promover um
desequilibrio na homeostase da glicose, aumentando resisténcia a insulina (RI),
hiperinsulinemia e intolerancia a glicose, caracterizando um modelo de indugéo do
DM2 (Protzek et al., 2016).

Os GCs séo tidos como diabetogénicos por causar diminuicdo da captacao de
glicose pelos tecidos e por aumentar a producao de glicose hepética, resultando em
resisténcia a insulina, levando ao DM2, forma predominante em humanos. Essa
condigao imposta pelo tratamento com glicocorticoides é caracterizada por apresentar
normoglicemia ou hiperglicemia de jejum moderada associada a hiperinsulinemia
(Rafacho et al., 2014). A hiperinsulinemia em individuos tratados com dexametasona
é resultado de um mecanismo compensatorio do pancreas enddcrino contra a
resisténcia a insulina. Estudos demostram que ilhotas de ratos tratados com
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dexametasona desenvolvem vdrias adaptacbées que aumentam a capacidade

secretoéria, bem como o aumento na proliferagéo das células 8 (Rafacho et al., 2010).

Estudos demostram que niveis elevados de GCs afetam o equilibrio redox tanto
in vitro quanto in vivo. Os efeitos pro-oxidantes dos GCs é mista, uma vez que este
pode aumentar o dano oxidativo ou, por outro lado iniciar a regulagdo das defesas
antioxidantes, reduzindo a produgao de espécies reativas (Costantini et al., 2011).

2.5.Papel dos antioxidantes na terapéutica anti-diagetogénica

Muitos agentes terapéuticos foram utilizados para o tratamento do DM2 antes
da descoberta da insulina sintética e varias plantas eram utilizadas devido a sua
atividade antidiabética. Derivados de plantas foram utilizados na medicina tradicional
em todo o mundo desde o tempo antigo até a atualidade (Li et al., 2014). Os polifendis
constituem um dos grupos mais importantes de metabolitos secundarios das plantas.
Eles sdo amplamente distribuidos no reino vegetal e podem ser obtidos diretamente
de plantas e outros alimentos ricos em antioxidantes ou suplementos de drogas,
ganhando atengdo em todo o mundo como nutracéuticos na prevencao de varias
doencas, dentre elas o DM2. Os polifendis sdo excelentes antioxidantes, pois
possuem a capacidade de doar hidrogénio que séo aceitos por radicais reativos para
produzir espécies menos reativas (Angeloni et al., 2012). Uma escolha cuidadosa das
caracteristicas fisico-quimicas dos polifendis é crucial porque afeta fortemente sua

biodisponibilidade e reatividade quimica contra ERO (Upadhyay e Dixit, 2015).

2.5.1. Syzygium cumini (L.) Skeels

Syzygium cumini (L.) Skeels (sinonimia Eugenia jambolana), popularmente
conhecido como "jambolao", é uma planta medicinal de origem indiana que pertence
a familia Myrtaceae (Tripathi e Kohli, 2014). O género compreende cerca de 1100
espécies e tem uma faixa nativa das regides dos trépicos particularmente a india,
Tailandia, Filipinas e Madagascar (Ayyanar e Subash-Babu, 2012). Diferentes partes
da planta, como folhas, cascas, raiz, frutos, flores e sementes sao preparadas e
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administradas de acordo com as suas propriedades: atividade antihiperglicemiante,
antidiarreica, antimicrobiana, antioxidante, hipolipemiante, cardioprotetora,
hepatoprotetora, dentre outras (Mohamed et al., 2013; Srivastava e Chandra, 2013).

Estudos experimentais e clinicos propuseram o Syzygium cumini como um
novo agente terapéutico demonstrando que as diferentes partes da planta sao
utilizadas para o controle do diabetes (Ayyanar et al., 2013). Nas cascas observa-se
atividades antidiabéticas através de mecanismos pancreaticos e extra pancreaticos
(Tripathi e Kohli, 2014). Nas sementes destaca-se um efeito protetor nas células 3
evitando sua necrose frente a inducao por aloxano (Singh e Gupta, 2007). Estudos
reforgcam os efeitos hiperglicémicos e hiperlipidémicos das extrato das sementes, além
de aumentar a secreg¢ao de insulina, aumento a conteudo de glicogénio hepatico e
muscular e diminuicdo da gliconeogénese em coelhos diabéticos (Sharma et al.,
2011).

Administracdo via oral do EHSc mostrou um efeito hipoglicemiante e uma
potencial acdo protetora contra o estresse oxidativo e danos ao DNA em animais
diabéticos induzidos com dieta rica em gorduras e estreptozotocina (HFD+STZ)
(Baldissera et al., 2016). O tratamento com extrato aquoso de semente preveniu
significativamente a hiperglicemia, hiperinsulinemia, além do aumento da expressao
de enzimas antioxidantes pancredticas. Destaca-se também que as alteracdes
patolégicas na ilhota e nas células B causadas pela indugdo com HFD+ STZ. Estas
alteracoes foram revertidas para niveis quase normais apds tratamento com Syzygium
cumini a 400 mg / kg. Além disso, o tecido hepatico demonstrou expressdes
aumentadas de proteina PPARy e PPARa (Sharma et al., 2012).

Outros estudos demonstram a relevancia farmacoldgica e caracterizacdo do
perfil de compostos polifendlicos presentes nas folhas de Syzygium cumini como uma
potencial fonte de compostos bioativos (Chagas et al., 2015). Tem sido relatado na
literatura que a presenca de glicosideos, flavondides, taninos, alcaloides, triterpenos
e saponinas sao responsaveis pela acdo antidiabética, assim como sua acgao
antioxidante, o que explica a eliminacdo de radicais livres e um efeito protetor sobre
as enzimas antioxidantes (Ayyanar e Subash-Babu, 2012).
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Devido ao potencial terapéutico do Syzygium cumini, nosso grupo de pesquisa
vem estudando o efeito anti-obesogénico, anti-hiperlipidémico e anti-hiperglicémico do
extrato hidroalcodlico das folhas dessa espécie se certificado dos mecanismos
envolvidos na evolucdo da obesidade induzida hipotalamica pelo MSG (Sanches et
al., 2016). O tratamento por 30 dias com o extrato hidroalcodlico das folhas de
Syzygium cumini reduziu o peso, o tecido adiposo branco e triglicerideos de animais
obesos induzidos com glutamato monossédico (MSG). O EHSc melhora a
hiperinsulinemia e resisténcia insulinica destes animais. Com o aumento das
concentracbes do extrato houve uma melhoria da resposta de secrecéao,
provavelmente tendo o EHSc atuando como modulador (Sanches et al., 2016).

