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Aprender é a Unica coisa de que a mente nunca se cansa, hunca tem medo e
nunca se arrepende.

(Leonardo da Vinci)
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Resumo

O consumo moderado de vinho tinto tem sido associado com propriedades
cardioprotetoras e recentemente com reducédo no risco de desenvolvimento do
Diabetes Mellitus tipo 2. Esse estudo teve como objetivo investigar o efeito do
Extrato da Casca de Uva Vitis vinifera (ACH09) na hiperglicemia e no sistema de
sinalizagdo de insulina de camundongos diabéticos induzidos por aloxanio. A
glicemia, a insulina sérica, os triglicerideos plasmaticos, o colesterol total e o
Western Blotting de algumas proteinas da cascata de insulina foram avaliados em
4 grupos de camundongos adultos: grupo controle; grupo ACHO9 (200 mg/kg/dia
oral); grupo aloxénio (600 mg/kg i.p.) e grupo aloxanio+ACHO09. A secrecdo de
insulina de ilhotas pancreaticas in vitro também foi estudada. As glicemias dos
grupos aloxanio+ACHO09 e ACHO09 foram menores do que as dos grupos aloxanio
e controle, respectivamente. A insulina sérica foi significativamente menor no
grupo aloxanio comparada aos animais controle. Observamos um aumento na
resisténcia a insulina (indice de HOMA) nos animais tratados com aloxanio, mas
ndo no grupo aloxanio+ACHOQ9, além disso, houve aumento na sensibilidade a
insulina no grupo ACHO09. Nao houve diferenga nos niveis de triglicerideos, no
entanto, observou-se uma redug¢ao no colesterol total no grupo aloxanio+ACHOQ9.
O conteudo total do receptor de insulina e da Akt fosforilada foi significativamente
maior no grupo aloxanio+ACHO09 comparado ao grupo aloxanio, entretanto nao
houve diferenga nos conteudos de IRS-1, PI3K e Akt entre os grupos estudados.
O grupo aloxanio mostrou uma significativa redugdo no conteudo total de GLUT-4
comparado ao grupo controle. Entretanto, houve um aumento significativo no
conteudo de GLUT-4 dos grupos aloxanio+ACHO09 e ACHO09. Nao houve diferenga
na secrecdo de insulina pelas células beta pancreaticas estimulada pela
glicose+ACHO09. Concluimos que o ACHO09 tem efeito hipoglicemiante e anti-
hiperglicemiante, que € independente do aumento na liberagcdo de insulina, mas
provavelmente, depende do aumento na sensibilidade periférica a insulina, devido
a ativacao da cascata de sinalizacdo da insulina no musculo esquelético.

Palavras chaves: extrato de casca de uva, hiperglicemia, resisténcia a insulina,

camundongo diabético, cascata da insulina.
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Abstract

Moderate wine consumption has been associated with cardioprotective properties
and recently with reduced risk of developing Type 2 diabetes. This study examines
the effect of a Vitis vinifera grape skin extract (ACHQ09) on hyperglycemia and
insulin signaling cascade in alloxan-treated mice. Glycemia, serum insulin and
Western blot analysis of some protein of insulin cascade in gastrocnemius muscle
were evaluated in 4 groups of adult mice: control; ACHO9 200mg/kg/day orally;
alloxan 600 mg/kg ip and alloxan plus ACHO9. Insulin secretion in isolated
pancreatic islets was also studied. Glycemias of alloxan plus ACHO09 and ACHO09
groups were significantly smaller than in alloxan treated and control group
respectively. Serum insulin was significantly decreased in alloxan group compared
to control mice. Increase in insulin resistance (HOMA Index) was observed in
alloxan treated group but not in alloxan plus ACHQ9. Increase in insulin sensitivity
was observed in ACHO9 group. There was no difference in triglycerides levels, but
a reduction in total cholesterol was observed in the group alloxan+ACHO9. Insulin
receptor content and Akt phosphorylation were significantly higher in alloxan plus
ACHO9 compared to alloxan treated group; however there were no changes in
IRS-1, PI3-K and Akt among any group studied. Alloxan-treated mice showed a
significant reduction in GLUT-4 content compared to control mice. A significant
increase in GLUT-4 content was observed in alloxan plus ACH09 and ACHO09-
treated mice. Insulin secretion induced by glucose in isolated pancreatic islets was
not changed by ACHO09. The present results demonstrated that ACHO9 has
hypoglycemic and anti-hyperglycemic effects that are independent of an increase
in insulin release, but is probably dependent on an increase in insulin sensitivity
due to an activation of insulin signaling cascade in skeletal muscle.

Key words: grape skin extract, hyperglycemia, insulin resistance, diabetic mice,

insulin cascade



1. Introducéo

1.1 Definicéo e prevaléncia do Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM) é uma desordem metabdlica crdnica, caracterizada
por uma deficiéncia absoluta ou relativa na secre¢cao e/ou na acédo da insulina,
associada a uma hiperglicemia cronica e disturbios no metabolismo de
carboidratos, lipideos e proteinas (El-Alfy e col., 2005).

O DM tem sido considerado um problema de saude publica tanto nos
paises desenvolvidos quanto nos em desenvolvimento, devido ao aumento de sua
prevaléncia e da morbi-mortalidade em fungcdo das suas complicagdes macro e
microvasculares (Gomes, 2006). O principal determinante das complicagdes
microvasculares € a hiperglicemia que acarreta anormalidades bioquimicas e
estruturais de olhos, rins, coragdo, vasos sanguineos e nervos periféricos. A
duragao e a magnitude da hiperglicemia estdo ambas fortemente correlacionadas
com a extensao e velocidade de progressdao da doenga microvascular (Aguiar e
col., 2007).

A prevaléncia mundial de DM para todos os grupos de idade esta projetada
para aumentar de 171 milhdes no ano 2000 para 366 milhdes em 2030 (Amos e
col., 1997). Esses numeros representam uma elevacdo na estimativa de
prevaléncia de 2,8% para 4,4%, sendo que, a mudanga geografica mais
importante acontecera na populacdo acima de 65 anos de idade. Além disso, o
numero de individuos com pré-diabetes, definido como intolerancia a glicose de
jejum e intolerancia a glicose pds prandial, sera de aproximadamente 500 milhdes

em 2030 (Wild e col., 2004).



Infelizmente, os relatos de prevaléncia de DM na populagdo adulta
brasileira ndo sao atuais, de modo que, dados representativos da populagao
residente em 9 capitais, datam do final da década de 80. Nesta época, estimou-se
que, em média, 7,6% dos brasileiros entre 30 e 69 anos de idade apresentavam
DM, e que incidia igualmente nos dois sexos e em brancos e ndo brancos, mas
que aumentava com a idade e a adiposidade corporal. As maiores taxas foram
observadas em cidades como S&o Paulo e Porto Alegre, sugerindo o papel da
urbanizacao e da industrializagao na patogénese desta doencga (Malerbi & Franco,
1992). O estudo realizado em seguida, no Rio de Janeiro, demonstrou prevaléncia
similar de DM (7,1%), entretanto as taxas foram maiores em mulheres do que em
homens (Oliveira e col., 1996). Dados mais recentes, obtidos na cidade de
Ribeirdo Preto - Sdo Paulo entre 1996 e 1997, indicaram que a prevaléncia
brasileira pode ter aumentado em cinco pontos percentuais (Torquato e col.,
2003).

As crescentes incidéncia e prevaléncia do DM sao atribuidas ao
crescimento e envelhecimento da populacdo, urbanizacdo e ao aumento na
prevaléncia de inatividade fisica e habitos alimentares que predispdem ao

acumulo de gordura corporal (Wild e col., 2004).

