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RESUMO

Esta pesquisa teve por objetivo avaliar os efeitos do extrato etanolico das folhas de
cagaiteira em camundongos diabéticos induzidos por estreptozotocina (STZ). As folhas
foram coletadas em duas localidades do municipio de Campo Grande — MS. Para a
obtencdo do extrato etanolico, a amostra foi acondicionada para extracdo com solugédo
aquosa de etanol na proporcao de 1:3 (m.m-1) folha:solucdo de etanol. O ensaio de
atividade antioxidante por B-caroteno/acido linoleico foi realizado através da inibicdo da
peroxidacdo lipidica e também foi realizada a quantificacdo de fendis, e anélise
fitoquimica. Para o teste de toxicidade foram utilizados ratos Wistar, fémeas
distribuidas em 2 grupos (n=5): controle que recebeu salina (1ImL/Kg), e grupo tratado
com extrato etandlico das folhas da cagaita na dose de 2000mg/kg. Os animais foram
deixados em jejum por 4 horas. Em seguida administrado (gavagem) salina ou extrato, e
observado seu comportamento aos 30, 60, 120, 240 e 360 minutos apds a administracao
por meio do “screnning” hipocratico. Para o modelo de diabetes foram utilizados
camundongos Swiss, machos (6 semanas). A inducao foi realizada através de injecao i.p.
de STZ (150mg/kg). Apds 7 dias, confirmado o diabetes (glicemia de jejum > 250
mg/dL), os animais foram distribuidos nos grupos experimentais: controle normal
tratado com salina (CTL SAL), controle diabético tratado com salina (STZ SAL),
controle diabético tratado com metformina (500mg/kg) (STZ MET), e os demais
tratados com extrato etandlico nas doses 25, 50, 100 mg/kg de peso do animal
(gavagem) por 21 dias. Foram avaliados a glicemia, consumo alimentar e hidrico
semanalmente; ao final foi realizado a eutanasia por exsanguinacdo, coletado sangue
para analises bioguimicas, e o0 pancreas e figado para analise histoldgica. Dentre 0s
resultados obtidos, a atividade antioxidante p-caroteno/acido linoleico, com o Radical
Livre, flavonoides totais e os fenois totais, apresentaram os valores aproximados de:
113, 107, 147 e 204, respectivamente; e na analise fitoquimica identificou quercetina e
acido galico. Em relagdo ao teste de toxicidade aguda e “Screening” Hipocratico o
extrato ndo causou nenhuma alteragdo nos parametros comportamentais analisados em
relagdo aos animais tratados com salina. No modelo de diabetes, observou-se que na
ingestdo alimentar, os grupos EEC 50 e EEC 100 apresentou valor semelhante ao STZ
MET, diferindo estatisticamente dos demais grupos (p<0,001); ja& com relacdo a
ingestdo hidrica, quanto maior a concentracdo da dose do extrato, menor 0 consumo
(p<0,001). O ganho de peso dos animais dos grupos STZ SAL e EEC 100 apresentou
diminuicdo significativa em relacdo ao peso dos animais dos grupos CTL SAL, STZ
MET, EEC 25 e EEC 50. N&o houve melhora na glicemia de jejum nos grupos tratados,
bem como no colesterol total; no entanto, o0 HDL-colesterol dos grupos STZ MET e
EEC 25 aumentou quando comparados aos demais (p<0,05). Ja& o LDL-colesterol
reduziu nos grupos STZ MET e EEC 25 (p<0,001). O VLDL esteve aumentado no STZ
SAL quando comparados com o0s demais grupos (p<0,001), 0 mesmo aconteceu com 0s
triglicérides. Na histologia do figado os grupos EEC 25 e EEC 50 mantiveram a



integralidade do tecido hepatico, e a histologia do pancreas, o grupo EEC 25
apresentaram acinos pancreaticos tipicos com ilhota de Langerhans tipica. Conclui-se,
nessas condi¢cBes experimentais, o extrato etandlico das folhas da cagaiteira ndo
influenciou os niveis glicémicos, no entanto, beneficiou o perfil lipidico com potencial
para tratamento de dislipidemias.

Palavras-Chave: Eugenia dysenterica DC., diabetes mellitus, dislipidemia,
camundongos.



ABSTRACT

This research aimed to evaluate the effects of ethanol extract from cagaiteira leaves in
diabetic mice induced by streptozotocin (STZ). The leaves were collected from two
locations in Campo Grande - MS. For obtaining the ethanol extract, the sample was
stored for the extraction with aqueous ethanol in the ratio of 1: 3 (M. M-1) sheet:
ethanol solution. The antioxidant activity assay for B-carotene / linoleic acid was carried
out through inhibition of lipid peroxidation was also performed and the quantification of
phenols and phytochemical analysis. For the toxicity test Wistar rats, females divided
into 2 groups (n=5): control that received saline (Iml/kg) and group treated with
ethanolic extract of leaves cagaita at a dose of 2000mg/kg. The animals were fasted for
4 hours. In then administered (gavage) or saline extract, and their behavior observed at
30, 60, 120, 240 and 360 minutes after the administration by means of "screnning”
hippocratic. To the diabetes model mice used were male Swiss (6 weeks). Induction was
performed by injecting i.p. STZ (150 mg/kg). After 7 days, confirmed diabetes (fasting
glucose>250mg/dL), the animals were divided into experimental groups: normal treated
with saline control (SAL CTL), diabetic control treated with saline (SAL STZ) diabetic
control treaty with metformin (500mg/kg) (STZ TEM), and the other treated with
ethanolic extract at doses 25, 50, 100 mg/kg body weight (gavage) for 21 days. They
evaluated blood glucose, food and water consumption weekly; was performed at the end
sacrificed by exsanguination, the blood collected for biochemical analysis and the liver
and pancreas for histological analysis. Among the results, the B-carotene / linoleic acid
antioxidant, with the Free Radical, total flavonoids and phenolic compounds, presented
the approximate values: 113, 107, 147 and 204, respectively; and phytochemical
analysis identified quercetin and gallic acid. Regarding the acute toxicity test and
"Screening" Hippocratic the extract did not cause any changes in behavioral parameters
analyzed in relation to the animals treated with saline. In the diabetes model, it was
observed that food intake, the EEC 50 and EEC 100 groups presented values similar to
STZ MET, differing from the other groups (p<0.001); As to the water intake, the greater
the dose of the extract concentration, the lower the intake (p<0.001). The weight gain of
the animal SAL STZ groups and EEC 100 showed a significant decrease in the weight
of the animal SAL CTL groups STZ MET, EEC 25 and EEC 50. There was no
improvement in fasting glucose levels in the treated groups as well as in total
cholesterol; however, the HDL-cholesterol of STZ MET groups and EEC 25 increased
compared to the others (p<0.05). Since LDL-cholesterol decreased in the STZ and EEC
25 MET groups (p<0.001). The VLDL was increased in SAL STZ as compared with the
other groups (p<0.001), so did triglycerides. Histologically the liver EEC 25 and EEC
50 groups maintained the integrity of the liver tissue, and the histology of the pancreas,
the EEC 25 group had pancreatic acini typical with islet of Langerhans typical. It
follows these experimental conditions, the ethanol extract of cagaiteira leaves did not
affect blood glucose levels, however, benefited from the lipid profile with potential for
the treatment of dyslipidemia.

Keywords: Eugenia dysenterica DC., diabetes mellitus, dyslipidemia, mice.
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) € caracterizado como uma desordem metabolica,
resultante de defeitos da acdo ou secrecdo da insulina, ou ambos, defeitos estes que
levam a alteragBes no metabolismo de proteinas, carboidratos e lipidios (CUPPARI,
2014). Tais alteragdes causam sérias consequéncias aos pacientes diabéticos, levando a
graves complicacdes como perda de peso, elevando os niveis de lipidios no sangue,
aumento da incidéncia de aterosclerose e doencas arteriais periféricas, danos a visao e
aos rins, e em casos mais graves, 6bito (OBOH; ADEMILUYI; FALOYE, 2011).

A incidéncia de pessoas diabéticas em todo mundo vem aumentando de modo
alarmante ao longo dos anos, e pesquisas recentes tém mostrado que o nimero de
diabéticos na populacdo tende crescer cada vez mais nas proximas décadas (SHAW;
SICREE; ZIMMET, 2010; VIGITEL, 2015).

Esse preocupante aumento na incidéncia do diabetes deve-se ao atual estilo de
vida das pessoas, que inclui habitos alimentares ndo saudaveis (ADISAKWATTANA,;
CHANATHONG, 2011), associado a maior prevaléncia de sobrepeso e/ou obesidade,
com presencga da gordura visceral e dislipidemia nestes pacientes, podendo contribuir
para um maior risco de desenvolvimento de complicacdes macrovasculares (SIBLEY et
al.,, 2003; FRANZ et al., 2002). Recentemente demonstrou-se que 0 risco
cardiovascular no DM1 tem 4 e 8 mais chances em homens e mulheres, respectivamente
(ADA, 2011).

Os tratamentos atuais para 0 DM incluem a insulinoterapia, assim como o uso de
hipoglicemiantes orais. No entanto, sdo relatados pelos pacientes, inGmeros efeitos
colaterais e desconfortos causados pelos mesmos. Partindo dessas informacdes, a
pesquisa por novos agentes que possam agir no controle do diabetes tornou-se alvo de
estudos (ABDEL-HASSAN; ABDEL-BARRY; MOHAMMEDA, 2000). Nesse
contexto, o estudo de plantas medicinais que possuam efeito hipoglicemiante e que
atuem na melhora do quadro diabético tem despertado o interesse dos pesquisadores.

Myrtaceae € uma familia botanica com muitos representantes na flora brasileira,
e, desse modo, gera interesse nas pesquisas a respeito de suas especies (COUTO et al.,
2009). O género Eugenia dysenterica DC., conhecida popularmente como cagaita ou
cagaiteira, uma espécie frutifera nativa do Cerrado, cujas folhas tem indicagdo popular

para o tratamento do diabetes, além de apresentarem substancias, como compostos
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fenolicos e atividade antioxidante, aos quais séo atribuidos efeitos benéficos para a
hipertensdo arterial, dislipidemias e no processo inflamatdrio em geral (GENOVESE et
al., 2008; LIMA et al., 2011).

Com isso, esta pesquisa teve por objetivo avaliar os efeitos do extrato etandlico
das folhas de cagaiteira em camundongos diabéticos induzidos por estreptozotocina

(STZ) na glicemia e parametros bioquimicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Diabetes mellitus (DM)

O diabetes mellitus (DM) é um agrupamento de disturbios metabdlicos que
desencadeia hiperglicemia crénica, resultante da deficiéncia da secrecdo de insulina, ou
na incapacidade da insulina em exercer sua funcdo adequadamente, como também a
associacdo de ambos, com alteracdo no metabolismo de carboidratos, proteinas e
lipidios (OBOH; ADEMILUYI; FALOYE, 2011; CUPPARI, 2014).

Dentre os sinais e sintomas do DM esta a glicosuria (concentracdo alta de
glicose na urina), politria (aumento do volume urinario), desidratacao e polidipsia (sede
aumentada) (CARVALHEIRA et al., 2002) (Figura 1).

| HIPERGLICEMIA

,  Glicosuria \
| Perda de calorias / Poliiria
— 7 N

E - F‘_Dm?_ _ _: I Ffffi?ji_a F_ES_D_ _: E Ei::;:ia;:::i:ﬂ E Perda de Desidratacio
l - eletrolitos
| B ml
! Polifagia '  _________ _ l
---------- | Balango /
! nitrogenado | Acidose Polidipsia
| nagative l
: Hiparpnéia

|| COMA E MORTE ||

Figura 1 - Sinais e sintomas da hiperglicemia sem controle no Diabetes mellitus. A
hiperglicemia desencadeia a glicosuria (eliminacdo de glicose pela urina), levando ao
surgimento de dois fendmenos: a perda de calorias, devido ao aumento da
metabolizacdo de gorduras e proteinas gerando um balangco energético negativo, com
aumento da fome associada a presenca perda de peso, gerando acidose; e poliuria, que é
0 aumento do volume urinario levando a um processo de desidratacdo e perda de
eletrolitos, sendo que ambos associado com a acidose leva o paciente ao coma ou até
morte. Fonte: RUBIN et al., 2011.
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O diabetes, quando ndo tratado, leva ao surgimento de maltiplas complicagdes
que incluem retinopatia com possiveis danos a visdo, nefropatias podendo levar a
insuficiéncia renal, neuropatias periféricas com risco de ulcera¢es no pé e amputacéo,
como também apresentam risco elevado para desencadeamento de aterosclerose e
doenca arterial periférica, uma vez que o metabolismo lipidico estd alterado
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2011).