2.6. Justificativa

O DM2 é um problema de saude publica insidioso. De acordo com a Federacao
Internacional de Diabetes (FDI) (2015) sua incidéncia mundial foi de 415 milhdes de
casos em 2015 e estima-se cerca de 642 milhdes até 2040. No Brasil, cerca de 1,9
milhdo de individuos entre 20 e 79 anos de idade tem diabetes, classificando-o como
0 quarto pais em numero de casos de diabetes no mundo (Coutinho e Junior, 2015).
Pacientes diabéticos tem risco aumentado para o desenvolvimento de complicacdes
metabdlicas agudas e complicagdes cronicas como doencas coronarianas,
retinopatia, nefropatia, neuropatia e ulceragdées nos membros inferiores (Tiwari et al.,
2013).

Em busca de novas terapéuticas capazes de prevenir ou atenuar as
consequéncias do DM2 busca-se tratamentos complementares, como por exemplo 0s
fitoterapicos. Compostos polifendlicos tem sido utilizado na medicina e estudos
comprovam seu potencial antioxidante na prevencgéo de varias doengas. Dentre essas
espécies, destacamos as potencialidades terapéuticas do Syzygium cumini, estas
estdo associadas aos disturbios metabdlicos e suas comorbidades, conforme revisao
recente publicada por nosso grupo (Chagas et al, 2015). Em outro trabalho,
demonstramos que o extrato hidroalcodlico das folhas de Syzygium cumini (EHSc)
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melhora o quadro de dislipidemia, reduzindo o peso corporal e revertendo a

hiperinsulinemia em ratos obesos (Sanches et al., 2016).

Tendo em vista que, a espécie Syzygium cumini possui varias propriedades
farmacoldgicas descritas, as quais reforcam seu potencial uso para o tratamento de
disturbios metabdlicos relacionados ao DM2 e suas comorbidades. Outro aspecto
importante é a caréncia de estudos demonstrando a agao in vivo do extrato sobre as
propriedades antioxidantes e possivel atividade regulatéria do quadro de estresse
oxidativo. Com isso, neste trabalho hipotetizamos que o extrato hidroalcodlico das
folhas de Syzygium cumini melhora os parametros oxidativos e a secre¢ao de insulina
em ratos com diabetes induzido por estresse oxidativo decorrente da administracéo
de GCs.
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3. Objetivos
3.1. Objetivos gerais

Avaliar os efeitos do extrato hidroalcodlico de Syzygium cumini (L.) Skeels
sobre o perfil metabdlico e estado redox em ratos diabéticos induzidos por

dexametasona.

3.2.Objetivos especificos
e Avaliar os efeitos do EHSc sobre os parametros morfométricos,
bioquimicos e hormonais nos animais;
e Avaliar os efeitos do EHSc sobre a secrecao estéatica de insulina a partir
de ilhotas isoladas dos animais;
e Avaliar os efeitos do EHSc sobre o perfil oxidativo e atividade do sistema

antioxidante sérico dos animais.
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4. Materiais e métodos

4.1. Material Botanico e preparo do extrato hidroalcodlico

Folhas da espécie vegetal Syzygium cuminiforam coletadas no campus de Sao
Luis da Universidade Federal do Maranhdao (UFMA) e encaminhadas ao Herbario
Atico Seabra para serem identificadas e catalogadas.

O preparo do extrato hidroalcodlico foi realizado a partir de modifica¢cdes da
metodologia (Sharma et al., 2008). As folhas coletadas foram colocadas em estufa
com circulacao de ar (38 = 2°C) e em seguida, pulverizadas e maceradas em Etanol
70% (300 g; hidromddulo 1:6 p/v) sob agitagdo constante por 24 horas a 25°C com
renovacgdes diarias do solvente por um periodo de 72 horas. As solugdes extrativas
foram entdo reunidas, centrifugadas (3500 rpm; 10 min) e os sobrenadantes
concentrados em evaporador rotativo (38°C), resultando no extrato hidroalcodlico das
folhas de Syzygium cumini (EHSc).

4.2. Animais e grupos experimentais
Foram utilizados ratos Wistar da espécie Rattus Norvegicus (machos, 90 dias),
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA). Os
animais foram mantidos em gaiolas de polietileno forradas com xilana, em ambiente
com temperatura controlada (22 + 2 °C), ciclo claro/escuro de 12 horas e livre acesso
a agua e racao.
Foram divididos trés grupos experimentais com oito animais cada, sendo:

e Grupo controle (CTR): tratado por via oral com solugao salina 0,9%;

e Grupo com diabetes induzido com Dexametasona (DEX) (1mg/ Kg/ dia) e
tratado por via oral com solugéo salina 0,9%;

e Grupo Dexametasona + EHSc (DEX+EHSc), que recebeu tratamento de 10
dias com 500 mg/kg de EHSc. Os animais foram induzidos com
dexametasona(1mg/ Kg/ dia) por cinco dias apds o tratamento prévio de cinco
dias com EHSc e durante a indugdo, totalizando 10 dias de tratamento, de
acordo com o protocolo de Rafacho et al. (2010), mostrado na Figura 2.
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Figura 2. Fluxograma do protocolo de indu¢do com dexametasona e tratamento do EHSc.

Todos os protocolos experimentais se encontram contemplados no processo
encaminhado ao Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA/ UFMA sob processo n®
23115.007440/2016-71(em anexo).

4.2.1. Peso corporal
O peso corpéreo doas animais estudados foi avaliado diariamente por um

periodo de 10 dias.

4.3. Avaliacoes plasmaticas: glicemia, insulinemia e lipidograma.

Ao final do tratamento, os animais foram submetidos a uma restricdo alimentar
de 12 h para coleta de sangue pela artéria abdominal. As amostras de sangue foram
recolhidas em tubos de EDTA e ndo-EDTA e centrifugados a 3500 rpm por 5 min para
obtencao do soro para permitir a separagao de plasma e de soro a partir de todos os
grupos. O soro foi utilizado para a medicao de espectrofotométricos de glicose,
triglicerideos, colesterol total, utilizando kits comerciais de acordo com as instru¢des
do fabricante (Labstest ®, Brasil).

