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Resuumo-

O Diabetes mellitus (DM) é caracterizado como uma desordem metabolica,
resultante de defeitos da acdo ou secre¢do na insulina, ou ambos, defeitos estes que
levam a alteragBes no metabolismo de proteinas, carboidratos e lipidios. Tais alteraces
causam sérias consequéncias aos pacientes diabéticos, levando a graves complicacdes
como perda de peso, aumento nos niveis lipidios no sangue, aumento da incidéncia de
aterosclerose e doencas arteriais periféricas, danos a visdo e aos rins, e em casos mais
graves, Obito. A incidéncia de pessoas diabéticas em todo mundo vem aumentando de
modo alarmante ao longo dos anos, e pesquisas recentes tém mostrado que o numero de
diabéticos na populacdo tende a aumentar cada vez mais nas proximas décadas. Esse
preocupante aumento na incidéncia do diabetes deve-se aos atuais estilos de vida das
pessoas, que incluem habitos ndo saudaveis, sedentarismo e obesidade. Os tratamentos
atuais para o DM incluem a insulinoterapia, assim como o uso de hipoglicemiantes
orais. No entanto, sdo relatados pelos pacientes, inimeros efeitos colaterais e
desconfortos causados pelos mesmos. Partindo dessas informagdes, a pesquisa por
novos agentes que possam agir na melhora do diabetes tornou-se alvo de estudos. Nesse
contexto, o estudo de plantas medicinais que possuam efeitos hipoglicemiantes e que
atuem na melhora do quadro diabético vem despertado o interesse dos pesquisadores. A
familia Myrtaceae é uma familia botanica com muitos representantes na flora brasileira,
e, desse modo, gera muito interesse nas pesquisas a respeito de suas espécies. O género
Myrcia ainda é pouco explorado pelos pesquisadores, e ha um ndmero reduzido de
estudos acerca da atividade hipoglicemiante de espécies desse género. Desse modo, o
objetivo deste trabalho foi o de avaliar a possivel atividade hipoglicemiante do extrato
bruto das folhas de Myrcia bella Cambess., uma planta proveniente do cerrado
brasileiro, em camundongos diabéticos induzidos por estreptozotocina. Camundongos
diabéticos (STZ SAL e STZ EXT) e controles (CTL SAL e CTL EXT) foram tratados
durante 21 dias com salina e extrato bruto de Myrcia bella na dose de 600mg/Kg.
Foram avaliados parametros como ingestdo hidrica, ingestdo alimentar, peso corpéreo,
colesterol total, triglicérides, glicemia de jejum e proteinas plasmaticas totais. Os niveis
de glicogénio hepatico e muscular foram avaliados, assim como a expressao de algumas
proteinas da via de sinalizacdo insulinica, quais sejam IRS-1, PI3-K e AKT. Foi

realizado também o teste de toxicidade aguda em camundongos normais para
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observagdes comportamentais e pesagem de 6rgaos dos animais tratados com uma dose
de 2000mg/Kg do extrato. Os resultados foram expressos como média * erro padréo da
média e para comparacdo multipla de resultados paramétricos foi utilizado ANOVA
seguido de post test Tukey com nivel de significancia de p<0,05. Para a comparagéo
entre dois grupos foi utilizado o teste t de Student ndo pareado com nivel de
significancia de p<0,05. O tratamento com extrato bruto de Myrcia bella na dose e
periodo de tempo citados anteriormente, promoveu melhora no quadro diabético dos
animais através da diminuicdo dos niveis séricos de glicose, triglicérides e colesterol,
assim como diminuicdo nos sintomas de polidpsia e polifagia. O tratamento também
promoveu aumento dos niveis de glicogénio hepatico em animais diabéticos e da
expressdao das proteinas IRS-1, PI3-K e AKT, indicando um possivel efeito
glicorregulatério do extrato. O teste de toxicidade realizado em camundongos normais,
ndo apontou nenhum comportamento atipico avaliado através do “screening”
hipocratico. No entanto, foi observado aumento no tamanho dos rins de animais que
receberam o extrato, sendo necessario, portanto, mais estudos a cerca da toxicidade do
mesmo. A partir dos resultados obtidos nesse trabalho, pode-se concluir que o
tratamento com extrato bruto de Myrcia bella apresenta atividade hipoglicemiante e
hipolipidémica, agindo na diminuicdo da glicemia, em parte através dos processos de
captacdo e armazenamento de glicose pelo figado.

Palavras chave: Diabetes mellitus, Myrcia bella, plantas medicinais, sinalizacdo

intracelular.
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Abstract

Diabetes mellitus (DM) is characterized as a metabolic disorder resulting in
defects of action and/or insulin secretion, resulting in disturbances in the metabolism of
proteins, carbohydrates and lipids which can cause serious consequences to diabetic
patients, resulting in complications such as weight loss, increased blood lipid levels,
increased incidence of atherosclerosis and peripheral artery diseases, vision and kidneys
injury, and in severe cases, death. The incidence of diabetics worldwide is increasing
alarming over the years, and recent research has shown that the number of diabetics in
the population will tend to a significantly increasing in coming decades. This alarming
increase in the incidence of diabetes is due to the current lifestyles including unhealthy
habits, sedentary lifestyle and obesity. Current treatments for diabetes include the use of
exogenous insulin, as well of oral hypoglycemic agents. However, patients report
numerous side effects and discomfort caused by them. Based on this information, the
search for new agents that can act to improve diabetes has become the focus of several
studies. In this context, the study of medicinal plants that has hypoglycemic effects and
that acts in improving the diabetic state coming arousing interest of researchers.
Myrtaceae is a botanical family that has many representatives in the Brazilian flora, and
thus generates much interest in research on their species. The genus Myrcia is still not
well explored by the researchers, and there are a few studies about the hypoglycemic
activity of species in that genus. Thus, the aim of this study was to evaluate the possible
hypoglycemic activity of the crude extract of the leaves of Myrcia bella Cambess, a
plant from the Brazilian cerrado, in streptozotocin-induced diabetic mice. Diabetic (STZ
SAL and STZ EXT) and control mice (CTL SAL and CTL EXT) were treated during 21
days with saline and the crude extract of leaves of Myrcia bella at a dose of 600mg/Kg.
It were assessed physiological parameters like water and food intake, body weight, and
biochemical parameters like total cholesterol, triglycerides, blood fasting glucose and
total proteins. The levels of hepatic and muscular glycogen were evaluated as well as
the expression of some protein of signaling pathway insulin, namely IRS-1, PI3-K and
AKT. It was realized the acute toxicity test in normal mice to behavior observations and
weighing of organs from animals treated with a dose of 2000mg/Kg of the extract. The
results were expressed as mean * standard error of the mean and ANOVA followed by

Tukey post test was used for multiple comparison of parametric data with significance
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level adopted of p<0.05. For comparison between two groups unpaired Student t test
was used with significance level adopted of p<0.05. The treatment with the crude
extract of Myrcia bella at the dose and time period mentioned above, promoted
improvement in the diabetic state by lowering of serum glucose, triglycerides and total
cholesterol as well as decrease in symptoms of polydipsia and polyphagia. The
treatment promoted increase in liver glycogen levels of diabetic animals, and expression
of IRS-1, PI3-K and AKT, indicating a possible glucoregulatory effect of the extract.
The toxicity test conducted in normal mice did not reveal any unusual behavior
evaluated through hippocrat screening. However, we observed an increase in the size of
kidneys from animals which received the extract, requiring therefore more studies about
the toxicity. From the present results, we can conclude that the treatment with the crude
extract of Myrcia bella has hypoglycemic and hypolipidemic activity, acting on blood
glucose lowering through, at least in part, the processes of uptake and storage of glucose
in liver.

Keywords: Diabetes mellitus, intracellular signaling, medicinal plants, Myrcia bella.

18



Sumawio-

I 1 (0o 11 o To USSR OSSN 21
1.1 Diabetes MEITUS. ......ccuiiieiieceee et 22
1.2 - Etiologia do Diabetes Mellitus...........coviiiiieiiiie e 22
L3 INSUIING. ... ettt nreeae s 24
1.4 — Sinalizacdo insulinica e suas agdes metabolicas..........ccccoevvveveiievieve e 25
1.5 — Tratamentos atuais para 0 Diabetes mellitus ............cccccoveviiii i, 28
1.6 - Modelos experimentais de Diabetes mellitus..........cccoovienieiiiiieieee e 30
1.7 - FAMIA IMYTTACRAL ..ottt 32
1.8 - GENEIO MYICIA.....ciueeiicie ettt e e ste e raenreenee s 33

2. 0DJELIVOS. ...ttt et re e e e nreete s 36
2.1 - ODJELIVO GEIAl ..o 37
2.2 — ODJetivos ESPECITICOS .....ccveveririiieiiiieiieieese e e 37

3.MateriaiS € MELOUOS ......ccveivieiieiieiee ettt ettt reene e 38
3.1 - Obtencdo do extrato e analises farmacognosticas e qUIMICas ............ccccceverueene.. 39
312 ANIMAIS. ...ttt bbbt e st s ettt b nbe b reene e 39
3.3 - Teste Toxicidade Aguda e “Screening HipoCTatico™.........ccovvvrirvviieenisineneennn 39
3.4- Inducdo do diabetes eXperimental ............ccooerereienininseeeee e 40
3.5 — DIVISA0 A0S GIUPOS.....cueiueitiieitesiesie sttt sttt nb e bbb 40
3.6 - Tratamento com salina e com extrato bruto de Myrcia bella................c............. 40
3.7 - Avaliacao da glicemia de JEJUM.........ccuoiiiiiiieie e 41
3.8 - Avaliacdo da Ingestdo Hidrica @ AMENtar..........ccooviiiiiiieieierere e 41
3.9 — Avaliagdo d0 PESO COMPOIE0........ccvivierierieieiesie ettt 41
3.10 — Avaliacéo dos Pardmetros BioqUIMICOS..........cccoeriiiriiieieeee e 41
3.11 — Avaliacdo do Glicogénio hepatico e muscular ..........ccccoccevevevveieiciene e 41



3.12 - Extracao proteica e Western BIOtt..........ccccevveviiie e 42

4, ANANISES ESTALISTICAS ... veviiviiveiiieieie ettt 43
5 LRESUITAUOS. ...ceveeeee ettt bbb bbbttt b e b e 45
5.1 — Teste Toxicidade Aguda e “Screening HipoCTatico” ...........oevviviiieiiiieeniennns 46
5.2 — Avaliagéo da Glicemia de JEJUM........ccciiiiiiieieee e 47
5.3 — Avaliacdo da Ingestdo Hidrica e AlIMentar..........cccoccoovvvieiieeieiie s 48
5.4 — Avaliacd0o d0 PESO COIPOIEO......cviiieireieeieesteeieseesteesee e eeste e sre e e e ne s 50
5.5 — Avaliagdo dos Pardmetros Bioquimicos PIasSmAtiCos ...........ccccvvveiicierincnienn 51
5.6 — Avaliacdo do Glicogénio Hepatico e Muscular ...........c.ccoovevveveverercsn e, 52
5.7 — Andlise da Expressdo proteica por Western blott .............ccccevevevevciniecnenen, 54
I I [T oL T LY o SRS 58
L0 Tod 117 o TSSOSO P PRSP 67
8. RETEIENCIAS ....eveeieeie ettt st e et e e sreeteeneesreenne s 69
0L AANEXOS ...ttt ettt b e bR R bt Rttt e Rt et e e b et e bt e naeeanbeenbeeanre e 79
0.1 - ANEXO L et n e e 80
0.2 — ANBXO 2.ttt re e 81

