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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) ¢ um dos principais distirbios metabolicos que afeta,
atualmente, 415 milhdes de pessoas no mundo. A progressao do DM ¢ complexa e envolve
diferentes fatores, como a inflamagdo e o intenso estresse oxidativo, que estdo diretamente
associados ao aumento das comorbidades diabéticas e alta mortalidade dos pacientes.
Infelizmente, a terapia farmacoldgica atualmente empregada ¢ limitada por seus efeitos
adversos e sua ineficiéncia na prevencao das complicagdes do DM, o que tem motivado o
desenvolvimento de novos agentes hipoglicemiantes. Neste sentido, esta proposta busca
avaliar o efeito antidiabético, hipolipemiante e antioxidante in vivo da fragdo hexanica (Hex-
Mn) e cloroférmica (Clo-Mn) do extrato das folhas de Morus nigra L. Para isso o DM foi
induzido por estreptozotocina (STZ, 40mg/kg, i.v.) em ratos Wistar machos com 200+£20g de
peso. Os animais diabéticos e diabéticos tratados (400mg/Kg, v.0) com Hex-Mn e Clo-Mn,
bem como os animais controle e diabéticos tratados com insulina (3U/d), foram mantidos em
gaiola metabolica por 21 dias. A glicemia pos-prandial foi monitorada nos dias 0, 7, 14, e 21°
dias de tratamento e o peso, quantidade de urina e ingesta alimentar e hidrica foram
mensurados diariamente. Ao término do experimento, os animais foram anestesiados e
eutanasiados para coleta de soro e tecidos para mensuracdo do perfil bioquimico, glicogénio
hepatico e perfil oxidativo. Além disso, a massa dos musculos soleus e extensor digital longo
(EDL), tecido adiposo epididimal (EPI) e retroperitoneal (RETRO), tecido hepatico e cardiaco
foram determinados. Um outro grupo de animais foi utilizado para avaliar a tolerancia a
insulina e realizar os testes de tolerancia oral a glicose (OGTT), a sacarose (OSucTT) e ao
amido (OSTT). Valores significativos foram assumidos quando p<0,05. O tratamento com a
Hex-Mn reduziu a glicemia poés-prandial e de jejum, e apresentou efeito antidiabético. A Clo-
Mn preveniu o agravamento do quadro hiperglicémico, sem efeitos de redugdo na
hiperglicemia. Ambas as fragdes apresentaram efeito sobre reducdo de triglicérides e
preservacao de tecido adiposo, além de melhorar ALT e ALP que permite inferir um efeito
hepatoprotetor. O grupo tratado com a Hex-Mn melhorou o ganho ponderal, o que foi
acompanhado da preservagdo dos tecidos adiposos e muscular. O tratamento com a Hex-Mn
retardou o pico glicémico no OGTT, apresentando efeito nas areas sob a curva do OGTT,
OSucTT e OSTT, o que sugere que Hex-Mn atua reduzindo digestdo e absor¢do de
carboidratos. Houve melhora nos niveis hepaticos de glicogénio e na tolerancia a insulina nos
animais tratados com a Hex-Mn o que ao somado ao maior ganho ponderal no grupo tratado
com a Hex-Mn sugere um efeito de maior sensibilidade periférica a insulina. Houve reducao
da produgdo de malondialdeido, mostrando efeito antioxidante.

Palavras-chave: Diabetes mellitus. Estreptozotocina. Glicemia. Tolerancia a insulina.
Glicogénio hepatico. Antioxidante.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is one of the major metabolic disorders that currently affects
415 million people worldwide, with the perspective of this number reaching about 642 million
in 2040. The progression of DM is complex and involves different factors such as
inflammation and intense oxidative stress, which are directly associated with increased
diabetic comorbidities and high patient mortality. Unfortunately, the pharmacological therapy
currently employed is limited by its adverse effects and its inefficiency in the prevention of
DM complications, such as dyslipidemia and intense oxidative stress, which has motivated the
development of new hypoglycemic agents. In this sense, this proposal aims to evaluate the
anti-diabetic, lipid-lowering and anti-oxidant effect of the hexane and chloroform fraction of
Morus nigra L. leaf extract. For this, DM was induced by streptozotocin (STZ, 40mg / kg, iv)
in male Wistar rats (200 = 20g), and diabetic and diabetic treated animals (400mg/Kg) with
hexane or chloroform fractions from leaf extract of Morus nigra, also control and insulin
animals (3U/d), were kept in a metabolic cage for 21 days. Postprandial glycemia was
monitored on days 0, 7, 14, and 21 days of treatment and weight, urine amount and food and
water intake were measured daily. At the end of the experiment, the animals were
anesthetized and euthanized to collect serum and tissues to measure the biochemical profile,
hepatic glycogen and oxidative profile. In addition, soleus mass and long digital extensor
(EDL), epididymal adipose tissue (EPI) and retroperitoneal (RETRO), hepatic and cardiac
tissue were determined. Another group of animals was used to assess insulin tolerance and
perform oral tolerance tests on glucose, sucrose and starch. Significant values were assumed
when p <0.05. Treatment with the Hex-Mn fraction reduced postprandial and fasting glycemia
and had an antidiabetic effect. The Clo-Mn fraction prevented a worsening of the
hyperglycemic condition, without reduction effects on hyperglycemia. Both fractions had an
effect on the reduction of triglycerides and preservation of adipose tissue, besides improving
ALT and ALP, that allows to infer a hepatoprotect effect. The group treated with the Hex-Mn
fraction improved the weight gain, which was accompanied by the preservation of adipose
and muscular tissues. Treatment with the Hex-Mn fraction delayed the glycemic peak in
OGTT, as well as had an effect on OSucTT and OSTT. There was improvement in hepatic
glycogen levels and insulin tolerance in animals treated with the Hex-Mn fraction, as well as
reduction of malondialdehyde production, showing antioxidant effect.

Key words: Diabetes mellitus. Streptozotocin. Glycemia. Insulin tolerance. Hepatic glycogen.
Antioxidant.
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1 INTRODUCAO

Diabetes mellitus (DM) ¢ uma desordem metabolica caracterizada pela hiperglicemia
cronica, decorrente de alteragdes no metabolismo de lipidios, proteinas e carboidratos.
(OLIVEIRA ef al.,2008; ARAUJO et al.,2015). Atualmente existem 415 milhdes de pessoas
no mundo diagnosticadas com DM, com a perspectiva deste nimero alcangar 640 milhdes em
2040 (IDF, 2015). No Brasil, a Sociedade Brasileira de Diabetes estimou a existéncia de 11,9
milhdes de pessoas com diabetes em 2014, na faixa etaria de 20 a 79 anos, podendo alcangar
19,2 milhdes em 2035. Além do impacto econdmico elevado, o DM compromete a
expectativa e qualidade de vida da populacao.

Atualmente, existem tratamentos para o DM através da modificagdo de habitos de
vida, que envolve dieta e exercicio fisico, e a terapia farmacologica através de
hipoglicemiantes orais e/ou a administracdo de insulina exdgena, (COHEN; HORTON, 2007;
DEROSA; SIBILLA, 2007). Entretanto, seu uso ¢ limitado pelos efeitos colaterais dos
farmacos ou baixa adesdo dos pacientes aos programas de modificagdo de estilo de vida.
Diante disso, € justificado o interesse da comunidade cientifica em avaliar extratos vegetais na
busca por novas moléculas que possam ser eficientes no controle glicémico em longo prazo e
com isso prevenir ou atenuar as comorbidades diabéticas como a dislipidemia diabética e as
doencas neurodegenerativas e, portanto, a reducdo na expectativa e na qualidade de vida

destes pacientes.

As plantas medicinais tém sido tradicionalmente usadas em varias partes do mundo
como alternativas & medicina tradicional (CORREIA et al., 2016). O uso dessas plantas tem
sido uma estratégia devido ao limitado acesso aos servicos de satide (OLIVEIRA ef al.,2008),
atrelado ao fato que, desde antigamente, elas t€ém sido usadas para tratar doencas devido a sua
disponibilidade, viabilidade econdémica e eficacia observada, além disso, o uso de
medicamentos oriundos de vegetais tem sido utilizado em conjunto com as terapias
convencionais, desse modo, as plantas tem sido investigadas a fim de descobrir novos agentes
capazes de auxiliar o tratamento de diferentes doencas (MISHRA et al., 2016).

Estudos etnobotanicos com plantas e ervas medicinais tem demonstrado efeito no
tratamento do DM, apresentando acdes anti-hiperglicemicas, maior protecdo antioxidante e
efeitos anti-hiperlipidémicos (LI et al., 2004; SHEN et al., 2008; BHATTACHARYA et al,
2013; AHMED et al.,, 2015; ARCARO et al., 2016).
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Sendo assim, este projeto investigara a atividade antidiabética, hipolipemiante e
antioxidante das fracdes hexanica do extrato etanolico bruto das folhas de M. nigra (Hex-Mn)
e da fracdo cloroférmica do extrato etandlico bruto das folhas de M. nigra (Clo-Mn) em ratos

diabéticos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diabetes mellitus (DM)

2.1.1 Epidemiologia e conceito da doenga.

DM ¢ uma desordem metabdlica caracterizada pela hiperglicemia cronica, decorrente
de alteragdes no metabolismo de lipidios, proteinas e carboidratos, causada por secre¢ao
insuficiente de insulina e/ou resisténcia a insulina (OLIVEIRA et al.,2008; ARAUJO et
al.,2015; PANIGRAHI et al.,2016).

A DM representa um grande problema para a satide publica e uma doenga cronica
prevalentemente crescente. No ano de 2000 projetou-se um crescimento preocupante no
nimero de diabéticos, em cerca de 171 milhdes com estimativa de chegar em 366 milhdes em
2030 (WILD et al.,2004), entretanto esta previsao foi morbidamente alcancada ja em 2011.
Sabe-se que mais de 400 milhdes de pessoas tém diabetes e estima-se que o nuimero de
pacientes diabéticos eleve-se a mais de 640 milhdes até 2040 (GAO et al.,2016).

O Brasil ocupa a 4* posigdo entre os paises com maior prevaléncia de diabetes, com
cerca de 13,4 milhdes de pessoas portadoras da doenga, o que corresponde a
aproximadamente 6,5% da populagdo entre 20 e 79 anos de idade (IDF, 2015). Logo, existe
um crescente trabalho na prevencao e no tratamento do DM, inclusive no desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas que previnam as comorbidades diabéticas, além de melhorar a

expectativa e a qualidade de vida de pacientes diabéticos.

2.2 Principais Formas do DM (Tipo I, 11, IlI e gestacional) e Streptozotocina (STZ) na
inducdo de DM

Os tipos mais comuns de DM sao as do tipo 1 e tipo 2, sendo a DM tipo 1 causada por
reacdo autoimune, onde ocorre destrui¢ao das células beta no pancreas por intermédio do
sistema imune acarretando a um comprometimento da producao de insulina. J& no DM tipo 2
existe producdo de insulina, mas ocorre uma resisténcia nos tecidos, comprometendo sua
acdo, somado a isso, a progressao da doenca pode levar a niveis insuficientes de insulina
(IDF 2015).