2.2 Classificacdo do diabetes mellitus

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e American Diabetes
Association (ADA, 2011) a classificacdo do diabetes mellitus inclui quatro classes
clinicas, sendo: diabetes mellitus tipo 1 (DM1), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), outros
tipos especificos de diabetes mellitus e diabetes mellitus gestacional.

O DM1 é um distarbio vitalicio da homeostase da glicose, ocorrendo devido a
deficiéncia absoluta na producéo de insulina, resultando da destruicdo auto-imune das
células B nas ilhotas de Langerhans, A doenca é caracterizada pela presenca de pouca ou
até mesmo a auséncia células B funcionais, consequéncia da reducgdo ou inexisténcia da

secre¢do de insulina (Figura 2) (RUBIN et al., 2011; DE MARIA et al., 2011).

Type | Diabetes insuln Inaulin Glucose
eceptor ® ® &
® e o
o0 ®

w

Figura 2 — Acéo da insulina e absor¢do da glicose em um individuo com diabetes do
tipo 1. No individuo normal, a insulina se liga ao seu receptor de membrana liberando a
passagem da glicose sanguinea para dentro da célula por meio do GLUT-4. Em caso de
DM1 ndo acontece ou a producéo de insulina € insuficiente, devido a uma resposta auto-
imune, levando ao excesso de glicose sanguinea.

Fonte: ATKINSON; EISENBARTH, 2001; STUMBOLL; GERICH, 2001.
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A maior incidéncia do DM1 ocorre na infancia e adolescéncia, correspondendo
de 5 - 10% dos casos conhecidos. Tais pacientes portadores desse tipo de DM
dependem do tratamento com insulina exdgena para sustentacdo da vida, pois 0s
mesmos desenvolvem anticorpos anti-ilhota pancreéatica (ICA), anticorpos anti-insulina
(IAA), anticorpos contra a isoforma de 65 KDA da descarboxilase do &cido glutamico
(GADG65) e antigenos associados ao insulinoma 1A-2A (ATKINSON; EISENBARTH,
2001). Ainda, existem aqueles diabéticos com caracteristicas do DM1, porém sem
evidéncias de autoimunidade, sendo dessa forma classificados como DML idiopético
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2011).

O DM2 é caracterizado pela deficiéncia relativa da producdo pancreética de
insulina associada a reducdo da sensibilidade dos tecidos ao horménio, conhecida
também como resisténcia periférica a insulina, que ocorre nos momentos em que a
concentracdo normal desse hormonio produz uma resposta bioldgica inadequada nos
tecidos-alvos metabdlicos (figado, musculatura esquelética e tecido adiposo), ocorrendo
reducdo na secregdo de insulina estimulada pela glicose (Figura 3) (STUMBOLL;
GERICH, 2001). Essa resisténcia a insulina que ocorre no DM2 pode ser por defeito na
acao da insulina devido a reducdo do namero de receptores ou menor afinidade, reducéo
do nimero de proteinas transportadoras de glicose ou na translocacdo da mesma ao
citoplasma (MCLELLAN et al., 2007).

Type ll Diabetes '™sv» Insulin Glucose

receptor ® ® o

Figura 3 — Acdo da insulina e absorcdo da glicose em um individuo com diabetes do
tipo 2. No individuo normal, a insulina se liga ao seu receptor de membrana liberando a
passagem da glicose sanguinea para dentro da célula por meio do GLUT-4. No DM2
acontece uma resisténcia a insulina devido a redugdo do nimero de receptores ou menor
afinidade, reducdo do numero de proteinas transportadoras de glicose ou na translocagéo
da mesma ao citoplasma.

Fonte: ATKINSON; EISENBARTH, 2001; STUMBOLL; GERICH, 2001.
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O DM2 afeta cerca de 90 — 95% de todos os casos de diabetes conhecidos, sendo
mais comum nos individuos com idade superior aos 40 anos sendo que a maioria desses
individuos sdo obesos, no entanto, observa-se atualmente, um aumento da incidéncia de
DM2 em adultos jovens e adolescentes, devido ao agravamento da obesidade e a falta
de exercicio fisico nesta faixa etaria (GOLDSTEIN, L.E.; SPORN, J.; BROWN, 1999;
WU et al., 2011).

Correspondendo as formas de DM com menor incidéncia, chamada outros tipos
especificos de DM, inclui-se nessa categoria defeitos genéticos das células B, defeitos
genéticos na acdo da insulina, doengas do pancreas exocrino, entre outros (DE MARIA
etal.,, 2011).

No caso do DM gestacional ocorre uma tolerancia diminuida & glicose,
apresentando graus variados de intensidade, com diagnéstico pela primeira vez durante
a gestacdo, podendo persistir ou ndo apds o parto (WHO, 1999). Dentre os fatores
associados ao surgimento do DM gestacional estdo os descritos no DM2, adicionando
outros fatores, como a idade superior a 25 anos, ganho excessivo de peso na gravidez,
deposicdo central de gordura corporal, baixa estatura, crescimento fetal excessivo,
polidramnio, hipertensao arterial sistémica ou pré-eclampsia na gravidez e antecedentes

obstétricos com morte fetal ou neonatal (GROSS et al.,2002).

2.3 Epidemiologia do diabetes mellitus (DM)

Nos altimos 40 anos a prevaléncia de diabéticos em todo o mundo aumentou
drasticamente consequente ao estilo de vida moderno, crescimento e envelhecimento da
populagdo, urbanizacdo e aumento do consumo de dietas ricas em carboidratos
(ADISAKWATTANA; CHANATHONG, 2011).

Em 1985 estimava-se que havia 30 milhdes de adultos com DM no mundo;
esse numero cresceu para 135 milhdes em 1995, atingindo 173 milhGes em 2002, com
projecdo de chegar a 300 milhdes em 2030 (SHAW, SICREE; ZIMMET, 2010). Em
torno de dois tercos desses individuos com DM vivem em paises em desenvolvimento,
onde a epidemia tem maior intensidade, com crescente proporcdo de pessoas afetadas

em grupos etarios mais jovens (WILD et al., 2004).
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Ha diferencas na prevaléncia de DM entre diversos paises e grupos étnicos,
sendo relatado na literatura taxas mais elevadas para Nauru, na Oceania, e para os indios
Pima, no Arizona, Estados Unidos, onde praticamente metade da populacdo adulta
apresenta DM (EKOE et al., 2008). A incidéncia de DM do tipo 1, mostra acentuada
variacdo geografica, sendo 38,4 na Finlandia, 7,6 no Brasil e 0,5 na Coréia, taxas para
cada 100 mil individuos com menos de 15 anos de idade, por exemplo (ONKAMO et
al.,, 1999). Na maioria dos paises desenvolvidos, quando se analisa apenas a causa
basica do dbito, verifica-se que o DM esta entre as principais, ocupando a quarta
posicao.

No Brasil, no final da década de 1980, estimou-se a prevaléncia de DM na
populagdo adulta em 7,6% (MALERBI; FRANCO, 1992), no entanto, dados mais
recentes apontam para taxas mais elevadas, como 13,5% em Sdo Carlos-SP (BOSI et
al., 2009) e 15% em Ribeirdo Preto-SP (MORAES et al., 2010).

Dados da Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Cronicas por
Inquérito Telefonico (VIGITEL, 2015) mostram que a frequéncia de adultos que
referiram diagnostico médico prévio de diabetes variou entre 4,1% em Palmas e 9,5%
em S&o Paulo. No sexo masculino, as maiores frequéncias foram observadas em Porto
Alegre (9,0%), Curitiba (8,7%) e Sao Paulo (8,5%) e as menores em Palmas (3,0%),
Sao Luis (3,1%) e Porto Velho (3,7%). Entre mulheres, o diagndstico de diabetes foi
mais frequente no Rio de Janeiro (10,7%), Sdo Paulo (10,3%) e Vitdria (9,5%) e menos
frequente em Rio Branco (4,3%), Macapa (4,7%) e Boa Vista (4,8%).

Em Campo Grande, capital do estado de Mato Grosso do Sul, 7,7% de sua
populacdo acima de 18 anos relata diagnostico médico de diabetes, destes 6,9% sdo
homens e 8,4% mulheres (VIGITEL, 2015).

2.4 Insulina e sua fun¢do metabdlica

A insulina é o principal horménio anabdlico relacionado diretamente com o
diabetes, responsavel pela regulacdo do metabolismo intermediario, participacdo nos
processos de crescimento e diferenciacdo celular, regulacdo do metabolismo de

proteinas, lipidios e carboidratos. Esse hormonio € secretado pelas células B das ilhotas
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pancreaticas em resposta ao aumento dos niveis circulantes de glicose e aminoacidos
que ocorre apos as refeicbes (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002).

E um polipeptideo formado por duas cadeias de aminoécidos chamadas de A e
B. As mesmas sdo ligadas em duas pontes dissulfeto intercadeia, no qual a primeira
conecta o residuo A7 ao B7, enquanto a segunda conecta o residuo A20 ao B19, e uma
terceira ponte dissulfeto intracadeia A conecta o residuo 6 ao 11 (Figura 4). A maioria
das espécies de mamiferos apresenta cadeias A (21 aminoécidos) e B (30 aminoacidos)
além da localizacdo de trés pontes dissulfeto invariavel, como também apresenta
atividade biolégica ao redor de 25-30 Ul mg™?, em base seca (DE MARIA et al., 2011).

Peptideo de

5
Conexao
6

Cadeia B

Figura 4 — Estrutura da molécula precursora da insulina, pro-insulina. O peptideo que se
conecta a cadeia A na Cadeia B é chamado de peptideos de conexdo (pontes de
dissulfetos). A pro-insulina é convertida em insulina e peptideos C sdo carregados
juntos para as glandulas secretoras.

Fonte: GENUTH, 2008.

Apo6s adquirir sua conformagdo final pela unido das cadeias A e B, é entdo
transportada para o aparelho de Golgi onde vai ser empacotada em granulos de estoque.
Durante a formagdo e maturacdo dos granulos secretorios, a pro-insulina é clivada por
enzimas proteoliticas do tipo tripsina, resultando na liberagdo 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).
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Controlado pela glicemia, o hormdnio peptidico conhecido como insulina é
produzido e liberado pelas células B das ilhotas pancredticas em resposta aos niveis
plasmaticos de glicose elevados. Sendo assim, sua funcdo primordial é normalizar
niveis glicémicos em individuos em situacdes hiperglicémicas, promovendo agdes que
aumentem a captacdo da glicose sanguinea pelas células de diferentes tecidos
(DEVLIN, 2011).