1.2 Secrecgéo dainsulina
A insulina € um hormdnio anabdlico, descoberto em 1922 por Banting e Best,
com peso molecular de 5700, formada por 2 cadeias de aminoacidos conectadas

por ligagdes dissulfeto (Aires, 1999).



O pancreas € uma glandula mista com fungdo exocrina, que se apresenta
como um glandula acinosa envolvida na secre¢gdo de enzimas relacionadas a
digestdo alimentar, e com fungdo enddcrina, representada por agregados
celulares denominados ilhotas de Langerhans distribuidas no parénquima
pancreatico compostas pelas células (Yamaoka & Itakura, 1999):

e Células alfa, produtoras de glucagon (15-20% do total)

e Células beta, produtoras de insulina (70-80%)

e Células delta, produtoras de somatostatina (5%)

A glicose € o principal estimulante da secrecao de insulina na célula beta.
Entretanto, além da glicose, outros nutrientes como leucina, a glutamina, a
alanina, a arginina, a frutose, e alguns acidos graxos, também podem induzir de
forma independente ou de forma potencializadora (do efeito primario da glicose) a
secrecao de insulina (Gylfe, 1988). Ou seja, a sintese deste horménio é ativada
pelo aumento dos niveis circulantes de glicose e aminoacidos apdés as refeigbes
(Zecchin e col., 2004).

A entrada de glicose na célula beta € garantida por um transportador de alta
capacidade e baixa afinidade denominado GLUT-2 (subtipo especifico encontrado
em células beta). Apos sua entrada, a glicose é fosforilada em glicose-6-fosfato
pela agado da enzima glicoquinase, sendo a seguir direcionada a glicdlise, etapa
que consome 90% da glicose transportada ao interior da célula beta e responsavel
pela geracao de piruvato. O piruvato € direcionado a mitocondria, transformado
em acetil CoA e metabolizado pelo ciclo de Krebs ou ciclo do acido tricarboxilico

com consequente aumento na producao de ATP.



Com o aumento da relagdo ATP/ADP no meio intracelular, ocorre o
fechamento de canais de K™ - ATP dependentes, bloqueando o efluxo deste ion,
responsavel pelo equilibrio elétrico da membrana, o que leva a despolarizagado da
mesma. Esse mecanismo permite a abertura dos canais de Ca®" - voltagem
dependentes, possibilitando o influxo de Ca?* para o meio intracelular da célula
beta, 0 que desencadeia a fusdo de vesiculas secretoras contendo granulos de
insulina com a membrana plasmatica e em seguida, a exocitose do hormdnio
insulina (Doyle & Egan, 2003), como pode ser observado na figura 1.

A perda de funcdo da célula beta € um fator que aparece precocemente no
desenvolvimento do Diabetes Mellitus do tipo 2 (DM2). Alguns medicamentos em
uso clinico sdo capazes de modular a secrecdo de insulina. Farmacos, por
exemplo, que inibem os canais de K* - ATP dependentes, como as sulfoniluréias,
estimulam a secrecdo de insulina, mesmo em auséncia de glicose, enquanto
farmacos como o anti-hipertensivo diazéxido, que estimulam a abertura desses

mesmos canais, reduzem a secregao de insulina (Tarasov e col., 2004).



Captacgao - GLUT2 Canais de potassio
de glicose ATP-dependentes

Glicolise,
respiragéo

Canais de Calcio
voltagem-dependentes .

Liberagao de
insulina

Figura 1 — Esquematizacdo da secrecdo de insulina pelas células beta

Granulos de estoque

pancreaticas (Adaptado de http://www.betacell.org)

1.3 Acdo dainsulina

Apds sua sintese, a insulina age em varios tecidos periféricos, tais como o
figado, o musculo, o coragdo e o tecido adiposo. A insulina € o mais potente
agente anabdlico conhecido e nestes locais promove aumento da captagao de
glicose sanguinea e da sintese protéica, além de diminuir a produ¢éo hepatica de
glicose, via diminuigdo da gliconeogénese e glicogendlise, e reduzir a lipdlise e a
protedlise (Saltiel & Kahn, 2001).

O primeiro passo pelo qual a insulina aumenta o estoque energético envolve a

regulacdo do transporte de glicose para dentro da célula, mediado pelo



transportador de glicose do tipo 4 (GLUT-4), dependente da acédo de insulina,
através de uma cascata de sinalizagcdo da mesma (Chang e col., 2004). Cerca de
75% da captacéo de glicose dependente da agcdo da insulina ocorre no musculo
esquelético, enquanto o tecido adiposo € responsavel apenas por uma pequena
fracao (Saltiel & Kahn, 2001).

A cascata de sinalizag&o da insulina nos tecidos periféricos (figura 2) se inicia
com a sua ligacéo ao seu receptor especifico na membrana, composto de duas
subunidades alfa e duas subunidades beta, que atua como uma enzima alostérica,
ou seja, a ligagao da insulina na subunidade alfa, permite que a subunidade beta
adquira atividade quinase, levando a alteragdo conformacional e a autofosforilagao
do receptor em residuos de tirosina. O receptor da insulina (IR) além de ser
fosforilado em tirosina, também pode ser fosforilado em residuos de serina,
porém, isso diminui a transmissdo do sinal para a cascata da sinalizagdo da
insulina, podendo provocar a resisténcia a insulina (Zecchin e col., 2004).

Uma vez ativado, o IR fosforila varios substratos protéicos em tirosina, como
por exemplo a Cbl, um protooncogene também envolvido na via de transporte de
glicose estimulada pela insulina, a JAK2, envolvida na via de sinalizagdo da
leptina, e os substratos de receptor de insulina (IRS). Existem 4 tipos de IRS,
sendo que o IRS-1 e 2 parecem estar mais envolvidos no metabolismo glicidico.
Animais “Knockout” para IRS-1 desenvolvem resisténcia a insulina sem
hiperglicemia, pois 0 IRS-2 pode compensar parcialmente a auséncia de IRS-1. E
aquele sem o gene que codifica o IRS-2 apresenta anormalidades na secregao e
acao da insulina com resultante hiperglicemia. Por outro lado, os IRS-3 e IRS-4

nao participam do metabolismo da glicose nem da via de crescimento, visto



através de animais “Knockout” para essas proteinas, que tinham
desenvolvimentos quase normais quanto a estes aspectos (Saltiel & Kahn, 2001).

A fosforilagdo em tirosina das proteinas IRS cria sitios de reconhecimento
para moléculas contendo dominios com homologia Src 2 (SH2), dentre elas a
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3-K). A PI3-K possui duas subunidades, uma
catalitica (p110) e uma regulatoria (p85). A ligacdo dos sitios fosforilados das
proteinas IRS ao dominio SH2 da subunidade p85 da PI3-K ativa o dominio
catalitico associado da subunidade p110. A enzima catalisa a fosforilagdo dos
fosfoinositideos na posi¢ao 3 do anel de inositol gerando fosfatidilinositol-3-fosfato,
fosfatidilinositol-3,4-difosfato e fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). O ultimo é
capaz de regular a PDK-1 (“phospsoinositide-dependent kinase 1”), que fosforila e
ativa outra serina/treonina quinase conhecida como Akt ou PKB (Saltiel & Kahn,
2001).

A ativacdo da Akt vai levar a translocagdo de vesiculas intracelulares
contendo GLUT-4 para a superficie da membrana celular com consequente
exocitose destes transportadores de glicose, que irdo captar a glicose circulante.
O mecanismo pelo qual este passo acontece permanece obscuro (Zecchin e col.,

2004).
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Figura 2 — Mecanismo de sinalizagdo de insulina em células musculares

(Adaptado de Saltiel & Kahn, 2001)

1.4 Inducé&o do Diabetes experimental

A indugao de Diabetes experimental em camundongos usando drogas com
capacidade de destruir seletivamente as células beta pancreaticas é muito
conveniente e simples de ser feita. O aloxanio € uma das substancias mais
utilizadas, € um composto quimico hidrofilico derivado de pirimidina, o 2,4,5,6
tetraoxopirimidina (im Walde e col., 2002).