Recentemente tem sido discutida associagdo entre a doenca de Alzheimer (DA) e DM,
ambas as condigdes estdo relacionadas a idade, e nas ultimas décadas, surgiu uma ligacao

interessante entre as duas doengas em varios estudos (BIESSELS et al,2006; AKTER et
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al.,2011), por isso foi proposto o termo "diabetes tipo 3" para definir a DA induzida pela
resisténcia a insulina (DE LA MONTE, 2014), mas ¢ preciso esclarecer que o termo ainda nao
¢ utilizado em diretrizes. Evidéncias epidemiologicas mostram um risco quase duplicado para
DA em pacientes diabéticos, em comparacao com nao-diabéticos, mostrou-se ainda um risco
aumentado quando associado a insulinoterapia (OTT et al.,1999; Haan, 2006). Embora as
conexoes fisiopatologicas ainda nao estejam completamente elucidadas, dois principais
pontos-chave foram identificados para explicar esta associagdo: resisténcia a insulina e vias de
sinalizacdo inflamatéria (MITTAL; KATARE, 2016).

Existe ainda, o diabetes gestacional (DMG) que ¢ um tipo de diabetes que ocorre na
gravidez e geralmente se resolve apos o parto. O DMG esté associado ao parto por cesariana,
hemorragia pos-parto e risco a longo prazo de desenvolver DM tipo 2. As complicagdes
neonatais incluem macrosomia, distécia de ombro e hipoglicemia neonatal (KALOK et
al.,2018). Apesar de sua baixa incidéncia, o cuidado ¢ importante, j4 que ha fortes evidéncias
de que o tratamento do DMG reduz significativamente a morbidade materna e neonatal
(CROWTHER et al.,2005; LANDON et al.,2009).

O modelo de animal diabético induzido por estreptozotocina (STZ) tem sido usado
para investigar o DM e suas complicagdes (ZHANG et al.,2018) por promover toxicidade
seletiva das células B pancreaticas, devido a presenca de molécula de glicose na sua estrutura
quimica (Figura 1), o que permite que ela seja absorvida através do transportador de glicose
isoforma 2 (GLUT 2) (ELSNER et al.,2000). A estreptozotocina inibe a secre¢ao de insulina e
causa um estado de diabetes mellitus insulino-dependente. Ambos os efeitos podem ser
atribuidos as suas propriedades quimicas especificas, nomeadamente a sua capacidade de
alquilagdao (LENZEN, 2008).

Figura 1 - Estrutura quimica da streptozotocina

OH

Fonte: Disponivel em: https://www.agscientific.com/molecular-biology/diabetes-and-obesity/a-z-

list/streptozotocin.html. Acesso em: 03 fev. 2018.
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2.3 Fisiopatologia do diabetes

O DM provoca uma série de alteragdes devido ao controle glicEémico prejudicado,
sendo os sintomas associados a hiperglicemia, tais como hiperfagia devido a perda do
controle do apetite, protedlise muscular e lipolise que levam a perda de peso, politria e
aumento da ingesta de agua (OLIVEIRA, et al.,2008). A DM esta associada a resisténcia a
insulina, dislipidemia, obesidade abdominal e esteatose hepatica (PANIGRAHI et al.,2016), e
ainda, os elevados niveis de glicose no sangue podem levar ao desenvolvimento de
complicagdes e comorbidades, tais como neuropatia, nefropatia, retinopatia, doengas
cardiacas e uma elevada incidéncia de acidente vascular cerebral (MORRISH et al.,2001;
GRAVEL et al,2018). A Sociedade Brasileira de Diabetes possui valores de referencia que
podem auxiliar no rastreio e diagndstico do DM, o quadro abaixo demonstra a classificagao de

acordo com o método utilizado para o rastreio.

Quadro 1 — Critérios para diagnostico e rastreio do Diabetes mellitus

' Jejum* 2 h apés 75 ¢
Categoria ' Casual**
(mg/dL) de glicose
Glicemia normal <100 mg/dL <140 mg/dL

Tolerancia a glicose diminuida | > 100 a < 126 mg/dL > 140 a <200 mg/dL

Diabetes mellitus > 126 mg/dL > 200 mg/dL > 200 mg/dL (com

sintomas classicos)***

*0 jejum ¢ definido como a falta de ingestdo caldrica por no minimo 8 h.

**QGlicemia plasmatica casual é aquela realizada a qualquer hora do dia, sem se observar o intervalo desde
a ultima refeigdo.

***(s sintomas classicos do DM incluem poliuria, polidipsia e perda ndo explicada de peso

Fonte: Adaptado das Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (2015-2016)

Os individuos diabéticos apresentam maior risco de doenca cardiovascular (DCV)
quando comparados a individuos sem DM (RAWSHANI et al.,2017). Acredita-se que o DM
reduz a expectativa de vida, sendo boa parte desse efeito causado por doencas vasculares
(SESHASALI et al.,,2011). O maior risco para DCV em pacientes com DM ¢ causado pela
interagdo entre fatores ndo modificadveis, como idade, género e genética, além de outros
fatores como hipertensdo, dislipidemia e tabagismo. Entretanto, o controle glicémico parece
reduzir a morbidade e as complicagdes microvasculares (DUCKWORTH et al.,2009).

Além disso, destaca-se também a dislipidemia diabética, caracterizada pelos baixos

niveis de colesterol de alta densidade (HDL), elevados indices de triglicérides (TG) e
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colesterol de baixa (LDL) e baixissima densidade (VLDL). Essa dislipidemia ¢ atribuida ao
aumento da mobilizagdo de acidos graxos decorrente da auséncia e/ou da resisténcia a insulina
(HUSEINI et al., 2012; KIANBAKHT; DABAGHIAN, 2013), o que esta associado ao
aumento da incidéncia de doencas cardio e cerebrovasculares (GRAF et al, 2010;
CHAVALI; TYAGI; MISHRA, 2013), decorrente do aumento dos niveis plasmaticos de
acidos graxos livres, gerando o acimulo de lipidios nos cardiomiécitos (lipotoxidade) que
contribui para cardiomiopatia diabética (MAISCH; ALTER; PANKUWEIT, 2011). Neste
sentido, alternativas terapéuticas que possam atenuar ou corrigir a dislipidemia diabética sdao

de fundamental importancia para evitar o agravamento do DM e suas repercussoes sistémicas.

2.4 Efeitos do diabetes na digestdo de carboidratos

A hiperglicemia cronica também esta diretamente associada a modificacdes funcional
e estrutural da mucosa intestinal, o que altera a atividade das dissacaridases expressas na
borda em escova intestinal e aumenta a captagdo intestinal de glicose (YOUNOSZALI,
SCHEDL, 1972), ou a maior expressao de transportadores de glicose isoforma 2 (GLUT?2)
nos enterocitos, o que em conjunto contribui decisivamente para o agravamento do estado
hiperglicémico (TOBIN et al., 2008). Além disso, o co-transportador Na+/glicose isoforma 1
(SGLT1), que ¢ de primordial importancia para a absor¢do de glicose do limen para as
células epiteliais do intestino delgado, é expresso na membrana celular apical que constitui a
borda em escova, sendo um potencial alvo de intervengdo, j4 que uma inibicdo nesse
transportador reduz a disponibilidade de glicose, reduzindo consequentemente o transporte de
glicose via GLUT2 da membrana basolateral para o intersticio e, assim, para a circulagao
(SONG et al.,2016).

Considerando este quadro, a redugdo da captacgdo intestinal de glicose como alternativa
para o controle glicémico € crucial para atenuar os prejuizos decorrentes da hiperglicemia
poés-prandial (DENG et al,2011). Diferentes estudos tém mostrado o efeito de extratos
vegetais na reducdo da captagdo intestinal de glicose (GHOLAMHOSEINIAN et al.,2009;
VARGHESE et al.,2013). Além disso a inibi¢do da a-glicosidase e a-amilase, enzimas
envolvidas na digestdo de carboidratos, podem reduzir significativamente o aumento da
glicemia pés-prandial apoés uma dieta com varios tipos de carboidratos, sendo assim uma
importante estratégia no manejo dos niveis glicémicos em pacientes com DM (ALI;
HOUGHTON; SOUMYANATH. 2006).

Neste contexto, os compostos fendlicos tém sido descritos como inibidores da a-

glicosidase (CAZAROLLI et al.,2008; ORTIZ-ANDRADE et al,2007), assim como da
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atividade do GLUT 2 no intestino (KWON et al.,2007), o que torna as espécies vegetais, ricas
nestes fitoquimicos, possiveis alternativas terapéuticas ou fontes de novas moléculas para a
prevencao das complicagdes decorrentes do DM. A figura 2 traz um resumo das principais
vias envolvidas na homeostase da glicose, onde a atuacdo de compostos ativos pode gerar

uma melhora no controle glicémico.

2.5 Estresse oxidativo e comorbidades diabéticas

E bem compreendido que o estado redox da célula é regulado pelo balango entre os
sistemas oxidantes e antioxidantes, de modo que o desequilibrio entre eles pode gerar
producdo excessiva de radicais livres (BONETTO ef al.,2009). A geragdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) como o anion superoxido, radical hidroxila e o peréxido de hidrogénio
(H20,) sdo contrabalanceados por sistemas antioxidantes enzimaticos como a superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX) e nao enzimaticos como as
vitaminas, glutationa e outros (BONETTO et al.,2009).

Figura 2 - Principais vias envolvidas na homeostase de glicose. A glicose derivada da dieta ou
fontes enddgenas estimula a secrecdo de insulina. A insulina promove a absor¢do de glicose

pelo musculo esquelético e tecido adiposo, opondo-se a glicogenolise hepatica.

 Gliogeosres bt g e T
m:uhse
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Captagio de glicose
deperderte de insulina
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Fonte: Adaptado de EVANS; BARISH; WANG, 2004.
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De modo que, a manutengdo, assim como variacdes estreitas do estado redox, ¢
fundamental para homeostasia celular. Nesta perspectiva, o estresse oxidativo ¢ um dos
mecanismos envolvidos na fisiopatologia de diversas doengas, inclusive no desenvolvimento
do diabetes mellitus e suas complicagdes (MARITIM; SANDERS; WATKINS, 2003;
CERIELO, 2003), fato que tem renovado na literatura o interesse no efeito de antioxidantes
naturais como alternativa terap€utica para melhorar ou atenuar a hiperglicemia e suas
repercussoes fisiologicas.