No tecido muscular e adiposo, por exemplo, a liga¢do da insulina a sua proteina
receptora de membrana no meio extracelular desencadeia uma cascata de reacdes
intracelulares que culminam com o deslocamento de vesiculas ricas em GLUT-4
(transportador de glicose dependente de insulina) do interior da célula para a membrana
plasmatica. As mesmas se fundem na membrana, aumentando o nimero de GLUT-4 e a
capacidade de captar glicose (Figura 5) (BRYANT et al., 2002).

insulin
insulin __'&
receptors
|'1€|<:t1'.;eKJ
signal transduction l
gene expression & glucose utilization
growth regulation +
glycogen / lipid / protein
synthesis

Figura 5 — Funcédo do transportador de glicose insulino-sensivel (GLUT-4). A insulina
liga-se ao receptor na membrana ativando a cascata molecular para sinalizacdo da
abertura da proteina de transporte de glicose (GLUT-4). A abertura da proteina GLUT-
4 possibilita a entrada da glicose na célula e, em seguida, ocorre o armazenamento da
glicose na forma de glicogénio na célula do musculo esquelético. A geracdo de energia
utilizada nas atividades celulares ocorre por meio do metabolismo da glicose a
piruvato ou, entdo, ocorre a transformacdo e deposicao da glicose em acido graxo, nas
células do tecido adiposo.

Fonte: BRYANT et al., 2002.

Por outro lado, nas células hepaticas, o transportador de glicose € independente
de insulina (GLUT-2), ou seja, a quantidade de GLUT-2 disponivel nas membranas
plasméticas dessas células ndo é alterada por acdo da insulina, sendo a mesma ainda

capaz de incrementar a captacdo celular de glicose depois de ligar-se a proteina


http://www.medicinageriatrica.com.br/tag/glut-4/
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receptora de membrana. Para tanto, a insulina ira ativar a enzima glicoquinase,
responsavel pela conversdo em glicose-6-fosfato, garantindo uma concentracdo de
glicose intracelular menor que a extracelular, favorecido pelo transportador GLUT-2
(Figura 6) (DE MARIA et al., 2011).

Em consequéncia do aumento de glicose na célula faz-se necessario estabelecer
um destino a mesma, e para isso a insulina passa a influenciar na utilizacdo intracelular

de vérias formas.

Canal de Calcio ¢
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Figura 6 — Funcdo do transportador de glicose insulino-sensivel (GLUT-2). A glicose
entra na célula beta das ilhotas de Langerhans através do GLUT-2 proteina
transportadora, que estd intimamente associado com a glucoquinase enzima glicolitica.
Metabolismo da glicose dentro da célula beta gera ATP. ATP fecha os canais de
potassio na membrana celular (A). Se uma sulfonilureia se liga ao seu receptor, este
também fecha os canais de potassio. Encerramento de canais de potéssio predispbe a
despolarizacdo da membrana celular, permitindo que os ions de célcio entre na célula
através de canais de calcio na membrana celular (B). O aumento do célcio intracelular
desencadeia a ativacdo de calcio proteina quinase dependente de fosfolipidos que, por
meio de passos de fosforilacdo intermediarios, leva a fusdo dos granulos que contém a
insulina com a membrana celular e exocitose do contetdo de insulina. A secrecdo de
insulina é pulsatil.

Fonte: KASANICK E PILCH, 1990; BELL et al., 1993.

Cerca de 50% da glicose ingerida é convertida em energia pela ativagéo primaria
da via metabdlica conhecida como glicolise; de 30-40% da glicose ingerida é convertida
em gordura, do tipo triglicerideo, e estocada no tecido adiposo, processo conhecido
como lipogénese; e cerca de 10% é convertida em glicogénio, por meio da

gliconeogénese, sendo estocada no figado e na musculatura esquelética. Sendo assim,
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percebe-se que a insulina ativa além da glicdlise, via metabdlica responsavel pela
degradacdo de glicose para producdo de energia (Figura 7); a lipogénese, sintese de
lipidios (Figura 8); e a glicogénese, sintese de glicogénio (Figura 9) (DEVLIN, 2011).

lycolysis
D-Glucose .%> 2 pyruvate fo 2 acetyl CoA

2 L-lactate 2CO»2 @~+ 4CO2

L J 7,

4 s
No O2 requirement 02 requirement for pyruvate
for glycolysis dehydrogenase (PDH) plus

TCA cycle activity

Figura 7 — Processo da glicdlise. Via preparatoria para o metabolismo aerébico da
glicose. Processo capaz de produzir 2 moles de ATP a partir de 1 mol de glicose, em
auséncia de oxigénio. Na presenca de oxigénio, surge como produto final o piruvato,
que é entdo, completamente oxidado a CO, e H,O pelo complexo piruvato
desidrogenase e enzimas do ciclo TCA alojadas dentro das mitocondrias.

Fonte: DEVLIN, 2011.
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Figura 8 — Processo de lipdlise mediante estimulacdo por catecolaminas. O contetido
energético armazenado sob forma de triacilglicerdis é hidrolisado em diacilglicerol
(DAG) e monoacilglicerol (MAG), para finalmente ocorrer liberagdo de trés moléculas
de &cidos graxos e uma molécula de glicerol por molécula de TAG para ser utilizado
como fonte de energia. O processo de lipdlise é dependente da ativacdo da enzima
lipase horménio sensivel (HSL) por meio de uma fosforilagdo realizada pela cinase
proteica A (PKA) e ocorre, mediante estimulacdo por catecolaminas quando ha grande
demanda energética, ou no estado de jejum prolongado.

Fonte: YEAMAN, 2004; LAFONTAN et al., 2009.
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Figura 9 — Visdo geral do mecanismo de estimulo pela glicose da glicogénese no figado.
Para dar inicio a sintese do glicogénio, a fosfoglicomutase transforma glicose-6-fosfato
em glicose-1-fosfato. O produto da acao da fosfoglicomutase, a glicose-1-P é convertida
na presenca de UTP (nucleotideo carreador da glicose para a sintese de glicogénio) pela
acdo da UDP-glicose-pirofosforilase, a UDP-glicose (um nucleotideo de aclcar) e
glicogénio.

Fonte: DEVLIN, 2011.

2.5 Complicagdes do Diabetes mellitus

As complicacBes originadas pelo diabetes tanto agudas como crénicas estdo
associadas a fatores condicionantes que advém do proprio estilo de vida do portador, ou
seja, como ele detém o controle dos niveis glicémicos através do seu tratamento
(MORAIS et al., 2009).

Esta preocupacdo com o controle dos niveis glicémicos é de suma importancia,
visto que a hiperglicemia persistente culmina em processos patoldgicos intensos como
as neuropatias, retinopatias, nefropatias e cardiopatias, podendo comprometer ainda
mais a saude desses pacientes (LAURINDO et al., 2005).

Além dessas complicagdes supracitadas, ao longo de suas vidas tais pacientes
podem desenvolver Ulceras de membros inferiores. Segundo Parisi (2001), cerca de
20% dos pacientes diabéticos desenvolvem ulceras de membros inferiores e 25% de
todas as internagdes que ocorrem com 0S mesmos sdo decorrentes de problemas nos
membros inferiores, merecendo destaque como um agravo que pode levar a danos e

incapacidades. Tal complicacdo envolve uma série de fatores que desencadeia um
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processo denominado pé diabético, constituindo um grave problema de sadde publica,
devido a um quadro devastador e mutilante em decorréncia das complicacGes das
ulceragdes (infeccdo e amputacéo) (ZEVALA; BRAVER, 2000).

Outro fator relacionado com o controle dos niveis de glicemia sdo os habitos
alimentares, no qual, quando acontece mudanca comportamental alimentar permite a
diminuig&o dos fatores de risco cardiovasculares, como a obesidade, hipertenséo arterial
e dislipidemias, patologias que acometem cerca de 68% dos portadores de DM. O
fornecimento de calorias suficientes para manutencdo de um peso saudavel, previne as
complicacdes agudas e crénicas e promove a saude geral do paciente. Para tanto, a dieta
deve ser individualizada de acordo com as particularidades de cada individuo, incluindo
idade, sexo, situacdo funcional, atividade fisica, doencas associadas e situacdo socio
econdmico (ATAIDE; DAMACENO, 2006).

Além disso, o sedentarismo impede o bom funcionamento da circulacéo, isso faz
com que haja aumento da glicemia associada a diminuicdo da captacdo de glicose,
reduzindo, dessa forma, a acdo da insulina no diabetes tipo 2. A atividade fisica além de
melhorar a captacdo da glicose, colabora no controle de peso, da hipertensdo arterial,
reducao de colesterol e triglicerideos (ALVES, 2006).

2.6 Dislipidemia no Diabetes mellitus

As dislipidemias sdo alteracdes do metabolismo das gorduras, repercutindo
sobre os niveis das lipoproteinas. Estas sdo particulas que transportam lipidios apolares
(insoltiveis em agua) em seu nucleo. Os mesmos sdo constituidos por quantidades
variaveis de colesterol e seus ésteres, triglicerideos, fosfolipideos e proteinas,
denominadas apolipoproteinas, as quais sdo sollveis no meio aquoso plasmatico devido
a natureza hidréfila da parte proteica (SANTOS et al., 2015).

Com base na densidade, as lipoproteinas plasmaticas sdo separadas em
quilomicrons (ricas em triglicerideos de origem intestinal), lipoproteinas de densidade
muito baixa (VLDL - ricas em triglicerideos de origem hepatica), lipoproteinas de
densidade baixa (LDL — ricas em colesterol) e lipoproteinas de densidade alta (HDL —
ricas em colesterol) (MOTTA, 2009).
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Etiologicamente a dislipidemia ¢ classificada como dislipidemia primaria que é
de origem genética causada pela desordem da sintese e degradacdo de lipidios, e
dislipidemia secundaria que é causada por outras doengas ou uso de medicamento,
como, por exemplo, a presenca de DM e obesidade (SANTOS, 2001).

A producdo desregulada de colesterol no organismo dos seres humanos, pode
acarretar sérios problemas, como obstrucdo das paredes do vaso sanguineo, denominado
aterosclerose, processo ligado ao aumento do colesterol no sangue (LEHNINGER,
2006). Goncalves e colaboradores (2006) citam que, nas Ultimas décadas, a relacdo
lipidios e lipoproteinas e a doenca arterial coronariana tem sido intensamente estudada,
e a procura continuada do entendimento de como as dislipidemias sdo capazes de levar
ou facilitar o desencadeamento da aterosclerose vem fascinando muitos investigadores,
suscitando em importantes descobertas.

Nos ultimos anos tém-se observado um aumento da prevaléncia de dislipidemia
na populagéo geral (LEMOS, 2003). As mudangas no estilo de vida, como o aumento
do sedentarismo e habitos alimentares ricos em carboidratos e gorduras, com
consequente sobrepeso e obesidade, podem ser fatores contribuintes para o aumento
dessa prevaléncia (ANDRADE; CLEMENTE; GOMES, 2003). Niveis elevados de
triglicerideos, por sua vez, teriam papel indireto neste processo por determinar
particulas de LDL-colesterol pequenas e densas que seriam mais aterogénicas
(JENKINS, 2003).

O Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) € a endocrinopatia mais comum na infancia e
adolescéncia (ADA, 2011). A intensificacdo do tratamento insulinico no DM1 esta
resultando em uma melhora do controle clinico e metabdlico da doenga, com
consequente aumento da sobrevida dos pacientes (NISHIMURA et al., 2001). A
presenca do DML associado ao aumento da prevaléncia de sobrepeso e/ou obesidade
com aumento da gordura visceral e dislipidemia contribui para um maior risco de
desenvolvimento de complicagdes macrovasculares (SIBLEY et al., 2003; FRANZ et
al., 2002). Diferentemente do paciente com diabetes mellitus tipo 2 (DMZ2), onde 0s
fatores de risco cardiovasculares estdo devidamente definidos, na populacdo com DM1
esta relagdo ainda ndo esta bem estabelecida (JENKINS et al., 2003).

Recentemente demonstrou-se que o risco cardiovascular no DM1 esta
aumentado 4 e 8 vezes em homens e mulheres, respectivamente, mesmo naqueles sem
doenca renal evidente (SOEDAMAH-MUTHU et al., 2004; LAING et al., 2003). Este

risco, em alguns trabalhos, estd associado a presenca de doenca arterial obliterante e
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apresenta-se aumentado significativamente na populacdo diabética do sexo feminino
(SOEDAMAH-MUTHU et al., 2004).