Sua toxicidade nas células beta pancreaticas € o somatério de varios

processos como inibicado da enzima chave da glicdlise, a glicoquinase, através da



oxidacao de dois grupos tidis, e geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS)
pela producdo de anions superoxido e peroxido de hidrogénio, sendo que as
estruturas atingidas pelo dano oxidativo ainda ndo s&o muito bem determinadas,
mas parece que o GLUT-2 é uma delas (EI-Alfy e col., 2005; Szkudelski, 2001),
Adicionalmente, parece que o aloxanio também age nas células beta
pancreaticas causando disturbios na homeostase do calcio e a oxidagado de
compostos celulares contendo radicais sulfidrilas (SH) (EI-Alfy e col., 2005;
Szkudelski, 2001), levando a reducdo da secreg¢ao de insulina no pancreas e

também diminui¢do da sensibilidade a insulina (Boylan e col., 1992).

1.5 Acéo de farmacos na secrecdo e acdo dainsulina
Antidiabéticos orais sdo substancias que tém a finalidade de reduzir e manter
a glicemia normal. Eles podem ser separados em medicamentos que: reduzem a
velocidade de absorcao de glicidios (ex. inibidores da alfa-glicosidase), diminuem
a produgado hepatica de glicose (ex. biguanidas), aumentam a sua utilizagao
periférica (ex. glitazonas ou tiazolodinedionas) e incrementam a secregao
pancreatica de insulina (ex. sulfoniluréias e glinidas) (Moller, 2001).
Sulfoniluréias, como a clorpropamida, glibenclamida, gliclazida, glipizida, e
a glimeperida, s&do drogas com acao hipoglicemiante que atuam no pancreas
aumentando a secregdo de insulina. Elas se ligam aos seus receptores na
superficie das células beta pancreaticas denominados SUR, que sao intimamente
ligados com subunidades dos canais de K sensiveis ao ATP induzindo ao
fechamento desses canais, com consequente inibicdo da saida dos ions potassio,

desencadeando o processo de despolarizagao e secre¢ao de insulina. Entretanto,
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esses farmacos n&o afetam a sensibilidade a insulina e causam efeitos
indesejaveis, os principais sdo a hipoglicemia e o ganho de peso, e a longo prazo,
prejuizos renais ou hepatico (Cheng & Fantus, 2005).

As tiazolodinedionas, como a rosiglitazona e a pioglitazona, sdo farmacos
sensibilizadores da acdo da insulina. Apresentam como caracteristica de sua
estrutura quimica, um anel diona que confere atividade anti-hiperglicémica que,
entretanto, depende da insulina. Seu mecanismo de agao depende da ligagao aos
receptores nucleares PPARs (receptores ativadores de peroxissomo proliferativo)
do tipo y expressos principalmente no tecidos adiposo e muscular (Moller, 2001),
mas também nas células beta pancreaticas, endotélio e macréfago. Uma vez
ligados, esse farmacos aumentam a expresséo de genes que codificam proteinas
envolvidas no metabolismo de glicose e lipideos. Além disso, as glitazonas
melhoram a sensibilidade a insulina por reduzirem os niveis de acidos graxos
circulantes (AGL) que resultariam em lipotoxicidade; por reduzirem a liberagao de
TNF-a, que levaria ao aumento de lipdlise, aumentando o AGL; por induzirem a
fosforilagdo em serina ao invés de treonina na cascata de sinalizacéo de insulina e
por aumentarem a produgdo de adiponectina (Gomes, 2006). Ainda, estudos em
modelos animais tém demonstrado que as tiazolodinedionas melhoram e
preservam a funcao das células beta pancreaticas (Cheng & Fantus, 2005). Por
outro lado, seu uso provoca efeitos adversos tais como ganho de peso, edema,
hepatotoxicidade e insuficiéncia cardiaca congestiva (Cheng & Fantus, 2005;
Gomes, 2006).

Atualmente, o tratamento do DM se baseia principalmente na reducao da

hiperglicemia pelo uso destes medicamentos. Contudo, devido ao fato dos efeitos
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adversos e eficacias desses componentes ainda serem discutiveis, existe uma alta
demanda por novos compostos para o tratamento do DM (Vijayakumar e col.,
2005). A partir disto, os produtos naturais tém sido sugeridos como uma rica e

inexplorada fonte de possiveis drogas hipoglicemiantes.

1.6 Vinho tinto e beneficios cardiovasculares

Desde 1979, o consumo de vinho tinto tem sido relacionado com menor
numero de mortes por isquemia cardiaca (St Leger e col., 1979). Esta idéia foi
ampliada em 1992, quando Serge Renaud observou que a maioria dos paises que
consumiam uma quantidade elevada de gordura saturada estavam positivamente
relacionados com alta mortalidade por doenca cardiaca coronaria, mas que,
entretanto, esta associagcdo ndo era observada na Franca, que possuia alto
consumo de gordura saturada, porém com baixa mortalidade por doencga cardiaca.
Esta relagado ficou conhecida como “Paradoxo Francés” e foi atribuida ao consumo
elevado de alcool, principalmente vinho, e a dieta mediterranea (Renaud &
Lorgeril; 1992). Desde entdo, diversos autores véem demonstrando que o
consumo prolongado de vinho tinto em doses moderadas € benéfico para saude.

O mecanismo pelo qual o vinho tinto exerce seu efeito cardioprotetor ainda
nao foi completamente estabelecido, mas acredita-se que as acgdes salutares
provavelmente sejam devido a inibicdo da agregacéo plaquetaria (Demrow e col.,
1995; Hertog e col., 1993), diminuicdo da oxidagdo da lipoproteina de baixa
densidade (LDL) (Hertog e col., 1993; Stein e col., 1999), reducao da sintese de
endotelina (Corder e col., 2001), aumento na expressao e atividade da NO sintase

endotelial (eNOS) (Wallerath e col., 2003), acao antioxidante (Frankel e col., 1993;
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Hertog e col. 1993; Soares de Moura e col.,, 2002), melhora da disfungéo
endotelial (Stein e col., 1999) e acado anti-hipertensiva (Frankel e col., 1993;
Soares de moura e col., 2002). Os efeitos benéficos do consumo de vinho s&o
atribuidos ao etanol, ja que outras bebidas alcodlicas também mostram ser
benéficas, e também aos polifendis presentes no vinho tinto, tais como resveratrol
e flavondides, sendo que mais de 2/3 do consumo dietético de polifendis é de

flavonoides (Stampfer e col., 1988; Wei e col., 2000; Zern & Fernandez, 2005).

1.6.1 Mecanismos de acéo cardioprotetora do vinho tinto

A disfuncdo endotelial aparece no estado precoce de diversas doencas
cardiovasculares, estando a aterosclerose, a hipertensdo e o DM associados a
todos os fatores de risco (Celermajer, 1997). Essa disfungcéo pode ser definida
como um resultado de um desequilibrio entre a liberagcao de fatores relaxantes e
contrateis derivados do endotélio, produzindo alteragbes no tdbnus vascular, o que
interfere na homeostasia sanguinea. Os principais fatores relaxantes derivados do
endotélio sdo o 6xido nitrico (Nitric oxide — NO) e o fator hiperpolarizante derivado
do endotélio (Endothelium Derived Hiperpolarazing Factor — EDHF), enquanto os
principais fatores contrateis derivados do endotélio (Endothelium Derived
Contracting Factor — EDCF) sédo a endotelina-1 e as espécies reativas de oxigénio
(ROS) (Furchgott & Vanhoutte, 1989).