20



1. Introducdio-



1.1 Diabetes mellitus
O termo Diabetes mellitus (DM) descreve uma desordem metabdlica de

etiologia multipla caracterizada por hiperglicemia cronica que acarreta alteragdes do
metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas resultante de defeitos na acdo ou
secrecdo da insulina, ou ambos. Os sintomas da hiperglicemia acentuada no paciente
diabético incluem politria (aumento do volume urinario) polidipsia (aumento da
ingestdo hidrica), polifagia (aumento da ingestdo alimentar) e significativa perda de
peso (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2011).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) o mundo encontra-se hoje no
centro de uma epidemia diabética. No ano de 1985 estimava-se que havia 30 milhdes de
pessoas diabéticas em todo o mundo, nimero este que aumentou drasticamente em um
periodo de dez anos, chegando a 135 milhGes de pessoas diabéticas. Estimativas
apontam que no ano de 2030, este numero deve alcancar 366 milhdGes de pessoas com
esta sindrome, dos quais 90% apresentardo diabetes tipo 2 (DM2). Hoje, no Brasil,
estima-se que haja cerca de 12 milhdes de pessoas diabéticas (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2012). O aumento da prevaléncia de diabetes,
principalmente em paises desenvolvidos, deve-se, sobretudo, ao crescimento e
envelhecimento populacional, maior urbanizacdo, aumento dos habitos ndo saudaveis,
assim como aumento da obesidade e do sedentarismo (FERREIRA; FERREIRA, 2009).

O diabetes, se ndo tratado, pode levar a maltiplas complicacbes que incluem
retinopatia com possiveis danos a visao, nefropatia podendo levar a insuficiéncia renal,
neuropatia periférica com risco de ulceracdes no pé e amputacdes. Pacientes com
diabetes tém risco aumentado de incidéncia de aterosclerose e doenca arterial periférica,
uma vez que o metabolismo lipidico esta alterado (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2011).

1.2 - Etiologia do Diabetes mellitus
A classificacéo proposta pela OMS e pela ADA inclui quatro classes clinicas de

DM: DM tipo 1 (DM1), DM tipo 2 (DM2), outros tipos especificos de DM e DM
gestacional (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2009) (Figura 1).

O DM1 ocorre devido a deficiéncia absoluta na producédo de insulina, em geral
ocasionada por processo autoimune, que leva a destruicao das células beta das ilhotas de

Langherans, as celulas produtoras de insulina. Pacientes com este tipo de diabetes
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dependem de tratamento com insulina exdgena para a sustentacdo da vida. A maioria
destes individuos desenvolvem anticorpos anti-ilhota pancreatica (ICA), anticorpos anti-
insulina (IAA), anticorpo contra a isoforma de 65 KDa da descarboxilase do acido
glutdmico (GADG65) e antigenos associados ao insulinoma 1A-2A. Alguns individuos
diabéticos com caracteristicas do DM1 ndo possuem evidéncias de autoimunidade e sdo
classificados como do tipo 1 idiopatico. A maior incidéncia do DM1 ocorre na infancia
e na adolescéncia (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2011).

O DM2 deve-se a deficiéncia relativa na producdo pancredtica de insulina
associada a reducdo da sensibilidade dos tecidos ao horménio, também conhecida como
resisténcia periférica a insulina. A resisténcia insulinica ocorre quando uma
concentracdo normal desse horménio produz uma resposta biolégica inadequada nos
tecidos periféricos, como o tecido adiposo e muscular. Essa resisténcia periférica a
insulina ocorre por varios fatores como por defeito na acdo da insulina em funcao do
namero menor de receptores ou afinidade menor destes pela insulina, reducdo na
quantidade de proteinas transportadoras de glicose ou na translocacdo destas do
citoplasma para a membrana, sendo esta Ultima considerada a mais importante. A
transicdo da resisténcia insulinica para o DM é determinada principalmente pela
incapacidade do péancreas em aumentar a secre¢do da insulina adequadamente em
resposta a hiperglicemia (MCLELLAN et al., 2007).

Os outros tipos especificos de DM correspondem a formas menos comuns da
doenca e estdo incluidos nessa categoria defeitos genéticos das células beta, defeitos
genéticos na agdo da insulina, doencas do péancreas exdcrino, entre outras
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2009).

O diabetes gestacional é definido como uma tolerancia diminuida a glicose, de
graus variados de intensidade, diagnosticado pela primeira vez durante a gestacao,
podendo ou ndo persistir apds o parto (WHO, 1999). Os fatores de risco associados ao
diabetes gestacional sdo semelhantes aos descritos para o diabetes tipo 2, incluindo
outros fatores como idade superior a 25 anos, ganho excessivo de peso na gravidez,
deposicdo central excessiva de gordura corporal, baixa estatura, crescimento fetal
excessivo, polidramnio (excesso de liquido amniético), hipertensdo ou pré-eclampsia na

gravidez e antecedentes obstétricos de morte fetal ou neonatal (GROSS et al., 2002).
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|. Diabetes tipo 1

« destruicao das células beta, usualmente levando a defi-
ciencia completa de insulina
A. auto-imune
B. idiopatico

ll. Diabetes tipo 2

« graus varados de diminuiciao de secrecao e resisténcia a
insulina

lll. Outros tipos especificos

A. Defeitos geneticos da funcao da celula g

B. Defeitos geneticos da acao da insulina

C. Doencas do pancreas exocrino

D. Endocrinopatias

E. Inducao por drogas ou produtos quimicos

F.  Infeccoes

G. Formas incomuns de diabetes imuno-mediado
IV. Diabetes Gestacional

Figural — Classificacao etioldgica do Diabetes mellitus (GROSS et al., 2002).

1.3 - Insulina
A insulina, hormonio relacionado diretamente ao diabetes, é o principal

horménio anabdlico que regula o metabolismo intermediario. Além de participar de
processos de crescimento e diferenciacdo celular, regula o metabolismo de proteinas,
lipidios e carboidratos. Esse horménio € secretado pelas células beta das ilhotas
pancreaticas em resposta ao aumento dos niveis circulantes de glicose e aminoacidos
que ocorre apos as refeicbes (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002).

A insulina humana, como muitos hormonios proteicos, € sintetizada como uma
proteina precursora maior, seguida de uma clivagem proteolitica, para gerar o horménio
ativo (WANG; TSOU, 1991). Desse modo, a insulina é produzida sob a forma de um
unico polipeptideo, a pré-pro-insulina, que se constitui em uma cadeia de 110
aminoacidos. Os vinte e quatro primeiros aminoacidos desta cadeia formam o peptideo
sinal ou sequéncia pré da proteina e tem a funcéo de facilitar a entrada da mesma para o
reticulo endoplasmatico. Durante esse processo, 0 peptideo sinal é separado da proteina,
resultando na formacdo da pro-insulina. Essa molécula resultante, na qual as cadeias A
(21 aminoéacidos) e B (30 aminoacidos) estao ligadas pelo peptideo C (35 aminoacidos),

é a precursora da insulina. Ela adquire sua conformac&o final pela unido das cadeias A e
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B através de duas pontes dissulfeto, sendo entéo transportada para o aparelho de Golgi
onde vai ser empacotada em granulos de estoque. Durante a formacéo e maturacdo dos
granulos secretorios, a pro-insulina é clivada por enzimas proteoliticas do tipo da
tripsina, resultando na liberacdo do peptideo C. Desse modo, as duas cadeias A e B
estdo ligadas entre si pelas pontes dissulfeto, ainda com outra ponte interna na cadeia A,
formando a molécula de insulina (STEINER et al., 1985).

1.4 — Sinalizacgdo insulinica e suas a¢des metabolicas
A insulina exerce importantes efeitos celulares metabdlicos e mitogénicos

mediados pelo seu receptor, que estad presente em praticamente todos os tecidos de
vertebrados (KAHN, 1985). O aumento da captacdo de glicose, mediado pela insulina,
ocorre através do aumento da translocacdo de vesiculas contendo transportadores de
glicose do tipo 4 (GLUT4) do citoplasma para a membrana plasmatica do adipécito e
célula muscular esquelética. Além disso, a insulina promove aumento da fosforilacdo
intracelular da glicose, aumentando a producdo de glicose-6-fosfato. Esta € entdo
convertida em glicogénio pelo processo de glicogénese e, entdo, estocado no figado e
em musculo. A insulina inibe ainda a neoglicogénse hepatica, processo este que
aumenta a formacdo de glicose e sua posterior liberacdo na corrente sanguinea
(CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002). Todos esses mecanismos Sao
importantes para a retirada de glicose da corrente sanguinea e entrada da mesma nas
células, para posterior utilizacdo como forma de energia.

A sinalizacgdo intracelular da insulina comega com a sua ligacdo a um receptor
especifico de membrana (IR), uma proteina heterotetramérica com atividade quinase,
composta por duas subunidades o e duas subunidades B, que atua como uma enzima
alostérica na qual a subunidade a inibe a atividade tirosina quinase da subunidade . A
ligagdo da insulina a subunidade o permite que a subunidade B adquira atividade
quinase levando a alteracdo conformacional da molécula e autofosforilagdo, o que
aumenta ainda mais a atividade quinase do receptor (CARVALHEIRA; ZECCHIN;
SAAD, 2002) (Figura 2). Uma vez ativado, o receptor de insulina fosforila varios
substratos proteicos em tirosina. Atualmente, dez substratos do receptor de insulina ja
foram identificados. Quatro desses pertencem a familia dos substratos do receptor de

insulina denominada IRS (WHITE, 1998). Uma das principais moléculas ativadas pelas
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proteinas IRS ¢é a PI3K, importante na regulacdo da mitogénese, metabolismo de
glicose, diferenciacdo celular e para o processo de translocacdo do GLUT4. Outro
grupo de proteinas, pertencentes a familia de proteinas AKT (AKT1, AKT2 e AKT3),
também chamadas de proteinas quinase B, é composta por proteinas quinase de
serina/tirosina que desempenham importante papel na sinalizacdo celular de mamiferos.
A fosforilacdo da AKT, que ocorre pela a¢do da proteina P13-K, resulta em varias aces
intracelulares da insulina, como, por exemplo, o aumento do transporte de glicose
através da estimulacdo de vesiculas contendo GLUT4 do citoplasma para a membrana

celular em masculo e tecido adiposo (BRYANT et al., 2002).
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Figura 2- Resposta dos tecidos periféricos a acdo da insulina apés interacdo com seu receptor
(CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002).