Usualmente, no DM ocorre o aumento da producdo de radicais livres associado a
reducdo das defesas antioxidantes (MCLENNAN et al.,1991; YOUNG et al.,1995), cujos
mecanismos nio sdo completamente compreendidos. E bem demonstrado que a hiperglicemia
cronica ¢ determinante na geracdo do estresse oxidativo caracteristico do DM e suas
complicac¢des (ZELKO et al.,2002). Diferentes mecanismos t€m sido propostos para geracao
de radicais livres no DM, dentre eles a metabolizacdo da glicose como a principal fonte
formadora de ROS (MARITIM et al.,2003) e a formagao do produto Amadori e seus produtos
finais de glicagdo avangada, os quais, através de seus receptores celulares, modificam e
inativam enzimas (MCCARTTHY et al.,2001), estimulam a producdo de ROS (BAYNES;
THORPE, 1999), bem como eleva a atividade transcricional do fator nuclear kappa B
(NFkB), uma via classicamente inflamatoria (MOHAMED et al.,1999). De todo modo, a
hiperglicemia cronica, através do estresse oxidativo, compromete funcionalmente proteinas
celulares, fosfolipidios de membrana e acidos nucléicos, além de estimular a producdo de
citocinas inflamatorias como o fator de necrose tumoral alfa (TNFa) (MARITIM et al., 2003;
SAMADDER et al, 2011; SINGH et al.,2013), eventos fortemente relacionados ao
desenvolvimento das comorbidades diabéticas, inclusive a dislipidemia e a neurodegeneragao.

Em ratos diabéticos induzidos por STZ, observa-se aumento do nivel TNF-a e NF-kB
fosforilado no pancreas. Ja foi descrito que a hiperglicemia aumenta o nivel de TNF-a, que
ativa o NF-kB por fosforilagdo, causando aumento do niveis de expressdo de citocinas
inflamatorias e oxido nitrico sintase induzivel (iNOS). A iNOS gera grandes quantidades de
oxido nitrico (NO), que possui um papel crucial em vérias doengas inflamatorias
(FORSTERMANN; SESSA, 2012)

Diante disso, é crescente o interesse da ciéncia no efeito de antioxidantes naturais
como alternativa terapéutica para melhorar ou atenuar a hiperglicemia e suas repercussdes

fisiopatologicas.
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2.6 Tratamento do DM

2.6.1 Farmacologia do diabetes

Atualmente, existem alternativas de tratamento para o DM através da modificagdo de
habitos de vida (dieta e exercicio fisico) e a terapia farmacoldgica através de hipoglicemiantes
orais ou a administracdo de insulina exdgena (COHEN; HORTON, 2007; DEROSA;
SIBILLA, 2007). O tratamento do DM, bem como a prevencdao de suas complicagdes e
comorbidades exigem frequentemente o uso de multiplos medicamentos, também chamada de
polifarmécia, que aumenta o risco de interagdes multidrogas levando a reagdes adversas a
medicamentos (PIRMOHAMED et al.,2004). Além disso, o risco dessas reacdes e de falha no
tratamento parece estar aumentado em pacientes com DM. De fato, foi relatado que pacientes
com DM tendem a apresentar respostas muito variaveis a diferentes drogas, enquanto alguns
pacientes sdo resistentes outros sao mais sensiveis a determinadas drogas (HALL et al.,2011).

A insulina ¢ um hormodnio secretado pelas células B pancreaticas que tem como
principal func¢do controlar a glicemia (WHITE, 2003), sendo utilizada no tratamento do DM.
A insulina ao se ligar ao receptor de insulina (IR) desencadeia as vias de sinalizagdo,
incluindo o substrato IR (IRS), a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), a proteina quinase B
(Akt), culminando na translocagdo do transportador de glicose 4 (GLUT4), permitindo a
absor¢do de glicose em tecidos sensiveis a insulina, como o tecido adiposo € o musculo
esquelético (SALTIEL; KAHN, 2001).

O método de administragdo de insulina ¢ através de injecdes subcutaneas, que nao €
metabolicamente controlada pelo figado e, portanto, leva a retencdo de insulina na circulagao
sanguinea, uma condi¢do conhecida como hiperinsulinemia que pode causar resisténcia
periférica a insulina e imunogenicidade (KANZARKAR et al.,2015).

A resisténcia a insulina ¢ uma caracteristica marcante do DM tipo 2, para seu
tratamento sdo utilizados os sensibilizadores de insulina, como a biguanida ou a
tiazolidinediona, (TAHRANI et al.,2016). No entanto, metformina ou rosiglitazona, uma das
biguanidas e tiazolidinediona, respectivamente, sao utilizadas como terapia adjuvante no
tratamento da DM tipo 1 mal controlado metabolicamente e melhora o controle glicémico ao
reduzir a dose de insulina (STROWIG; RASKIN, 2005; BACHA; KLINEPETER BARTZ,
2016). Além disso, podem prevenir a resisténcia a insulina periférica nos depodsitos
subcutaneos de injecao de insulina, que ¢ causada pela terapia com insulina. Apesar da terapia

farmacoldgica melhorar a sensibilidade a insulina, os agentes terap€uticos atualmente
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disponiveis como sensibilizadores de insulina tém efeitos adversos, incluindo edema, ganho

de peso e risco de insuficiéncia cardiaca congestiva (HANDELSMAN et al.,2015).

2.6.2 Uso de plantas no tratamento do diabetes

Uma série de plantas medicinais tem sido amplamente utilizada como alimentos
funcionais e medicamentos alternativos para a preven¢do e tratamento de diversas doengas.
As plantas s3o consideradas como uma fonte potencial de varios compostos bioativos e
devido ao wuso tradicional de longo prazo e pesquisas cientificas, incluindo testes
farmacologicos e toxicoldgicos, a seguranga e eficacia das plantas medicinais foram bem
aceitas. Além disso, as terapias de plantas sdo mais acessiveis em comparagdo com
medicamentos modernos. Por estas razdes, as plantas medicinais tornam-se uma parte
importante do sistema de saude primario nos dias de hoje (THAIPITAKWONG et al.,2018),

desde que seus efeitos tenham sido previamente testados e comprovados.

Estudos etnobotanicos tém identificado plantas candidatas para o desenvolvimento de
novos farmacos para o tratamento de diferentes patologias, inclusive o DM e suas
complicagdes, a partir do uso popular por comunidades tradicionais (CANALES et al.,2005;
ALMEIDA; ALBUQUERQUE, 2002; ALBUQUERQUE et al.,2007; LIMA et al.,2010).
Entretanto, percebe-se a necessidade de estratégias mais eficientes de bioprospeccdo que
possam reduzir o custo e o tempo investido entre a coleta de material vegetal e o ensaio
biologico (ARAUJO et al.,2008). Neste sentido, espécies ricas em compostos fendlicos
(polifenois e flavonoides), moléculas com agdes antioxidantes e anti-inflamatoérias, tém seus
efeitos  hipoglicemiantes amplamente confirmados (HANHINEVA et al.,2010;
BAHADORAN et al,2013). Estudos epidemiologicos e meta-analises tém mostrado,
claramente, uma relacdo inversa entre o alto consumo de flavonoides na dieta e o
desenvolvimento de doencas associadas ao envelhecimento como doengas
neurodegenerativas, cardiovasculares, DM e dislipidemias (GRAF et al,2010; ARTS;
HOLLMAN, 2005).

Atualmente, o Brasil ocupa a 10* posi¢ao na lista de consumidores mundiais de plantas
medicinais (OLIVEIRA et al.,2012), por diferentes razdes, dentre elas a biodiversidade,
atividade bioldgica demonstrada, baixo custo para o paciente e reduzido efeito adverso ou
toxico (LIMA et al.,2013). A partir disto, o uso de produtos de origem vegetal passou a ser
regulamentado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria com o objetivo de garantir a

qualidade destes produtos, assim como o SUS tem empreendido esfor¢os para garantir a
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populagdo o acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, permitindo o
uso sustentavel da biodiversidade. Considerando que o Brasil detém uma das maiores
biodiversidades do mundo, o conhecimento de sua flora e principios bioativos nela existentes
se torna estratégico para o desenvolvimento econdmico do pais, a preservagdo do patriménio

botanico e para a saude publica.

Dentre os biomas brasileiros, a Caatinga se destaca como o Unico inteiramente
nacional, com todos os seus limites em territdrio brasileiro. Tradicionalmente, a Caatinga foi
considerada por décadas pobre em diversidade bioldgica, ndo existindo interesse em se
conhecer melhor este ecossistema, o que o tornou um dos mais ameagados do mundo (JAZEN
et al.,1997). Contrariando este entendimento, estudos recentes tém revelado a exuberante
biodiversidade da Caatinga, assim como mostrado que as espécies nativas ou exdticas sao
amplamente utilizadas na medicina popular e na fabricacdo de fitoterdpicos, tais como
Myracrodruon urundeuva Allemao, Amburana cearensis (Arr. Cam.), Erythrina velutina
Willd., Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var.cebil (Griseb) Altschul, Bauhinia
cheilantha (Bong) Steud. e Sideroxylon obtusifolium (Roem. & Schult.)) T.D. Penn.
(ALMEIDA; ALBUQUERQUE, 2002; ALBUQUERQUE et al.,2007). Associado a isso,
sabe-se que espécies presentes neste bioma apresentam uma forte tendéncia para polifenois
(ALMEIDA et al.,2005; ALBUQUERQUE ef a/.,2012), com uma ampla variedade de efeitos
farmacoldgicos comprovados, dentre eles os efeitos anti-inflamatorios, antioxidante,

hipolipemiante e antidiabético (BABU et al.,2013; BAHADORAN et al.,2013).

2.7 Morus nigra

A familia Moraceae (ordem Urticales) da qual faz parte o género Morus tem ampla
ocorréncia na Asia, Africa, Europa, América do Sul e do Norte (WEIGUO et al.,2005). Séo
plantas bem versateis, conhecidas como plantas de uso medicinal, sendo uma excelente fonte
de nutrientes e fitoquimicos, além disso, também sdo consideradas como alimento funcional
(SRIVASTAVA et al,2006). As folhas também s3o adicionadas na racdo do gado leiteiro
devido ao efeito positivo sobre a producao de leite (GUPTA et al.,2005). Além disso, os chas
feitos com as folhas de amoreira sdo consumidos como uma bebida saudéavel entre os paises
asiaticos e dentre os remédios populares utilizados, sdo incluidas outras partes da amoreira
como as cascas, raizes e frutos, que tradicionalmente sdo usadas para o tratamento de febre,

tosse, hiperlipidemia, hipertensao e hiperglicemia (CHAN et al.,2016).
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Produtos derivados das folhas sdo comercializados na forma de pos, extratos e
capsulas, sendo disponibilizados como alimentos funcionais e suplementos dietéticos que
auxiliam no controle do peso corporal e glicemia. Além disso, estudos cientificos sugerem
que folhas de amoreira contém um grupo de compostos bioativos e possuem varios efeitos,
sendo mais descritos os efeitos antihiperglicémico, antihiperlipidémico, anti-hipertensivo,
antioxidante, anti-inflamatério, cardioprotetor e até anti-obesidade (THAIPITAKWONG et
al.,2018)

Corroborando a importancia da flora medicinal que ocorre da Caatinga, estudos do
nosso (JUNIOR et al.,2017) e de outros grupos (ARAUJO et al,2015, VOLPATO et
al.,2011) tém demonstrado o efeito hipoglicemiante e hipolipemiante do extrato etandlico
bruto das folhas de Morus nigra L. uma planta de origem asiatica, mas amplamente utilizada
por comunidades tradicionais na Caatinga por suas propriedades anti-inflamatorias e
antioxidantes e rica em compostos fenolicos (WANG, HU, 2011) cujos mecanismos ainda sao

pouco conhecidos.