A insulina foi quantificada por radioimunoensaio onde em 0,1 ml de soro de
cada animal se adicionarqd 0,2 ml de solugdo contento anticorpo anti-insulina
(1:300.000) e insulina marcada com '2%]. (1800 a 2000 cpm) em tampé&o fosfato pH
7,4, acrescido de NaCl 0,9% e albumina 0,5%. A curva padrdo de insulina foi
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preparada adicionando 0,1 ml de solugéo de insulina com concentragdes crescentes
(0,02; 0,039; 0,078; 0,16; 0,31; 0,63; 1,25; 2,5 e 5,0 ng/mL) em 0,2 ml de solugao
tampdao fosfato contendo insulina marcada '2°l e anticorpo anti-insulina. No final da
preparacao dos tubos, eles foram agitados em vértex e estocados a 4°C, durante 48
horas. Apds esse periodo, acrescentou-se em cada tubo 0,2 ml de uma solucao
contendo 2,5 % de carvao (Norit A), 0,5 % de albumina e 0,25 % de dextran T 70. Os
tubos foram deixados em repouso (20 minutos) e a seguir centrifugados (20 minutos;
2800 rpm; 4 °C). O sobrenadante foi descartado e a radioatividade contida em cada
tubo avaliada em contador de radiagdo gama. As concentragdes de insulina (ng/ml)
das amostras foram determinadas a partir da curva padrao (Camporez, 2008).

4.4. Parametros hepaticos

Para avaliagdo da gordura hepatica foram utilizado a metodologia de
(Freedman et al., 2005) com algumas modificagées. Assim, 500 mg de tecido foram
homogeneizados com 5 ml da mistura de cloroférmio/metanol (2:1) para serem
deixados overnight (16 horas; 4-8 °C) para a extracdo das gorduras. Em seguida, o
tecido foi separado por filtracao e ao filtrado adicionado NaCl 0,9% (1 salina: 5 filtrado).
Essa mistura foi agitada, deixada em repouso por 2 horas e centrifugada para
separacao das fases metandlica e cloroférmica. Um volume especifico desta fase
organica foi coletado e seca, ficando apenas a massa de gordura sélida, que foi
pesada. Por fim, essa gordura foi ressuspendida em Triton x-100/metanol (2:1) para
determinacao das concentragdes de triglicerideos e colesterol através de ensaios

enzimaticos colorimétricos.

4.5. Teste de tolerancia intraperitoneal a glicose

Para o teste de tolerancia intraperitoneal a glicose (GTTip), os animais foram
submetidos a jejum de 8 horas previamente a administragao de 2 g/kg de glicose (IP).
As amostras de sangue capilar foram coletadas por corte na cauda imediatamente
antes (tempo 0) e 15, 30, 60 e 120 min apds a injecao para a medicdo de glicose no

sangue por meio de glicosimetro (Accu-check Active, Roche Diagnostic, Alemanha).

4.6. Avaliacao de resisténcia a insulina
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A Rl foi inferida a partir do célculo do indice de TyG (TyG = Ln [triglicérides de
jejum (mg/dL) x glicemia de jejum (mg/dL)/2]) (Simental-Mendia et al., 2008), modelo
de avaliagdo da homeostase (HOMA) indice de resisténcia & insulina (HOMA-IR = 636
insulina de jejum (U/mL) / glicose de jejum (mM) / 22,5) e HOMA indice da funcéo das
células-B (HOMA-B = 20 x insulina de jejum (U/mL) / glicose de jejum (mM) - 3,5)
(Matthews et ai, 1985).

4.7. Avaliacao da secrecao estatica de insulina em ilhotas isoladas

4.7.1. Isolamento das ilhotas

Os animais foram eutanasiados e o ducto pancreatico infundido com
colagenase tipo V (0.8 mg/mL, em tampao de Hanks + glicose 5.6 mM + 0.5 mg/mL
BSA) Sigma Aldrich, EUA. Apéds o isolamento, este material foi colocado em banho-
maria, 37°C, durante 25 minutos. Em seguida, foram feitas 4 lavagens com solugéo
de Hanks contendo albumina bovina (BSA) fracdo V 0,3% e glicose 5.6mM. As ilhotas

foram coletadas com auxilio de lupa.

4.7.2. Secrecao estatica de insulina

As ilhotas coletadas foram pré-incubadas em duas placas de cultura com 24
reservatérios, contendo 5 ilhotas, 1 mL de solugdo de Krebs-Hepes (KRBH), pH 7.4
suplementada com 0,3% de albumina bovina (m/v) e 5,6 mM de glicose por 45 min a
37 °C em ambiente controlado (gaseificado com 95% O2 + 5% COz). Em seguida, o
meio de pré-incubacao foi descartado e na primeira placa as ilhotas foram incubadas
em uma concentracao de 5,6 mM e na segunda placa em uma condi¢cao de 16,7 mM
de glicose.

4.8. Preparo dos tecidos para a avaliacao de atividade enzimatica antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante se deu a partir da determinacdo da
atividade enzimatica a nivel sérico preparadas de acordo com as determinagdes dos
kits da Cayman Chemichal ®. As amostras de sangue foram coletadas sem o uso de
anticoagulantes e ap6s 30 minutos a 25°C. Em seguida, foram centrifugadas a 2.000
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xg por 15 minutos a 4°C. Apés a centrifugacao a por¢cao amarela do soro foi aliquotada
sem a presenca de tampao de lise e armazenada no freezer -80°C.

4.8.1. Enzima superoxido dismutase (SOD)

Adicionou-se 200 pL de radical de deteccdo e 10 pyL de padrao em tubos
enumerados de A-G nos pocos correspondes para realizagdo da curva padrao. Para
as amostras de soro foi realizada uma diluicdo de 1:5 em solu¢do padrdo. Para o
ensaio foi utilizado uma placa de 96 pocos, onde foi adicionado 200 pL de radical de
deteccao diluido e 10 pL das amostras de soro. A reacao foi iniciada ap6s a adicéo de
20 uL de Xantina oxidase diluida em todos os pocos e realizada o mais rapido possivel
para evitar alteragdes na reacdo. Incubar a placa com agitacao por 20 minutos em
temperatura ambiente e protegida da luz. A leitura foi feita em 460nm em leitor de
placa. As respectivas diluicbes ocorreram de acordo com as especificacbes do kit
(Cayman Chemichal ®).