2.7 Tratamentos comumente utilizados para o diabetes mellitus e dislipidemia

Os tratamentos para DM comumente utilizados incluem a insulinoterapia (uso de
insulina exdgena) e a administracdo de drogas alopaticas como sulfoniluréias
(glibenclamida), biguanidas (metformina) e inibidores de alfa-glicosidase (acarbose e
miglitol), podendo ou ndo ser administrados em conjunto (HSU et al., 2009).

Tais agentes hipoglicémicos orais exercem seus efeitos na reducdo da glicemia
por meio de varios mecanismos; no caso da metformina, a mesma pode agir na reducao
da producdo hepética de glicose; ja as sulfoniluréias, aumentando a secrecdo de insulina
pelas células beta do pancreas; a metformina e tiazolidinediona agem também
melhorando a sensibilidade a insulina (CHENG; FUNTUS, 2005).

A metformina é um medicamento produzido por derivados de guanidina, um
composto com acdo hipoglicemiante proveniente da Galega officinalis, uma erva
medicinal francesa utilizada desde a época medieval na Europa para o tratamento do
diabetes (BAILEY; DAY, 1989).

Além de sensibilizador periférico para a insulina, a metformina é um
medicamento que promove a inibicdo da neoglicogénese e glicogendlise no figado, Ja
em outros tecidos periféricos, como por exemplo, musculatura esquelética, €
responsavel pelo aumento da captacdo de glicose gerando uma répida reducdo da
glicemia plasmaética; no adipdcito inibe a lipolise e a disponibilidade de acidos graxos
livres, sendo assim, é o medicamento em nivel celular que tem melhor demonstrado
elevacdo da atividade da tirosina quinase, do receptor de insulina estimulando a
translocacdo do transportador GLUT4 e a atividade de enzima glicogénio sintase
(SANTOS et al., 1995). Diferentemente do que acontece a secretagogos, a metformina
ndo aumenta os niveis plasmaticos de insulina (BAILEY; TURNER, 1996).

Existem também as sulfoniluréias, drogas com agédo hipoglicemiante que atuam
no pancreas elevando a secre¢é@o de insulina por meio da ligagdo com 0s receptores na
superficie das células B pancredticas, sendo intimamente ligadas a subunidades dos

canais de potassio sensiveis ao ATP que induz o fechamento dos mesmos inibindo a



32

saida dos ions de potassio, desencadeando a despolarizacdo da membrana e secrecdo de
insulina; dentre elas estdo as clorpropamida, glibenclamida, gliclazida, glipizida e
glimeperida. Entretanto, por esses farmacos, em alguns casos, afetarem de forma
ineficiente a sensibilidade a insulina, podem levar a efeitos indesejaveis como
hipoglicemia e ganho de peso, e, a longo prazo, danos renais e hepaticos (CHENG;
FUNTUS, 2005).

J& as tiazolodinedionas agem na sensibilizacdo da agdo da insulina, aumentando
a expressédo de genes codificadores de proteinas envolvidas no metabolismo de glicose e
lipideos, preservando as fungdes das células B pancreaticas (GOMES, 2006) levando a
edema, hepatotoxicidade e insuficiéncia cardiaca congestiva (CHENG; FUNTUS, 2005;
GOMES, 2006).

Por outro lado, os inibidores da a-glicosidade (acarbose e miglitol) tem acéo
antagonista das enzimas a-amilase e reduz a absorgéo de glicose no intestino (JENMEY
et al., 1993; SEGAL, 1997), ndo interferindo na secrecdo de insulina, diminuicdo da
glicemia de jejum e na hiperglicemia pos-prandial (ARAUJO; BRITTO; PORTO DA
CRUZ, 2000).

2.8 Modelos experimentais de diabetes mellitus

Em consequéncia a necessidade de melhor compreender a etiologia a o
descobrimento de novas formulas e agentes terapéuticos para o tratamento do DM
foram desenvolvidos modelos experimentais para simular a patologia do ser humano, 0s
quais sdo realizados por meio do uso de substancias que destroem as células (-
pancredticas responsaveis pela producdo de insulina. Dentre essas substancias, as mais
citadas na literatura sdo a aloxana e a estreptozotocina (STZ) (SZKUDELSKI, 2001).

Ambas substancias, estreptozotocina e aloxana, sdo citotdxicas, anadlogas da
glicose, sendo o modo de captacdo das mesmas pelas células B do pancreas iguais, por
meio do transportador de glicose do tipo GLUT 2 (LENZEN, 2008).

A STZ é um glicosideo nitrosuréia natural isolado do fungo Streptomyces
achromogenes, e tem sido muito utilizada para indugdo do DM1, dependendo da
concentracdo, dose e via de administragdo, causando a deficiéncia de insulina com
quadro de hiperglicemia (SZKUDELSKI, 2001; NEGRI, 2005).
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A inducdo de DM utilizando a STZ em doses subdiabetogénicas (40mg/kg)
produz insulite pancreatica, levando a uma inflamac&o e morte progressiva das células
B, desencadeando o DM. Estudos apontam que pequenas doses em dias consecutivos
culminam no surgimento de les6es inflamatorias nas ilhotas (LEZEN, 2008). Ja quando
a inducdo ocorre com a STZ nas doses 160 a 250 mg/kg causa efeito citotdxicos nas
células B, levando a danos no &cido desoxirribonucleico (DNA) (Figura 10), com
fragmentacdo e alquelacdo dos mesmos, exaurindo a nicotina adenina dinucleotideo
(NAD+), inibindo a biossintese e a secre¢do de insulina, iniciando a partir dai a
destruicdo das células B por deplecdo de energia. Na indugdo com STZ é possivel
observar, ap6s duas horas da injecdo, hiperglicemia; com cinco horas, devido a
destrui¢do das células B e concomitante liberagdo do conteddo de insulina, ocorre
hipoglicemia; e apos dias, a hiperglicemia se desenvolve e ocorre reducéo irreversivel

dos niveis de insulina sanguinea (GUPTA et al., 2014).
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diabetes diabetes

Figura 10 - Efeitos toxicos da estreptozotocina e da aloxona em células beta
pancreaticas em modelo de diabetes experimental. Tanto a aloxana quanto a
estreptozotocina causam o DM por meio da deficiéncia da produgdo de insulina e morte
das células B, no entanto a aloxana tem agdo toxica mediada por EROs e a
estreptozotocina via alquelacdo do DNA das células f.

Fonte: LENZEN, 2008.

No caso da aloxana, derivada de pirimidina, a mesma apresenta captacéo rapida
pelas células B-pancreaticas, com formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs),

levando a consequentes danos ao DNA das ilhotas pancreaticas. No entanto, estudos
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apontam que sua seletividade de acdo nédo é satisfatoria quando comparada com a STZ
(SZKUDELSKI, 2001), pois ha& relatos de problemas devido & sua instabilidade
quimica, metabolismo répido e alguns outros fatores, como dieta e idade, que tornam
quase impossivel estabelecer uma relacdo clara entre as doses da mesma e sua
concentracdo efetiva no pancreas (Figura 9) (MARLES; FARNSWORTH, 1995).

2.9 Plantas medicinais e seu uso no tratamento do diabetes mellitus

Para melhor convivio com o DM, se faz necessario o controle rigoroso da
glicemia, uma vez que ndo existe cura. As interven¢bes medicamentosas mostram
efeitos positivos, no entanto sdo de custos elevados e manifestam efeitos colaterais,
motivo pelo qual desperta interesse dos pesquisadores em conhecer os efeitos de
substancias naturais na reducdo dos niveis de glicose sanguinea, visto a preferéncia dos
diabéticos para o uso de suplementacdo e terapias alternativas, como uso das ervas
medicinais (ABDEL-HASSAN; ABDEL-BARRY; MOHAMMEDA, 2000).

Antes do advento da insulina exdgena e hipoglicemiante oral, o uso de plantas
medicinais era a principal forma de controle do DM, por serem importantes fontes de
substancias potencialmente terapéuticas (GRAY; FLATT, 1999). Varias sdo as espécies
vegetais que tem sido estudadas como benéficas no controle do DM, como: o alho
(Allium sativum L.), babosa (Aloe sp), boa noite (Catharanthus roseus L. G. Don),
carqueja (Baccharis genisteloides var . trimera), cebola (Allium cepa L.), eucalipto
(Eucaliptus globulus Labill.), graviola (Annona muricata L), insulina vegetal (Cissus
sicyoides L.), pata de vaca (Bauhinia forficata L.), quebra-pedra (Phillanthus sp.),
quixaba (Bumelia sartorumMart.), rom (Punica granatum L.) e sucupira (Bowdichia
virgiloides Kunth) (CARVALHO et al., 2005).

Os principios ativos de tais plantas agem aumentando a liberagdo de insulina,
modificando o metabolismo da glicose, inibindo fatores hiperglicemiantes, inibindo ou
estimulando a sintese de enzimas ou ainda atenuando as complicacbes do DM
(DORNAS et al., 2009). Ganham destaque os polissacarideos, proteinas, esteroides,
terpendides, alcaloides, flavonoides, glicosideos, triterpenos, 0éleos, vitaminas,
saponinas, peptideos e aminodcidos (ABDEL-HASSAN; ABDEL-BARRY;
MOHAMMEDA, 2000).
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Sé&o varios 0s mecanismos evidenciados em plantas para a reducéo dos niveis de
glicose, como por exemplo, aquelas que exibem propriedades similares aos farmacos
pertencentes & conhecida classe das sulfoniluréias como glibenclamida, em que o efeito
hipoglicémico ocorre pelo estimulo do aumento da producéo de insulina pelas células-3
pancreaticas como observado pelo tratamento com Enicostemma littorale Blume
(MAROO et al., 2002) e Gmelina asiatica Linn. (KASIVISWANATH et al., 2002) que
exercem atividade hipoglicemiante devido inibicdo dos canais ATPase de K+ nas
células-P pancreaticas.

Ja outras plantas melhoram a agdo periférica da insulina sugerindo aumento
significativo do estimulo da insulina ao disponibilizar glicose para consumo tecidual,
diminuindo a concentracdo de glicose sanguinea que alcancam faixas consideradas
normais, e, assim, reduzindo requerimento de insulina. Esses dados sdo vistos em
estudos atuais como no tratamento com extrato de Panax ginseng sp. (XIE et al., 2005),
Eugenia jambolana Lam. (SHARMA et al., 2003), Clemeo felina L. (NAGARAJAN et
al., 2005), Smallantus sonchifolius Poepp (AYBAR et al., 2001), Scoparia dulcis L.
(LATHA; PARI, 2004), dentre outros.

Como também, acdo na inibicdo sobre a-glicosidase, maltase e sucrase, efeito
promovido pelo extrato aquoso da flor de Eugenia operculata Roxb., além de sugerir
pelos resultados in vivo que esta melhora o diabetes (MAI; CHUYEN, 2007), como
resultado da presenca da epicatequina, flavonoide com atividade antihiperglicémica
(KURIHARA et al., 2003).

2.10 Familia Myrtaceae, género Eugenia, espécie Eugenia dysenterica DC

A familia Myrtaceae vem ganhando destaque por ser uma das familias mais
importantes da flora brasileira com 129 géneros e cerca de 4620 espécies (WILSON et
al., 2001; BRANDAO, 1991). Considerada a familia com maior diversidade de espécies
nos neotropicos, correspondendo de 10 a 15% da vegetacdo ao longo da Mata Atlantica
e do Cerrado brasileiro (OLIVEIRA-FILHO; FONTES, 2000), sendo, ainda, a terceira
familia mais representativa do cerrado brasileiro e dominante em nimero de espécies na

area basal total de algumas florestas imidas do leste do Brasil (MORI et al., 1983).
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Apenas no Brasil existem cerca de 25 géneros e aproximadamente 1.200
espécies de Myrtaceae (LANDRUM; KAWASAKI, 1997), sendo a de maior destaque o
género Eugenia por apresentar cerca de 500 espécies no uso medicinal (BRANDAO,
1991).