Figura 3 - Morus nigra (amora negra ou amora mitira)

Fonte: Disponivel em <http://leafland.co.nz/product/morus-nigra-black-mulberry> Acesso em: 18 jan. 2018

No Brasil a M. nigra ocorre em diferentes regides brasileiras, inclusive no nordeste, e
se destaca por suas propriedades medicinais. Os frutos, as folhas e as cascas demonstram

efeitos laxativo, sedativo, expectorante, diurético, anti-inflamatorio, hipoglicemiante, entre
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outros (ERCISLI; ORHAN, 2007; LORENZI; MATOS, 2008). E popularmente conhecida
como “amora miura” e amplamente utilizada na medicina popular (MIRANDA et al.,2010). A
M. nigra apresenta niveis elevados de metabdlitos secunddrios, principalmente compostos
fenolicos e flavonoides (KIMURA et al.,1986), razao pela qual o fracionamento do extrato
bruto se torna essencial para discriminar o possivel fitoquimico majoritario responsavel pelo

efeito hipoglicemiante amplamente descrito.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial antidiabético, hipolipemiante e antioxidante das fragdes Hex-Mn e

Clo-Mn em ratos diabéticos.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos subcronicos in vivo das fragdes Hex-Mn e Clo-Mn nos seguintes

parametros metabolicos em ratos diabéticos:

a) Glicemia de jejum e pos-prandial;

b) Parametros metabolicos gerais (ganho de massa ponderal, volume urinério, ingestao

hidrica e alimentar);

c¢) Perfil bioquimico;

d) Contetdo de glicogénio hepatico;

e) Tolerancia a insulina;

f) Tolerancia oral a glicose, a sacarose e ao amido;

g) Avaliacgdo do efeito antioxidante.
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4 HIPOTESE

As fragdes Hex-Mn e a Clo-Mn possuem atividade antidiabética, hipolipemiante e

antioxidante.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Consideragoes éticas

Todos os procedimentos experimentais envolvendo animais de biotério foram
realizados de acordo com o Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA) e foram submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
UFPE (CEUA) sob o nimero de protocolo 0042/2016 (Anexo I) previamente ao inicio deste
trabalho.

5.2 Processamento do Material Vegetal e Obtencdo do Extrato Etandlico Bruto e Fragoes

Hexanica e Cloroformica do Extrato Etandlico das Folhas de Morus nigra.

Para confeccdo do extrato etandlico bruto (EEB) e suas fragdes foram utilizadas as
folhas de M. migra. O material vegetal foi dessecado em estufa com ar circulante a
temperatura média de 40'C durante trés dias. Apds a secagem e completa estabilizagio
(eliminagdo de agua e inativacdo enzimatica). O material vegetal seco e pulverizado em
moinho foi submetido a maceracdo exaustiva com etanol 95% em um recipiente de ago
inoxidavel. Foram realizadas 3 extra¢cdes num intervalo de 72 horas entre cada extracdo até
completo esgotamento do solvente. A solu¢do extrativa obtida passou por um processo de
destilacdo do solvente em evaporador rotativo (RV8, Ika®) a pressio reduzida, a temperatura
média de 50'C. Apds a evaporacio do solvente, obteve-se o EEB da M. nigra que foi

particionado com solventes em gradiente crescente de polaridade (hexano e cloroférmio).

5.3 Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar machos, com massa corporal entre 180 e
200g do Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). Os animais foram alimentados com racdo balanceada para roedores
(LABINA® 5002, 23% de proteinas; 4% de gorduras; 50% carboidratos e 23% de outros
componentes) e tiveram acesso a agua ad libitum, em ambiente com ciclos claro-escuro de 12
horas (ciclo claro: 6h00 as 18h00) e temperatura mantida a 23°C + 1°C. Foram avaliados os
efeitos antidiabéticos, parametros bioquimicos e de gaiola metabdlica em animais controle e
diabéticos (Figura 4), ndo foram utilizados os mesmos animais submetidos ao teste de

tolerdncia oral a carboidratos e ao teste de tolerancia a insulina.
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Figura 4 - Representacdo do desenho experimental utilizado para avaliacdo dos efeitos da

Hex-Mn e Clo-Mn no DM e suas complicagdes em ratos normais e diabéticos.
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Fonte: SILVA, D. H. A., 2018.

5.4 Inducdo do Diabetes melittus e Parametros Metabolicos

Apbs 12 horas de jejum, os animais foram inicialmente anestesiados com xilazina
(12mg/Kg) e cetamina (80mg/Kg) e tratados com estreptozotocina (STZ, 40mg/Kg, i.v.
Sigma®) que foi dissolvida em tampdo citrato imediatamente antes da indugdo do diabetes
experimental, no volume de 100puL/100g de rato. Apds a indugdo, os animais foram colocados
em gaiola metabolica para quantificacdo dos seguintes parametros: (a) variagdo de massa
corporal; (b) ingestao hidrica e alimentar e (¢) volume urinério. Apos 5 dias da administra¢ao
de STZ foi quantificada a glicemia pos-prandial dos animais, os quais foram considerados
diabéticos aqueles que apresentaram glicemia igual ou superior a 250mg/dL (BAKIREL et al,
2008). O grupo controle recebeu somente tampao citrato pela mesma via de administragdo e

mesmo volume dos animais diabéticos.
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5.5 Efeito das fragoes Hex-Mn e Clo-Mn no Diabetes Mellitus

Os animais foram divididos em 5 grupos: animais controles normoglicémicos (C),
diabéticos nao tratados (D), animais diabéticos tratados com as fragdes hexanica (Dpex-mn),
cloroférmica (Dcio-mn) de M. nigra e insulina (DI). Os animais do grupo ndo tratado
receberam por gavagem salina 0,9% (10mL/Kg de rato, n=5-8 por grupo), assim como 0s
animais do grupo tratado receberam 400mg/Kg (n=5-8 por grupo) das fragdes Hex-Mn e Clo-
Mn individualmente via oral no mesmo volume dos animais controle. Os animais DI
receberam insulina (3U/dia, n=5-8 por grupo) por via subcutanea duas vezes ao dia (as 8h e as
18h). O efeito temporal das fragdes Hex-Mn, Clo-Mn e da insulina foram avaliados nos niveis
glicémicos dos ratos diabéticos, assim como nos parametros metabolicos de variacao da

massa corporal, volume urindrio, ingestdo de agua e racdo durante 21 dias de tratamento.

5.6 Efeito das fra¢oes Hex-Mn e Clo-Mn na Massa Muscular Esquelética e Tecido Adiposo

A massa dos musculos soleus, extensor digital longo (EDL), assim como a massa de
tecido hepatico, cardiaco, adiposo epididimal (EPI) e retroperitoneal (RETRO) foi
quantificada no 21° dia de tratamento com a fracdo Hex-Mn, a fragdo Clo-Mn e insulina em
diabéticos tratados e ndo tratados, além de um grupo de animais controle normoglicémicos
sendo os valores obtidos normalizados através da divisdo de seu valor bruto pelo

comprimento da tibia em milimetros.

5.7 Teste de Tolerancia Oral a Glicose (OGTT)

Em experimentos diferentes, com outros animais, foram utilizados ratos
normoglicémicos (C, n=05 animais) e diabéticos nao tratados (D, n=05 animais) e tratados
com a fragdo Hex-Mn (Dyex-mn 400mg/Kg, n=06 animais) por 21 dias, de acordo com o
método descrito por Yusoff et al,(2015) com algumas modificacdes. A Floridizina, um
inibidor do co-transportador Na'/glicose 1 (SGLT-1), foi utilizada nestes experimentos como
controle positivo (Flor, 200mg/Kg, n=05 animais). Apds jejum de 12 horas, foi coletada uma
amostra de sangue pela veia caudal dos animais para determinacao da glicemia basal. Apos a
mensuracao basal, os animais normais controle e diabéticos nao tratados receberam salina,
enquanto os animais tratados por 21 dias receberam a dose usual de 400mg/Kg, 10 minutos
ap6s administracdo de salina/extrato os animais receberam uma solugao de glicose (1,5g/Kg)
através de sonda gastrica. Apds a sobrecarga de glicose, foram coletadas amostras de sangue
pela veia caudal para determinacdo da glicemia apos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos da

sobrecarga para determinacdo do efeito da fragdo Hex-Mn na tolerancia a glicose em animais
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diabéticos. A glicemia foi mensurada através do glicosimetro digital (On Call Plus®).

5.8 Teste de Tolerancia Oral a Sacarose (OSucTT)

O procedimento mencionado na secdo anterior foi aplicado de forma semelhante,
entretanto foi utilizada sacarose (4g/Kg), sendo C=05 animais, D=05 animais € Dyex-mn=06
animais. A acarbose, um potente inibidor de a-glicosidase, foi utilizada como controle
positivo (Acarb, 10mg/Kg, n=05 animais). A glicemia foi mensurada através do glicosimetro

digital (On Call Plus®) apds 30, 60, 90 e 120 minutos da sobrecarga.

5.9 Teste de Tolerancia Oral ao Amido (OSTT)

O procedimento mencionado na secdo anterior foi aplicado de forma semelhante,
entretanto foi utilizada uma sobrecarga de amido (3g/Kg), sendo C=5 animais, D=06 animais
€ Duexmvn=06 animais. A acarbose, um conhecido inibidor de a-amilase, foi utilizada como
controle positivo (Acarb, 10mg/Kg, n=5 animais). A glicemia foi mensurada através do

glicosimetro digital (On Call Plus®™) apds 30, 60, 90 ¢ 120 minutos da sobrecarga.

5.10 Perfil Bioquimico

Ap6s 21 dias de tratamento, os animais foram eutanasiados por excesso de anestésicos
e amostras de sangue total foram coletadas. Em seguida, o sangue foi centrifugado (2.000
rpm) e o soro coletado para determinagdo dos niveis de colesterol total (CT), triglicerideos
(TG), colesterol HDL (HDL), transaminases hepaticas, fosfatase alcalina, glicemia, proteinas
totais, albumina, glicerol e ureia dos animais normoglicémicos e diabéticos tratados e ndo
tratados através de kits comerciais (Labtest”). A glicosuria foi determinada pelo método da

orto-toluidina (NEPOMUCENO, 1998) e a ureia urindria através de kit comercial (Labtest®).