O beneficio vascular foi, provavelmente, demonstrado pela primeira vez por
Fitzpatrick e colaboradores em 1993, quando eles observaram que o vinho tinto e
um extrato obtido de casca de uvas viniferas eram capazes de produzir um

significativo efeito vasodilatador na aorta isolada de rato. Nesse estudo notaram
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ainda, que a manutencdo da integridade do endotélio € importante para a
reproducao do efeito vasodilatador e que o sistema de relaxamento via NO possui
importante participagdo neste efeito. Mais tarde, o grupo de Stoclet demonstrou
que o efeito relaxante dependente do endotélio produzido pelos polifendis é
mediado pelo aumento na liberagdo de NO (Andriambeloson e col., 1997).
Adicionalmente, outros estudos revelaram a participacdo também do EDHF
(Soares de Moura e col., 2002; Ndiaye e col., 2003; de Moura e col., 2004).

Além disso, os polifendis do vinho podem bloquear, através da supresséao
da transcripcdo do gene, a producdo de endotelina-1, que € um potente
vasoconstrictor capaz de induzir a proliferagédo de células musculares lisas, cuja
producdo excessiva é o fator chave para o desenvolvimento de doenca
aterosclerotica (Corder e col., 2001).

O vinho tinto também tem sido relacionado a manutengcdo da homeostasia.
Inicialmente, Seigneur e colaboradores (1990) mostraram que os vinhos branco e
tinto sdo capazes de inibir a agregacgao plaquetaria, e também, aumentar os niveis
de colesterol HDL. Em seguida, outros autores confirmaram estes achados,
(Hansen e col., 2005; Scanella e col., 2007), inclusive em pacientes com DM2
(Bantle e col., 2008).

Segundo Gutteridge (1995) o termo antioxidante se refere a qualquer
substancia que, quando presente em baixas concentragdes em relagédo ao
substrato oxidavel, atrasa ou inibe consideravelmente a oxidacédo do substrato. Os
antioxidantes atuam por meio dos seguintes mecanismos: remog¢ao ou diminui¢gao
da concentragdo local de oxigénio, remo¢do de ions de metais cataliticos,

remogao das espécies reativas, como o superéxido e peroxido de hidrogénio, ou
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varredura de radicais livres iniciadores de reagdes de oxidacdo. O estresse
oxidativo, que seria o desequilibrio entre a producéo de radicais livres e o sistema
de defesa antioxidante, desempenha um papel importante na patogénese do DM.

O termo radical livre refere-se a atomos ou moléculas altamente reativos
que possuem um elétron impar em sua ultima camada (Salido & Fernandez, 2002;
Ferreira & Matsubara, 1997). Dentro das moléculas, os elétrons em geral se
reunem em pares. Um par de elétrons é mais estavel que os elétrons isolados, e
este ndo emparelhamento de elétrons da ultima camada confere uma alta
reatividade a esses atomos e moléculas, provocando reacbes em cadeia que
desestabilizam o meio molecular. Os antioxidantes, como os polifendis do vinho
tinto, estabilizam os radicais livres mediante a doacao/recebimento de elétrons
(Ferreira & Matsubara, 1997).

A produgao excessiva de ROS dentro dos vasos tem sido considerado um
importante mecanismo de disfungdo endotelial (da Luz & Coimbra, 2004). A
ingestao de vinho tinto parece ser acompanhada por um significativo aumento nos
antioxidantes plasmaticos nos individuos diabéticos e ndo diabéticos. O extrato de
casca de uva rico em procianidinas demonstrou ter alta biodisponibilidade e
fornecer uma significativa protegdo contra radicais livres, melhor do que as
vitaminas C, E e beta-caroteno (Bagchi e col., 2000).

Ja foi documentado tanto clinicamente quanto experimentalmente, que os
flavonoides sdo capazes de aumentar a resisténcia a oxidagao do colesterol LDL.
A LDL oxidada é téxica as células endoteliais e desempenha um importante papel
na progressao do desenvolvimento de placas ateroscleréticas (da Luz & Coimbra,

2004). Alguns estudos tém demonstrado que os polifendis sdo capazes, ainda, de
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reduzir a absorcao de colesterol, devido a interagdo desses componentes com 0s
transportadores de colesterol presentes na borda em escova, além de alterar as
taxas de secregao de apolipoproteina B e as concentragdes de triglicerideos (Zern
& Fernandez, 2005). Os mecanismos propostos pelos quais os polifendis reduzem
os niveis do colesterol plasmatico sdo a inibicdo da sintese hepatica de lipideos,
aumento da eliminagao do colesterol via acidos biliares, e a sua interagdo com os

transportadores de colesterol (Zern & Fernandez, 2005; Su e col, 2006).

1.7 Relac&o entre consumo de vinho tinto e Diabetes Mellitus

Estudos epidemiolégicos véem demonstrando os beneficios do consumo
moderado de alcool por pacientes com DM2. O consumo de vinho tinto por
pacientes com DM2 durante as refeicdes mostrou, significativamente, preservar os
antioxidantes plasmaticos e reduzir a oxidagdo do LDL (Ceriello e col., 2001).
Flanagan e col. compararam o teste de tolerancia a glicose em 154 individuos e
verificaram um relacido positiva entre a sensibilidade a insulina e o consumo de
alcool em individuos jovens, independente do sexo (Flanagan e col., 2000). O
estudo de Hoorn conduziu uma coorte com 2393 participantes de 50 a 75 anos de
idade acompanhados por 10 anos, e também demonstrou uma associagao
positiva do consumo moderado de alcool com menor risco de mortalidade e de
diabetes (de Vegt e col., 2002).

Estudos em animais véem mostrando que os polifendis do vinho séao
capazes de reduzir a glicemia em animais diabéticos induzidos por
estreptozotocina (Al-Awwadi e col., 2004), entretanto, o mecanismo pelo qual este

efeito acontece ainda nao foi bem estabelecido. EI-Alfy e colaboradores (2005)
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demonstraram uma associagao positiva do extrato obtido do carogco da uva com a
protecéo contra a indugao de diabetes experimental por aloxanio em ratos, e esse
efeito seria devido a propriedades antioxidantes dos polifendis, evidenciado pelo
aumento na produg¢do da enzima antioxidante glutationa peroxidase no pancreas e
reducdo na peroxidacdo lipidica. Essas modificacbes sido importantes, pois
sugere-se que a hiperglicemia, caracteristica do DM, ocasiona um aumento na
quantidade de ROS presentes nas células beta pancreaticas, o que levaria a
disfungdo celular, uma vez que esse tecido é mais susceptivel a deterioragéo
pelas ROS, pois apresenta baixa expressédo de enzimas antioxidantes comparado
a outros tecidos (ElI-Alfy e col., 2005). Entretanto, neste estudo nao foi avaliado o
papel do extrato na secrecdo de insulina pelas células beta pancreaticas.

Mais recentemente, Su e colaboradores (2006) observaram que o
resveratrol, um antioxidante do vinho, era capaz de reduzir a glicose plasmatica
em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina, além de ter efeito
hipolipidémico. Todavia, o possivel mecanismo pelo qual este antioxidante induz o
efeito anti-hiperglicémico seria a redugcédo da ingestao alimentar e/ou redugéao na
digestao e absorgao dos alimentos no trato gastro intestinal, mas seu efeito na
sensibilidade periférica a insulina ndo foi elucidado.

Contudo, devido ao conhecimento dos efeitos deletérios do consumo
excessivo de etanol, tais como aumento do risco de insuficiéncia cardiaca
congestiva, de arritmias, de acidente vascular cerebral hemorragico e doencga
coronaria (Providéncia, 2006), além do risco de dependéncia quimica, se faz

necessario a investigagdo dos beneficios no tratamento do DM2 com um extrato
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nao alcodlico obtido da casca de uva, e dos possiveis mecanimos envolvidos

neste efeito.