No figado, a insulina é responsavel por promover a oxidacdo da glicose
(glicdlise) e o seu armazenamento como glicogénio (glicogénese), além de inibir a
neoglicogénese (sintese de glicose a partir de compostos que ndo sdo carboidratos,
como aminoacidos, lactato e glicerol) e a glicogendlise (quebra de glicogénio realizada
por retirada sucessiva de moléculas de glicose), o que ird reduzir a produgéo hepatica de
glicose.

Na neoglicogénese, a insulina inibe diretamente a transcricdo de genes que
codificam a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), enzima chave no controle
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desse processo. O hormonio também diminui a taxa de transcricdo de genes que
codificam as enzimas frutose-1,6-bifosfatase e a glicose-6-fosfatase responsaveis pela
formacdo de glicose-6-fosfato que sera posteriormente liberada na corrente sanguinea
como glicose, e aumenta a transcricdo de genes que codificam enzimas glicoliticas
como a glicoquinase e a piruvato quinase, enzimas responsaveis pela oxidacdo da
glicose para posterior utilizagcdo no ciclo de Krebs (PILKS; GRANER, 1992;
SURTHERLAND et al., 1996) (Figura 3).

A acdo da insulina sobre a glicogendlise é obtida por desfosforilacdo da enzima
glicogénio sintase. Apos estimulo com insulina, a AKT fosforila e inativa a enzima
glicogénio sintase quinase 3 (GSK-3), responsavel por fosforilar a glicogénio sintase.
Desse modo, ocorre diminuicdo da taxa de fosforilacdo desta, aumentando entdo a sua
atividade (CROSS et al., 1995). A insulina também ativa a proteina fosfatase 1, por um
processo dependente da PI3-K, que desfosforila a glicogénio sintase diretamente
(BRADY et al., 1997).

Na célula muscular e no adipdcito, a insulina é importante para promover a
captacdo de glicose, sua utilizacdo como fonte energética, bem como a estocagem do
excedente, quer na forma de glicogénio, quer na forma de gordura. A captacdo de
glicose nestes tecidos depende como dito anteriormente, da translocagdo do
transportador de glicose GLUT4 para a membrana da célula, estimulada pela insulina,
através da interacdo das proteinas descritas anteriormente (BAVILONI et al., 2010).

A insulina estimula, ainda, a lipogénese (sintese de &cidos graxos) no figado e
nos adipdcitos e reduz a lipélise (quebra dos triglicerideos) bem como aumenta a sintese
e inibe a degradacdo proteica nos tecidos (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002).
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Figura 3 — Regulacdo do metabolismo de glicose pelo figado (CARVALHEIRA; ZECCHIN;
SAAD, 2002).

1.5 — Tratamentos atuais para o Diabetes mellitus
Os tratamentos atuais para DM incluem a insulinoterapia, através do uso da

insulina exdgena, e a administracdo de drogas alopaticas como sulfoniluréias
(glibenclamida), biguanidas (metformina) e inibidores da alfa-glicosidase (acarbose e
miglitol), podendo ou ndo ser administradas em conjunto (HSU et al., 2009).

Os agentes hipoglicémicos orais exercem seus efeitos na reducdo da glicemia
através de uma variedade de mecanismos que incluem a reducdo na producdo de glicose
hepatica (metformina), aumento na secrecéo de insulina pelas células beta do pancreas
(secretagogos de insulina como as sulfoniluréias), melhora da sensibilidade a insulina
(metformina e tiazolidinediona) e inibicdo da digestdo e absorcdo da glicose intestinal
(inibidores de alfa-glicosidase como acarbose e miglitol) (CHENG; FUNTUS, 2005).

A metformina ¢ um derivado da guanidina, um composto hipoglicemiante
proveniente da planta Galega officinalis. Essa erva medicinal, também conhecida como
Lilac francés, foi usada durante séculos na Europa como tratamento para o diabetes
desde a época medieval (BAILEY; DAY, 1989) A metformina apresenta efeito
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sensibilizador periférico para a insulina. No figado, este medicamento promove a
inibicdo da neoglicogénese e glicogendlise, e estimula a glicogénese. Em outros tecidos
periféricos, principalmente na musculatura esquelética, este medicamento é responsavel
pelo aumento da captacdo de glicose provocando rapida reducédo da glicemia plasmatica.
No adipdcito, a metformina inibe a lipolise e a disponibilidade de &cidos graxos livres.
Tem sido descrito que esta droga aumenta o nimero e melhora a afinidade dos
receptores de insulina, tanto no adipécito quanto no tecido muscular. Em nivel celular
foi demonstrado que a mesma aumenta a atividade tirosina quinase do receptor de
insulina, estimulando a translocacdo do transportador GLUT4 e a atividade da enzima
glicogénio sintase (SANTOS et al.,, 1995). Diferentemente dos secretagogos, a
metformina ndo aumenta os niveis plasmaticos de insulina (BAILEY; TURNER, 1996).

As sulfoniluréias, como a clorpropamida, glibenclamida, gliclazida, glipizida, e
a glimeperida, sdo drogas com acdo hipoglicemiante que atuam no pancreas
aumentando a secrecdo de insulina. Elas se ligam aos seus receptores na superficie das
células beta pancreéticas, que sdo intimamente ligadas com subunidades dos canais de
K" sensiveis ao ATP, induzindo o fechamento desses canais com consequente inibicio
da saida dos ions potassio, desencadeando o processo de despolarizacdo da membrana e
secrecao de insulina. Entretanto, esses farmacos ndo afetam a sensibilidade a insulina e
podem causar efeitos indesejaveis como hipoglicemia e ganho de peso, e, a longo prazo,
danos renais e hepaticos (CHENG; FUNTUS, 2005).

As tiazolodinedionas, como a rosiglitazona e a pioglitazona, sdo farmacos
sensibilizadores da acdo da insulina, uma vez que aumentam a expressao de genes que
codificam proteinas envolvidas no metabolismo de glicose e lipideos (GOMES, 2006).
Estudos em modelos animais tém demonstrado que as tiazolodinedionas melhoram e
preservam a funcdo das células beta pancreaticas (CHENG; FUNTUS, 2005). Por outro
lado, seu uso provoca efeitos adversos tais como ganho de peso, edema,
hepatotoxicidade e insuficiéncia cardiaca congestiva (CHENG; FUNTUS, 2005;
GOMES, 2006).

Os inibidores da alfa-glicosidase, como a acarbose e o miglitol agem como
antagonistas enzimaticos da alfa-amilase e diminuem a absorgdo intestinal da glicose
(JENMEY et al., 1993; SEGAL, 1997). Estes medicamentos ndo interferem na secrecao

de insulina, e diminuem a glicemia de jejum e a hiperglicemia pds-prandial. No entanto,
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efeitos indesejaveis como diarreias e dores abdominais também ocorrem com 0 seu uso
(ARAUJO; BRITTO; PORTO DA CRUZ, 2000).

1.6 - Modelos experimentais de Diabetes mellitus
A inducéo do diabetes experimental em modelos animais é realizada através do

uso de substancias que destroem seletivamente as células beta do pancreas, produtoras
de insulina. As substancias mais utilizadas para inducdo do diabetes em roedores sdo a
aloxana e a estreptozotocina (SZKUDELSKI, 2001). Ambas séo citotdxicas, analogos
da glicose e, embora as suas citotoxicidades ocorram através de diferentes mecanismos,
0 modo de captacdo de ambas as substancias pelas células beta do pancreas é o mesmo,
ocorrendo através do transportador de glicose do tipo GLUT 2 (LENZEN, 2008).

A estreptozotocina (STZ) é um glicosideo nitrosuréia natural isolado do fungo
Streptomyces achromogenes. Este xenobidtico tem sido usado para induzir tanto o DM1
quanto o DM2, dependendo da concentracdo, dose e via de administracdo (NEGRI,
2005; SZKUDELSKI, 2001). Quando utilizada em animais, determina uma severa
deficiéncia de insulina com quadro de hiperglicemia. Na dose de 160 a 250 mg/Kg,
apresenta efeito citotoxico direto nas células beta de camundongos, causando danos no
acido desoxirribonucléico (DNA), como fragmentacdo e alquelagdo do mesmo,
exaurindo a nicotina adenina dinucleotideo (NAD+), que inibe a biossintese e a
secrecdo de insulina e, deste modo, dando inicio a morte das células beta, através da
deplecdo de energia. Duas horas apos a injecdo de STZ ja se observa hiperglicemia
devido a diminuicdo nos niveis de insulina no sangue. Cerca de seis horas depois, com a
destruicdo das células beta e concomitante liberacdo do contetdo de insulina presente
nas mesmas, ocorre hipoglicemia, com consequente diminuicdo da glicose sanguinea.
Finalmente, dias depois, a hiperglicemia se desenvolve e ocorre diminuicéo irreversivel
dos niveis de insulina no sangue (WEST et al., 1996). Estas alteracfes na glicemia e
insulinemia refletem as alteragdes causadas nas células beta. Em doses sub-
diabetogénicas (40mg/kg) a STZ pode produzir insulite pancreatica, ocasionando
inflamacdo com morte progressiva das células beta levando ao quadro de diabetes.
Tratamentos com pequenas concentracbes e em dias consecutivos culminardo com o
aparecimento de lesGes inflamatdrias nas ilhotas através de reacdo imune mediada pelas
células T (LEZEN, 2008).
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A aloxana, um derivado de pirimidina, tem sua acdo no péancreas através da
rapida captacao pelas células beta pancreéticas, o que tem sido proposto como uma das
caracteristicas mais importantes que determinam a diabetogenicidade dessa substancia.
Outro aspecto importante em relacdo a diabetogenicidade da aloxana € a formacdo de
espécies reativas de oxigénio, que tém como um de seus alvos o DNA das ilhotas
pancredticas, ocasionando sua fragmentacdo e quebra. Apesar da caracteristica
diabetogénica da aloxana, muitos pesquisadores sugerem que sua seletividade de acédo
ndo é muito satisfatoria (SZKUDELSKI, 2001). Apesar de ser um bom modelo para a
inducdo do diabetes, hd muitos problemas devido a sua instabilidade quimica,
metabolismo rapido e alguns outros fatores, como dieta e idade, que tornam quase
impossivel estabelecer uma relagdo clara entre as doses da mesma e sua concentracdo
efetiva no pancreas (MARLES; FARNSWORTH, 1995).