5.11 Glicogénio Hepdtico

A dosagem do glicogénio hepatico foi realizada de acordo com o método de Carrol e
colaboradores (1955) nos grupos C, D, Dgex-mn, Dcioomn € DI (n= 5 a 8 animais). Foram
coletados cerca de 500mg de tecido hepatico que foram digeridas em tubos de vidro contendo
2mL de hidroxido de potassio (KOH) a 30% e levados ao banho-maria a 100°C por 60
minutos. Em seguida, foi pipetado em todos os tubos de ensaio, 60puL de solucdo saturada de
sulfato de sodio (Na,SO4) e 4,5mL de alcool absoluto (99%). Os tubos foram agitados em
vortex e retornaram ao banho-maria a 100°C por até 15 segundos, sendo retirados e
centrifugados a 2.500 r.p.m. a 25°C por 10 minutos e o sobrenadante descartado por inversao

dos tubos. Ao precipitado foram acrescentados 2mL de dgua destilada e levado ao banho-
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Maria a 100°C. Apos dissolver o precipitado, foram pipetados 4,5mL de alcool absoluto
(99%) sob agitacdo no vortex. Os tubos retornaram ao banho-maria a 100°C por até 15
segundos e centrifugados a 2.500 r.p.m. a 25°C por 10 minutos. O sobrenadante foi
desprezado por inversdo dos tubos. Foram pipetados 2mL de acido benzobico saturado e o
precipitado foi dissolvido com o auxilio de um bastdao de vidro. O volume foi transferido para
uma proveta de 10mL. Para a primeira diluicdo das amostras hepaticas, foram pipetados 9mL
de acido benzoico e acrescentado ImL da amostra presente na proveta. Na segunda dilui¢ao,
foram pipetados 0,75mL de 4gua destilada e acrescentado 0,25mL da primeira dilui¢do (valor
total da diluigdo 200x). Na sequéncia, os tubos foram imersos em gelo e 2mL do reativo de
antrona foi adicionado vagarosamente a solugdo. Os tubos foram agitados no vortex e levados
ao banho-maria a 100°C por 10 minutos. Apos resfriamento, a leitura foi realizada em um
comprimento de onda de 620nm. Uma curva padrio foi confeccionada a partir de uma solugao
de 0,1% de glicose dissolvida em acido benzoico saturado de forma a fornecer solugdes que
contenham 20, 30 e 50pg por ImL. Os resultados foram expressos em porcentagem (%) de

glicogénio por 1000g de tecido.
5.12 Teste de tolerancia a insulina (ITT).

O teste de tolerancia a insulina (ITT) foi avaliado ao término dos 21 dias de
tratamento. Os animais D € Dyex.mn foram submetidos a jejum prévio de 6 horas e tratados
com insulina ultrarrapida (0.75 U/kg m.c.) via intraperitoneal (n= 05 animais por grupo). A
glicemia foi avaliada no tempo zero (antes da administracdo da insulina) e apés 4, 8, 12, 16
minutos. A constante de depuracao de glicose (IkTT) foi calculada no intervalo de tempo
entre 0 e 16 minutos para determinar a tolerancia a insulina, sendo expresso em unidades

arbitrarias (BONORA et al., 1989).
5.13 Avaliagao do Efeito da Fra¢do Hex-Mn no Estresse Oxidativo em Animais Diabéticos

Ap6s 21 dias de tratamento, amostras com cerca de 500mg do coragdo dos animais do
grupo C (n=7 animais), D (n=7 animais), Dyexmn (n=5 animais) foram coletadas para
obtencdo de homogenato do tecido e posterior avaliacdo da peroxidacdo lipidica através da
reacdo com o acido tiobarbiturico (TBARS), atividade das enzimas antioxidantes superéxido
dismutase e catalase e a atividade da glutationa reduzida e oxidada. O homogenato foi obtido
a partir dos tecidos que foram homogeneizadas em 2 mL de tampdo de extragdo (50mM Tris

base pH 7,4; ImM EDTA; 1 mM fluoreto de fenilmetilsulfonila, ImM ortovanadato de sddio)
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a 4 °C. Os homogeneizados foram centrifugados a 3550 rpm durante 10 minutos a 4 °C e os
sobrenadantes foram recolhidos e guardados a -80 °C, para que posteriormente fossem
utilizados para a analise de estresse oxidativo. Os niveis de proteina nos sobrenadantes foram
determinados pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976) utilizando albumina de soro

bovino como padrao.

5.14 Determinacdo da Concentragdo de malonaldeido (MDA)

A peroxidacao lipidica nos homogenatos de coragdo foi estimada colorimetricamente
através da TBARS de acordo com Ohkawa et al.,(1979), com algumas adaptagdes. Em
resumo, 0,1 mL dos homogenatos foram misturados com 0,08 mL de SDS a §8,1%, 0,6 mL de
acido acético a 20% (pH 3,5), 0,6 mL de TBA a 0,8% e aquecida a 95 °C durante 60 min.
Apos o resfriamento até temperatura ambiente, foram adicionados 0,6 mL de n-butanol
misturado e em seguida centrifugado a 3000 x g durante 10 min. 0,3 ml do sobrenadante foi
coletado e estimadas as absorbancias a 532 nm, sendo os resultados expressos em U/mg de

proteina. A curva de calibragdo foi preparada com padrao de malondialdeido (MDA).

5.15 Determinagdo da Atividade da Superoxido Dismutase (SOD)

A determinagdo da atividade total da SOD foi realizada de acordo com o método de
Misra e Fridovich (MISRA; FRIDOVICH, 1972). Os sobrenadantes (0,06 mL), recolhidos a
partir do coragdo homogeneizado apds centrifuga¢do, foram incubados com 0,920 mL de
carbonato de sodio 0,1M, EDTA 0,ImM (pH10,2) a 37 °C. Foram adicionados trinta
milimoles por litro de epinefrina (em acido acético a 0,05%) e a atividade de SOD a 37°C foi
medida pela cinética de inibicdo da auto-oxidacdo de epinefrina a 480 nm e o decaimento da
absorbancia foi acompanhada por 90 segundos (MISRA; FRIDOVICH, 1972). Uma unidade
de SOD foi definida como a quantidade de proteina necessaria para inibir a auto-oxidagdo de

1 umol de epinefrina por minuto. Os resultados foram expressos em U/mg de proteina.

5.16 Determinacdo da Atividade da Catalase

Foi retirado 0,06 ml do homogeneizado do coragdo para medir a atividade da CAT de
acordo com o método descrito por Aebi (AEBI, 1984). O principio do ensaio baseia-se na
determina¢do da constante de velocidade (k) da decomposicdo de H,O,, que em nossas
condigdes de temperatura e pH foi definida como 4,6 x 10”. A constante de velocidade da
enzima foi determinada medindo a varia¢do na absorvancia (a 240 nm) por minuto durante

um periodo de 4 minutos a 30 °C (AEBI, 1984), em um meio de reagdo, contendo tampao
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fosfato 50mM (pH=7,0) amostra e H,O, (300mM). Uma unidade de CAT foi definida como a
quantidade de proteina necessaria para converter 1 pmol de H,O, por minuto em H,O. Os

resultados foram expressos em U/mg de proteina.

5.17 Niveis de glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG) e Razdo glutationa
reduzida (GSH)/ glutationa oxidada (GSSG)

Adicionou-se 0,05 mL do homogeneizado do coracdo ao tampao fosfato 0,1 M (pH
8,0) contendo EDTA 5 mM e incubou-se com oftaldialdeido (OPT, 1 mg/mL) a temperatura
ambiente durante 15 min. A intensidade de fluorescéncia foi medida com excitacao de 350 nm
e comprimentos de onda de emissdo de 420 nm, para analise do GSSG utilizou-se a N-
etilmaleimida para evitar interferéncias da GSH na medi¢ao (HISSIN; HILF, 1976). Os

resultados foram expressos em nmol/mg de proteina.

5.18 Determinacdo dos niveis de nitrito

Os niveis de 0xido nitrico foram medidos com base na estimativa de nitrito total que
foi obtida pela reacao de Greiss, adaptada do método de Tiwari et al.,,(TIWARI et al., 2011).
Foram adicionados 100 pL do homogenato dos tecidos a 100 puL de reagente de Greiss, na
temperatura de 25°C, e realizada a medida em placas de 96 pogos a 570 nm utilizando um
espectrofotometro. As concentracdes de nitrito foram calculadas usando uma curva padrao
que variava de 100 a 1,56 uM de nitrito de sédio (NaNO2). Os niveis de nitrito estdo

EXpressos como },LM

5.19 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo (M+EP). Para comparagdo
entre duas médias foi utilizado o teste ¢ de Student, andlise multipla de dados a analise de
variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey e ANOVA de duas vias para as curvas de
tolerancia oral a carboidratos e parametros que variaram ao longo do experimento como
ingesta hidrica e alimentar, peso, glicemia e volume urinario. O nivel de significancia foi
considerado maior ou igual a 95% (p<0,05). Para andlise estatistica dos dados foi utilizado o

software GraphPad Prism 6°.
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6 RESULTADOS

6.1 Efeito sobre a glicemia de animais diabéticos e pardmetros metabolicos gerais das

fracoes Hex-Mn e Clo-Mn

Como esperado, o modelo de DM experimental induzido pela STZ elevou a glicemia
pos-prandial (D: 546,4 + 49,3 vs C: 111,3 £ 8,6 mg/dL, n=5-7 por grupo, p<0,05) e a glicemia
de jejum dos ratos (D: 576,2 £ 59,6 vs C: 87,6 £ 3,7 mg/dL, n=5-7 por grupo, p<0,05) em
relacdo ao grupo controle (Figura 5). Além disso, a STZ produziu os sinais classicos do DM,

como a perda de massa corporal, politria, polidpsia e polifagia (tabela 1).

O tratamento com a fragdo Hex-Mn reduziu a glicemia poés-prandial (40%) ao longo
do tratamento e também a glicemia de jejum (40%) ao término do experimento (figura 5).
Além de atenuar a poliuria, a polidpisia, a uréia plasmatica e urindria, e a glicosuria, os
animais tratados com a fragdo Hex-Mn apresentaram maior ganho ponderal quando
comparados com os animais diabéticos sem tratamento (tabela 1), entretanto, ndo houve
alteracdo na polifagia (figura 6).
Figura 5 - Efeitos das fragdes Hex-Mn e Clo-Mn na glicemia pds-prandial (A) durante 21 dias

de tratamento e de jejum (B) ao término do experimento. Os dados foram expressos como
média+ EP, (n=5a 7). @ para D vs. C; * para Dyex-mn Vs D, # para DI vs D.
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Fonte: SILVA, D. H. A., 2018.
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Tabela 1 - Efeito cumulativo das fragdes Hex-Mn e Clo-Mn na massa corporal, volume
urindrio, ingestdo alimentar e hidrica, glicosuria e ureia plasmatica de ratos diabéticos (D),
diabéticos tratados com a fragdo Hex-Mn (Dyex-mn), fragdo Clo-Mn (Dcjo-mn), insulina (DI) e
animais controle (C), somacao de valores diarios em experimento subcronico durante 21 dias
de tratamento.