O género Eugenia ¢ amplamente conhecido por ser alvo de estudos quanto ao
potencial antihiperglicémico, como, por exemplo, a Eugenia uniflora, que além de ser
utilizada como antitérmico, antiinflamatorio e para reduzir niveis de glicose no sangue,
também tem sido investigado sua eficacia quanto ao tratamento de doencas digestivas
(COLE et al., 2007).

Outras espécies, como Eugenia jambolana, demonstrou em estudos potencial
efeito antihiperglicémico e anti-diabético devido a existéncia de fracfes ricas em
flavonoides em sua composicdo, com capacidade de modular as enzimas que
metabolizam carboidratos e lipidios, bem como atenuar a diferenciacdo de adipdcitos in
vitro (SHARMA et al., 2011; JADEJA et al., 2012). No Brasil, os frutos e as folhas da
Eugenia malaccensis, popularmente conhecida como jambo vermelho, é utilizada como
adstringente e estimulante do apetite, diurético e no tratamento de anemias; ja em outras
partes do mundo € utilizado como antiinflamatério e anti-diabético (OLIVEIRA et al.,
2006).

A Eugenia dysenterica DC., conhecida popularmente com cagaita, € mais uma
representante da familia Myrtaceae, uma espécie frutifera nativa do Cerrado (Figura 11)
(LIMA et al., 2011).

Legenda

*  Disyibuikgdo da cagataka Ao W&

Figura 11 - Distribuicdo natural da cagateira em 110 localidades entre 376
levantamentos realizados no Bioma Cerrado.
Fonte: RATTER et al. 2003.
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A E. dysenterica € uma arvore de altura mediana (4 — 10 metros), ramos e
troncos tortuosos, com folhas quando novas membranéaceas e adultas coridceas, com
glabras nas duas faces. Ao florescer formam paniculas fasciculadas e sdo brancas,

delicadas com quatro pétalas, com calice de quatro lacinios ovados e ciliados, e o frutos

sdo bagas globosas, suculentas, de cor amarelo clara e de sabor agradavel a levemente
acido. Suas sementes séo elipsoides e achatadas (RI1ZZINI, 1971) (FIGURA 12).

Figura 12 — A) Cagateira (Eugenia dysenterica DC.), B) Fruto da cagaiteira, C) Folha
da cagaiteira
Fonte: Arquivo pessoal.

No uso popular é relatado que o fruto apresenta propriedade laxativa, se
manifestando, principalmente, no fruto maduro e em inicio de fermentacdo (LIMA et
al., 2011). Além disso, suas folhas tém propriedades antidiarreicas, existindo relatos do
seu uso para o tratamento da diabetes (SOUZA et al., 2012). Estudos apontaram
atividade antifangica, devido ao 6leo essencial das folhas, rico em sesquiterpenos, como
0 beta-cariofileno e o alfa-humuleno, e em monoterpenos, como o limoneno e o
alfatujeno (COSTA et al., 2000).

Além disso, Genovese et al. (2008) confirmam a presenca de vitamina C, um
antioxidante; e Couto et al. (2009) identificaram compostos fenolicos (flavonoides e
taninos), substancias as quais sdo atribuidos efeitos benéficos para o tratamento de
varias patologias, dentre elas a hipertensdo arterial e no processo inflamatério em geral
(HASLAM, 1996; DE BRUYNE et al., 1999; DUFRESNE, FARNWORTH, 2001).

No entanto, ndo ha estudos que concretizem tais propriedades, assim como, nao
ha evidéncia, até o presente momento, do possivel efeito benéfico do extrato da folha da
cagaiteira frente ao diabetes mellitus e aos seus transtornos metabélicos.
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Com isso, esta pesquisa tem por objetivo avaliar quais os efeitos terapéuticos da
folha de uma planta do cerrado, a cagaiteira (Eugenia dysenterica DC), em modelo
experimental de diabetes mellitus. Dessa forma contribuira para a descoberta de um
NOVO recurso para prevencgdo e/ou tratamento da mesma, contribuindo assim no aumento
do seu consumo e de sua produtividade, favorecendo a economia regional e a salde da

populagéo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Verificar os efeitos do extrato etanolico das folhas de cagaiteira (Eugenia

dysenterica DC.) em camundongos diabéticos induzido com estreptozotocina.

3.2 Objetivos especificos

Elaborar o extrato etandlico das folhas da cagaiteira (Eugenia dysenterica DC.).

Determinar teores de fendlicos totais e carotenoides totais, e capacidade
antioxidante do extrato etandlico das folhas da cagaiteira (Eugenia dysenterica DC.).

Avaliar a toxicidade aguda do extrato etanolico das folhas da cagaiteira (Eugenia
dysenterica DC.), administrado em na dose Unica de 2000mg/kg em camundongos
normais.

Avaliar ingestdo hidrica, ingestdo alimentar e peso corporeo de camundongos
normais e diabéticos tratados durante 21 dias com salina ou com extrato etanélico das
folhas da cagaiteira (Eugenia dysenterica DC.), nas doses de 25, 50, 100 mg/kg de peso
do animal.

Avaliar glicemia de jejum, triglicérides, colesterol total e fracGes de
camundongos normais e diabéticos tratados durante 21 dias com salina ou com extrato
etandlico das folhas da cagaiteira (Eugenia dysenterica DC.), nas doses de 25, 50, 100,
mg/kg de peso do animal.

Avaliar condicgdes estruturais do figado e do pancreas por meio de pardmetros
histoldgicos de camundongos normais e diabéticos tratados durante 21 dias com salina
ou com extrato etandlico das folhas da cagaiteira (Eugenia dysenterica DC.), nas doses

de 25, 50, 100 mg/kg de peso do animal.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta e selecdo das folhas

As folhas da cagaiteira (Eugenia dysenterica DC.) foram coletadas no turno
matutino, durante o periodo de pré-antese de um espécime adulto localizado em duas
localidades residenciais do municipio de Campo Grande — MS, em maio de 2014. A
arvore foi identificada e marcada com placa, as coordenadas geograficas definidas
através de GPS manual (latitude 20°27°19,5°S e longitude 54 °34°43,2°*W) (voucher
number: CGMS 52.819).

Apbs a coleta, foram conduzidas ao Departamento de Quimica da Universidade
Estadual do Mato Grosso do Sul (UEMS), Dourados-MS, onde as amostras foram
dessecadas a temperatura ambiente, trituradas em moinho de facas e acondicionadas ao

abrigo de luz e umidade.

4.2 Preparacao do extrato etanolico

Para a obtencdo do extrato etandlico, a amostra foi acondicionada para extracdo
com solucdo aquosa de etanol (5:95, v.v-1, agua:etanol) na proporcdo de 1:3 (m.m™)
folha:solucdo de etanol. O material foi filtrado em gazes e o residuo foi reextraido nas
mesmas condicdes. O material obtido, extrato etandlico, foi colocado em
rotaevaporador a 40 °C e armazenados em frascos encapados com papel aluminio e
mantidos em temperatura ambiente até a utilizacdo (ROESLER et al., 2007).

4.3 Avaliacdo da atividade antioxidante, compostos fenolicos, flavonoides totais e

caracterizacédo fotoquimica

4.3.1 Ensaios de atividade antioxidante B-caroteno/acido linoleico
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O ensaio de atividade antioxidante empregando o sistema [-caroteno/acido
linoleico foi realizado como descrito por Tepe e colaboradores (2005), modificado.
Uma solucdo estoque de p-caroteno e acido linoleico foi preparada a partir de 0,5 mg de
[-caroteno dissolvido em 1 mL de cloroférmio e adicionado a 25 uL de acido linoleico
e 200 mg de Tween 20. O cloroférmio foi removido com o uso de nitrogénio liquido. A
mistura resultante teve seu volume completado para 100 mL de 4gua milli-Q aerada. O
teste foi realizado através da adigdo de 2,5 mL da mistura e 0,3 mL de amostra em
solucdo metandlica nas concentragdes de 10-200 pg mL™ e imediatamente a leitura foi
realizada no tempo zero a 470 nm e 2h depois dos tubos permanecerem incubados a 50
°C em banho-maria. O controle foi preparado substituindo a amostra pelo mesmo
volume de metanol. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. A inibicdo da

peroxidacdo foi calculada a partir da equacao:

lipidica (%) =

Inibicio da peroxidagdo Conteudo de -caroteno depois de 2 hh x 100
Conteudo inicial de B-caroteno

4.3.2 Ensaio da atividade antioxidante com o radical livre DPPH

O teste de atividade antioxidante com o radical livre DPPH (1,1-difenil-2-
picril-hidrazila) foi realizado com a amostra nas concentracdes de 10-200 pg mL™, em
metanol. Preparou-se uma solucdo de DPPH (40 pg/mL) em metanol. Adicionou-se
1,00mL da solugdo de DPPH para cada 0,50 mL de amostra. Deixou-se reagir por 30
minutos antes de se fazer a leitura em espectrofotdmetro a 517nm. Fez-se 0 mesmo
procedimento para 0 branco e através das absorbancias foi calculado o percentual de
inibicdo (PI) (KUMARAN e KARUNAKARAN, 2006).

%P1 =[Ao — A] x 100
Ao

Equacdo utilizada para verificacdo do percentual de inibicdo, onde Pl é o

percentual de inibicdo, A corresponde a absorbancia da amostra contendo apenas DPPH
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decorridos 30 minutos de reacdo e A, corresponde a absorbancia da amostra contendo

DPPH e o extrato decorridos 30 minutos de reagé&o.

4.3.4 Quantificacio de flavonoides

A cada 500,00 pL da amostra (100 pg mL™ ) adicionaram-se 1,50 mL de
alcool etilico 95%, 0,10 mL de cloreto de aluminio 10% (AICI3.6H,0), 0,10 mL de
acetato de s6dio (NaC,H30,.3H,0) (1 mol L™) e 2,80 mL de 4gua destilada. Deixou-se
reagir a temperatura ambiente por 40 minutos. Fez-se a leitura no espectrofotdmetro em
comprimento de onda de 415 nm. O mesmo procedimento foi realizado para o branco,
sendo substituidos 500,00 -uL de amostra por 500,00 uL de metanol (LIN e TANG,
2007). Para calcular a concentracdo de flavonoides foi preparada uma curva analitica
(2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 25,0; 50,0; 100,0 e 125,0 pg) empregando a quercetina como
padrdo. O resultado foi expresso em mg de quercetina por g de extrato. Todos os testes

foram realizados em triplicata.

4.3.5 Quantificacio de fendis totais

A cada 100 pL de amostra (100 pg mL™ ) adicionou-se 1,5 mL de solucéo
aquosa de carbonato de sodio 2%, 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteau (1:10 v/v) e 1
mL de agua destilada. Reagiu-se por 30 minutos. Fez-se a leitura no espectrofotdmetro
num comprimento de onda de 760 nm. O mesmo procedimento foi realizado para o
branco, sendo substituido 100 uL de amostra por 100 uL de metanol para as amostras
(DJERIDANE et al., 2006). Para calcular a concentracdo de fenois foi preparada uma
curva analitica (1,0; 5,0; 10,0; 15,0; 30,0; 40,0 pg) empregando o acido galico como
padrdo. O resultado foi expresso mg de acido galico por g de extrato. Todos 0s testes

foram realizados em triplicata.
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4.3.5 Caracterizacio fitoguimica

A caracterizacdo fitoquimica do extrato etanolico das folhas de cagaiteira foi
realizada utilizando um HPLC com sistema analitico (Varian 210). O mesmo apresenta
sistema de distribuicdo de solvente terndrio e um amostrador automatico. O detector de
arranjo de diodos (DAP) foi monitorizado a A = 200-800 nm. A coluna de HPLC era C-
18 (25 cm x 4,6 mm; tamanho de particula, de 5 um; Luna, Phenomenex, Torrance, CA,
EUA), com uma pequena pré-coluna (2,5 cm x 3 mm) contendo a mesma embalagem
para proteger a coluna analitica. A taxa de fluxo e volume injetado foi 1,0 mL.min™ e
20 ml, respectivamente. Todas as analises cromatograficas foram realizadas a 22° C.