Ambos o0s agentes quimicos, aloxana e estrepzotocina, induzem uma deficiéncia
da producdo de insulina pela morte das células beta. Embora os mecanismos de
captacdo de ambas as substancias pelas células beta pancreéticas via transportadores de
glicose GLUT2 e resultante morte das mesmas por necrose sejam idénticos, a acdo
toxica da aloxana é mediada via espécies reativas de oxigénio, e da estreptozotocina via
alquelacdo do DNA das células beta (Figura 4). No entanto, devido a maior estabilidade
quimica da estreptozotocina em relacdo a aloxana, a primeira tem sido o agente mais

usado para reproducéo do diabetes em roedores (LENZEN, 2008).
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Figura 4 — Efeitos tdxicos da estreptozotocina e da aloxona em células beta pancreaticas em
modelo de diabetes experimental (LENZEN, 2008).

1.7 - Familia Myrtaceae
Inserida na ordem Myrtales, a familia Myrtaceae (do grego Myrtus = perfume) é

uma familia botanica com cerca de 140 géneros e aproximadamente 5.600 espécies de
arvores e arbusto (WILSON et al., 2001) e que possui a América tropical e a Australia
como seus dois principais centros de desenvolvimento, embora ocorra em outras regides
do mundo. E considerada uma das mais importantes familias em diversidade de espécies
nos neotropicos, compreendendo de 10 a 15% da vegetacdo ao longo da Mata Atlantica
e dos Cerrados brasileiros (OLIVEIRA-FILHO; FONTES, 2000). Myrtaceae aparece
como a terceira familia mais representativa dos cerrados brasileiros e pode ser
considerada dominante em nimero de espécies, nimero de individuos e na area basal
total em algumas florestas Umidas do leste do Brasil (MORI et al., 1983). O cerrado é
considerado uma das mais ricas vegetacdes do mundo e ocorre principalmente na regido
centro-norte do Brasil, representando cerca de um terco da biota brasileira, cobrindo
mais de 20% do territdrio brasileiro, sendo a segunda em termos de cobertura de area
nacional (FELFILI; SILVA-JUNIOR,1993).
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No Brasil ocorrem 25 géneros e aproximadamente 1.200 espécies de Myrtaceae
(LANDRUM; KAWASAKI, 1997), sendo que todos o0s representantes nativos
pertencem a subfamilia Myrtoideae composta por 15 tribos. Destas, a mais rica é
Myrteae (WILSON et al., 2005; LUCAS et al., 2007), distribuida em regides tropicais,
subtropicais e maritimas e que compreende todas as mirtaceas americanas. E composta
por aproximadamente 49 géneros e cerca de 2.500 espécies sendo a mais diversificada
tribo em relacdo ao numero de géneros da familia (LUCAS et al., 2007) e se divide em
trés subtribos, Eugeniinae, Myrciinae e Myrtinae (LANDRUM; KAWASAKI, 1997).
Dentro da tribo Myrteae, 0s géneros mais representativos em espécies séo Eugenia, com
aproximadamente 1.000 espécies, Myrcia, com aproximadamente 760 espécies,
Psidium, com aproximadamente 92 espécies e Campomanesia, com aproximadamente

37 espécies.

1.8 - Genéro Myrcia
Espécies do género Myrcia tém sido utilizadas na medicina popular como

adstringentes, diuréticos, para o tratamento do Diabetes mellitus, para estancar
hemorragias e no tratamento de hipertensdo e ulceras (RUSSO, 1990).

As plantas, conhecidas como “pedra-hume-caa” ou planta insulina, sdo utilizadas
no tratamento do diabetes segundo o conhecimento empirico indigena e africano, que
influenciaram a formacédo da cultura brasileira. As espécies mais relacionadas ao home
popular de “pedra-hume-caa” sdo Myrcia sphaerocarpa, Myrcia citrifolia, Myrcia
guianensis, Myrcia uniflora, Myrcia multiflora, Myrcia salicifolia e Myrcia speciosa
(JORGE; AGUIAR; SILVA, 2000; LIMBERGER et al., 2004; MATSUDA et al.,
2001, 2002; YOSHIKAWA et al., 1998, 2002). Em relacdo ao grande ndmero de
espécies dentro do género, ainda sdo escassos 0s trabalhos sobre as mesmas,
principalmente em relacdo a estudos que avaliam suas potenciais propriedades
hipoglicemiantes. Os dados apresentados a seguir sao alguns dos poucos encontrados na
literatura a respeito de espécies do género Myrcia.

Estudos sobre a atividade hipoglicemiante do extrato de Myrcia uniflora
revelaram que o mesmo, administrado durante trés semanas em animais diabéticos
induzidos por estreptozotocina, reduziu os niveis de glicemia de jejum, a polifagia e
polidpsia, assim como o volume urinério, além de inibir a absorcdo de glicose intestinal,

promovendo melhora no quadro diabético dos animais (PEPATO et al., 2003).
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Miura; Mizutani; Ishida (2006) estudaram a possivel atividade hipoglicemiante
do extrato hidroalcoolico de Myrcia speciosa. Os resultados obtidos mostraram que o0
extrato administrado nas doses de 500 e 1500mg/Kg diminuiu os niveis glicémicos de
camundongos geneticamente modificados para diabetes tipo 2, indicando uma atividade
hipoglicemiante do mesmo.

Estudos a respeito da atividade hipoglicemiante de Myrcia multiflora ja foram
demonstrados através do tratamento com extratos brutos, decocgdes e algumas
substancias isoladas. Myrcia multiflora € uma espécie encontrada no Brasil e
amplamente utilizada para o tratamento do diabetes nos paises da América do Sul.
Estudos com esta espécie mostraram uma potente atividade inibitoria da enzima aldose
redutase em ratos (MATSUDA et al., 2001, 2002; YOSHIKAWA et al., 1998) uma
enzima chave na via dos poliois que catalisa a reducdo de glicose a sorbitol. O sorbitol
se difunde através das membranas celulares, e seu acimulo pode causar complicacdes
cronicas como retinopatia e catarata (MATSUDA et al., 2002). Myrcia multiflora
demonstrou também inibicdo da enzima alfa glicosidase, enzima esta responsavel pela
absorcédo de glicose no intestino delgado. Os autores sugerem a atividade inibitoria de
tais enzimas pela presenca dos flavonoides isolados do extrato como myrciacitrinas,
glicosideos e myrciafenonas (YOSHIKAWA et al., 1998). Trés novos derivados de
flavonoides, myrciacitrina I11, IV e V e dois previamente conhecidos, myrciacitrina | e
Il foram isolados das folhas de Myrcia multiflora, apontados como os responsaveis pela
atividade inibitdria das enzimas descritas anteriormente (MATSUDA et al., 2002).

Dentre as varias espécies de Myrcia encontradas nos cerrados do estado de S&o
Paulo, Myrcia bella Cambess. é caracterizada como um arbusto que floresce de outubro
a novembro e frutifica de novembro a dezembro. Trabalhos acerca desta espécie ainda
sd0 escassos e ndo ha, até o momento, nenhum estudo que avalie sua potencial atividade
hipoglicemiante. Estudos a respeito da quimica do extrato bruto de Myrcia bella estdo
em andamento. Saldanha et al. estudaram o perfil quimico do extrato bruto das folhas de
Myrcia bella e tal estudo revelou a presenca de acidos fendlicos e flavonoides
glicosilados (ligados a uma molécula de agucar) derivados de quercetina e miricetinas,
além de flavonoides glicosilados acilados (ligados a uma molécula de acido galico
esterificado na molécula de actcar) (em fase de elaboracdo)!. Uma vez que alguns dos
compostos encontrados no extrato bruto hidroalcoolico (etanol 70%) das folhas de
Myrcia bella estdo presentes também das folhas de Myrcia multiflora, pode-se inferir
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que tais compostos apresentam a atividade hipoglicemiante descrita neste trabalho,
assim como apresentaram no estudo de Matsuda et al. (2002). No entanto, mais estudos
abrangendo tais moléculas sdo necessarios para confirmacdo da atividade bioldgica

relacionado as mesmas.

1 SALDANHA, L. L; ALMEIDA, L. F. R; XIMESES, V. F.; VILLEGAS, W.; DOKKEDAL, A. L. Chemical
characterization by HPLC — EST — MS/MS, radical — scavenger and allelopathic activity of Myrcia bella Cambess.

leaves extract. A ser publicado pela Journal of Natural Products.
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2.0bjetivoy



2.1 - Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi o de avaliar a possivel atividade

hipoglicemiante do extrato bruto de Myrcia bella em camundongos induzidos ao

diabetes por administracdo de estreptozotocina.

2.2 — Objetivos Especificos

Avaliar ingestdo hidrica, ingestdo alimentar e peso corporeo de camundongos
normais e diabéticos tratados durante 21 dias com salina ou com extrato bruto de
Myrcia bella na dose de 600mg/Kag.

Avaliar glicemia de jejum, triglicérides, colesterol total e proteinas totais de
camundongos normais e diabéticos tratados durante 21 dias com salina ou com
extrato bruto de Myrcia bella na dose de 600mg/Kg.

Quantificar os niveis de glicogénio hepatico e muscular de camundongos
normais e diabéticos tratados durante 21 dias com salina ou com extrato bruto de
Myrcia bella na dose de 600mg/Kg.

Determinar a expressdo das proteinas IRS-1, PI3-K e AKT, participantes da via
de sinalizacdo insulinica, assim como suas formas fosforiladas em figado de
camundongos normais e diabéticos tratados durante 21 dias com salina ou com
extrato bruto de Myrcia bella na dose de 600mg/Kg.

Avaliar a toxicidade aguda do extrato bruto de Myrcia bella administrado em na

dose Unica de 2000mg/Kg em camundongos normais.
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3.Materiouis e
Méetodos



3.1 - Obtencéao do extrato e analises farmacogndsticas e quimicas
Conforme o aspecto multidisciplinar do grupo envolvido no Projeto Tematico

aprovado pela Fapesp sob o protocolo niumero 09/52237-9, a coleta e identificacdo do
material boténico, a obtengdo do extrato, a etapa farmacogndstica e o isolamento e
identificagdo dos principais componentes do extrato, ocorreram sob a responsabilidade
de outros membros do grupo, sobretudo da Profa. Dra. Anne Ligia Dokkedal Bosqueiro
(FC, UNESP, Bauru).

3.2- Animais

Foram utilizados camundongos Swiss albino machos com 60+10 dias de idade,
provenientes do Biotério Central da UNESP, localizado no Campus de Botucatu, SP e
do Biotério Central da Unicamp, Cemib, Unicamp, SP. Os animais foram mantidos sob
temperatura controlada (23 £ 2°C) em ciclo de iluminacdo claro-escuro (12 horas), com
livre acesso a comida e agua, recebendo racdo balanceada e agua ad-libitum. Todos 0s
experimentos obedeceram ao protocolo experimental que foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica na Experimentacdo Animal, do Instituto de Odontologia da Unesp
Aracatuba (Processo numero 01741-2012 — Anexo 1).