C D DHex-Mn DClo-Mn DI

Ganho Ponderal (g) 78+9,1 15,1+8,8% 42,042,6' 32,0+7,4 86,6£6,9"

Vol. Urinario total (ml) 315,8£19,1  2.910,4+1423%  1.796,0+173,4" 2.478.84282,6  709,1+£50,6"

Ingestdo hidrica (ml) 857,5£52,0  3.522,4+177,6%  2.583,7+314,4" 3.077,04254,8 1.365,1+82,2"
Ingestdo alimentar (g) 54504433  827,8+16,8¢ 800,3+35,6 814,8+19.8  672,1+20,3"
Ureia plasmatica (mg/dL)  7,3+1,3 104,6+17,2¢ 57,3+16,4% 68,9+10,5 10,3+0,5"
Glicostria (mg/24h) 7,942,3  13521,4+14312¢ 7838,1+470,8* 9808,7+643,9  1792,7+553,4"

Os dados foram expressos como média = EP, (n=15 a 9). @ p<0,05 D vs. C; : P<0,05 Dyex.m Vs D; # p<0,05 DI vs
D.
Fonte: SILVA, D. H. A., 2018.

A glicosuria induzida pela STZ foi reduzida a partir do 5° dia, assim como a ureia
urinaria no grupo DHex-Mn. No grupo DI esse efeito também foi detectado a partir do 5° dia
de tratamento em ambos os parametros. A fragdo Hex-Mn reduziu em 31,5% e 32,5%, nesta
mesma ordem, a excre¢do urinaria de glicose e ureia (figura 6).

A fragdo Clo-Mn preveniu o agravamento do quadro hiperglicémico, sem efeitos de redugao
na hiperglicemia pos-prandial e de jejum (figura 5), ou quaisquer outros parametros

metabolicos (tabela 1).
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Tabela 2 - Efeitos do tratamento com as fracdes Hex-Mn e Clo-Mn na massa de 6rgaos e
tecidos de ratos diabéticos (D), diabéticos tratados com a fracdo hexanica (Dpex-vn), fracao
cloroférmica (Dcjo-mn) do extrato etanodlico das folhas de M. Nigra, insulina (DI) e animais
controle (C) em experimento subcronico ao término de 21 dias de tratamento

C D Duiex-Mn Dcio-Mn DI
Figado (g/mm de tibia) 276,9+16,9 249,2+10,1 272,4+12,9 266,2+7,5 288,1+10,2
Coragdo(g/mm de tibia) 25,4412 20,04+1,1 20,85+0,8 20,76+0,6 25,6+1,4"
Peso (g) 312,3+9,6 226,5:!:9,7@ 268,3+15,7* 251,6£10,5 306,3i8,9#
RETRO(mg/mm de tibia ) 66,2+8.4 2,69+1,34@ 32,4442 2% 24,34+4,5%* 77,0+6,7
EPI (mg/ mm de tibia ) 62,7+2,9 20,64+4,1¢ 47,7+4,6* 42,854 66,3+5,6"

EDL(mg/ mmdetibia)  0,981£0,038  0,631+0,045¢ 0,781+0,027* 0,735+0,035 0,923+0,019"

Soleus(mg/mm de tibia)  0,758+0,059  0,536+0,020% 0,656+0,039 0,610+0,023 0,685+0,016"

Os dados foram expressos como média = EP, (n=5 a §). @ p<0,05 D vs. C; i P<0,05 Dgex-vn OU Dcjovn vs. D, #
p<0,05 DI vs D.
Fonte: SILVA, D. H. A., 2018.

Além disso, 0 DM induzido por STZ alterou a massa corporal total, com redu¢do de
peso, acompanhado de menor massa de tecido adiposo epididimal (3 vezes menos) e
retroperitoneal (20 vezes menos), bem como reducdo na massa dos musculos EDL (35,6%) e
soleus (29%). O tratamento com a fracdo Hex-Mn reduziu a perda de massa nos tecidos EPI
(231%), RETRO (1205%) e EDL (23,7%) sem alteracdo em musculos soleus (tabela 2).

Nao houve diferenca na massa corporal dos animais tratados com a fragao Clo-Mn,
que apesar de ndo prevenir a perda de massa muscular, apresentou efeito sobre o tecido
adiposo preservando o RETRO (728%). Nao houve alteracdo na massa do tecido hepatico
induzida pelo diabetes ou pelo tratamento com as fragdes avaliadas, ja no tecido cardiaco,
apesar de nao haver diferenca significativa entre os controles e os diabéticos, os animais que
receberam insulina tiveram valores de massa cardiaca reestabelecidos aos valores normais

(tabela 2).
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Figura 6 - Efeitos das fragdes Hex-Mn e Clo-Mn na variagdo de ganho ponderal (A), ingestao
alimentar (B) e hidrica (C), volume urindrio (D), glicosuria (E) e uréia urinaria (F) em
experimento subcronico durante 21 dias. Os dados foram expressos como média + EP, (n =5
a 11) * p<0,05 Duex-vn 0U Dcio-mn VS. D
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Fonte: SILVA, D. H. A., 2018.
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6.2 Mecanismos hepaticos envolvidos nos efeitos antidiabéticos

A STZ induziu aumento nos niveis de fosfatase alcalina, aspartato e alanina
aminotransferases, triglicerideos e VLDL e colesterol total, sem alteracdes nos niveis de
fracdo HDL-C (tabela 3). A hipertrigliceridemia foi atenuada pelo tratamento com as fragdes
Hex-Mn e Clo-Mn, 31% e 50% respectivamente, havendo redu¢do de VLDL (~30% e ~50%,
respectivamente), niveis de glicerol (~60% e ~66%, respectivamente), bem como ambas as
fracdes reduziram os niveis de ALT (~50% e ~55%, respectivamente) e ALP (ambos ~37%).
Nao houve efeito dos tratamentos com as diferentes fracdes nos demais parametros
bioquimicos analisados (tabela 3).

A inducdo do DM reduziu o contetdo de glicogénio hepatico, o que foi atenuado no
grupo Dyex-mn (3,2 vezes), niveis semelhantes aos animais diabéticos tratados com insulina
(Figura 7).

Tabela 3 - Efeitos do tratamento com as fragdes Hex-Mn e Clo-Mn em parametros
bioquimicos de ratos diabéticos (D), diabéticos tratados com a fragdo Hex-Mn (Dpex-mn),

fracdo Clo-Mn (Dcjo-mn), insulina (DI) e animais controle (C) em experimento subcronico
durante 21 dias.

C D Dtex-Mn Dcio-mn DI
TG (mg/dL) 35,3432 168,2+10,2¢ 116,0+5,2* 84,6+17,8* 65,2472
VLDL (mg/dL) 6,43+0,1 33,65+2,0¢ 23,67+1,0% 16,93+3,5% 11,32+0,9
CT (mg/dL) 44,8+3,1 64,0+4,1¢ 51,6+3,1 59,6+3,4 61,3+2,6
HDL-C (mg/dL) 34,7424 31,942,1 40,8+3,0 31,343,0 36,9+2,8
Glicerol (ml/dL) 23,143,3 79,42+7,4¢ 32,4+6,3* 26,7+1,3* -
Ptn Total (g/dL) 5,8+0,3 5,8+0,2 6,9+0,2 6,2+0,3 7,120,3
Alb (g/dL) 2,4+0,2 2,4+0,1 2,4+0,0 2,4+0,1 2,9+0,4
Globulina 2,8+0,35 3,8+0,26 3,9+0,26 3,3+0,35 3,940,31
AST (U/mL) 139,9+25,1 243,4422,9¢ 219,8+17,1 198,9+15,5 213,7+8,5
ALT (U/mL) 58,7+4,2 255,6+39,2¢ 124,046,6* 115,3+8,9% 102,0+6,2*
ALP (U/mL) 32,8+4,2 138,5+11,8¢ 86,6+5,1%* 86,3+12,1* 66,3+6,6"

Os dados foram expressos como média + EP, (n=52a9). @ p<0,05 D vs. C; : p<0,05 Dyex-nvn U Dejo-nn VS. D, #
p<0,05 DI vs D.
Fonte: SILVA, D. H. A., 2018.
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Figura 7 - Efeitos das fragdes Hex-Mn e Clo-Mn no conteudo de glicogénio hepatico em
experimento subcronico durante 21 dias de tratamento. Os dados sdo expressos como
média+ EP,n=42a9. @ para D vs. C; * para Dyex-mn Vs. D, # para DI vs D.
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Fonte: SILVA, D. H. A., 2018.

6.3 Efeito da fra¢do Hex-Mn na tolerancia oral a glicose, sacarose e amido

Tendo em vista que o tratamento com a fragdo Hex-Mn teve efeito antidibético mais
potente, hipotetizou-se mecanismos que pudessem envolver a disgestdo e/ou absorcdo de
carboidratos no intestino. A STZ induziu intolerancia oral a carboidratos simples e complexos
(figuras 8, 9 e 10). Os valores iniciais de glicemia dos grupos diabéticos, tratados ou ndo, ndo
diferiram entre si. Apos a sobrecarga de glicose, o pico glicémico foi 210% maior no grupo D
em relagcdo ao grupo C (D:452,1+27,0 vs C:214,8 + 16,2 mg/dL). O tratamento por 21 dias
com a fracdo Hex-Mn alterou a 4rea sob a curva (AUC) dos animais Dyex-vn (p<<0,05) € o pico

glicémico foi retardado para 30 minutos (figura 8).

No teste de tolerancia oral a sacarose, a fracdo Hex-Mn reduziu a AUC em relagdo ao
grupo D (~25%). Além disso, o tratamento reduziu a curva glicémica nos 30 minutos iniciais
do teste (figura 9). A elevacdo da glicemia apds a sobrecarga de sacarose no grupo D em
relacdo ao grupo C (D:518,4 + 21,8 vs C:139,3 £ 15,4 mg/dL) , aumento de 372%, foi
atenuada apo6s 21 dias de tratamento no grupo Dpyex-mn, sendo o maior valor de glicemia
observada no grupo D reduzida no grupo Dyex-mn (D:518,4 = 21,8 vs Dyex-mn:324,0 + 46,7
mg/dL), em torno de 37,5% (p<0,05).
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Figura 8 - Efeito da fragdo Hex-Mn no OGTT em experimento subcronico apos 21 dias de
tratamento. Utilizado o Anova Two way para determinagao de diferenca nos diferentes pontos
da curva (A) e Anova One way para o teste da area sob a curva (AUC) (B). Os dados sdo sdo
expressos como média = EP, (n =4 a 7). @ p<0,05 D vs. C; * p<0,05 Dyex-mn Vs. D, # p<0,05
Flor vs D. (Flor = Floridzin)
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Fonte: SILVA, D. H. A, 2018.