4.8.2. Enzima catalase (CAT)

Para a curva padrao foram adicionados 100 uL de tampao de ensaio, 30 uL de
metanol e 20 pL de padrao de folmaldeido. Os controles positivo foram adicionados
em dois pocos 100 pL de tampao de amostra diluido, 30 uL de metanol e 20 pL de
catalase diluida e adicionadas nos mesmos volumes as amostras. Para iniciar a
reacao utilizou-se 20 uL de peréxido de hidrogénio em todos os pogos e realizada o
mais rapido possivel para evitar alteragées na reagéo. A placa foi coberta e colocada
em agitacdo por 20 minutos em temperatura ambiente e adicionados 30 pL de
hidréxido de potassio e 30 pL de Catalase Purpald em todos os pocos. Em seguida, a
placa foi agitada e adicionado 10 pL catalase periodato de potassio. Repetiu-se o
processo de agitacdo em temperatura ambiente por 5 minutos e foi feita a leitura da
absorbancia em 540 nm pelo leitor de placa. As respectivas diluigbes ocorreram de
acordo com as especificagdes do kit (Cayman Chemichal ®).

4.8.3. Enzima glutationa peroxidase (GPx)
Para a avaliacdo da enzima GPx foram utilizados trés pogos para o controle
nao-enzimatico, onde adicionou-se 120 uL de tampao de amostra e 50 uL de mistura
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de co-substrato. Para o controle positivo foram adicionados 100 pL de tampéao de
amostra, 50 puL mistura de co-substrato e 20 puL de GPx diluida. Para as amostras de
plasma foram adicionadas 100 pyL de tampao de amostra, 50 uL de mistura de co-
substrato e 20 pL de amostra. Para iniciar a reagdo foi adicionado 20 pL de
hidroperoxido de cumeno em todos os pocos em seguida foi feita leitura em uma
absorbancia de 340nm. As respectivas diluicdes ocorreram de acordo com as

especificacdes do kit (Cayman Chemichal ®).

4.9.Parametros oxidativos

4.9.1. Hidroperoxidos totais

O teor de hidroperoxidos totais (LOOH) foi obtido a partir da oxidagcédo de ions
férricos na presenca de alaranjado de xilenol como proposto por Jiang et al (1992),
com adaptagdes. Para isto, foram adicionados em tubos de ensaio 150 uyl do SC da
SNPca 1350 ul de uma solugao de metanol 90% (codificada como solugao FOX)
contendo 100 uM de alaranjado de xilenol + 25 mM de acido sulfurico (H2SO4) + 4 mM
de hidroxitoulenobutilado (BHT) + 250 uM de sulfato ferroso amoniacal [(Fe
(NH4)2(S04)2.6H20)]. A mistura foi incubada em temperatura ambiente por 30 minutos
para que ocorra a reacao, centrifugada (3.000 rpm; 10 min) e lida em
espectrofotdbmetro em comprimento de 560 nm. O branco consistiu na solugdo FOX
submetida aos mesmos procedimentos e para a curva padrdo de LOOH foi preparada
uma solucao estoque de 5 mM de peréxido de hidrogénio (H202) e a partir da mesma
foram tomadas aliquotas de modo a obterem-se concentracdes finais de 0,025 — 0,4

mM de H202. Os resultados foram expressos em mg de LOOH/mg de proteinas totais.

4.10. Analise Estatistica dos Resultados

Os resultados foram expressos como média + erro padrao das médias (e.p.m).
A analise dos dados dos experimentos foi realizada por meio de testes estatisticos
paramétricos (ANOVA-Newman-Keuls) ou ndo paramétricos (ANOVA- Kruskal-Wallis
ou Dunn’s) e analisados utilizando programa GraphPad Prism® (versao 6.0). O nivel
de significancia adotado foi de p < 0,05.
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Resultados

5.1. Efeitos do EHSc sobre o0 ganho de peso e parametros morfométricos

A Figura 3 mostra a evolugao do peso corporal dos animais em todos 0s grupos.
O tratamento com o EHSc (500 mg/Kg/dia) promoveu significante perda de peso a
partir do 3° dia de tratamento. No sexto dia de acompanhamento, quando foi iniciada
a inducdo do DM2 com dexametasona, os animais dos grupos CTR e DEX
apresentavam ganho de peso semelhante (CTR: 7,54 £ 1,36 g; DEX: 4,55 + 2,93 @),
enquanto o grupo DEX+EHSc acumulava uma perda de 17,66 + 3,66 g, p<0,05. Apds
a administracdo da dexametasona, os animais DEX apresentaram perda média de
38,71 £ 2,30 g ao final de 5 dias. O tratamento com EHSc nédo preveniu a perda de
peso induzida por dexametasona, levando os animais DEX+EHSc a uma perda de

peso acumulada de 54,30 + 3,46 g.
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Figura 3. Efeitos do extrato hidroalcodlico das folhas do Syzygium cumini sobre o delta de
peso corporal de ratos Wistar machos controle (CTR), dexametasona (DEX) e animais
tratados com EHSc (DEX+EHSc) (n=11). Os valores foram expressos como média + e.p.m e
analisados por ANOVA seguido de pds-teste Newman—Keuls (GraphPad Prism®), p< 0,05.
Para diferenga entre os grupos foi utilizado o teste Two way ANOVA, p<0,05. (a) diferenca
significativa em relacao ao grupo CTR; (b) diferenca significativa em relacao ao grupo
DEX; (c) diferenga significativa em relacdo ao grupo DEX+EHSc.

Com o objetivo de verificar os efeitos do tratamento com o EHSc sobre os
parametros morfométricos, mensurou-se 0s pesos relativos de figado, coxins



23

adiposos (retroperitoneal e periepididimal) e musculo esquelético (gastrocnémio e
sbleo). O coxim retroperitoneal diminuiu em 41,3% nos animais DEX (0,387 = 0,02
9/100g) e 34,2% nos animais DEX+EHSc (0,433 £ 0,03 g/100g) em relagdo ao CTR
(0,659 £ 0,01 ¢/100g), p<0,05. Entretanto, n&o foram observadas diferengas
estatisticamente significantes entre o0s pesos relativos do figado, gordura
periepididimal e masculo esquelético (Tabela 2).

Tabela 2. Parametros morfométricos de ratos tratados com o extrato hidroalcoodlico das folhas

do Syzygium cumini, dexametasona e seus controles.

Pardmetros Morfométricos CTR DEX DEX+ERSc
(g/100g de peso corporal)
Figado 340101 344+ 01 3,46+ 0,06
Gordura periepididimal 0,863+ 0,02 0,7801 0,05 09151 0,08
Gordura retroperitoneal 0,659+ 0,01 0,367+ 0,027 0,43320,03"
Musculo (gastrocnémio + sdleo) 0,726+ 0,02 0,619+ 0,04 0,610+0,03

Os valores foram expressos com média + e.p.m (n=8). * Indica diferenca estatistica em relacao
ao grupo CTR e analisados por ANOVA seguido de pos-teste Kruskal- Wallis (GraphPad
Prism®), *p< 0,05.