A fase mdvel empregada foi de constituida 6% de acido acético em dgua com
2 mM de solucdo de acetato de sddio (eluente A) e metanol | (eluente B). As andlises
foram realizadas empregando a eluigdo em sistema gradiente: 0 min 5% B, 30 min, 15%
B, 35 min, 30% B, 40 min, 50% B, 45 min 100%. O extrato foi injetado na
concentracdo de 100 ug/ml. O padrdo na concentracdo de 1° ug/ml. Para a quantificacédo
dos padrdes foi empregado o método do padrdo externo obtendo uma curva com

r=0,9994 para quercetina e r=0,9992 para acido gélico.

4.4 Parametros éticos

A pesquisa corresponde a um estudo experimental desenvolvido na Unidade de
Tecnologia de Alimentos e Saltde Publica (UTASP - Centro de Ciéncias Biologicas e da
Saude) e na sala de experimentacdo do Biotério Central da Universidade Federal do
Mato Grosso do Sul (UFMS), em Campo Grande, Mato Grosso do Sul. Todos 0s
experimentos obedeceram ao protocolo experimental que foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMS (Protocolo n°663/2015 —
ANEXO 1).

4.5 Teste Toxicidade Aguda e “Screening Hipocratico”
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Foram utilizadas ratas Wistar albina da espécie Rattus norvegicus, fémeas,
distribuidas em 2 grupos (n=5): controle que recebeu salina (CTL SAL), e grupo tratado
com extrato etandlico das folhas da cagaiteira na dose de 2000mg/kg (CTL EXT). As
mesmas foram deixadas em jejum por um periodo de 4 horas. Apos este periodo foi
administrado, por gavagem, salina (1mL/kg) ou extrato etanolico das folhas de cagaita
(Eugenia dysenterica DC) na dose de 2000mg/Kg, de acordo com os grupos (OECD,
2008). Os animais tiverem seu comportamento observado aos 30, 60, 120, 240 e 360
minutos apos a realizacdo da gavagem (ANEXO 2) e parametros avaliados pelo
“screnning” hipocratico (BRITO, 1994; OECD, 2008). Apo6s observagédo
comportamental, os animais tiveram seus pesos analisados durante 14 dias consecutivos
e ao final deste periodo todos os animais foram submetidos a eutanasia em camera de
CO, para analise macroscopica e peso de alguns orgados vitais (figado, rins, pulmao,
coracdo e baco). Os dados foram expressos pelo arcoseno do peso do 6rgao/peso do

animal.

4.6 Inducéo do diabetes experimental

A inducdo do diabetes foi realizada em camundongos Swiss, linhagem Mus
musculus, machos, com 6 semanas, por meio de injecdo Unica de estreptozotocina
(Sigma® - St. Louis, MO) (STZ) na dose de 150mg/kg, em camundongos em jejum de
12 a 14 horas. A STZ foi dissolvida em tampéo citrato (20mM - pH 4,5), e injetada por
via intraperitoneal. Os animais foram deixados em jejum por mais 3 horas apds a
injecdo. Ap6s um periodo de 7 dias, os camundongos foram novamente deixados em
jejum (10 a 12 horas) e a glicemia foi medida com glicosimetro (Injex SENSII®). Os
animais que apresentaram glicemia de jejum superior a 250mg/dL foram considerados
diabéticos e incluidos nos diferentes grupos (THANDAVARAYAN et al., 2011).

4.7 Divisdo dos grupos

Para formar os grupos experimentais os animais foram aleatoriamente divididos
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em 4 grupos:
Distribuicio dos Grupos
(Camundongos Swiss, machos, § semanas, n=56-10)
|
v v
Grupos controles Grupos experimentais
G1-CTL SAL G2 - 5TZ SAL G4-EEC 25 G5 —-EEC 30
G3 - STZMET 6 — EEC 100

Figura 13 — G1 - CTL SAL (animais normais tratados com salina); G2 — STZ SAL
(animais induzidos ao diabetes pela administracdo de estreptozotocina e tratados com
salina); G3 - STZ MET (animais induzido ao diabetes pela administracdo de
estreptozotocina e tratados com metformina - 500mg/dia); G4 - EEC 25 (animais
induzido ao diabetes pela administracdo de estreptozotocina e tratados com extrato
etandlico das folhas de cagaiteira na dose de 25 mg/kg de peso do animal); G5 - EEC 50
(animais induzido ao diabetes pela administracdo de estreptozotocina e tratados com
extrato etandlico das folhas de cagaiteira na dose de 50 mg/kg de peso do animal); G6 -
EEC 100 (animais induzidos ao diabetes pela administracdo de estreptozotocina e
tratados com extrato etandlico das folhas de cagaiteira na dose de 100 mg/kg de peso do
animal).

4.8 Tratamento com salina e com extrato etandlico das folhas de cagaiteira

(Eugenia dysenterica DC)

Todos os grupos foram tratados diariamente, por 21 dias, via oral (gavagem),
sendo que os animais CTL SAL e STZ SAL foram tratados com solugédo salina (0,99
NaCl/100 mL &gua) na dose de 1mL/kg; ao grupo tratado com metformina (Medley®),
foi administrado 500 mg/kg de peso do animal do medicamento diluido em solucédo
salina; e os animais do grupo STZ EXT receberam o extrato etandlico das folhas de
cagaiteira (Eugenia dysenterica DC) nas doses 25, 50, 100 mg/kg de peso do animal
(diluido em salina). 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 submetidos
a jejum de 12 horas, anestesiados (xilazina — 10 mg/kg e quetamina — 80 mg/kg) e
realizada a eutanasia por exsanguinacdo, com confirmacdo de morte na camara de gas

carbonico. Foram coletados sangue para analises bioquimicas, figado e pancreas para
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analise histologica.

4.9 Avaliacéo da ingestdo 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 g/por animal.

4.10 Avaliacdo do peso corporeo

Animais de todos os grupos foram pesados diariamente durante o tratamento em

balanca eletronica (Camry®) e 0 peso corporal expresso em gramas.

4.11 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 (Injex SENSII®), a partir da coleta de sangue na

cauda, a cada sete dias do tratamento.

4.12 Avaliagdo dos pardmetros bioquimicos

Ao final do tratamento, os camundongos de todos os grupos foram deixados em
jejum por um periodo de 12 horas. Apos esse periodo, os animais foram anestesiados e
realizado a coleta de sangue intracardiaca, sendo o mesmo centrifugado a 1500 rpm
durante 10 minutos. O soro obtido foi utilizado para quantificagdo de triglicérides,

colesterol total e fragcdes, e glicemia através de kits comerciais (LabTest®, Lagoa Santa
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- GO, Brasil) e quantificados em espectrofotometro (BioTek® — PoweWave XS).

4.13 Avaliacdo do peso dos 6rgaos

No momento da eutandsia os Orgdos retirados (figado, rim, baco, coracéo,
pulméo, pancreas e musculo gastrocnémico) foram pesados em balanca eletrénica semi-

analitica (BelDiagnostica®) e os valores de peso expressos em gramas.

4.14 Andlise histoldgica do figado e pancreas

Apo6s a eutanasia foram retirados o figado e o pancreas para a analise
histologica. O material foi fixado em solucdo de formol a 10%, onde permaneceu até o
momento da inclusdo em parafina.

Apbs essa inclusdo, foram feitos cortes de 7 um de espessura em micrdétomo e
montagem em laminas de vidro. Cada lamina teve um total de 4 cortes retirados do
bloco de parafina. As laminas foram entdo coradas com hematoxilina e eosina e a
analise realizada em microscépio acoplado a camera digital em um aumento de 200x
(Leica Application Suite® — Version 4.0.0). Assim, foram selecionados campos
representativos no corte, onde observou-se alteracbes morfoldgicas no figado e no
pancreas (ABBAS, 2010).

4.15 Andlise estatistica

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

significancia adotado foi p<0,05. Para a realizacdo da analise estatistica foi utilizado o
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software Jandel Sigma-Stat, versao 3.5 (Systal software, Inc., USA) e Graph Pad Instat
program - Version 3.02.

5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo da atividade antioxidante, compostos fendlicos, flavonoides totais e

caracterizacédo fotoquimica

Os resultados obtidos da avaliacdo da atividade antioxidante com f-
caroteno/acido linoleico, atividade antioxidante com o radical livre DPPH, flavonoides
totais e fenois totais (mg/g) do extrato etandlico das folhas de cagaiteira (Eugenia
dysenterica DC.) estdo demonstrados nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 - Atividade antioxidante com B-caroteno/acido linoleico (ug/ml) e atividade
antioxidante com o radical livre DPPH (ug/ml) do extrato etandlico das folhas de
cagaiteira (Eugenia dysenterica DC).

Extrato etandlico das folhas de Eugenia dysenterica DC Valores
Atividade antioxidante (3-caroteno/acido linoleico (ug/ml) 113+0,3
Atividade antioxidante com o Radical Livre DPPH (ug/ml) 107+0,1

Valores expressos por média + desvio padrao.

Tabela 2 - Flavonoides totais (mg/g) e fendis totais (mg/g) do extrato etandlico das
folhas de cagaiteira (Eugenia dysenterica DC.), coletadas em maio/2014, em Campo
Grande - MS.

Extrato etandlico das folhas de Eugenia dysenterica DC Valores
Flavonoides totais (mg/g) 147+1,4
Fendis totais (mg/g) 204+1,1

Valores expressos por média + desvio padréo.

Na analise fitoquimica, o extrato apresentou teor de quercetina de 0,9 mg/g e
acido géalico de 0,1mg/g (Figura 14).
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Figura 14 - Caracterizacao fitoquimica por analise cromatogréafica (HPLC). Utilizando o
padrdo da Sigma (98% de pureza) o extrato apresentou aos 31,2 min quercetina e 10,5
min &cido gélico.

5.2 Teste de Toxicidade Aguda e “Screening Hipocratico”

O extrato etandlico das folhas de cagaiteira (Eugenia dysenterica DC.)
administrado na dose de 2000 mg/kg em animais normais (CTL EXT), ndo causou
nenhuma alteracdo nos parametros comportamentais analisados comparativamente aos
animais tratados apenas com salina (CTL SAL), assim como ndo houve diferenca no
consumo alimentar e hidrico entre os grupos. N&o ocorreram 6bitos ao longo do periodo
de 14 dias de observacdo. O peso corporal dos animais, assim como peso do figado,
baco, rins, pulmdes e coracdo ndo apresentaram diferenca significante na comparacao
entre 0s grupos, além de ndo ter sido observada alteracdo macroscopica (dados ndo
apresentados). Neste teste, foi possivel verificar que o extrato obtido desta planta
pertence a classe 5 (substancia com dose oral letal [DL50] superior a 2000 mg/kg),
sendo considerado de baixa toxicidade (OECD, 2008).

5.3 Inducéo de diabetes experimental
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5.3.1 Avaliacéo da ingestdo alimentar e hidrica

Ao ser avaliada a ingestdo alimentar, observou-se que 0s animais dos grupos
EEC 25 e 50 apresentaram valores semelhantes ao grupo tratado com metformina,
porém a dose de 100 mg/kg do extrato provocou maior consumo alimentar, sendo a
diferenca significativa na primeira e ultima semana do estudo (Tabela 3).

Tabela 3 - Ingestdo alimentar de animais controles e diabéticos tratados com extrato

etandlico das folhas da cagaiteira.