Figura 9 - Efeito da fragdo Hex-Mn no OSucTT em experimento subcronico apos 21 dias de
tratamento. Utilizado o Anova Two way para determinacao de diferenca nos diferentes pontos
da curva (A) e Anova One way para o teste da area sob a curva (AUC) (B). Os dados sdo
expressos como média + EP, (n =4 a 7). @ p<0,05 D vs. C; * p<0,05 Dyex-mn Vs. D, # p<0,05
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Fonte: SILVA, D. H. A., 2018.

No teste de tolerancia oral ao amido, a fragdo Hex-Mn reduziu a AUC do grupo
diabético tratado (~50%). Destaca-se que o tratamento reduziu o pico glicémico impedindo o
aumento na glicemia dos 30 minutos até o final do tempo avaliado (figural0), e apresentou

um efeito semelhante ao grupo Acarb.
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Figura 10 - Efeito da fragdo Hex-Mn no OSTT em experimento subcronico apos 21 dias de
tratamento. Utilizado o Anova Two way para determinagdo de diferenca nos diferentes
pontos da curva (A) e Anova One way para o teste da area sob a curva (AUC) (B). Os dados
sdao expressos como média + EP, (n =4 a 7). @ p<0,05 D vs. C; : p<0,05 Dyex-mn vs. D, #
p<0,05 Acarb vs D. (Acarb = Acarbose)
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Fonte: SILVA, D. H. A., 2018.

6.4 Efeito sobre a sensibilidade a insulina

Considerando os efeitos da fracdo Hex-Mn sobre o DM, avaliou-se a constante de
depuracdo de glicose no teste de tolerancia a insulina (figura 12), que foi elevada em 65%

nestes animais.

Figura 11 - Efeito da fragdo Hex-Mn no teste de tolerancia a insulina (ITT) em experimento
subcronico durante 21 dias de tratamento. Os dados sdo expressos como média + EP, n = 5.
(') para diferen¢a Dyex-vn VS D.
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Fonte: SILVA, D. H. A, 2018.



45

6.5 Efeito sobre o perfil antioxidante

Tabela 4 - Efeitos do tratamento com a fracdo Hex-Mn no estresse oxidativo em coragdo de
ratos diabéticos (D), diabéticos tratados com a fracdo Hex-Mn (Dyex-mn) € animais controle
(C) em experimento subcronico durante 21 dias de tratamento

C D Dhex-Mn
CORACAO
GSH(nmol/mg ptn) 13,1+0,6 9,310,7@ 10,0+0,7
GSSG (nmol/mg ptn) 5,9+0,1 10,6+1,0¢ 11,441,7
GSH/GSSG (nmol/mg ptn) 2,3+0,1 1,0+£0,1¢ 0,9+0,1
TBARS(U/mg ptn) 10,4+0,7 14,6+0,8¢ 7,8+1,0%
Nitrito(uM/mg ptn) 1,6+0,1 2,8+0,4% 1,5+0,2%
SOD (U/mg ptn) 11,7+1,2 5,940,5 10,2+0,6*
CAT (U/mg ptn) 0,046+0,007 0,052+0,008 0,044+0,011

Os dados foram expressos como média + EP, (n=4 a 7). @ p<0,05 D vs. C; : p<0,05 Dyexnn V. D
Fonte: SILVA, D. H. A., 2018.

O DM induzido por STZ causou, no tecido cardiaco, um aumento nos niveis de
peroxidacdo lipidica (40%) e nitrito (40%), reduziu dos niveis de GSH (~30%) e aumento de
GSSG (~80%), com menor relagdo GSH/GSSG (~60%). Além disso o DM reduziu a
atividade da SOD (~50%), sem alteracdes na atividade da catalase. No grupo Dyex-mn houve
redugdo dos niveis de MDA e¢ nitrito (~50%), além do reestabelecimento da atividade da SOD

a valores proximos do controle.
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7 DISCUSSAO

As alteracdes endocrino-metabdlicas sdo uma crescente preocupagdo tanto em paises
desenvolvidos quanto em desenvolvimento (KAUR et al,2016). Dentre elas, o Diabetes
mellitus (DM) um distirbio metabdlico que afeta a homeostase da glicose, lipidios e
proteinas, tornou-se uma das maiores emergéncias médicas no século XXI. Diante das
limitagdes comportamentais e farmacologicas no tratamento do DM, associados aos elevados
custos médico-hospitalares diretos e indiretos, para prevengdo e tratamento do DM e suas
comorbidades, os esforcos no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas sao

essenciais no controle desta doenga (CEFALU, 2004; UZOR et al.,2017).

Em todo o mundo, o uso de plantas medicinais como alternativa no tratamento do DM
e suas comorbidades é bem aceito, assim como a sua eficacia tem sido relatada na literatura
cientifica (EDDOUKS et al.,2014; AGWAYA et al,2016). Algumas vantagens sdo listadas
em relagdo ao uso de farmacos industriais ¢ tratamentos convencionais, sobretudo redugao dos
efeitos colaterais, como as alteragdes gastrointestinais, formagao de anticorpos e hipoglicemia
(PANIGRAHI et al., 2016; MING et al.,2018). Estudos prévios de nosso laboratorio
demonstraram o efeito antidiabético, hipolipidémico e antioxidante do extrato etandlico bruto
das folhas de M. nigra (JUNIOR et al.,2017), o que motivou o fracionamento do extrato bruto
como alternativa para se conhecer os fitoquimicos envolvidos na resposta anti-

hiperglicemiante.

Diferentes modelos experimentais de DM sdo descritos na literatura, tais como
modelos cirtrgicos, genéticos, nutricionais e farmacologicos (BRITO-CASILLAS et al.,2016;
MOSTAFAVINIA et al,2016). Das estratégias farmacologicas mais utilizadas, a aloxana
(ALX) e a estreptozotocina (STZ) sdo as mais utilizadas e podem produzir modelos de DM
tipo I e II, a depender da dose utilizada, repeticdes de dose e via de administracdo
(JAWERBAUM; WHITE, 2010). STZ, um antibiotico alquilante produzido pelo
Streptomyces achromogenes foi inicialmente proposto para o tratamento contra o cancer
(WHITE, 1963). Entretanto, o uso intravascular e intraperitoneal em ratos e caes provocava
hiperglicemia sustentada acompanhada de poliuria e polidpsia, sinais compativeis com DM.
Posteriormente, o mecanismo geral de ag¢do da STZ foi descrito, o qual envolve,
principalmente, a alquilagdo do DNA e sua consequentemente fragmentacdo (LENZEN,

2008). Ha outras vias menos importantes, como a geragdo de espécies reativas de oxigénio
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(ROS) e nitrogénio (NOS). Neste trabalho, utilizamos o modelo de DM experimental
induzido por STZ, bem caracterizado com glicemia pos-prandial acima de 300mg/dL (Figura

5) e os sinais classicos do DM (Tabela 1).

Trabalhos anteriores demonstraram o efeito antidiabético e antioxidante do extrato
bruto das folhas de M. nigra (VOLPATO et al.,2011; ARAUJO et al,2015; JUNIOR et
al.,2017), entretanto, ainda ndo ¢ conhecida a ag¢do das fragdes Hex-Mn e Clo-Mn deste
extrato. Neste sentido, o tratamento com a fragdo Hex-Mn apresentou efeito antidiabético
mais convincente, quando comparado a fragao Clo-Mn, uma vez que reduziu a glicemia pos-
prandial e de jejum, poliuria, polidpsia, assim como a hipertrigliceridemia e o perfil
antioxidante, além de melhorar o ganho ponderal. A partir dos efeitos conhecidos do extrato
bruto das folhas de M. nigra, o fracionamento ¢ importante para o conhecimento das classes
de fitoquimicos associados ao efeito farmacoldgico de interesse. De modo muito interessante,
a fracdo Clo-Mn impediu o agravamento da hiperglicemia, assim como produziu melhoras
sobre o perfil lipidico e hepatico em ratos diabéticos, o que pode estar associado a diferenca

entre a constituicdo quimica das diferentes fragdes.

A fragdo Hex-Mn ¢ rica em flavonoides, sendo descritos o canferol-3-ramnosideo e a
1soquercetina em andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de
arranjo de diodo (CLAE-DAD). A fracdo Clo-Mn apresenta flavonoides, mas ainda ndo
descritos (Souza et al,2013). Dentre os flavonoides descritos, a isoquercetina regula
positivamente os niveis séricos de glicose e lipideos, além de melhorar a funcdo das ilhotas
pancreaticas (ZHANG et al,2011). Estudos avaliando folhas de M. nigra detectaram
compostos flavonoides nos diversos tipos estudados, a rutina, isoquercetina e astragalina
(kaempferol 3-b-D-glucopiranosido) tinham as maiores concentragdes (THABTI et al.,2012;
FLACZYK et al,2013), apresentando efeitos anti-hiperglicEémicos, anti-hiperlipidémicos,
antioxidantes e cardioprotetores (THAIPITAKWONG et al.,2018).

A diminui¢do da hiperglicemia nos animais tratados com a fracdo hexanica sugere: (a)
inibicao da producao hepatica de glicose; (b) sensibilizagdo de tecidos periféricos a insulina e
(c) reducdo da digestdo e absor¢do de carboidratos pelo trato gastrointestinal (TGI). O grupo
Duex-Mmn apresentou menor concentragao plasmatica e urinaria de ureia, glicerol, sugerindo
menor disponibilidade de substratos nao glicidicos para produgdo hepatica de glicose através
da neoglicogénese (PUHAKAINEN et al.,1992; OLIVEIRA et al.,2008). Corroborando esta

ideia, outros autores tém relatado a agdo in vivo de plantas como a Combretum lanceolatum e
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Caparris spinosa ou de flavonoides isolados como a rutina, fitoquimico bastante presente em
diferentes espécies vegetais, sob a gliconeogénese hepatica como possivel mecanismo para o
efeito anti-hiperglicemiante (SIQUEIRA et al,2016; JALALI et al 2016; GHORBANI,
2017).

O conteudo de glicogénio hepatico depende de um fino controle hormonal que envolve
a acdo de diferentes hormonios anabolicos e catabolicos, dentre eles, insulina, cortisol ¢
glucagon (BRADY, 2010). E bem conhecido que a insulina, através da ativagdo do receptor
de membrana e ativa¢do da via classica da fosfatidil inositol 3-fostafo (PI3K) e Akt estimula a
glicogeniogénese e inibie a glicogenélise (COHEN, 1998; BRADY, 2010). E bem descrito
que reducdes no conteudo de glicogénio hepatico no DM refletem a auséncia e/ou resisténcia
a insulina (CHACKREWARTHY et al.,2010; GUTIERREZ et al.,2011). O grupo Dyex-mn
preservou glicogénio, o que demonstra maior secre¢do e/ou sensibilidade a insulina nestes
animais. Embora, os niveis séricos de insulina ndo tenham sido mensurados neste trabalho, o
teste de tolerancia a insulina (ITT) confirmou a hipdtese de melhor sensibilidade no grupo
tratado com a fragdo Hex-Mn. O calculo da constante de depuragdo de glicose (IKTT) ¢
considerado um método reprodutivel, valido e bem estabelecido para a avaliacdo da
sensibilidade a insulina em animais (ANTUNES et al.,2016), o que permite concluir que,
independente dos niveis deste hormonio, o grupo Dyex-mn melhorou a sensibilidade periférica
a insulina (figura 11), o que torna esta fracdo promissora para producdo de futuros

fitoterapicos que possam ser adjuvantes no tratamento do DM e suas comorbidades.