1.8 Extrato da casca de Uva (ACHO09)

A partir das evidéncias indicativas de que o consumo moderado de vinho
tinto exerce um efeito cardioprotetor, nosso laboratorio resolveu investigar os
possiveis efeitos benéficos de um extrato livre de alcool obtido de casca de uva.
Nossos estudos prévios demonstram que o Extrato da Casca de Uva ACHOQ9 tem

acao anti-hipertensiva, uma vez que sua administracdo oral em ratos hipertensos

induzidos por NG-nitro-L-arginina-metiI éster (L-NAME) reduziu os valores de
pressao sistolica, média e diastdlica. Além disso, o ACHO09 induziu uma
vasodilatacdo dependente do endotélio em leito vascular mesentérico isolado e
inibiu a peroxidacao lipidica, estimada pela produgcdo de malondialdeido em
microssomas hepaticos desses animais, mostrando o efeito anti-hipertensivo,
vasodilatador e antioxidante do extrato (Soares de Moura e col., 2002).

Em 2004, demonstramos que o extrato tem acdo vasodilatadora em vasos
isolados de animais experimentais e que esses efeitos vasodilatador e anti-
hipertensivo eram provavelmente dependentes da liberagdo do EDRF pelas
células endoteliais associados ao NO, uma vez que o uso de L-NAME, que € um
analogo competitivo do substrato da biossintese de NO, a L-arginina, ou seja, um
inibidor da liberacdo de NO, reduziu o efeito vasodilatador do extrato (Soares de
Moura e col., 2004). Mais tarde, verificamos que os canais de potassio ativados

por calcio desempenham um importante papel no efeito vasodilatador do extrato
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de casca de uva, ja que a resposta vasodilatadora foi reduzida apés tratamento
com caribdotoxina e apamina, que sdo bloqueadores destes canais (Madeira e
col., 2005).

Recentemente, observamos que o extrato da casca de uva diminui a
resisténcia a insulina quando administrado oralmente em ratas gravidas com pré
eclampsia induzida pelo L-NAME, verificada por clampeamento e relagéo
insulina/glicose (Soares de Moura e col., 2007). A partir desses achados e dos
trabalhos epidemioldgicos e experimentais encontrados na literatura relacionando
vinho tinto com protecdo do DM, decidimos investigar as possiveis agdes do

extrato de casca de uva no metabolismo glicidico.

1.8.1 Caracteristicas gerais das uvas
A uva é o fruto da videira ou vinha, planta que possui a seguinte

classificagéo na sistematica botéanica:

ORDEM Ramnidea
FAMILIA Vitacea
SUB-FAMILIA Ampelidea
GENERO Vitis
SUB-GENERO Euvitis

Existe, ainda, a classificacdo de acordo com as espécies que podem ser
inumeras, tais como, Vitis vinifera, V. rupestris, V. aestivalis, V. labrusca, V. riparia,
V. cinérea, etc. Cada uma dessas espécies possui muitas variedades,

denominadas cepas ou castas.
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As uvas que originam os vinhos finos sdo da espécie V. vinifera de origem
européia e que possui inumeras castas, como a Cabernet Sauvignon, a Merlot, a
Chardonnay, etc. As demais espécies sao denominadas americanas, sendo
adequadas a elaboragado de vinhos de mesa, vinho colono, vinho de garraféo e
suco de uva. Essas espécies também possuem muitas variedades, cujos melhores
exemplos no Brasil sdo a Niagara e a Isabel que até a década de 80 eram as

unicas castas utilizadas na elaboragao dos vinhos brasileiros.

1.8.2 Caracteristicas gerais dos polifendis

O ACHO09 é um extrato hidro-alcodlico da casca de uvas viniferas, Vitis
vinifera, rico em polifendis. Estes sdo importantes para pigmentagao, reprodugéo,
crescimento e para protegdo contra patdgenos nas plantas (Zern & Fernandez,
2005). Dentre os alimentos de origem natural onde os polifendis sdo encontrados
temos frutas e vegetais, sendo os mais ricos as uvas viniferas.

Os polifendis podem ser definidos como substancias aromaticas, de origem
natural, que podem conter uma ou mais hidroxilas (Waterhouse, 2002). Eles
podem ser agrupados em duas categorias, designadas flavondides e nao-
flavondides. Os flavondides compreendem a maioria dos polifendis derivados da
casca da uva vinifera, e podem ser definidos como compostos que contém um
sistema formado por trés anéis, sendo que dois anéis sdo aromaticos.

De acordo com o grau de oxidagao os flavonéides podem ser classificados
em diversas subclasses, sendo as trés maiores, as dos flavandis (ex: catequina e
epicatequina), flavondis (ex: quercetina e kaempferol) e das antocianinas e/ou

antocianidinas (ex: malvidina-3-glucosideo e delfinidina). Os nao flavondides
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podem ser classificados em acidos hidroxindmicos (ex: acido caféico), acidos
benzobicos (ex: acido galico), taninos hidrolizaveis (ex: vescaligina) e estilbenos

(ex: resveratrol) (Figura 3) (Waterhouse, 2002).

Flavandides

OH

oo ST
Flavanol (catequina) @\m
H

Flavonol (quercetina)

Resveratrol (estilbeno) Q

Figura 3 — Estrutura quimica de alguns polifendis

A concentragao total de polifendis nas uvas viniferas, extraidos pelo método
de Follin-Ciacalteau, pode variar entre 1,2 a 4,1 g/Kg (Mattivi e col., 2002).
Acredita-se, ainda, que a concentracdo das substancias presentes nas uvas, pode
variar de acordo com o tipo de uva, solo onde sdo cultivadas, os métodos de
cultivo, o tempo de fermentagdo, o tempo de maturagao do vinho e as condi¢des

climaticas, como exposicao a luz solar (Ryan & Revilla, 2003, Zafrilla e col, 2003).
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Em estudos previamente realizados, detectamos que o ACHO9 liofilizado
tem uma concentragédo de fendis, pelo método de Follin-Ciacalteau, de 55,5 mg/g
(Soares de Moura e col., 2002). As partes da uva que sdo mais ricas em polifendis
Sa0 a casca e 0 carogo, porém como a casca responde por um maior volume da
uva que o carogo, fica mais vantajosa, economicamente, sua futura utilizagao pela

industria farmacéutica.
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2. Objetivo geral

Avaliar o possivel efeito do extrato da casca de uva (ACHO09) obtido das
uvas Vitis vinifera sobre a glicemia, a resisténcia a insulina e o conteudo de
proteinas da cascata de sinalizagdo da insulina em camundongos diabéticos

induzidos por aloxanio.

2.1 Objetivos especificos

e Auvaliar o efeito do ACHO9 sobre o peso corporal dos animais estudados.

e Estudar o efeito in vitro do ACHO9 sobre a secreg¢ao de insulina de ilhotas
pancreaticas isoladas.