3.3 - Teste Toxicidade Aguda e “Screening Hipocratico”
Camundongos Swiss machos foram divididos em 2 grupos (n=10) (CTL SAL e

CTL EXT), deixados em jejum por um periodo de 4 horas. Apds este periodo foi
administrado, por gavagem, salina (ImL/Kg) ou extrato bruto de M. bella na dose de
2000mg/Kg, de acordo com os grupos. Os animais tiverem seus comportamentos
observados aos 30, 60, 120, 240 e 360 minutos apos a realizacdo da gavagem (anexo 2).
Os parametros avaliados pelo “screnning” hipocratico sdo descritos por Brito (1994).
Ap0s observacdo comportamental, 0s animais tiveram seus pesos analisados durante 14
dias e ao final deste periodo todos os animais foram mortos por decapitacéo para analise
e peso de alguns 6rgdos vitais (figado, rins, pulmao, coracdo e bago). Os dados foram

expressos pelo arcoseno do peso do 6rgao/peso do animal.
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3.4- Inducao do diabetes experimental
A inducdo do diabetes foi realizada através de injecdo Unica de estreptozotocina

(Sigam® - St. Louis, MO) (STZ) na dose de 150mg/kg, em camundongos em jejum de
12 a 14 horas. A STZ foi dissolvida em tampdo citrato (pH 4,5), e injetada por via
intraperitoneal. Os animais foram deixados em jejum por mais 3 horas apés a injecéo.
Apdbs um periodo de 7 dias, os camundongos foram novamente deixados de jejum (10 a
12 horas ) e a glicemia foi medida com glicosimetro (One Touch — Johnson &
Johnson). Os animais que apresentaram glicemia de jejum superior a 250mg/dL foram
considerados diabéticos e incluidos nos diferentes grupos.

3.5 — Divisao dos Grupos
Para formar os grupos experimentais 0s animais foram aleatoriamente divididos

em 4 grupos:

- Grupo controle salina (CTL SAL): animais normais tratados com salina.

- Grupo controle tratado (CTL EXT): animais normais tratados com extrato bruto de
Myrcia bella.

- Grupo diabético salina (STZ SAL): animais induzidos ao diabetes pela administracéo
de estreptozotocina e tratados com salina.

- Grupo diabético tratado (STZ EXT) : animais induzidos ao diabetes por administracdo
de estreptozotocina e tratados com extrato bruto de Myrcia bella.

3.6 - Tratamento com salina e com extrato bruto de Myrcia bella

Os animais CTL SAL e STZ SAL receberam diariamente, por gavagem, solucéo
salina (0,99 NaCl/100 mL &gua) na dose de 1mL/Kg, durante 21 dias consecutivos. Os
animais dos grupos CTL EXT e STZ EXT receberam diariamente, por gavagem, extrato
bruto de Myrcia bella na dose de 600mg/Kg (diluido em salina) de peso corpdreo
durante 21 dias consecutivos. A gavagem foi realizada uma vez ao dia, sempre no
mesmo horario, entre 7 e 9 horas da manha. Ao final do tratamento, os camundongos
foram mortos por decapitacdo e foram coletados sangue para andlises bioquimicas,
figado e masculo gastrocnémio para determinacdo do conteddo de glicogénio e figado

para expressao proteica por Western Blott.
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3.7 - Avaliacéo da glicemia de jejum
Animais de todos os grupos foram deixados em jejum de 10 a 12 horas e tiveram
a glicemia medida com Glicosimetro (One Touch Jonshon & Jonshon) a cada sete dias

do tratamento.

3.8 - Avaliacdo da Ingestao Hidrica e Alimentar
Animais de todos os grupos tiveram suas ingestdes hidrica e alimentar

mensuradas diariamente.
A ingestdo alimentar foi corrigida pelo peso dos animais e expressa em

gramas/Kg de peso.

3. 9 — Avaliacéo do Peso Corpdreo
Animais de todos os grupos foram pesados diariamente durante o tratamento em

balanca eletronica (Fiziola) e 0s pesos expressos em gramas.

3.10 — Avaliagéo dos Parametros bioquimicos
Ao final do tratamento, os camundongos de todos os grupos foram deixados em

jejum por um periodo de 12 horas. Apds esse periodo, os animais foram decapitados e o
sangue coletado foi centrifugado a 1500 rpm durante 10 minutos. O soro obtido foi
utilizado para quantificacdo de triglicérides, colesterol total e proteinas totais através de
kits comerciais (Doles®, Goias, Brasil) e quantificados em espectrofotémetro (BioTek®
— PoweWave XS).

3.11 — Avaliacdo do Glicogénio hepatico e muscular
Foram removidos cerca de 300 a 500mg de amostras de figado e cerca de 150 a

300mg de musculo gastrocnémio dos animais de todos os grupos estudados e digeridos
em 2 mL de solugdo de KOH 30% em tubos Falcon em banho Maria fervente por 1
hora. Apos esta fase, foi acrescentado 0,2mL de Na,SO, e o material foi agitado. Em
seguida, foi adicionado 6,0mL de etanol, agitado novamente e levado ao banho Maria.
O material foi centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos a 22 °C e o sobrenadante foi
descartado. O precipitado foi entdo ressuspendido em 2 mL de agua destilada quente.
Posteriormente, foi acrescentado 6,0mL de etanol e o material foi agitado e aquecido em
banho Maria e novamente centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos a 22°C. O

precipitado foi diluido em 15 uL de solucéo fenol e 2 mL de &cido sulfurico. Apos
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diluicdo do precipitado o conteudo foi levado ao banho fervente por 15 minutos e entéo
foi quantificado por espectrofotometria a 490nm (RAFACHO et al., 2007).

3.12 - Extracédo proteica e Western blott
Por¢des do figado foram homogeneizadas (Polytron PT 1200C) em coquetel

anti-protease a 4°C. Apo6s 20 minutos de centrifugacdo em 12.000 rpm a 4°C, o
conteddo de proteinas totais do sobrenadante foi determinado por espectrofotometria
através do método de Bradford, utilizando kit comercial (Bio-Rad Kit, Hercules, CA)
com albumina como padréo. Aliquotas contendo 100 g de proteina total foram fervidas
a 100°C por 4 minutos em 30% do volume em tampdo Laemmli (fosfato de Na 1M pH
7,0, 10% SDS, 10% B-mercaptoetanol, 50% glicerol, 0,1% azul de bromofenol). As
amostras foram fracionadas em sistema de eletroforese (Mini Protean Il - Bio-Rad) em
gel de poliacrilamida com o tamanho dos poros adequado para cada peso molecular.
Apos eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose (Bio-
Rad) na presenca de 20% de metanol e 0,02% de SDS em voltagem constante de 120
Volts. A membrana foi entdo saturada com solucdo bloqueadora contendo BSA 5% em
solugdo basal (10mM Trisma base, 150mM NaCl, 0,05% Tween 20) “overnight”. Em
seguida a membrana foi lavada com solugcdo basal a temperatura ambiente (TA). As
proteinas foram detectadas na membrana apos incubacdo por 3h a 4 °C com anticorpo
primario especifico para cada uma em solucdo basal contendo albumina 3%, seguida de
lavagem e incubacdo por uma hora e meia com anticorpo secundario conjugado com
peroxidase-HRP em solucdo basal contendo leite desnatado 1% a TA. As membranas
foram lavadas e incubadas em sala escura com substrato luminol quimioluminescente
(Pierce) e expostas ao filme auto-radiografico (Kodak T-Mat G/RA). As intensidades

das bandas foram quantificadas por densitometria (RAFACHO et al., 2007).
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4. Analises
tstatusticas



Os resultados foram expressos como media + erro padrdo da média. Para
comparagdo multipla de resultados paramétricos foi utilizado ANOVA seguido de post
test Tukey e, para comparacdo de dois grupos, teste t de Student. O nivel de

significancia adotado foi p<0,05.
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5 Resudtados



5.1 — Teste Toxicidade Aguda e “Screening Hipocratico”
O extrato bruto de Myrcia bella administrado na dose de 2000mg/Kg em

animais normais (CTL EXT), ndo causou nenhuma alteracdo nos parametros
comportamentais analisados em relagdo aos animais tratados apenas com salina (CTL
SAL) (anexo 2). Nao ocorreram mortes ao longo do periodo de 14 dias de observacao.
Os pesos dos animais ndo apresentaram nenhuma diferenca entre os grupos (Figurab).
Orgéos como figado, bago, rins, pulmdes e coragio foram pesados (g) e divididos pelo
peso dos animais (Kg). Ocorreu aumento no peso dos rins dos animais tratados com
extrato (14,27+0,47) em relacdo aos tratados com salina (12,72+0,71), p<0,05, n=10

(tabela 1). Ndo houve diferenca significativa em relacdo ao peso dos demais 6rgaos.

—a— CTL SAL
—=&— CTL EXT
54
52
_ 50 T I !
o 1 " "
D 48 I | . Pt
8 N e gl S b B
846_ ‘ / '/\,/'/ |
o 1
0 [ -
(O]
O 444
42
40 I I I I I I I I I I I I I 1

Figura 5 — Efeito da administragdo aguda de salina (CTL SAL) e do extrato bruto de M. bella
(2000mg/Kg — CTL EXT) sobre o peso corporeo de camundongos normais, n=10. Teste t
Student.

46



Tabela 1 - Efeito da administracdo aguda de salina (1mL/Kg) ou do extrato bruto de M. bella

(2000mg/Kg) sobre o peso dos 6rgdos de camundongos machos.

Peso dos 6rgéos (g/KQg) CTL SAL CTL EXT
Baco 4,04+0,32 4,71+0.53
Coracdo 4,81+ 0,12 5,06% 0,24
Figado 55,85+ 1,72 58,66+ 1,29
Pulmao 8,94+ 0.92 9,67 +0.36
Rim 12,73+0,41 14,27+0.47*

CTL SAL — animais normais tratados com salina. CTL EXT — animais normais tratados com
extrato bruto de M. bella (2000mg/Kg). Valores expressos como média + S.E.M. *vs CTL
SAL, p<0,05, n=10.Teste t Student.

5.2 — Avaliacao da Glicemia de Jejum
Os animais diabéticos induzidos com estreptozotocina (STZ SAL) apresentaram

valores de glicemia de jejum estatisticamente superiores em relacdo aos animais do
grupo controle tratados com salina (CTL SAL) (p<0,001), confirmando a efetividade do
estabelecimento do diabetes. Os animais diabéticos tratados durante 21 dias com o
extrato bruto de M. bella apresentaram diminui¢do da glicemia a partir do sétimo dia de
tratamento, quando comparados com o0s animais diabéticos tratados com salina,
mantendo-se até o final do mesmo (Figura 6) (p<0,05). No sétimo dia de tratamento
ocorreram 36% de diminuicdo da glicemia de jejum dos animais STZ EXT quando
comparados aos animais do grupo STZ SAL, seguido de 41,3% e 33,3% no 14° e 21°
dia, respectivamente. N&o houve diferenca na glicemia entre os animais dos grupos
controle (CTL SAL e CTL EXT).
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Figura 6 — Glicemia de jejum (mg/dL) de animais controles e diabéticos tratados com salina
(CTL SAL e STZ SAL) ou extrato bruto de M. Bella durante 21 dias na dose de 600mg/Kg
(CTL EXT e STZ EXT). * vs STZ SAL; @ vs CTL SAL, & vs STZ EXT, p<0,05, n=8.
ANOVA seguido de post test Tukey.