5.2. Efeito do EHSc sobre os parametros bioquimicos séricos

A inducédo de DM2 com dexametasona elevou a glicemia em jejum dos animais
DEX em 34,1 % (125,6 + 3,20 mg/dL), em relagdo ao grupo CTR (93,6 1,97 mg/dL).
O tratamento com EHSc atenuou o efeito hiperglicemiante da dexametasona, uma vez
que, a glicemia em jejum do grupo DEX+EHSc foi reduzida a 115,6 £4,11 mg/dL; valor
médio 21,6 % maior que o CTR, porém 8,6 % menor que o grupo DEX (Figura 4A).
Os grupos nao apresentaram diferencas estatisticas entre si quando avaliados os
niveis de colesterol sérico total (Figura 4B). Por outro lado, houve aumento de 142,5%
do triglicerideo sérico no grupo DEX (196,5 +14,7mg/dL) em relacdo ao CTR
(81,02+10,5 mg/dL), p<0,05. O efeito hipertrigliceridemiante da dexametasona foi
sobremaneira atenuado nos animais do grupo DEX+EHSc5 (123,4 + 7,32 mg/dL),
valor 34,4% superior ao verificado nos CTR, p<0,05 (Figura 4C). Finalmente, os niveis
de insulina sérica dos animais do grupo DEX (5,79 + 1,18 ng/mL) foi cerca de 10 vezes
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superior aqueles do grupo CTR (0,56+ 0,09 ng/mL), p<0.05. O tratamento com EHSc
reduziu a insulinemia do grupo DEX+EHSc para 2,31 £ 1,07 ng/mL, valor 4 vezes
maior, mas nao estatisticamente diferente do CTR (Figura 4D.
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Figura 4. Efeitos do extrato hidroalcodlico das folhas do Syzygium cumini sobre os parametros
bioquimicos. (A) Glicemia em jejum (mg/dL) (n=15), (B) Colesterol (mg/dL) (n=8), (C)
Triglicerideos de jejum (mg/dl) (n=8) e (D) Insulinemia (ng/mL) (n=5). Os valores sé&o
expressos como média = e.p.m e analisados por ANOVA seguido de pés-teste Newman—
Keuls (GraphPad Prism®), p<0,05. * diferenca significativa em relagdo ao grupo CTR, *p<0,05,

**p<0,01; ***p<0,001; # diferenca significativa em relagdo ao grupo DEX+EHSc, #p<0,05,
###p<0,001.

5.3.Efeito do EHSc sobre o conteudo de lipideos hepaticos
A administragdo de dexametasona, bem como o tratamento com EHSc néo
alteraram o conteudo total de gordura hepatica, nem da fragdo de colesterol hepatico
(Figura 5A e 5C, respectivamente). Entretanto, a dexametasona promoveu o0 aumento
de 106,1% no conteldo de triglicerideos hepaticos (18,49 + 0,8 mg/g) em relacao ao
CTR (8,96x1,6 mg/g), p<0,05. O tratamento com EHSc preveniu totalmente o acimulo
de triglicerideo no grupo DEX+EHSc (7,19 £ 0,5 mg/g).
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Figura 5. Efeitos do extrato hidroalcodlico das folhas do Syzygium cumini sobre conteudo
lipidico hepatico de ratos Wistar machos controle (CTR), dexametasona (DEX) e animais
tratados com EHSc (DEX+EHSc) (n=11). (A) Gordura hepatica (mg/g), (B). Triglicerideos
hepaticos (mg/g) e (C) Colesterol hepatico. Valores representam média + e.p.m e analisados
por ANOVA seguido de pos-teste Kruskal-Wallis (GraphPad Prism®), p<0,05. * diferenca
significativa em relacdo ao grupo CTR; # diferenca significativa em relagcdo ao grupo
DEX+EHSc.

5.4. Efeito do EHSc sobre a tolerancia a glicose, resisténcia a insulina e
atividade secretoria do pancreas endocrino

A avaliacdo da tolerancia a glicose administrada por via intraperitoneal
demonstrou diminuicdo da tolerancia no grupo DEX, caracterizada por elevacao da
glicemia em aproximadamente 90% (CTR: 250,3 £ 33,5 vs. DEX: 480,5 + 57,3 mg/dL;
p<0,05) aos 15 minutos apds a injecao de glicose (Figura 6). No entanto, ndo houve
diferenca entre os grupos nos demais tempos, tampouco quando analisadas as areas
sob as curvas da variagdo da glicemia durante o teste (Figura 6, inserto).
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Figura 6. Efeitos do extrato hidroalcodlico das folhas do Syzygium cumini sobre o teste de
tolerancia a glicose via intraperitoneal e area sobre a curva (AUC), inserto (n=5). Os valores
foram expressos como média + e.p.m e analisados por ANOVA seguido de pOs-teste
Newman—Keuls (GraphPad Prism®), p< 0,05. Para o GTTip foi utilizado o teste Two way
ANOVA. *: diferenca significativa em relagdo ao grupo CTR.

Por outro lado, a avaliagdo da sensibilidade periférica a acdo da insulina,
realizada através do calculo dos indices TyG e HOMA-IR, demonstrou que a
administracdo de dexametasona no grupo DEX (9,409 = 0,12 e 0,0310 %0,006,
respectivamente) reduz a sensibilidade a insulina em relagdo ao grupo CTR (8,102 +
0,21 e 0,0046x 0,001, respectivamente), p<0,05. O tratamento com o EHSc atenuou
este efeito ao melhorar a sensibilidade a insulina verificada em ambos os testes (8,83%
0,10 e 0,0161 £ 0,007, respectivamente) (Figuras 7A e 7B). O indice HOMA-%B foi
calculado para a avaliacdo da atividade secretdria da célula B nos grupos
experimentais. Os animais DEX (728,7 £ 171,1) apresentaram indice 4 vezes superior
aos animais CTR (212,2 + 81,1), o qual foi reduzido para aumento de 2,5 vezes nos
animais DEX+EHSc (486,2+ 257,9), nao diferindo estatisticamente dos CTR (Figura
7C).
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Figura 7. Efeitos do extrato hidroalcodlico das folhas do Syzygium cumini sobre a resisténcia
a insulina e atividade secretoria do pancreas enddcrino. (A) Insulinemia (ng/mL), (B) HOMA-
IR e (C) HOMA % B (n=5). Os valores sédo expressos como média * e.p.m e analisados por
ANOVA Kruskal-Wallis (GraphPad Prism®), p<0,05. *: diferenca significativa em relagdo ao
grupo CTR, *p<0,05, **p<0,01,"**p<0,001; # diferenca significantiva em relacdo ao grupo
DEX+EHSc.