¢ Analisar a agdo do ACHO9 na glicemia de animais diabéticos e controles.

e Avaliar o efeito do tratamento preventivo com ACHOQ9 sobre a insulina
plasmatica in vivo de animais diabéticos e controles.

o Verificar a interferéncia do ACHO9 na resisténcia insulinica dos animais
diabéticos induzidos por aloxanio e dos animais controles.

e Comparar os niveis plasmaticos de triglicerideos e colesterol total dos
animais estudados.

e Avaliar a expressdo do conteudo total das proteinas da cascata de

sinalizagéo de insulina em tecido muscular gastrocnemius de camundongos.
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3. Metodologia

3.1 - Preparacéao do extrato de casca de uva (ACHQ09)

As uvas viniferas foram lavadas em agua corrente e as cascas foram
separadas das polpas. Aproximadamente 100 g de cascas de uva foram fervidas
em 400 ml de agua destilada por 5 minutos e posteriormente o preparado foi
triturado. Na etapa seguinte, 400 ml de etanol foram adicionados ao decoto, a
solugéo foi homogeinizada por 4 horas e acondicionada em frasco de vidro de cor
escura e este mantido no refrigerador a 4°C por 20 dias. O extrato hidro-alcodlico
de casca de uva foi entao obtido e posteriormente filtrado através de filtro de papel
Whatman n° 1. O etanol foi evaporado, em regime de baixa pressédo a 55° C, e o
extrato liofilizado e congelado a -20° C até o seu uso. Constatou-se que para cada
100 g de cascas de uva, obtinha-se a formacgédo de cerca de 8,9 g de extrato

liofilizado.

3.2 Isolamento e perfusao das ilhotas pancreaticas in vitro

Camundongos suicos, pesando entre 25 e 30 g, recebendo agua e ragao
prépria para roedores ad libitum foram utilizados nesta analise. Os animais foram
anestesiados com Tiopental (30 mg/kg de peso) e foi realizada uma laparotomia
com abertura da regido abdominal a toracica, permitindo o isolamento do
pancreas, através da localizacdo do bago no animal. O pancreas foi entédo fixado
em uma placa de petri revestida de parafina escura, e as ilhotas pancreaticas
isoladas por microdisseccdo com auxilio de uma lupa e tesouras, e pincas

microcirurgicas.
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Apds coletadas, as ilhotas pancreaticas (40 ilhotas/pancreas) foram
acondicionadas em camara de perfusao swinnex-13 (Millepore®, EUA) com fluxo
mantido em 1 ml/ minuto por bomba peristaltica (Amersham®, EUA). Foi utilizada
solugao de Krebs (120 mM NaCl, 5 mM KCI, 25 mM NaHCO3;, 2.56 mM CaCl, e
1.13 mM MgCl;) borbulhado com carbogénio (95% de O, e 5% de CO;) a 37° C
acrescida de glicose a 2,8 mmol/L (Vetec®, Brasil) para realizar a perfusdo das
ilhotas por 40 minutos objetivando a adaptacdo das mesmas e a secregao basal
de insulina. Apos o periodo de estabelecimento das condigdes basais, houve uma
troca do fluxo perfundido nas ilhotas e estas passaram a receber durante 30
minutos, como condi¢gdes experimentais, solugdo de Krebs com glicose a 16,7
mmol/L (grupo controle, n = 5) ou glicose a 16,7 mmol/L acrescida de ACHO09
(50pg/ml) (grupo ACHO9, n = 5), ambas a 37° C e borbulhado com carbogénio, a
fim de se determinar a secregcdo de insulina estimulada pela glicose ou pela
glicose acrescida de ACHO09. A concentragdo de ACHOQ09 estimulante foi
determinada a partir de experimentos piloto realizados previamente em nosso
laboratorio.

Os perfusatos foram coletados no tempo zero (momento em que houve a
troca da solugao basal pela solugao estimulatéria) e a cada 5 minutos durante a
estimulagdo com glicose ou glicose+ACHO09. Os perfusatos coletados foram
congelados a -20° C para posterior andlise da insulina por radioimunoensaio
utilizando Kit %I RIA (MP Biomedicals, NY, USA). Os resultados foram expressos
como area sob a curva correspondente a secrecido de insulina durante as

condi¢Oes experimentais (30 minutos).
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3.3 Modelo animal de Diabetes Mellitus e protocolos experimentais

Foram utilizados camundongos suicos com peso entre 25 e 30 g foram
obtidos do Instituto Vital Brazil e mantidos no Biotério do Laboratério de
Farmacologia/ IBRAG/ UERJ, em temperatura média de 23°C-25 °C e com ciclo
de luminosidade de 12 hs (claro e escuro). Os animais receberam ragao
industrializada especifica para roedores (NUVILAB®) com 22% de proteina ad
libitum durante todo o periodo experimental.

Os animais foram divididos em 4 grupos (n > 6 em cada grupo) de acordo
com o tratamento a que foram submetidos: Grupo Controle, Grupo ACHO09, Grupo
Aloxanio e Grupo Aloxanio+ACHO09.

Para indugao do Diabetes Mellitus tipo 2, os animais dos grupos Aloxanio e
Aloxanio+ACHO09 receberam intraperitonealmente 3 doses alternadas de 200
mg/kg de peso de “Alloxan Monohydrate” (Sigma®, USA) imediatamente apds ter
sido diluido em salina (dia 0). Essa dose de aloxanio foi previamente testada e
foram considerados diabéticos aqueles animais com a glicemia acima de 350
mg/dl.

O tratamento com ACHO09 do grupo Aloxanio+ACHO9 comegou 7 dias antes
da administragao do aloxanio (dia -7) e foi mantida até o final do experimento (dia
19). Esses animais receberam 200 mg/kg de peso de ACHQ9 dissolvido na agua
de beber. O consumo hidrico de ACHO9 dos animais foi avaliado a cada trés dias.

O grupo controle recebeu somente agua livremente durante todo o

experimento. E por ultimo, o grupo ACHO9 recebeu o extrato (200 mg/kg de peso)
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dissolvido na agua de beber desde o dia -7 até o dia 19. O sacrificio de todos os
animais que participaram do estudo foi feito no dia 19.

Os animais foram analisados quanto ao peso corporal, triglicerideos totais,
colesterol, glicemia, niveis de insulina de jejum e conteudo das seguintes
proteinas da cascata de sinalizacdo da insulina: IR, IRS-1, PI3-K, Akt, pAkt e
GLUT-4 no musculo gastrocnemius. Todos os experimentos foram revisados e
aprovados pela Comisséo de Etica de Experimentos Animais da Universidade do

Estado do Rio de Janeiro (UERJ).

3.4 Analises de peso corporal
Todos os animais iniciaram o estudo com peso entre 25 e 30 g e este foi

acompanhado ao longo de todo o periodo experimental.

3.5 Analises Bioquimicas

3.5.1 Anadlise da glicose plasmatica

A glicemia de jejum foi dosada através do glucdmetro (Accu-check -
Roche®) no dia -7 (antes do inicio do tratamento com ACH09 no grupo
Aloxanio+ACHO09 e no grupo ACHQ09), no dia 0 (antes da inducao do Diabetes nos
grupos Aloxanio e Aléxanio+ACHQ9) e a cada 4-5 dias em todos os grupos até o

final do experimento no 19° dia.

3.5.2 Anadlise da Insulina plasmatica
No 19° dia de experimento, apdés 16 horas de jejum, os animais foram

anestesiados por administracdo de Tiopental (30 mg/kg de peso) intra peritoneal e



27

heparinizados (Heparina - 5000 Ul/kg). Apds o inicio do efeito da anestesia foi feita
uma laparostomia com abertura da regido abdominal a toracica para retirada de 2
ml de sangue com seringa previamente heparinizada. As amostras sanguineas
foram centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos a 4° C. Posteriormente o plasma
foi separado dos elementos figurados do sangue e mantido em freezer a —20° C
até o momento das analises bioquimicas. O tecido muscular gastrocnemius foi
removido e congelado imediatamente em nitrogénio liquido e ao final do
experimento armazenado no freezer -70° C.