Ingestéo alimentar (g/animal + S.E.M.)

Grupos Semana 1 Semana 2 Semana 3
CTL SAL 6,23+0,61 8,66+1,41 5,94+0,46
STZ SAL 8,03+0,61 9,00+0,83 9,14+0,41°
STZ MET 10,53+0,27° 8,12+0,69 8,78+0,37°
EEC 25 12,86+0,67%° 10,33+0,89 8,91+0,47°
EEC 50 7,88+0,46° 9,05+0,58 9,74+0,46°
EEC 100 13,60+0,97%7%¢ 10,57+0,91 11,400,764

Ingestdo alimentar (g/animal) de animais controles (CTL — ndo diabético tratado com
salina/STZ SAL - diabético tratado com salina/STZ MET - diabético tratado com
metformina) e diabéticos tratados com extrato etandlico das folhas da cagaiteira (EEC)
nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg de peso do animal, em 21 dias de tratamento. Valores
expressos como média + erro padrdo da média. Na mesma coluna, as letras indicam
diferenca estatistica da seguinte forma: ® comparado ao CTL SAL; ® comparado ao STZ
SAL; ¢ comparado ao STZ MET; ¢ comparado ao EEC 25, ¢ comparado ao EEC 50,
comparado ao EEC 100. p < 0,05. n = 6-10. ANOVA seguido de pos test Tukey.

Animais diabéticos tratados com o extrato etandlico das folhas de cagaiteira
(Eugenia dysenterica DC.) apresentaram consumo hidrico superior ao grupo STZ MET
(p<0,05) (Tabela 4).
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Tabela 4 - Ingestdo hidrica de animais controles e diabéticos tratados com extrato

etandlico das folhas da cagaiteira.

Ingestdo hidrica (mL/animal £ S.E.M.)

Grupos Semana 1 Semana 2 Semana 3
CTL SAL 9,64+0,35 8,93+0,74 9,64+0,35
STZ SAL 38,57+2,61° 36,43+3,57° 42,1442 14°
STZ MET 28,57+3,81%" 21,43%0,00*° 17,35+1,44"
EEC 25 48,81+1,19*¢ 45,24+2 A7%° 47,62+1,53*¢
EEC 50 30,00+1,54%¢ 35,71+3,35%%¢ 40,71+2,76%¢
EEC 100 42,85+4,73%° 40,00+3,45%¢ 40,71+3,68%¢

Ingestdo hidrica (mL/animal) de animais controles (CTL SAL — nédo diabético tratado
com salina/STZ SAL — diabético tratado com salina/STZ MET — diabético tratado com
metformina) e diabéticos tratados com extrato etandlico das folhas de cagaiteira (EEC)
nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg de peso do animal, em 21 dias de tratamento. Valores
expressos como média + erro padrdo da média. Na mesma coluna, as letras indicam
diferenca estatistica da seguinte forma:  comparado ao CT SAL; ® comparado ao STZ
SAL; © comparado ao STZ MET; ¢ comparado ao EEC 25, ¢ comparado ao EEC 50,
comparado ao EEC 100. p < 0,05. n = 6-10. ANOVA seguido de pos test Tukey.

5.3.2 Avaliacéo do peso corporal

O peso dos animais controle tratados com salina (CTL SAL) e com extrato
etanolico das folhas de cagaiteira (Eugenia dysenterica DC.) nas doses 25 e 50 mg/kg
apresentaram manutencdo ou ganho de peso semelhante ao diabético tratado com
metformina (Grafico 1).
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Grafico 1 — Peso corporal (g) de animais controles (CTL SAL — ndo diabético tratado
com salina/STZ SAL — diabético tratado com salina/STZ MET — diabético tratado com
metformina) e diabéticos tratados com extrato etandlico das folhas de cagaiteira (EEC)
nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg de peso do animal durante 21 dias. Valores expressos
como média * erro padrdo da média. As letras indicam diferenca estatistica da seguinte
forma: ® comparado ao CTL SAL; ® comparado ao STZ SAL; ¢ comparado ao STZ
MET; ¢ comparado ao EEC 25, ¢ comparado ao EEC 50. p < 0,05. n = 6-10. ANOVA
seguido de pos test Tukey.

5.3.3 Avaliacéo da glicemia de jejum

Os animais do grupo STZ SAL apresentaram valores de glicemia de jejum
inicial estatisticamente superiores em relagdo aos animais do grupo controle, nos quais o
diabetes ndo foi induzido (p<0,001). Os grupos que receberam o tratamento com EEC
nas doses de 25, 50 ou 100 mg/kg, ndo apresentaram diferenca significativa em relacéo
aos grupos STZ SAL e STZ MET, embora os valores de glicemia se mantiveram mais
altos nos grupos que receberam 0 extrato, independente da dose administrada, se
comparados ao grupo STZ MET (Tabela 5).
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Tabela 5 - Glicemia de jejum de animais controles e diabéticos tratados com extrato

etandlico das folhas de cagaiteira.

Glicemia de jejum (mg/dL+ S.E.M.)

Grupos Inicial Semana 1 Semana 2 Semana 3
CTL SAL 127,44+7,57 127,44+6,51 104,75+4,62 101,25+4,96
STZ SAL 458,77+41,97*  482,66+39,00°  479,20+32,82° 270,00£28,61
STZMET 306,16+15,11°  289,83x12,22°  196,33%16,47" 203,66+11,72
EEC 25 338,50+30,62°  306,16+26,43° 306,16+20,87 351,80+27,34°
EEC 50 292,50+20,44°  224,66+19,01°  373,40+45,28° 348,33+62,89°
EEC 100 438,90+27,92*  385,00+30,27%°  455,44+48,22%¢ 357,00+20,24°

Glicemia de jejum (mg/dL) de animais controles (CTL — ndo diabético tratado com
salina/STZ DM — diabético tratado com salina/ STZ MET — diabético tratado com
metformina) e diabéticos tratados com extrato etandlico das folhas de cagaiteira (EEC)
nas doses de 25, 50, 100 mg/kg de peso do animal durante 21 dias. Valores expressos
como média £ erro padrdo da média. Na mesma coluna, letras indicam diferenca
estatistica da seguinte forma: * comparado ao CTL SAL; ® comparado ao STZ SAL; ©
comparado ao STZ MET. p < 0,05. n = 6-10. ANOVA seguido de pos test Tukey.

5.3.4 Avaliacéo do perfil lipidico sérico

Os valores de colesterol total ndo diferiram estatisticamente na comparagao entre
0S grupos, embora o grupo que recebeu extrato na dose de 25 mg/kg apresentou
numericamente menores valores quando comparado aos demais grupos. Quando
analisado o HDL-colesterol apenas os grupos STZ MET e EEC 25 apresentavam
valores aumentados com diferenca estatistica em relacdo aos demais. O oposto foi
observado com o LDL -colesterol, sendo os maiores valores dessa fracdo visualizados
no grupo CTL SAL e STZ SAL, diferindo estatisticamente dos grupos STZ MET e EEC
25 que tiveram os menores valores (Grafico 2).

Ja o VLDL-colesterol e os triglicérides estivam aumentados em animais
diabéticos do grupo STZ SAL em comparacdo ao grupo CTL SAL, sendo encontrado
uma reducdo significante nos demais grupos, tanto na comparagdo com o grupo STZ
SAL, quanto CTL SAL (p <0,001).
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Gréafico 2 — A) Colesterol total (mg/dL); B) HDL colesterol (mg/dL); C) LDL colesterol
(mg/dL); D) VLDL colesterol (mg/dL) e E) Triglicérides (mg/dL) de animais controle
(CTL — néo diabético tratado com salina/STZ DM - diabético tratado com salina/ STZ
MET - diabético tratado com metformina) e diabéticos tratados com extrato etanélico
das folhas de cagaiteira (EEC) nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg de peso do animal
durante 21 dias. Valores expressos como média + erro padrdo da média. As letras
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indicam diferenca estatistica da seguinte forma:  comparado ao CTL SAL; ® comparado
a0 STZ SAL; © comparado ao STZ MET; ¢ comparado ao EEC 25; ¢ comparado ao EEC
50. p < 0,05. n = 6-10. ANOVA seguido de pos test Tukey.

Ja o VLDL-colesterol e os triglicérides estivam aumentados em animais
diabéticos do grupo STZ SAL em comparacdo ao grupo CTL SAL, sendo encontrado
uma reducdo significante nos demais grupos, tanto na comparagdo com o grupo STZ
SAL, quanto CTL SAL (p <0,001).

5.3.5 Andlise histoldgica do figado e pancreas

Na analise histologica do figado foi possivel verificar que os grupos que
receberam extrato etandlico das folhas de cagaiteira nas doses de 25 e 50 mg/kg de peso
do animal mantiveram a integralidade do tecido hepético, ou seja, compativel com o
parénquima hepatico normal, assim como os grupos CTL SAL e STZ MET (Figura 15).
Ja os grupos STZ SAL e EEC 100 apresentaram hepatdcitos com aspectos normais e
alguns hepatocitos com inclusdes microgoticulares de lipideo, sendo compativel com
esteatose hepatica microgoticular leve.

Quanto ao material histologico do pancreas, € possivel observar que 0s grupos
STZ DM, EEC 50 e EEC 100 apresentaram acinos pancreaticos dilatados e ilhota de
Langerhans atrofica, exibindo dessa forma caracteristicas compativeis com as alteraces
do DM (Figura 16), demonstrando que o extrato nestas doses ndo impediu o
atrofiamento das células pancreaticas. E os demais grupos apresentaram acinos
pancreaticos tipicos com ilhota de Langerhans tipica, compativel ao parénquima

pancreéatico normal.
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Grupos Controles

Grupos Experimentais

Figura 15 - Analise histopatoldgica do figado corado pela Hematoxilina e Eosina (H&E — 200X) de animais controles (CTL — ndo diabético
tratado com salina/STZ DM - diabético tratado com salina/ STZ MET - diabético tratado com metformina) e diabéticos tratados com extrato
etanolico das folhas de cagaiteira (EEC) nas doses de 25, 50, 100 mg/kg de peso do animal durante 21 dias. Sendo, A) CTL SAL — compativel
com parénquima hepatico normal; B) STZ DM - esteatose hepatica microgoticular leve; C) STZ MET - compativel com parénquima hepético
normal; D) EEC 25 - compativel com parénquima hepéatico normal; E) EEC 50 - compativel com parénquima hepéatico normal; F) EEC 100 -
esteatose hepatica microgoticular leve.
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Grupos Controles

Grupos Experimentais

Figura 16 - Andlise histopatoldgica do pancreas corado pela Hematoxilina e Eosina (H&E — 200X) de animais controles (CTL — ndo diabético
tratado com salina/STZ DM - diabético tratado com salina/ STZ MET - diabético tratado com metformina) e diabéticos tratados com extrato
etandlico das folhas de cagaiteira (EEC) nas doses de 25, 50, 100 mg/kg de peso do animal durante 21 dias. Sendo, A) CTL SAL — parénguima
pancreatico normal; B) STZ DM - acinos pancreaticos dilatados, uma ilhota de Langerhans atréfica, alteragdes compativeis com as alteragdes do
diabetes.; C) STZ MET - acinos pancreaticos dilatados, uma ilhota de Langerhans atrofica, alteracdes compativeis com as alteracdes do diabetes;
D) EEC 25 - parénquima pancredtico normal; E) EEC 50 - acinos pancredticos dilatados, uma ilhota de Langerhans atréfica, alteracoes
compativeis com as alteracbes do diabetes; F) EEC 100 - acinos pancreaticos dilatados, uma ilhota de Langerhans atr6fica, alteracGes
compativeis com as alteracBes do diabetes.
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6 DISCUSSAO

E descrito na literatura que as folhas da cagaiteira é empiricamente utilizada para
o0 tratamento de diabetes, na forma de garrafadas usando alcool na preparagdo (SOUZA
et al., 2002). Além disso, Couto e colaboradores (2009) e Mahmoud e colaboradores
(2001) identificaram elevadas quantidades de compostos fenolicos (flavonoides, taninos
e quercetina), como também Pellegrina e colaboradores (2005) identificaram pela
primeira vez na espécie acido galico, os quais sdo potentes antioxidantes que estdo
diretamente relacionados na reversdo dos parametros bioquimicos alterados nas doencas
crénicas ndo transmissiveis, dentre elas dislipidemias, hipertenséo arterial e no processo
inflamatdrio em geral (DUFRESNE; FARNWORTH, 2001).