Para verificagdo da atividade secretoria efetiva da célula B, avaliou-se a
secrecao de insulina estimulada por glicose em ilhotas pancreaticas isoladas de ratos
CTR, DEX e DEX+EHSc. Os dados apresentados na Figura 8 mostram que sob
condi¢des basais (glicose 5,6 Mm) as ilhotas dos animais DEX (1,62 £ 0,15 ng/mL/h)
e DEX+EHSc (1,45 £ 0,25 ng/mL/h) apresentaram secrecdo basal de insulina
aumentada em relagéao as ilhotas de animais do grupo CTR (0,20 + 0,02 ng/mL/h),
p<0,05. Quando a concentragdo de glicose foi elevada a 16.7 Mm, as ilhotas dos
animais CTR apresentaram maior atividade, com aumento da secrecéo para 3,99 +
0,38 ng/mL/h, enquanto os animais DEX apresentaram secrecao duas vezes maior
(8,90 £ 1,26 ug/mL/h), p<0,05. Nas ilhotas oriundas dos animais tratados com EHSc,
a resposta de hipersecrecao induzida pela dexametasona sob hiperglicemia foi

abolida (3,029 £ 0,24 ug/mL/h), ndo diferindo do CTR.
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Figura 8. Efeito do extrato hidroalcodlico das folhas de Syzygium cumini sobre a secrecéao
estatica de insulina estimulada por glicose em ilhotas pancreaticas de animais controle (CTR),
dexametasona (DEX) e animais dexametasona tratados do Syzygium cumini (DEX+EHSc).
Os valores foram expressos como meédia + e.p.m e analisados por ANOVA seguido de pos-
teste Newman-Keuls (GraphPad Prism®), p< 0,05. (a) diferencga significativa em relacao
ao grupo CTR; (c) diferenca significativa em relagcao ao grupo DEX+EHSc.

5.5. Efeito do EHSc sobre sistema de defesa antioxidante e parametros
oxidativos.

Para avaliacdo do estado redox dos animais nos grupos CTR, DEX e
DEX+EHSc, avaliou-se a atividade sérica das principais enzimas do sistema de defesa
antioxidante: SOD, CAT e GPx. Conforme pode ser observado na Figura 9A, a
atividade da SOD nos animais DEX (3,23 £ 0,75 U/ml) foi aproximadamente 3 vezes
superior aos CTR (1,08 £ 0,09 U/ml). Aumento semelhante foi verificado no grupo
DEX+EHSc (3,20 + 0,37 U/ml). A atividade da CAT também estava aumentada nos
animais DEX (54,17 £ 11,2 nmol/min/ml), quando comparados aos CTR (20,14 + 1,01
nmol/min/ml), caracterizando o modelo de DM2 induzida por dexametasona como um
modelo de estresse oxidativo. Nos animais tratados com EHSc, a atividade da CAT
foi marginalmente reduzida para 36,03 £ 7,01 nmol/min/ml (Figura 9B). A atividade da
GPx nao variou entre os grupos (Figura 9C). Para a determinacdo dos danos
oxidativos decorrentes do estresse oxidativo caracterizado acima, quantificou-se a
formacao de hidroperéxidos que € um produto da lipoperoxidacdo. Observou-se
aumento de 27,2% desses produtos no soro dos animais DEX (11,28 + 0,7 uM) em
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relacdo ao CTR (8,22 + 0,4 uM), efeito abolido nos animais DEX+EHSc (7,86 + 1,3
uM) (Figura 10).

5 80+
— K
_EI 4- - *% -
£ T 604
=] o E
> 3 & £
= © E 40
St 24 © 3
8 © g
[m] c i ——
81 — £ 20
0 0
25-
——
_ 204
-l
£F
2 £ 15
SE
E E 104
O c 3 CTR
5 I DEX
0 [ DEX+EHSc

Figura 9. Efeitos do extrato hidroalcodlico das folhas do Syzygium cumini sobre atividade das
enzimas antioxidantes (A) Enzima Superéxido Dismutase (SOD), (B) Enzima Catalase (CAT)
e (C) Enzima Glutationa Peroxidase (GPx) (n=8). Os valores foram expressos como média +
e.p.m e analisados por ANOVA e pos teste de Dunn’'s (GraphPad Prism®), p< 0,05. *
diferenca significativa em relagéo ao grupo CTR, **p<0,01.
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Figura 10. Efeitos do extrato hidroalcodlico das folhas do Syzygium cumini sobre a formacao
de hidroperoéxidos por reagao de FOX (n=8). Os valores foram expressos como média t e.p.m
e analisados por ANOVA e pés teste Kruskal-Wallis (GraphPad Prism®), p< 0,05. * diferenca
significativa em relagéo ao grupo CTR.
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6. Discussao

Os resultados deste trabalho reforcam o potencial antidiabético do EHSc, uma
vez que, o tratamento de ratos com DM2 induzida por dexametasona com o extrato
promoveu redugao dos niveis séricos de glicose, triglicerideos e insulina em jejum;
reverteu o acumulo hepatico de triglicerideos; melhorou a sensibilidade periférica a
acao da insulina e atenuou a hipersecregéao de insulina induzida por hiperglicemia em
ilhotas de Langerhans isoladas dos animais tratados. Estes efeitos, parecem estar
relacionados a melhora do ambiente redox sérico destes animais, 0s quais
apresentaram menor peroxidagcado e menor atividade da enzima antioxidante catalase,

permitindo-se inferir melhoras nos efeitos oxidativos causados pela dexametasona.

O tratamento com o EHSc promoveu a reducédo de peso corporal dos ratos
DEX+EHSc, anteriormente a administracdo de dexametasona. Trabalhos realizados
com extratos preparados a partir de diferentes partes da planta apresentam o mesmo
efeito na reducédo de peso corporal em ratos (Oliveira et al., 2005; Sanches et al.,
2016). Apds a inducao do DM2, houve também reducao significativa no peso corporal
dos animais DEX e DEX+EHSc, porém esta perda de peso parece estar relacionada
com o aumento da atividade catabodlica causada pelos GCs (Capurso e Capurso,
2012). Outros estudos afirmam que a hiperinsulinemia observada nos ratos tratados
com dexametasona também esta relacionado com a perda de peso corporal, atuando
no hipotadlamo e favorecendo a supressao da ingestao de alimentos (Rafacho et al.,
2008; Barbosa et al., 2015). Uma limitagdo deste trabalho é nao ter sido verificada a
ingestdo de ragéo dos animais.