5.3 — Avaliacao da Ingestdo Hidrica e Alimentar
Animais diabéticos tratados com salina (STZ SAL) apresentaram aumento

significativo na ingestdo hidrica em relacdo ao grupo controle tratado com salina (CTL
SAL) (p<0,001), sintoma caracteristico do quadro diabético, denominado polidpsia.
Animais diabéticos tratados com extrato bruto de M. bella (STZ EXT) apresentaram
diminuicdo de 42% na ingestdo hidrica quando comparados aos animais diabéticos
tratados com salina (STZ SAL) (Figura 7) (p<0,001). N&o houve diferenca entre os
grupos controles (CTL SAL e CTL EXT).

Em relacdo a ingestdo alimentar, animais diabéticos tratados com salina (STZ
SAL) apresentaram aumento significativo em relagdo ao grupo controle tratado com
salina (CTL SAL) (p<0,001), sintoma caracteristico do quadro diabético, denominado
polifagia. Animais diabéticos tratados com extrato bruto de M. bella (STZ EXT)
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apresentaram diminuicdo de 38,46% na ingestdo alimentar comparados aos animais
diabéticos tratados com salina (Figura 8) (p<0,001). N&do houve diferenca entre os

grupos controles (CTL SAL e CTL EXT).
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Figura 7 - Ingestdo hidrica (mL/animal) de animais controles e diabéticos tratados com salina

(CTL SAL e STZ SAL) ou com extrato bruto de M. Bella durante 21 dias na dose de
600mg/Kg (CTL EXT e STZ EXT). *vs STZ SAL; @vs CTL SAL, & vs STZ EXT, p<0,05,

n=8. ANOVA seguido de post test Tukey.
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Figura 8 - Ingestdo alimentar (g ragdo/100g peso corporeo) de animais controles e diabéticos
tratados com salina (CTL SAL e STZ SAL) ou com extrato bruto de M. Bella durante 21 dias
na dose de 600mg/Kg (CTL EXT e STZ EXT). *vs STZ SAL; @vs CTL SAL, & vs STZ EXT,
p<0,05, n=8. ANOVA seguido de post test Tukey.

5.4 — Avaliacao do Peso Corporeo
O peso dos animais diabéticos tratados com salina (STZ SAL) apresentou

diminuicdo significativa em relacdo ao peso dos animais controle normais tratados com
salina (CTL SAL) a partir do sétimo dia de tratamento, mantendo-se inferior até o final
do mesmo (p<0,05) (Figura 9).

Ocorreu diminuicdo do peso dos animais controles tratados com extrato (CTL
EXT) em relacdo aos animais controles tratados com salina (CTL SAL) no sétimo e
décimo quarto dia de tratamento (p<0,05). No entanto, ndo houve diferenca significativa
entre 0s pesos dos animais diabéticos dos grupos STZ SAL e STZ EXT.
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Figura 9 — Peso corpo6reo de animais controles e diabéticos tratados com salina (CTL SAL e
STZ SAL) ou com extrato bruto de M. Bella durante 21 dias na dose de 600mg/Kg ( CTL EXT
e STZ EXT). @vs CTL SAL, p<0,05, n=8. ANOVA seguido de post test Tukey.

5.5 — Avaliacdo dos Parametros Bioguimicos Plasmaticos
A tabela 2 apresenta os parametros bioquimicos avaliados e suas diferencas entre

0s grupos estudados. Os niveis de triglicérides mensurados a partir do soro coletado
estiveram aumentados em animais diabéticos do grupo STZ SAL quando comparados
aos animais dos grupos CTL SAL. O mesmo ocorreu em relacdo aos niveis de colesterol
total. O tratamento com extrato bruto de Myrcia bella provocou diminui¢do dos niveis
de triglicérides e colesterol total dos animais normais e diabéticos (CTL EXT e STZ
EXT) em relagdo aos animais normais e diabéticos tratados com salina (CTL SAL e
STZ SAL) respectivamente, p<0,05 (Tabela 2). A diminuicéo foi de 24,8% e 45,5% em
relacdo aos niveis de triglicérides de animais dos grupos CTL EXT e STZ EXT quando
comparados aos grupos CTL SAL E STZ SAL, respectivamente e de 41,4% e 48,6% em

relacdo aos niveis de colesterol dos animais dos grupos CTL EXT e STZ EXT quando
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comparados aos grupos CTL SAL e STZ SAL, respectivamente. Ndo houve diferenca

nos niveis seéricos de proteinas totais entre 0s animais de todos 0s grupos.

Tabela 2— Parametros bioquimicos de animais controle e diabéticos tratados com salina

ou com extrato bruto de M. bella na dose de 600mg/Kg.

Parametros

Bioquimicos CTLSAL CTLEXT STZSAL STZEXT
Triglicérides (mg/dL) 105,1+12,5 79+17,88@ 128,9+11,9& 70,2+8,18*
Colesterol total (mg/dL) 142,9+12 83,6+14,8@ 172,4+16,1& 88,5+11,3*@
Proteinas totais (mg/dL) 4,89+1,37 3,9+0.94 2,7+0.47 3,59+0.37

CTL SAL — animais controle ndo diabéticos tratados com salina, CTL EXT — animais controles
ndo diabéticos tratados com extrato bruto de M. bella, STZ SAL — animais diabéticos tratados
com salina, STZ EXT — animais diabéticos tratado com extrato bruto de M. bella. Valores
expressos como média £S.E.M. *vs STL SAL, &vs CTL EXT, @vs CTL SAL, p<0,05, n=8.
ANOVA seguido de post test Tukey.

5.6 — Avaliacao do Glicogénio Hepatico e Muscular
Os conteudos de glicogénio hepatico e muscular de animais diabéticos induzidos

por estreptozotocina e tratados com salina (STZ SAL) estiveram diminuidos em relagdo
ao grupo controle tratado com salina (CTL SAL) (Figuras 10 e 11) (p<0,05). O
tratamento com extrato bruto de M. bella provocou aumento nos niveis de glicogénio
hepatico em animais diabéticos tratados (STZ EXT) (0,27+£0,08) quando comparados
aos animais do grupo STZ SAL (0,11+0,03) (p<0,05). N&o houve diferenca entre os
grupos controles. N&o houve alteragdo no glicogénio muscular de animais diabéticos
tratados com extrato (STZ EXT) comparado aos animais diabéticos tratados com salina
(STZ SAL) (s 11).
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FiguralO - Glicogénio hepético ( mg%) de animais controle e diabéticos tratados com salina
(CTL SAL e STZ SAL) ou extrato bruto de M. bella durante 21 dias na dose de 600mg/Kg
(CTLEXT e STZEXT). *vs STZ SAL, @ vs CTL SAL, p<0,05, n=8. ANOVA seguido de post
test Tukey.
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Figura 11 — Glicogénio muscular ( mg%) de animais controle e diabéticos tratados com salina
(CTL SAL e STZ SAL) ou extrato bruto de M. bella durante 21 dias na dose de 600mg/Kg
(CTL EXT e STZ EXT). @vs CTL SAL &vs CTL EXT, p<0,05, n=8. ANOVA seguido de
post test Tukey.

5.7 — Andlise da Expressdo proteica por Western blott
Através da técnica de Western blott, foram analisados as expressdes de algumas

proteinas da via de sinalizacdo insulinica em figado dos animais de todos os grupos.
Foram analisadas a expressdo da forma total e fosforilada das proteinas IRS-1, PI3-K e
AKT, corrigidas pelo controle interno (beta-actina). A relagdo p-IRS-1/IRS-1
apresentou aumento em animais do grupo STZ EXT (1,25%0,29) quando comparados ao
grupo dos animais STZ SAL (0,36+0,14) (Figura 12), p<0,05. Ndo houve diferenca
entre 0 grupo STZ SAL em relacdo ao grupo CTL SAL. A relagcdo p-PI13-K/PI3-K
apresentou aumento em animais do grupo STZ EXT (0,76+0,1) quando comparados aos
animais diabéticos dos grupos STZ SAL (0,48+0,09) (Figural3), p<0.05. Também néo
houve diferenca entre o grupo STZ SAL em relagdo a CTL SAL. A relagdo p-
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AKT/AKT mostrou aumento em animais diabéticos do grupo STZ EXT (1,5£0,23)
quando comparados aos animais do grupo STZ SAL (0,88+0,07) (Figura 14), p<0,05.
No entanto, ndo houve diferenca significativa entre os grupos STZ SAL e CTL SAL.

— : p- IRS-1-190kDa
S ' [RS-1-185kDa
- Beta-actina- 43kDa
77 CTL SAL

L] CTL EXT

. |C_JSTZsAL
1.6 4 B STZ EXT

1.4
1.2 4
1.0 4
o] | w
0.6

04- |

0.2 1

Relacdo p-IRS-1/IRS-1

0.0

T f T
CTLSAL CTLEXT STZSAL STZEXT

Grupos

Figura 12 —Expressdo proteica de IRS-1 de animais controle e diabéticos tratados com salina
(CTL SAL e STZ SAL) ou com extrato bruto de M. bella durante 21 dias na dose de
600mg/Kg (CTL EXT e STZ EXT). Os resultados indicam a relagdo entre as formas fosforilada
e total. *vs STZ SAL, p<0.05, n=6. ANOVA seguido de post test Tukey.
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Figura 13 —Expressdo proteica de PI3-K de animais controle e diabéticos tratados com salina
(CTL SAL e STZ SAL) ou com extrato bruto de M. bella durante 21 dias na dose de 600mg/Kg
(CTL EXT e STZ EXT). Os resultados indicam a relacdo entre as formas fosforilada e total. *vs
STZ SAL, p<0,05, n=6. ANOVA seguido de post test Tukey.
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Figura 14 —Expressao proteica de AKT de animais controle e diabéticos tratados com salina
(CTL SAL e STZ SAL) ou com extrato bruto de M. bella durante 21 dias na dose de 600mg/Kg
(CTL EXT e STZ EXT). Os resultados indicam a relagdo entre as formas fosforilada e total. *vs
STZ SAL, &vs CTL EXT, p<0,05, n=6. ANOVA seguido de post test Tukey.
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O uso de especies vegetais para tratamento e melhora de sintomas ou doengas €
conhecido desde o inicio da civilizagdo. Nos ultimos anos, as plantas medicinais
tornaram-se alvo de pesquisas cientificas para comprovacao dos seus efeitos e melhor
entendimento de seus mecanismos de acdo (KUMAR et al., 2005). Antes do advento da
insulina exodgena e dos hipoglicemiantes orais ja conhecidos, 0 uso de plantas era a
principal forma de controle do diabetes (GRAY; FLATT 1999). Os atuais tratamentos
para o diabetes incluem a insulinoterapia e tratamento com hipoglicemiantes orais, que
agem na reducdo da glicemia a partir de inameros mecanismos (HSU et al., 2009). Tais
mecanismos incluem a reducédo da producéo de glicose hepatica (através da reducdo dos
processos de glicogendlise e neoglicogénse), aumento na secrecdo de insulina pelas
células beta do pancreas, melhora da sensibilidade a insulina dos tecidos periféricos e
inibicdo da absorcdo da glicose intestinal (CHENG; FUNTUS, 2005). No entanto, tais
drogas podem apresentar efeitos indesejaveis aos pacientes que fazem uso das mesmas,
além de diminuicdo da resposta ao longo do tratamento. A partir disso, a pesquisa por
agente que possam ter efeitos semelhantes aos ja obtidos atualmente, porém que
oferecam menos efeitos colaterais tornou-se alvo de pesquisa. E nesse contexto que se
encontra o interesse pela pesquisa com plantas medicinais. Sabe-se que as plantas
medicinais possuem principios ativos que podem agir na diminuicdo da glicose
sanguinea e consequente melhora no quadro diabético (ABDEL —-HASSAN; ABDEL —
BARRY; MOHAMMEDA, 2000) e que tais mecanismos sdao muito semelhantes aos
mecanismos dos hipoglicemiantes orais utilizados atualmente (TANIRA, 1994), o que
torna a busca por novos agentes naturais ainda mais interessante por parte dos
pesquisadores.