Neste sentido, foram observadas a¢des anabolicas classicas da insulina nos grupo Dyex-
Mn, 1St0 €, 0 aumento do ganho de peso e redugcdo da perda de massa muscular e tecido
adiposo, sdo indicativos de inibi¢do de processos catabolicos proprios do DM como a lip6lise
e protedlise (ARCARO et al,2014; SIQUEIRA et al.,2016). Nao se pode excluir por
completo que o tratamento com a fragcdo Hex-Mn tenha melhorado os niveis insulinémicos,
uma vez que estudo recente demonstrou que o tratamento com as folhas de Morus nigra

melhorou a insulinemia em animais diabéticos (ARAUJO et al.,2015).

Outro importante mecanismo que contribui para hiperglicemia no DM ¢ a digestdo e
absorcao intestinal de carboidratos, sendo hiperglicemia pos-prandial um dos principais
fatores de risco para doencgas cardiovasculares (GERICH, 2003). A digestao de carboidratos
complexos da dieta (amido, glicogénio) em monossacarideos (glicose, frutose e galactose)

absorviveis depende de enzimas presentes na saliva como a o-amilase e também na luz
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intestinal como a a-amilase pancreatica e as dissacaridases expressas na borda em escova dos
enterécitos. (ASANO et al, 2000; YUSOFF et al,2015). Diferentes estudos in vitro
avaliaram potenciais inibidores da a-glicosidase a partir de componentes dietéticos e plantas
(ANIS et al., 2002; APOSTOLIDIS et al., 2006; PULLELA et al., 2006; ZHANG et al.,
2017). O género Morus apresenta alcaloides com atividade inibitoria sobre a a-glicosidase,
especialmente a desoxinojirimicina (DNJ) (ASANO, 2003). Nossos resultados nos testes de
tolerancia a sucrose e ao amido sugerem uma agao inibitoria da fragdo Hex-Mn na digestdo de
carboidratos complexos no intestino (Figuras 9 e 10). Neste mesmo sentido, ja foi
demonstrado que outras espécies deste mesmo género, como a M. alba tem potente atividade
inibitoria sobre as a-glicosidases e baixa agdo sobre as amilases (KIM et al, 2011). A
atividade inibitoria da fragdo Hex-Mn sobre a a-glicosidase foi semelhante a inibi¢do pela
acarbose, 0 que confirma a hipotese de que o efeito anti-hiperglicemiante da M. nigra é, pelo

menos em parte, pelo retardo na digestdo de carboidratos complexos.

Ja foi demonstrado no DM induzido por STZ que na administracdo de dissacarideos a
redu¢do na curva glicémica se da principalmente por inibi¢ao intestinal de a-glicosidases
(ANDRADE-CETTO et al, 2008; SUBRAMANIAN et al, 2008; YUSOFF et al., 2015;
ZHANG et al., 2017). Assim, podemos assumir que os efeitos de reducdo da curva glicémica
nos testes com dissacarideos e polissacarideos ocorreram por menor absor¢ao intestinal de
glicose, devido a inibicao da acdo de enzimas digestivas, mecanismo que pode explicar parte

do controle glicémico em animais Dyex-mn.

Classicamente, a absorcao de monossacarideos ¢ um processo de transporte ativo
secundario e depende do cotransportador Na'-glicose isoforma 1 (SGLT1) expresso na
membrana apical (MA) do enterocito. A difusdo de glicose do enterdcito para a circulagio
porta-hepatica depende do transportador de glicose isoforma 2 (GLUT2) presente na
membrana basolateral (MBL) do enterocito (KELLETT et al., 2008). Entretanto, ¢ bem
conhecido que a insulina influencia o processo de transporte de glicose através do SGLTI,
assim como a expressio dos GLUT2 na MBL do enterdcito (PENNINGTON et al., 1994). E
bem documentado na literatura o aumento na expressao intestinal do SGLT-1 e GLUT2 no
epitélio intestinal em ratos diabéticos (FEDORAK et al, 1991; MIYAMOTO et al., 1991;
BURANT et al., 1994; DYER et al., 1997), o que contribui para o aumento da hiperglicemia
pos-prandial. Mais recentemente foi demonstrado a hiperexpressao do GLUT2 na membrana
aplical do enterdcito como mecanismos para aumentar a hiperglicemia pos-prandial (TOBIN

et al., 2008). Nossos resultados mostram que o tratamento com a fragdo Hex-Mn reduz
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absorcao intestinal de glicose, o que sugere que esta fracdo pode inibir o transportador

SGLTI, reduzir a expressao de GLUT2 na MA ou ambos 0s mecanismos.

O DM induzido pela STZ usualmente esta associado ao aumento do colesterol total
(CT), triglicerideos (TG), LDL e VLDL, bem como reducdo dos niveis de HDL
(MAHENDRAN et al., 2014). A dislipidemia diabética se caracteriza por HDL reduzido e
niveis elevados de TG, CT e LDL, além disso, a hipertrigliceridemia e a hipercolesterolemia
sao importantes fatores de risco para doengas cardiovasculares, uma das comorbidades
diabéticas mais prevalentes (ANANTHAN et al, 2003; WU et al, 2014), sendo comum
alguma forma de anormalidade lipidica em individuos com diabetes e essa alteracdo nos
lipidios e lipoproteinas € influenciada pela hiperinsulinemia e resisténcia a insulina (NELSON
et al., 2018). Ambas as fragdes avaliadas apresentaram ag¢do hipolipemiante, o que sugere
diretamente pela melhora na agdo da insulina. Outros mecanismos envolvidos na corre¢do do
perfil dislipidémico como menor atividade das enzimas envolvidas na sintese do colesterol e
acidos graxos nao podem ser excluidos e podem estar associados ao efeito hipolipemiante da
M. nigra. Neste sentido, o uso do extrato de Cedrela odorata L. ¢ Curcuma longa L. reduziu
os niveis de TG, sem alteracdes nos niveis de CT e HDL, o que foi associado a inibi¢do da
enzima acido graxo sintase, reduzindo consequentemente a sintese de acidos graxos,

atenuando a hipertrigliceridemia (ARCARO et al,, 2014; GIORDANI et al., 2015).

O figado ¢ um o6rgdo complexo e participa do controle do metabolismo de proteinas,
lipidios e carboidratos, assim como ¢ essencial nos processos de detoxificagdo e excrecao de
metabolitos (ILAVENIL et al., 2016). E bem conhecida a disfungdo hepatica induzida pelo
DM, o que foi observado neste trabalho pelo aumento dos niveis séricos de AST, ALT e ALP
(tabela 3). O tratamento com ambas as fragdes, Hex-Mn e Clo-Mn, reduziu os niveis séricos

dos marcadores de lesdo hepatica, sugerindo o efeito hepatoprotetor da Morus nigra.

No DM, a hiperglicemia cronica reduz as defesas antioxidantes, gera ambiente pro-
oxidante, o que modifica o estado redox determinando o aumento do estresse oxidativo e a
glicosilacdo ndo enzimatica de proteinas (TEKIN et al., 2011; ZARGAR et al., 2014). O
malondialdeido (MDA), a GSH (principal antioxidante ndo-enzimatico enddégeno), a
superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) sdao marcadores do estresse oxidativo
envolvidos na progressdao do DM e suas comorbidades. Nestes estudos o perfil pro-oxidante
foi observado pelo aumento dos niveis de peroxidagdo lipidica (LPO, niveis de MDA),

reduc¢do da atividade da SOD e menor relagdo GSH/GSSG no coracdo de ratos diabéticos. A
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reducdo da insulinemia aumenta a atividade da enzima acido graxo CO oxidase que inicia a
oxidagdo de acidos graxos aumentando a producdo do peréxido de hidrogénio (H,O,) que por
sua vez inativa a SOD (KAKKAR et al., 1995). O tratamento com a fragdo Hex-Mn reduziu
os niveis de MDA e nitrito no coragdo de ratos diabéticos, com tendéncia a preservagdo dos
niveis de GSH e aumento na atividade da SOD, o que indica uma agdo antioxidante desta
fracdo. Outros trabalhos ja mostraram o efeito antioxidante do extrato bruto de M. nigra
(ARAUJO et al., 2015; JUNIOR et al., 2017), mas este efeito na fragdo Hex-Mn ¢ inédito.
Em conjunto, nossos resultados sugerem que o efeito antioxidante da fragdo Hex-Mn pode
explicar, pelo menos em parte, o efeito antidiabético e hepatoprotetor da M. nigra, o que

reitera a importancia desta espécie como adjuvante no controle glicémico em longo prazo.

Atualmente, um dos mecanismos envolvidos na melhora da hiperglicemia no DM,
independente da a¢do da insulina, ¢ maior a perda de glicose pelos rins (MARTENS et al.,
2017). E bem conhecido que o cotransportador sédio-glicose isoforma 2 (SGLT2) no
segmento inicial (S1) do tubulo contorcido proximal do néfron ¢ responsavel por grande
parte da reabsor¢ao da glicose filtrada (Al-Jobori et al, 2017). Os individuos diabéticos
apresentam maiores concentragdes de glicose filtrada pelos rins, o que causa maior diurese
osmotica, poliuria e glicosuria, mecanismo que visa a reducao da glicemia (FERRANNINI;
SOLINI, 2012). Esta ¢ a razdo pela qual diferentes inibidores do SGLT2 tém sido utilizados
clinicamente para controle da hiperglicemia em pacientes diabéticos (AL-JOBORI et al.,
2017; MARTENS et al, 2017). Nossos resultados sdo contrarios a este mecanismo,
sobretudo porque houve menor poliuria, polipdsia e glicostria no grupo Dyex-mn, 0 que sugere
que a menor excre¢dao urindria de glicose ¢ decorrente da menor hiperglicemia por
mecanismos que dependem, pelo menos em parte, da acdo insulinica no metabolismo

glicidico.
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8 CONCLUSOES

As fragdes Hex-Mn e Clo-Mn tem acao antihiperglicemiante e hipolipemiante, tendo a
fracdo Hex-Mn melhor efeito sobre o controle glicémico, em parte por melhorar a
sensibilidade a insulina, mas também por inibir a digestdo e absor¢do intestinal de
carboidratos, o que contribui para reducdo da hiperglicemia. Além disso, a fragdo Hex-Mn
possui efeito antioxidante e cardioprotetor, o que torna esta fragdo promissora no tratamento

adjuvante do DM e suas comorbidades.
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