A administracdo de dexametasona nos grupos experimentais promoveu
reducao significativa apenas do peso relativo da gordura retroperitoneal, o que esta
relacionado ao aumento da atividade lipolitica no tecido adiposo branco nao visceral
estimulada pelos GCs (Rafacho et al., 2014). De fato, Rafacho et al (2008) avaliaram
os coxins adiposos de animais tratados com diferentes doses de dexametasona (0,1
— 1 mg/Kg/dia) e também observaram reducao apenas da gordura retroperitoneal. Por
outro lado, ha estudos nos quais a administragdo de dexametasona (1 mg/Kg/dia) em
ratos resultou em aumento da gordura periepididimal, com efeitos variaveis em outros
coxins adiposos (Nunes et al., 2013; Barbosa et al., 2015).
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Nossos dados mostram que o aumento da glicemia e trigliceridemia em jejum
causada pela dexametasona administrada por 5 dias foi atenuada nos animais
DEX+EHSc. Os efeitos negativos dos glicocorticoides sobre a homeostase glicémica
dependem da dose e/ou do tempo de exposi¢cao, os quais promovem aumento das
concentragdes plasmaticas de triglicerideos e insulina, além do conteudo de lipideos
hepaticos, podendo ou n&o ser acompanhada de hiperglicemia em jejum (Rafacho et
al., 2008; Barbosa et al., 2015; Protzek et al., 2016). O EHSc reduziu o conteudo
hepatico de ftriglicerideos, reduzindo-o a niveis semelhantes ao CTR. De maneira
semelhante, o EHSc também reduziu os niveis de triglicérides séricos e hepaticos em
animais com sindrome metabdlica induzida por L-glutamato monossdédico (Sanches
et al., 2016).

Como consequéncia, o EHSc reduziu o indice TyG, célculo matematico que
apresenta significativa correlagdo com os primeiros indicadores de RI, como
insulinemia em jejum, perfil lipidico sérico e massa adiposa visceral (Rodriguez-Moran
etal., 2017). Além disso, o tratamento com o EHSc restaurou a sensibilidade periférica
a insulina verificada pelo indice HOMA-IR, bem como melhorou a atividade secretoria
na célula B. Varios estudos experimentais demonstram que os GCs reduzem a
sensibilidade a insulina em ratos, bem como estimulam a secre¢cdo de insulina
(Rafacho et al., 2009; Protzek et al., 2016). De acordo com os dados da atividade
secretodria da célula B verificada nos ensaios ex-vivo, os animais DEX apresentaram
hipersecrecao de insulina tanto em condicdes basais de glicose (5,6 mM), quanto em
condicao de hiperglicemia (glicose 16,7 mM). Porém, nos animais que receberam o
tratamento com o EHSc, a resposta secretéria frente a hiperglicemia foi reduzida a

niveis normais.

Compostos presentes nas diversas partes do Syzygium cumini destacam-se
por acao direta na biossintese, secrecdo ou acao da insulina, bem como melhora de
parametros metabdlicos (Ayyanar et al., 2013). Administragdo oral do extrato com
fracdes de acetato de etila de Syzygium cumini recuperou a atividade da hexoquinase
hepatica e da glicose 6- fosfatase, consequentemente melhorando os niveis de glicose
sérico, perfil lipidico, conteido de glicogénio hepatico e muscular em ratos diabéticos.

Estudos demostram que o Syzygium cumini, bem como seus compostos isolados,
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ativam de canais de calcio do tipo L, responsaveis pela secrecao de insulina (Fusi et
al., 2003; Bardy et al., 2013). Entretanto, em modelos animais onde o DM2 é causado
por estresse oxidativo, como é o caso da inducao por dexametasona (Costantini et al.,
2011), é possivel sugerir que a melhora do perfil metabdlico decorra da acéo
antioxidante dos compostos presentes no extrato antioxidante (Zheng et al., 2011;
Mohamed et al., 2013). Nosso grupo de pesquisa caracterizou os principais compostos
fitoquimicos presentes no EHSc, destacando-se os flavonoides derivados da
mirecetina (Sanches et al., 2016). A mirecetina e seus derivados sdo potentes
antioxidantes (Semwal et al., 2016) melhora a sinalizacdo de insulina no musculo
esquelético (Tzeng et al., 2011), adipdcitos (Wang et al., 2015), bem como, protege

as células B da acao de citocinas inflamatorias (Ding et al., 2012).

A regulagado positiva das enzimas antioxidantes pode ajudar a minimizar o
estresse oxidativo e o desenvolvimento das complicagdes cronicas do DM2, enquanto
a regulacdo negativa pode decorrer da inibicdo da expressdo ou reducao da
concentragdo da ERO que serve de substrato para cada enzima (Newsholme et al.,
2016). Para verificacdo dos efeitos do EHSc sobre o perfil redox sistémico dos
animais, avaliamos a atividade sérica das enzimas antioxidantes. Observou-se
aumento expressivo da atividade da SOD nos grupos DEX e DEX+EHSc em relagéo
ao grupo CTR, demonstrando auséncia de efeito do EHSc sobre esta enzima. A
atividade da SOD influencia as atividades das enzimas CAT e GPx, uma vez que,
estas enzimas reduzem o H202 gerado pela SOD (Halliwell e Gutteridge, 2015). Os
animais DEX apresentaram elevacao da atividade da CAT, mas ndo da GPx, quando
comparados aos CTR, demonstrando que a CAT é a principal responsavel pela
reducao do excesso de H202 gerado nesse modelo animal. O tratamento com EHSc
ndo alterou a atividade da GPx, porém reduziu parcialmente a atividade da CAT,
sugerindo diminuigdo do estresse oxidativo sistémico nos animais DEX+EHSc. Estes
resultados diferem daqueles descritos por Ravi et al. (2004), os quais mostraram que
animais diabéticos tratados com extrato da pele dos frutos de Syzygium cuminitiveram

a atividade pancreatica das enzimas SOD, CAT e GPx reduzidas a niveis normais.