Desse modo, determinados pela busca de novas opg¢des terapéuticas, este estudo
dedicou-se a investigacdo da acdo hipoglicemiante do extrato bruto de uma planta
proveniente do cerrado brasileiro, Myrcia bella, seus possiveis mecanismos de acéo,
avaliando, também, seu potencial efeito tdxico.

O teste de toxicidade aguda foi realizado administrando uma Unica e alta dose do
extrato em camundongos normais. Apo6s a administracdo do extrato, foram relizadas
observagdes comportamentais sistematicas para avaliar 0 “screening” hipocratico que
fornece uma estimativa geral da toxicidade da substancia sobre o estado consciente e

disposigéo geral, atividade e coordenagéo do sistema motor, reflexos e atividades sobre
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0 sistema nervoso central e sobre o sistema nervoso autbnomo (MALONE;
ROBICHAUD,1983).

Nos estudos de toxicidade, observacgdes clinicas, peso dos 6rgdos e alteracbes do
peso corporal podem fornecer indicadores Gteis do estado de salde geral do animal
(JAHN; GUNZEL, 1997). Os animais tratados com o extrato ndo apresentaram
manifestagdes comportamentais atipicas referentes ao “screening” hipocratico avaliado
e também ndo ocorrem mortes ao longo do periodo de observagdo. O peso dos animais,
avaliado durante 14 dias ap0s o tratamento com dose Unica, ndo apresentou diferenca
significativa entre os animais tratados com o extrato comparado com aqueles tratados
com salina. O peso dos érgdos dos animais analisado 14 dias apds da administracdo do
extrato indicou aumento no tamanho dos rins dos animais tratados com extrato em
relacdo aqueles tratados com salina. Os rins exercem mdltiplas funcdes que podem ser
caracterizadas como filtracdo, reabsorcdo, homeostase, fungdes enddcrinas e
metabolicas. A funcgdo primordial dos rins é a manutencdo da homeostasia, regulando o
meio interno predominantemente pela reabsorcdo de substancias e ions filtrados nos
glomérulos e excrecdo de outras substancias (SODRE et al., 2007). Desse modo, uma
vez que foi observado alteracdo no tamanho dos mesmos, julga-se importante o estudo
mais aprofundado da toxicidade do extrato em relacdo a este 6rgdo, para garantir a
seguranca do uso futuro do extrato de Myrcia bella em humanos.

A hiperglicemia decorrente do DM é consequéncia dos defeitos ou da falta da
acdo da insulina (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2011). Os trabalhos
utilizando modelos de diabetes experimental em roedores tém sido amplamente
utilizados na reproducdo da sintomatologia do DM, uma vez que esses animais
apresentam semelhancas clinicas, laboratoriais e histolégicas com o diabetes humano.
Apdbs a administracdo da STZ os niveis glicémicos sofrem alteracbes caracteristicas do
DM, incluindo inicialmente hiperglicemia e hiperinsulinemia, seguida de hipoglicemia
transitoria e finalmente, a hiperglicemia cronica (CARVALHO; CARVALHO;
FERREIRA, 2003). O modelo experimental de inducdo de diabetes pela STZ utilizado
neste trabalho comprovou que a mesma agiu na provavel destruicdo das células beta dos
animais a julgar pelo aumento significativo da glicemia de jejum dos camundongos
induzidos (acima de 400mg/dL) em relacdo a glicemia dos animais normais,
caracterizando um modelo de diabetes tipo 1. O tratamento com extrato bruto de Myrcia

bella na dose de 600mg/Kg durante 21 dias, revelou que o mesmo apresenta atividade
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hipoglicemiante em animais diabéticos, visto a diminui¢do da glicemia dos mesmos. A
glicemia de jejum dos animais dos grupos estudados, ao ser mensurada a cada sete dias
do tratamento, mostrou-se diminuida a partir do 7° dia de tratamento nos animais
diabéticos tratados com o extrato, mantendo-se diminuida em relacdo aos animais
diabéticos tratados com salina até o final. Como ja mencionado, a hiperglicemia
decorrente do DM1 deve-se a auséncia de insulina que tem a fungdo de promover a
captacdo e armazenamento da glicose nos tecidos, além de inibir os processos de
degradacdo da mesma. Estudos recentes tém mostrado que os flavonoides presentes nas
plantas podem agir na diminuicdo da glicose sanguinea em modelos de diabetes
experimentais. Tais estudos utilizando flavonoides isolados, como a mirecetina e
quercetina, mostraram que o tratamento com 0S mesmos promoveu diminuicdo da
glicemia de jejum de animais diabéticos induzidos por STZ. Pode-se sugerir, portanto,
que os flavonoides presentes no extrato bruto das folhas de Myrcia bella participem da
reducdo da glicemia, a partir de mecanismos que envolvam a reducdo da producdo
hepética de glicose e/ou promovam o estoque de glicose em figado em consequéncia da
expressao de proteinas envolvidas nesses processos, como descrito a seguir.

O orgdo “chave” no processo de armazenamento de glicose na forma de
glicogénio é o figado. Neste, através da acdo da insulina, a glicose captada é
armazenada na forma de glicogénio, que sera utilizado em situacdes onde haja
diminuicdo dos niveis glicémicos. Em situacbes como no diabetes, portanto, o
“estoque” de glicose na forma de glicogénio estd diminuido, pela auséncia do processo
de glicogénese e pela ativacdo dos processos de glicogendlise e neoglicogénese. Como
observado nos resultados obtidos, os niveis de glicogénio hepéatico e muscular
mostraram-se diminuidos nos animais diabéticos tratados com salina (STZ SAL) em
relacdo aos animais controles normais tratados com salina (CTL SAL). O tratamento
com extrato bruto de Myrcia bella promoveu aumento no contetdo de glicogénio
hepatico de camundongos diabéticos tratados (STZ EXT) em comparagdo com 0S
animais do grupo STZ SAL. Tal aumento pode ser sugerido pela ativacdo da
glicogénese neste Orgdo e/ou inibicdo dos processos como a glicogenolise e
neoglicogénese. Os niveis de glicogénio muscular de animais diabéticos ndo foram
afetados pelo tratamento, ndo permitindo afirmar, portanto, que o extrato agiu na

diminuig&o da glicemia atraves da captacdo da mesma em tecido muscular.

61



A fim de investigar mais profundamente 0s mecanismos envolvidos na
diminuicdo dos niveis glicémicos dos animais diabéticos e dos processos de
armazenamento de glicose no figado, uma vez que os niveis hepéticos de glicogénio
estiveram aumentados em animais do grupo STZ EXT, a expressdao de algumas
proteinas envolvidas na via de sinalizacdo insulinica foi analisada. A via PI3-K/AKT,
descrita anteriormente, é a principal via ativada pela insulina através de seu receptor
(IR). A partir da sua ativacdo ocorre uma cascata de eventos, mediada pela interagdo
proteina-proteina, que leva as a¢es metabolicas da insulina. A avaliacdo da expressao
das proteinas da via P13-K/AKT estudadas neste trabalho ndo deixam davidas a respeito
da acdo do tratamento com o extrato sobre as mesmas. A proteina PI3-K, ativada pela
insulina é responsavel, dentre outras fungdes, pela fosforilagdo e ativacdo da proteina
AKT que, uma vez fosforilada, é responsavel por armazenar glicose no figado e impedir
0s processos degradativos da mesma. A AKT tem sua acdo no armazenamento e
inibicdo dos processos degradativos através do aumento ou diminuic¢do na transcricdo de
genes e enzimas envolvidos em tais processos. O tratamento com o extrato bruto de
Myrcia bella em animais diabéticos (STZ EXT) resultou no aumento na expressao das
proteinas IRS-1, PI3-K e AKT em comparacdo com 0s animais diabéticos tratados com
salina (STZ SAL). Tais resultados mostram-se interessantes, podendo-se inferir,
portanto, que o aumento da expressao de tais proteinas pode estar envolvido no aumento
dos niveis de glicogénio hepéatico observado nos animais diabéticos tratados e,
consequentemente, na diminuicdo da glicemia de jejum dos mesmaos.

Os sintomas caracteristicos do diabetes incluem aumento da ingestdo hidrica
(polidpsia) e da ingestdio alimentar (polifagia) (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2011). O aumento da ingestdo alimentar que ocorre nessa sindrome
pode ser atribuido a distdrbios nos processos de regulacdo da fome pelo centro da
saciedade, localizado no ndcleo hipotalamico ventro-medial, que necessita de insulina
para a captacao de glicose. Uma vez que a glicose € captada, o centro da fome € inibido.
Portanto, em situacdes como o diabetes, onde ocorre auséncia de insulina, o ndcleo
hipotaldmico ventro-medial ndo capta glicose e o centro da fome, portanto, ndo é
inibido. Esta area, uma vez ndo inibida, sinaliza falta de glicose e fome, estimulando
assim a maior ingestédo alimentar (JACOBSON, 1996). O tratamento com extrato bruto
de Myrcia bella promoveu melhora no quadro de polifagia dos animais do grupo STZ
EXT, observado pela diminuigédo da ingestdo alimentar quando comparados aos animais
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do grupo STZ SAL. A polidipsia presente nos animais diabéticos ocorre devido a hiper-
osmolaridade sanguinea, em razdo de altos niveis de glicose circulante, que faz a 4gua
passar do meio intracelular para o extracelular a fim de manter o equilibrio osmético. A
desidratacdo intracelular é reconhecida pelos osmorreceptores cerebrais que geram uma
resposta desencadeando a sede intensa caracteristica do diabetes (LERCO et al., 2003).
O tratamento com extrato bruto de Myrcia bella promoveu diminui¢do no sintoma de
polidpsia em relacdo aos animais diabéticos tratados apenas com salina, pelo provéavel
reequilibrio osmético, uma vez que houve diminuicdo da hiperglicemia no grupo
tratado. A diminuicdo nos niveis glicémicos do sangue, promovida pelo extrato bruto de
Myrcia bella através dos provaveis mecanismos ja discutidos anteriormente, levou a
consequente regulacdo da osmolaridade sanguinea, diminuindo, portanto, a perda de
agua e necessidade de maior ingestdo hidrica.