Sob nosso conhecimento, até o presente momento esse é o primeiro estudo que
avaliou alteracdes no perfil lipidico, glicémico e na composicdo corporal com o0 uso do
extrato etandlico das folhas da cagaiteira (Eugenia dysenterica DC.) em modelo
experimental de diabetes induzido por STZ.

A avaliacdo da atividade antioxidante, compostos fendlicos e flavonoides totais
do extrato aqui utilizado corresponderam ao descrito na literatura (GENOVESE et al,
2008; COUTO et al, 2009).

Nos estudos de toxicidade, as observacdes clinicas, o peso dos Orgdos e
alteracdes do peso corporal podem fornecer indicadores Uteis do estado de saude geral
do animal (JAHN; GUNZEL, 1997). Os animais tratados com o0 extrato néo
apresentaram manifestagdes comportamentais atipicas referentes ao ‘“‘screening
hipocratico” avaliado e também n3o ocorreram mortes ao longo do periodo de
observacdo. Os dados obtidos neste estudo sdo relevantes, pois preveem a utilizacédo
desta espécie de grande importancia econémica, alimentar e médica. No entanto, outros
estudos baseados em protocolos elaborados por agéncias reguladoras devem ser
realizados (tais como estudos de toxicidade subaguda, toxicidade crbnica, toxicidade
reprodutiva, e outros) de forma a avaliar a seguranca total do uso desta planta em seres
humanos.

Entdo, baseado na auséncia de toxicidade aguda do EEC e na indicagdo popular
das folhas de cagaiteira para tratamento do diabetes, este trabalho foi iniciado para

investigar a capacidade hipoglicemiante, as alteragdes no perfil lipidico, na ingestéo
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alimentar e no peso corporal de camundongos com diabetes induzidos por
streptozotocina.

O DM ¢ caracterizado pela presenca de hiperglicemia decorrente de defeitos ou
falta da acdo da insulina (ADA, 2011) e para reproduzir a sintomatologia do DM os
estudos vém utilizando modelo experimental de DM em roedores pelas semelhancas
clinicas, laboratoriais e histolégicas com o0 DM humano. Para a indugdo da doenga em
animais faz-se necessario a administracdo de drogas, como por exemplo, a
streptozotocina (STZ), a qual causa hiperglicemia e hiperinsulinemia, seguida de
hipoglicemia transitoria e finalmente, hiperglicemia cronica, efeitos que foram
demonstrados neste estudo (CARVALHO; CARVALHO; FERREIRA, 2003).

Depois de instalada a doenca, 0s animais passam a apresentar alguns sintomas
caracteristicos do DM como a polidipsia. Esta surge em decorréncia da
hiperosmolaridade sanguinea, em razdo de altos niveis de glicose circulante, sendo
reconhecida pelos osmorreceptores cerebrais causando como resposta sede intensa
(LERCO et al., 2003). O tratamento com extrato etanolico das folhas da cagaiteira ndo
apresentou beneficios no quadro de polidipsia, provavelmente decorrente do
desequilibrio osmotico, fazendo com que se inicie um processo de desidratacao.

Outro sintoma caracteristico do diabetes, e que pode ser observado a partir do
modelo de inducdo escolhido nesse trabalho, é a polifagia, seguida de significativa
perda de peso (ADA, 2011). Tal aumento da ingestdo alimentar pode estar associado ao
processo regulatério da fome pelo centro da saciedade localizado no nucleo
hipotaldamico ventro-medial, que necessita da insulina para captacdo da glicose. Uma
vez captada, o centro da fome é inibido. Portanto, na presenca de DM, ocorre auséncia
de insulina, o nucleo hipotalamico ventro-medial ndo capta glicose e o centro da fome
ndo é inibido, estimulando assim, a maior ingestdo alimentar (JACOBSON, 1996).

J& a reducdo de peso se deve a perda ou degradacao de proteinas estruturais, bem
como aumento da lipélise, que ocorre devido a regulacdo do metabolismo de
carboidrato e formacdo e armazenamento de lipidios pela insulina (CARVALHEIRA;
ZECCHIN; SAAD, 2002). Dessa forma, a auséncia de insulina gera protedlise muscular
e lipdlise, contribuindo para diminui¢do do peso corporeo.

Com o tratamento com extrato etanolico das folhas de cagaiteira foi possivel
observar menor consumo alimentar na dose de 50 mg/kg na primeira semana de
tratamento. Em contrapartida, foi o grupo que recebeu dose de 100 mg/Kg que

apresentou perda de peso significativa quando comparado com os demais grupos.
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Quando comparados a estudos realizados com plantas da familia Myrtaceae e
género Eugenia, como o de Pepato e colaboradores (2001) que utilizaram o extrato das
folhas da Eugenia jambolana, esses resultados s&o corroborados, pois a mesma também
ndo apresentou efeito hipoglicemiante nos animais com DM induzidos com STZ.

Nesse modelo experimental, foi possivel verificar que o extrato etandlico das
folhas de cagaiteira ndo confirma a indicacdo popular, ou seja, ndo apresentou efeito
hipoglicemiante, mesmo que a composi¢cdo das folhas da cagaiteira apresentem
flavonoides, como mirecetina e quercetina, que demonstraram na literatura efetividade
para reducdo da glicemia de jejum (COUTO et al., 2009). No presente estudo, esse
resultado foi ratificado quando se observou a histopatologia do pancreas, a qual
apresentou, exceto nos grupos STZ MET e EEC 25, &cinos pancreéticos dilatados e
atrofia das ilhotas de Langerhans, caracteristicas compativeis com as alteracbes do
diabetes.

Em relacdo ao metabolismo de lipideos, como descrito anteriormente, a
deficiéncia de insulina no diabetes, leva a uma alteracdo no metabolismo lipidico,
ocasionando aumento de triglicerideos plasmaticos, provavelmente em decorréncia da
elevada sintese de triglicerideos a partir dos acidos graxos que chegam ao figado, em
virtude de maior lip6lise no tecido adiposo (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD,
2002). Em consequéncia, surge intensa sintese de VLDL hepéatica acompanhada de um
menor catabolismo da mesma pela atividade da lipase lipoproteica (JAIN; RAINS;
CROAD, 2007). Por tudo isso, uma das complicacdes mais frequentes encontradas em
pacientes com DM sdo as dislipidemias, que levam a graves riscos para
desencadeamento de doencas cardiovasculares, principal responsavel pela reducdo da
sobrevida de pacientes com DM, sendo considerada a causa mais frequente de
mortalidade por englobar vérios distdrbios vasculares (YADAYV et al., 2005).

No estudo em questdo, todos o0s grupos tratados, independente da dose,
promoveram reducdo significativa dos triglicérides e VLDL-colesterol quando
comparados com os grupos CTL SAL e STZ SAL, seguindo a mesma eficicia da
metformina. O estudo de Jelastin e colaboradores (2011) verificou o efeito do extrato
etanolico das folhas da Eugenia floccosa Bedd (Myrtaceae) em ratos diabéticos,
também reduzindo triglicérides (p<0,05) e VLDL (p<0,01) em compara¢do com 0 grupo
DM tratado com salina. Nossos resultados também corroboram os achados histoldgicos
do figado, demonstrando presenca de esteatose apenas no corte histoldgico dos grupos
STZ DM e EEC 100.
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Por meio desses resultados pode-se afirmar que o extrato possui atividade
protetora em relacdo ao perfil lipidico sérico, uma vez que seu uso aumentou o HDL-
colesterol (protetor contra doencas cardiovasculares) e diminuiu LDL-colesterol,
VLDL-colesterol e triglicérides séricos, 0s quais em excesso podem causar ou agravar
tais doencas.

Kahraman e colaboradores (2003) demonstraram em seu estudo que a ingestéo
de flavonoides e de outros compostos fenolicos esta associada diretamente a reducéo
dos riscos para doencas cardiovasculares. I1sso decorre do fato de que tais compostos sdo
considerados antioxidantes efetivos com capacidade de sequestrar radicais livres e
quelar ions metalicos, protegendo as células dos radicais livres e da peroxidacao
lipidica, e também por estes agirem como estabilizador de membrana, podendo envolver
processos do metabolismo intermediario (GALATI et al., 2002).

Estudos voltados para a compreensdo do metabolismo lipidico e o uso de
flavonoides demonstraram que as concentracfes plasmaticas e hepéticas de colesterol
total e de triglicérides foram reduzidas enquanto o nivel sérico de HDL colesterol sofreu
aumento apds a administracdo de flavonoides (MENEZES et al., 2007).

Considerando que a analise do extrato etandlico das folhas de Eugenia
dysenterica DC. demonstrou a presenca de flavonoides, pode-se sugerir que esses
podem ter apresentado efeito no metabolismo lipidico pela atividade antioxidante,
diminuindo dessa forma os triglicérides, colesterol total e LDL colesterol, seguido do

aumento do HDL colesterol, especialmente na menor dose.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados, conclui-se que o EEC apresentou
quantidades importantes e semelhastes aos relatos na literatura de carotenoides totais e
capacidade antioxidante. E no modelo de toxicidade aguda néo apresentou alteragdes.

No modelo de diabetes mellitus experimental ndo apresentou melhora na
ingestdo hidrica, em contrapartida melhorou ingestdo alimentar e peso corpdreo nos
animais que receberam dose de 25 e 50 mg/Kg de extrato etandlico das folhas de
cagaiteria.

N&o apresentou atividade hipoglicemiante, contradizendo o uso popular das
folhas de cagaiteira (Eugenia dysenterica DC.). No entanto, 0 uso do mesmo,
particularmente na dose de 25 mg/kg, apresentou importante efeito benéfico sobre o
perfil lipidico, aumentando HDL-colesterol e reduzindo LDL colesterol, VLDL
colesterol e triglicérides.

Apresentando manutencdo parénquima hepatico (nas doses de 25 e 50 mg/Kg) e
parénquima pancreatico (na dose de 25 mg/kg).

Tais resultados sdo de extrema importancia, visto a necessidade de estudos que
incorporem novos agentes que controlem ndo apenas a glicemia no DM, mas que
minimize as demais complica¢fes da doenca. No entanto, mais estudos sao necessarios
para elucidar o mecanismo de acdo das atividades farmacoldgicas evidenciadas, como

também frente a outros modelos experimentais de diabetes tipo 1 e 2.
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ANEXO 2

Teste Hipocratico — Toxicidade de drogas por Anélise Comportamental
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Data: / /12015
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Trem posterior

Endireitamento

Tonus muscular

Forca de agarrar

Ataxia

Reflexo articular

Reflexo corneal
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Cadigos:

- Teste com anotagao normal “0”, a intensidade do efeito varia na escala de 1 a 4.

- Teste com anotag¢do 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.

Fonte: Brito (1994)




ANEXO 3

Teste Hipocratico — Toxicidade de drogas por Anélise Comportamental

Eugenia dysenterica DC. — dose 2000mg/Kg

Data: 06/05/2015
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Caodigos:

- Teste com anotagao normal “0”, a intensidade do efeito varia na escala de 1 a 4.

- Teste com anotagao normal “4”, a intensidade do efeito podera variar de 0 a 3 quando

ocorrer diminuicéo, 4 quando igual ao controle e de 5 a 8 quando ocorrer aumento.