Estudos in vitro demonstram que o0 aumento da formacao de H202 decorrente

da exposicdo a dexametasona causa efeitos deletérios em diversos processos
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celulares e tecidos, incluindo as células 3, e consequentemente a secrec¢ao de insulina
(Roma et al., 2011). Sendo assim, para avaliar a extensdo dos danos oxidativos, foi
avaliada a formacgao de hidroperéxidos séricos. O grupo DEX apresentou aumento
significativo da concentracao de hidroperdxidos, o qual foi abolido nos animais DEX+
EHSc. Dada a ja descrita atividade antioxidante do EHSc (Sanches et al., 2016), é
possivel sugerir que o sequestro de ERO, especialmente H202, pelos compostos
polifendlicos presentes no EHSc seja responsavel pela inibicdo da peroxidagao, bem
como pela diminui¢cao parcial da atividade da CAT, com consequente atenuagéo da
disfuncdo metabdlica gerada pela administracdo de dexametasona, conforme

sintetizado na Figura 11.
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Figura 11. Acdo antioxidante sérica do extrato hidroalcodlico de Syzygium cumini. A geragao
de superéxido (O2) a partir do oxigénio molecular € mediada pelo complexo da NADPH
oxidase (NOXs), xantina oxidase (XO), Citocromo P 450 (CYP450), mitocéndrias e
peroxissomos. A dismutacdo em peréxido de hidrogénio (H20) é realizada pela enzima
superoxido dismutase (SOD). O HxO: é reduzido a agua (H20) pelas enzimas catalase (CAT)
e glutationa peroxidase (GPx). Em consequéncia do estresse oxidativo, ha formagéao de
produtos de lipoperoxidagdo (ROO'), nos quais os danos causados por estes produtos sao
amenizados pela acao dos compostos antioxidantes (AOX). CTR: animais do grupo controle;
DEX: animais diabéticos induzidos dexametasona; DEX+EHSc: animais diabéticos tratados
com EHSc.
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7. Consideracoes Finais

Em conjunto, nossos dados mostram que o EHSc melhora parametros
metabdlicos, principalmente a glicemia em jejum, trigliceridemia e insulinemia. O
conteudo de triglicerideos hepaticos foi diminuido a niveis normais apos tratamento
com o EHSc por 10 dias. Além destas respostas, observa-se uma tentativa de
recuperacao da sensibilidade a insulina, verificada pela atenuagéao dos indices TyG,
HOMA-IR e HOMA%B. A hipersecrecao de insulina causada pela inducao do DM2
com a dexametasona € observada em condi¢gdes basais (glicose 5,6 mM) e
hiperglicemia (glicose 16,7 mM), sendo que o EHSc modulou a secregéo de insulina
em ilhotas pancredticas evitando a hipersecrecdo de insulina induzida por
hiperglicemia. Outro dado importante, se refere a atividade antioxidante sistémica do
EHSc, com diminuicdo da formacéo de hidroperoxidos e redugcédo da sobrecarga de
H202 para reducao pela enzima CAT, sugerindo a acéo antioxidante dos compostos
bioativos presentes no EHSc como um possivel mecanismo para os efeitos citados
acima. Dessa maneira, concluimos que o EHSc melhora o perfil metabdlico dos
animais com DM2, bem como a sua resposta antioxidante. Assim, o EHSc pode ser
visto como potencial recurso terapéutico para o tratamento do DM2 e suas

consequéncias.
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ANEXOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGCAO ANIMAL

PARECER CONSUBSTANCIADO INICIAL

PROJETO DE PESQUISA

N° do parecer: 22

Registro do CEUA: 22/14

N° do Protocolo: 23115.015295/2014-31
Data de entrada no CEUA: 17/10/2014

Parecer: APROVADO

I1— Identificacado

Titulo do projeto:

ACOES DE EXTRATOS DE PLANTAS MEDICINAIS NA MODULAGAO DA SECREGAO DE INSULINA EM
MODELO EXPERIMENTAL DE HIPERGLICEMIA EM RATOS.

Identificagdo da equipe executora:

Profa. Dra. Ana Paula Gameiro Cappelli (coordenador), Prof. Dr. Antonio Marcus de A. Paes
(colaborador), Iracelle Carvalho Abreu (colaborador), Everardo Magalhdes Carneiro (colaborador)

Instituicdao onde sera realizado:

Universidade Federal do Maranhao

Area temética:

Multicéntrico:

Nao

Data de recebimento:

25/10/14

Cooperacao estrangeira:

nao

Data de devolugao

25/01/15

Il - Objetivos:

Avaliar os efeitos metabdlicos de Averrhoa carambola L. Em modelo experimental de

hiperglicemia em ratos.




m— Sumario do projeto:

O projeto apresenta proposta de avaliar o papel do tratamento com A. carambola no contexto
de disfuncdo metabdlica glicémica (hiperglicemia induzida por glicocorticoide).

Serdo utilizados 30 animais, ratos, Wistar, machos, adultos (60 dias). Os animais serdo
divididos em 3 grupos: um normoglicémico (controle — xarope) e dois hiperglicémicos
(predinisona e predinisona + extrato vegetal). Apds a inducdo do diabetes, os animais serdo
submetidos a teste de tolerancia a glicose, teste de tolerancia a insulina e avaliacao
laboratorial (dosagem bioquimica — glicemia e insulina em jejum, colesterol total, triglicérides,
HDL). Além disso, serd realizada a avaliacdo de secrecdo estatica de insulina em ilhotas
pancreaticas isoladas.

Iv — Comentario do relator frente a resolucao N2 779 - CONSEPE
e complementares em particular sobre:

O projeto é conciso e segue as normas da resolucdo No 779 — CONSEPE. Os animais estarao
sob condicbes de estresse controladas, mas ndo propositais. A metodologia de eutanasia esta
dentro das normas éticas seguidas pela Universidade Federal do Maranhao.

v— Pendéncias

O projeto ndo apresenta pendéncias em relagdo a sua metodologia, cronograma ou mesmo
descricao do uso dos animais.

vi— Recomendacdes:

Revisar o texto da metodologia, com o propdsito de deixa-lo mais claro em relagdo aos tempos
de tratamento. A metodologia especifica que os animais serdo “tratados por via oral durante
30 dias”. No entanto, ndao especifica se o tratamento sera didario ou com intervalos, assim
como ndo explicita se todos os tratamentos (xarope, predinisona e extrato) serdo efetuados
durante todo o periodo ou apenas um deles.

vil— Parecer consubstanciado do CEUA

O projeto apresentado é de grande relevancia para a sociedade atual, pois a incidéncia de
diabetes vem aumentando, mesmo com as campanhas ativas para o cuidado e prevengdo. E
um projeto importante, pois traz uma possibilidade para o desenvolvimento de alternativa no
tratamento do diabetes. Uma vez que obedece as normas éticas para sua execugdo, o
presente projeto esta aprovado pela CEUA.
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