Outro sintoma caracteristico do diabetes e que pode ser observado a partir do
modelo de inducdo escolhido nesse trabalho, é a significativa perda de peso, que se deve
a perda ou degradacao de proteinas estruturais, responsaveis pela rigidez, consisténcia e
elasticidade dos tecidos, e também devido ao aumento da lipdlise. A insulina é
responsavel por regular o metabolismo dos carboidratos e por influenciar a sintese de
proteinas e de RNA, além de ser responsavel pela formacdo e armazenamento de
lipidios. Desse modo, este horménio facilita o transporte de glicose para as células
musculares e para os adip6citos, aumenta a sintese e armazenamento de proteinas
celulares, de glicogénio no musculo e dos triglicerideos nos adipdcitos, além de
diminuir o catabolismo proteico (MAY; BUSE, 1989). Na auséncia de insulina,
portanto, tais processos de sintese proteica e armazenamento de triglicérides estdo
drasticamente diminuidos, ocorrendo, na verdade, prote6lise muscular e lipélise, o que
contribui para diminuicdo do peso corporeo. Os animais diabéticos estudados neste
trabalho apresentaram significativa perda de peso em relacdo aos animais controle
tratado com salina (CTL SAL), enquanto os animais desse Gltimo grupo apresentaram
ganho de peso no decorrer do tratamento. O tratamento com o extrato bruto de Myrcia
bella ndo preveniu a perda de peso decorrente do diabetes nos animais do grupo STZ
EXT, pois ndo houve diferencgas significativas entre o peso destes e dos animais do
grupo STZ SAL ao longo do tratamento. No entanto, animais normais tratados com
extrato (CTL EXT) apresentaram também perda significativa de peso quando
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comparados aos animais normais tratados com salina (CTL SAL) ao longo de todo o
tratamento.

A deficiéncia na produgdo de insulina no diabetes apresenta, como
consequéncia, alteracfes no metabolismo lipidico pela auséncia do efeito da insulina em
promover a lipogénese e inibir a lipdlise, ocasionando, nesta situacdo, aumento
significativo de triglicerideos plasmaticos, provavelmente em decorréncia da elevada
sintese de triglicerideos a partir dos acidos graxos que chegam ao figado, em virtude de
maior lipdlise no tecido adiposo (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002). Como
resultado, ocorre intensa sintese de VLDL hepética acompanhada de menor catabolismo
da mesma pela menor atividade da lipase lipoproteica (JAIN; RAINS; CROAD, 2007).
Observa-se aumento da lipélise no tecido adiposo, com elevagdo dos niveis de &cidos
graxos sanguineos e maior producdo de corpos ceténicos pelo figado (FORETZ et al.,
1999). Em pacientes diabéticos, 0 metabolismo das lipoproteinas esta prejudicado, pois
a insulina exerce um efeito importante sobre as lipases, como a ativacdo da lipase
lipoprotéica do endotélio vascular e a inibicdo da lipase horménio sensivel, presente no
tecido adiposo. Na deficiéncia de insulina, a lipase hormonio sensivel estard ativada,
ocasionando a hidrélise dos triacilglicerdis armazenados nos adipdcitos, contribuindo
para a diminuicdo de peso corporal e, além disso, elevacdo do substrato acetil-CoA, que
¢ um precursor do colesterol. A auséncia de insulina também inibird a lipase
lipoprotéica, diminuindo drasticamente a captacdo dos triacilglicerdis transportados
pelas lipoproteinas (quilomicron, VLDL) pelos tecidos periféricos permanecendo,
portanto, na circulacdo (CONTRERAS et al., 2000). As dislipidemias sdo complicacfes
frequentemente encontradas em paciente diabéticos representando um sério risco para
doencas cardiovasculares (YADAV; MOORTHY; BAQUER et al., 2005). A doenca
cardiovascular € a principal responsavel pela reducdo de sobrevida de pacientes
diabéticos, sendo a causa mais frequente de mortalidade, pois engloba grande variedade
de distarbios vasculares, incluindo infarto do miocardio (LETHO et al., 1997). As
anormalidades lipidicas mais comuns encontradas em paciente diabéticos sdo a
hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia (KHAN; ABRAHAM; LEELAMMA, 1995;
MITRA et al., 1995). Sabe-se que no diabetes induzido por STZ, o aumento dos niveis
séricos de glicose e acompanhado pela elevacdo do colesterol e triglicerideos
plasmaticos, uma vez que a hiperglicemia € o maior determinante na alteracdo dos
niveis totais de VLDL e triglicerideos (LEHTO et al., 1997). Os animais diabéticos do
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grupo STZ apresentaram altos niveis de triglicérides e colesterol, comprovando a
hiperlipidemia caracteristica do quadro diabético, induzida pela administracdo da STZ,
pelos mecanismos ja descritos anteriormente. Pode-se observar que 0s niveis
plasmaticos de triglicérides e colesterol tanto de animais controle tratados (CTL EXT)
quanto diabéticos tratados com (STZ EXT) estdo diminuidos em relacdo aos animais
normais tratados com salina (CTL SAL). Os resultados obtidos mostraram-se
interessantes, uma vez que 0 extrato reduziu também os niveis de triglicérides e
colesterol de animais normais. Através desses resultados pode-se afirmar que o extrato
possui atividade hipolipidémica, diminuindo os niveis lipidicos tanto de animais
diabéticos quanto de animais normais. Tal resultado mostra-se extremamente relevante,
uma vez que uma das complicacdes decorrentes do diabetes refere-se aos riscos de
doencas cardiovasculares devido ao aumento dos lipidios plasmaticos, como ja descrito
anteriormente.

Estudos tém mostrado que a ingestdo de flavonoides e outros compostos
fendlicos esta associada a diminuicdo dos riscos de doencas cardiovasculares, uma vez
que tais compostos estdo envolvidos na diminuicdo dos niveis lipidicos no sangue. Os
flavonoides sdo antioxidantes efetivos devido a suas propriedades sequestrantes de
radicais livres e por quelar ions metalicos, protegendo assim as células dos radicais
livres e, portanto, da peroxidacéo lipidica (KAHRAMAN et al., 2003). Aléem disso,
apresentam propriedades estabilizadoras de membranas, podendo envolver processos do
metabolismo intermediario (GALATI et al., 2002). Estudos acerca do metabolismo
lipidico e 0 uso de flavonoides demonstraram que as concentracfes plasmaética e
hepética de colesterol total e de triglicérides foram reduzidas enquanto o nivel sérico de
HDL sofreu aumento ap6s a administracdo de flavonoides (BOK et al., 1999; SILVA et
al.,, 2002). Trabalhos com ratos diabéticos tratados com flavonoides mostraram
diminuicdo na concentracdo sérica tanto de colesterol quanto de triglicérides.
(MIYAKE; YAMAMOTO; TSUJIHARA 1998; MENEZES et al., 2007). Como descrito
anteriormente, estudos a respeito da quimica do extrato bruto de Myrcia bella mostram
a presenca, principalmente, de flavonoides. Pode-se sugerir, portanto, que a presenca
dos flavonoides no extrato administrado nos camundongos pode ter agido no
metabolismo lipidico, através da sua possivel atividade antioxidante, diminuindo os

niveis de triglicérides e colesterol.
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O presente trabalho, com o interesse de buscar novas formas de controle para o
diabetes, teve como foco a investigacdo da atividade hipoglicemiante do extrato bruto
de Myrcia bella e seus possiveis mecanismos de acdo. Os resultados obtidos neste
trabalho mostraram que o mesmo apresenta atividade hipoglicemiante e hipolipidémica,
agindo a nivel molecular na diminui¢do da glicemia. Tais resultados sdo de extrema
importancia, visto a necessidade de estudos que incorporem novos agentes
hipoglicemiantes ao mercado. A pesquisa por plantas medicinais que possuam efeitos
benéficos aos pacientes diabéticos tem mostrado um crescimento significativo nos
ultimos anos, pontualizando a necessidade, a importancia e o enfoque de tais pesquisas.

Com o interesse de melhor compreensédo e entendimento, o presente trabalho
necessita de estudos adicionais que busquem identificar os mecanismos de acdo do
extrato em camundongos diabéticos, o que certamente envolve a melhor compreenséo
dos processos de glicogénese, neoglicogénese e glicogendlise em figado, além de

estudos a cerca da captacao de glicose em tecidos periféricos.
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7 .Conclusio-



A partir dos dados apresentados no presente trabalho pode-se concluir que o
extrato bruto das folhas de Myrcia bella administrado na dose de 600mg/Kg durante 21
dias em camundongos diabéticos, possui atividade hipoglicemiante através da ativacao
de proteinas envolvidas na via de sinalizacdo insulinica e captacdo e armazenamento de
glicose em figado, além de apresentar atividade hipolipidémica, melhorando, portanto, o
quadro diabético dos animais tratados. Os resultados indicam que Myrcia bella
apresenta grande potencial dentro da area de pesquisa sobre plantas medicinais e nos

encoraja ao aprofundamento dos estudos sobre suas propriedades medicinais.
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9.2 — Anexo 2

Teste Hipocratico — Toxicidade de drogas por Analise Comportamental
Myrcia bella —2000mg/Kg

Sintomas Normal Tempo e data

30 minutos | 60 minutos | 120 minutos | 240 minutos | 360
minutos

Aparéncia geral 4

Frénito vocal

Irritabilidade

Reposta ao toque

Aperto da cauda

Contorcao

Trem posterior

Endireitamento

Tonus muscular

Forca de agarrar

Ataxia

Reflexo auricular

Reflexo corneal

Tremores

Convulsdes

Estimulacdes

Straub

Hipnose

Anestesia

TLacrimacé@o

Ptose

Miccdo

Piloerecao

Defecacio

Hipotermia

Respiracdo

Cianose
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Morte

Codigos: Testes com anotagao normal “0”, a intensidade do efeito varia na escalade 1 a 4
Teste com anotacao normal “4”, a intensidade do efeito podera variar de 0 a 3
quando ocorrer diminuicdo, 4 quando igual ao controle e de 5 a 8 quando ocorrer aumento.
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