A dosagem da insulinemia de jejum foi realizada por radioimunoensaio nos
plasmas coletados no 19° dia (apos o sacrificio) através de kit para diagndstico de
insulina (MP Biomedicals '?°| RIA Kit). Foram incubados, a temperatura ambiente,
50 ul de plasma ou do padrao de insulina (0; 5,5; 15; 35; 70; 175; 310 yUl/mL), em
duplicata, com 950 pl de Insulina I liofilizada reconstituida com agua destilada,
por 18 horas em tubos de polipropileno com anticorpo anti-insulina porcina
adsorvido a parede do tubo. Apds o periodo de incubacdo, o sobrenadante foi
desprezado e o tudo lavado por 2 vezes com aproximadamente 4 ml de agua
destilada. A fracdo radioativa adsorvida foi mensurada em contador Gama
(Packard® Cobra Auto-Gamma ®) e os valores expressos da curva padrao em
contagem por minuto foram interpolados na concentragdo dos valores de insulina
padrao em logaritimo. A obtengcdo dos valores de insulina plasmatica das
amostras foram calculados a partir da fungéo da regressao logaritima através do

software Microsoft Excell ® e os resultados expressos em pUIl/ ml.
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3.5.3 Andlise da sensibilidade a insulina
O indicador da sensibilidade a insulina foi obtido através do indice de
HOMA (Homeostasis Model Assessment) calculado pela formula: insulina de jejum

(uUI/ml) x glicose de jejum (mmol/L) / 22,5 (Matthews, 1985).

3.5.4 Trigliceridios do plasma

Os triglicerideos totais do plasma de todos os animais do estudo foram
determinados através do método colorimétrico utilizando-se “kit” comercial
Triglicérides-PP (Analisa®, Brasil). Em 10 pyl de plasma dos camundongos foi
adicionado 1 ml do reagente de cor contendo lipase > 100 U/ ml, glicerol quinase >
1,5 U/ ml, glicerol-3P-oxidase > 4 U/ ml e peroxidase > 0,8 U/ L. Apods
aquecimento em banho a 37° C durante 5 minutos foi realizada a leitura em
duplicata da absorbancia das amostras e do padrédo (glicerol equivalente a 200
mg/dl de trioleina) em espectrofotdmetro (Shimadzer®, Japao) a 500nm. Os
resultados foram expressos em mg/dl e calculados através das férmulas descritas

abaixo.

FC =Cp/ Ap Ca=Fc.Aa

Fc: Fator de calibracao

Cp: Concentragao do Padrao
Ap: Absorbancia do Padrao
Ca: Concentracido da amostra

Aa: Absorbancia da amostra
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3.5.5 Colesterol total do plasma

O colesterol total do plasma de camundongos controles e diabéticos foi
determinado através do meétodo colorimétrico utilizando-se “kit” comercial
Colesterol-PP (Analisa®, Brasil). Em 10 yl de plasma dos camundongos foi
adicionado 1 ml do reagente de cor contendo colesterol estearase > 200 U/ L,
colesterol oxidase > 100 U/ L e Peroxidase > 800 U/ L. Apds agitagdo em vortex
AP 56 (Phoenix®, Brasil) e aquecimento em banho a 37° C durante 5 minutos foi
realizada a leitura em duplicata da absorbancia das amostras e do padrao
(colesterol 200 mg/dl) em espectrofotdmetro (Shimadzer®, Japao) a 500nm. Os
resultados foram expressos em mg/dl e calculados através das férmulas descritas

abaixo.

FC =Cp/ Ap Ca=Fc.Aa

Fc: Fator de calibragao

Cp: Concentragao do Padrao
Ap: Absorbancia do Padrao
Ca: Concentracido da amostra

Aa: Absorbancia da amostra

3.6 Biologia Molecular - Western blotting do IR, IRS-1, PI3-K, Akt, p-Akt
e GLUT-4 muscular

O tecido muscular gastrocnemius dos camundongos de todos os grupos
estudados, apos ter sido descongelado em baixa temperatura, foi lavado em

Krebs-Heinselet gelado (NaCl 118 mM, KCI 4,7 mM, MgSO4 1,2 mM, CaCl; 1,75
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mM, NaHCO3; 25 mM, EDTA 0,5 mM) com pH de 7,4 e picotado com auxilio de
bisturi. Em seguida o material foi homogeneizado em solugéo de lise gelada (50
mM Hepes, 1 mM MgCl;, 10 mM EDTA, 1% Triton X-100 acrescentada com
inibidores de proteases: 1 mM de fluoreto de metilsulfonil (PMSF), 1 uM de
aprotinina, 1 uM de leupeptina) por trituragdo manual com auxilio de um pildo,
adquirindo uma consisténcia quase liquida. Posteriormente, foi submetido 3 vezes
a ultra-som (Virtis — Virsonic 60®) durante 15 segundos, por 10 segundos de
descanso em gelo. Foi realizada uma centrifugagao a 9000 pm por 15 min a 4°C
para separagdo dos debris e em seguida ultra-centrifugacdo (ultracentrifuga
Hitachi — Himac CP70G®) a 42000 rpm por 1 hora e 30 minutos. Parte do
sobrenadante (20%) foi coletado para obtengado do conteudo total das proteinas da
cascata de sinalizagao de insulina: IR, IRS-1, PI3-K, Akt e pAkt e GLUT-4.

Apoés a centrifugagdo, a concentragdo de proteinas totais foi quantificada

pelo método de Lowry em placa de ELISA (Jamef®) utilizando a albumina bovina

(SIGMA®) nos padrées 0,5; 1; 2 e 4 mg/ml. Em seguida, foi realizada a

desnaturagdo das proteinas por fervura das amostras durante 5 minutos em
tamp&o de amostra proprio.

As proteinas totais (40 pg) foram aplicadas sobre um gel a 10% de
poliacrilamida (30% acrilamida, 1.6% bis-acrilamida, 10% APS, 5 ul Temed
diluidos em tamp&o Tris 1,5 mM, 10% de SDS) juntamente com um padréo de

peso molecular (Rainbow-Sigma®, USA) em cuba de eletroforese (Hoefer®) para

separagao protéica, e a seguir, as proteinas foram transferidas para uma
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membrana de nitrocelulose (Hybond — P Amersham Biotech®) por

eletrotransferéncia.

A deteccao protéica especifica foi realizada apds incubagcdo da membrana
de nitrocelulose por 1 hora em albumina sérica bovina 2% diluida em Tween-TBS
(20 mM Tris-HCI, pH 7,5; 500 mM NaCl; 0,01% Tween-20). Em seguida, a
membrana de nitrocelulose, foi incubada com anticorpo primario para IR, IRS-1,
P13-K subunidade p85, Akt, p-Akt Ser-473, GLUT-4 e actina (Santa Cruz Biotech)
na diluicdo 1:1000 durante periodo minimo de 12 horas. Para imunodetecccéo foi
incubada por mais 1 hora com anticorpo secundario apropriado biotinilado (Santa
Cruz Biotech - diluicdo 1:1000), seguida de incubacdo com estreptavidina (Caltag
Laboratories®, Burlingame, CA, USA) também na diluicdo 1:1000 por mais 1 hora.
A revelagao das proteinas foi realizada por 3,3 -diaminobenzidine (DAB; Sigma®).
As bandas (n = 5) foram quantificadas segundo sua densidade, utilizando-se o

software Image J (NIH, USA).

3.7 - Analise estatistica

Todos os resultados sao apresentados como média + erro padrao da média
do numero de camundongos. Foi utilizado o teste t-student para comparagao dos
pares de grupos, considerando valores de p < 0,05 como estatisticamente

significantes.
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4. Resultados

4.1 Secrecao de insulinain vitro

Com o objetivo de investigar a capacidade do ACHO09 em estimular a
secregao de insulina, 40 ilhotas isoladas de camundongos foram perfundidas com
glicose ou glicose+ACHO09 durante 30 minutos. Nao houve diferenga significativa
na area sob a curva da secregao de insulina in vitro entre os animais estudados

(figura 4).
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Figura 4 — Secrecao de insulina in vitro de 40 ilhotas isoladas de camundongos

durante 30 minutos, estimuladas com glicose tratadas ou ndo com ACHO09.
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4.2 Peso corporal
Os dados encontrados indicam que o peso corporal médio dos animais de

cada grupo néo se alterou ao longo do experimento (figura 5).

Ganho de peso

Coeficiente angular
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O Aloxanio B Aloxanio+ACHO09 I Controle @ ACHO09

Figura 5 — Box wiskar dos coeficientes angulares da regressao linear do ganho de

peso dos camundongos durante o experimento.
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4.3 Glicemia

As glicemias no dia 0 e no dia 19 dos 4 grupos foram respectivamente:
grupo Aloxanio: 83,4 + 3 mg/dl e 328,7 + 45 mg/dl; grupo Aloxanio+ACHO09: 90,3 +
4 mg/dl e 143,5 =+ 15 mg/dl; grupo Controle: 62,7 + 5 mg/dl e 100,8 + 3 mg/dl; e
grupo ACHO09: 67,7 £ 5 mg/dl e 70,3 = 4 mg/dl. Esses resultados mostram uma
diferenca significativa entre os grupo Aloxanio e Aloxanio+ACHO09 (p<0,0006) e os
grupos Controle e ACHQ09 (p<0,001), indicando agao hipoglicemiante e anti

hiperglicémica do extrato de casca de uva ACHQ9 (figuras 6 e 7).
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Figura 6 — Efeito do tratamento com ACHO9 na glicemia de camundongos controle
e diabéticos induzidos por aloxanio (indu¢ao comegando no dia 0). Valores estao
expressos em media + erro padrdao de > 6 animais por grupo. *P<0.0006,

#P<0.001 vs respectivo controle.
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Figura 7- Representacdo em barras da glicemia de jejum no dia -7 e 19.

"P<0,0006, ¥P<0,001.
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4.4 Insulinemia

O tratamento com aloxanio induziu uma diminuicdo nos niveis plasmaticos
de insulina do grupo Aloxanio comparado ao grupo Controle (grupo Aloxanio: 17,6
+ 1,6 ng/ml x grupo Controle: 26,1 £+ 4,3 ng/ml). Entretanto, o ACHO09 nao
modificou os niveis de insulina de jejum mensurados no 19° dia de estudo,
indicando ndo ser este o mecanismo desencadeante da reducdo glicémica

observada nos grupos aloxanio+ACHO09 e grupo ACHO9 (figura 8).
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Figura 8 — Insulinemia de jejum no 19° dia de estudo. *P< 0,05.
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4.5 Anadlise da sensibilidade a insulina

Através do indice de HOMA, utilizado para analisar a sensibilidade a
insulina, observamos que no grupo Aloxanio houve aumento da resisténcia a
insulina (grupo Aloxanio: 18,09+1,9 X grupo Controle: 6,44+1,0). Ja os grupos
Aloxanio+ACHO09 e ACHO09 apresentaram valores de indice de HOMA
significativamente menores que os grupos Aloxanio e Controle, respectivamente
(grupo Aloxanio: 18,09+1,9; grupo Aloxanio+tACHO09 9.17+2,7; grupo Controle:
6,44+1,0; grupo ACHO09: 3,73+0,8; p<0.01), sugerindo um aumento na

sensibilidade a insulina como resultado do tratamento com ACHQ9 (figura 9).
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Figura 9 — indice de HOMA considerando a glicemia e a insulinemia do dia 19.

*P<0,01.
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4.6 Andlise de lipideos plasmaticos
4.6.1 Andlise de triglicerideos totais
Ndo houve diferengca nos niveis plasmaticos de triglicerideos entre os

animais estudados (figura 10).
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Figura 10 — Triglicerideos plasmaticos no 19° dia apds a indugao do Diabetes.
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4.6.2 Colesterol plasmatico

A administracdo oral de ACHO09 nos animais diabéticos do grupo
Aloxanio+ACHOQ9 resultou em diminuicdo significativa dos niveis plasmaticos de
colesterol total comparado aos niveis dos animais do grupo Aloxanio (grupo
Aloxanio: 52,5 + 4,2 mg/dl x grupo Aloxanio+ACHO09: 31,6 + 3,6 mg/dl). Entre os

grupos controle e ACHO9 nao houve diferenga na colesterolemia (figura 11).
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Figura 11 — Colesterol total plasmatico no 19° dia apds a indugao do Diabetes.

*P<0,05.
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4.7 Biologia Molecular — Western Blotting
4.7.1 Conteudo de receptor de insulina (IR)
Os valores do conteudo total de receptor de insulina foram

significantemente aumentados no grupo Aloxanio+ACHQ09 (97,89+4,7%)

comparados ao grupo Aloxanio (74,32+7,3%) (figura 12).
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Figura 12 — Receptor de insulina (IR) de animais diabéticos e controles tratados
ou ndo com ACHO09. Valores expressos em médiat erro padrédo da média (n=5).

*P<0,05.
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4.7.2 Contetdo de Substrato do Receptor de Insulina (IRS-1)
Nao houve diferenca significativa entre os grupos estudados quanto ao
conteudo total do substrato de receptor de insulina (IRS-1) no musculo

gastrocnemius (figura 13).
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Figura 13 — Substrato de receptor de insulina (IRS-1) de animais diabéticos e
controles tratados ou ndo com ACHO9 no 19° dia de estudo. Valores expressos

em meédiat erro padrdo da média (n=5).
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4.7.3 Conteudo de fosfotidilinositol-3-Kinase (P13-K)

Nao houve diferenga significativa no conteudo total de PI3-K entre os

grupos estudados (figura 14).
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Figura 14 - Fosfotidilinositol-3-Kinase (PI3-K) de animais diabéticos e controles

tratados ou ndo com ACHOQ9. Valores expressos em médiat erro padrdo da média

(n=5).
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4.7.4 Conteudo de AKT total
Nao houve diferenca significativa entre os grupos estudados quanto ao

conteudo total de Akt (figura 15).
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Figura 15 - Akt de animais diabéticos e controles tratados ou ndo com ACHOQ9 no

19° dia. Valores expressos em média+ erro padrao da média (n=5).
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4.7.5 Contetdo de p-AKT
Embora n&o tenha havido diferenca nos valores de Akt, quando se avaliou a
Akt fosforilada, observou-se que os valores foram significativamente aumentados

no grupo Aloxanio+ACHO09 (93.0£7%) quando comparados ao grupo Aloxanio

(44.1£11%) (figura 16).
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Figura 16 — Akt fosforilada de animais diabéticos e controles tratados ou ndo com
ACHO09 no 19° dia de estudo. Valores expressos em médiat erro padrao da meédia

(n=5). *P< 0,05.
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4.7.6 Conteldo total de GLUT-4

Foi observada uma significativa reducdo no conteudo de GLUT-4 no
musculo gastrocnemius dos animais diabéticos comparados aos animais do grupo
controle (grupo Aloxanio: 51.9+2,4% x grupo Controle: 69,18+5,5%). Entretanto, o
tratamento com o ACHO9 induziu um significativo aumento no conteudo de GLUT-
4 no grupo Aloxanio+ACHO09 (72,49+9,4%) comparado ao grupo Aloxanio
(61.9+2,4%). Um aumento similar ocorreu no grupo tratado com ACHO09

(95,16+4,8%) comparado ao grupo Controle (69,1845,5%) (figura 17).
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Figura 17 — Transportador de glicose (GLUT-4) de animais diabéticos e controles
tratados ou ndo com ACHOQ9. Valores expressos em média+ erro padrdo da média

(n=5). *P< 0,05.
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5. Discussao

Os presentes resultados demonstram que o tratamento de camundongos
diabéticos e controles com o ACHO9 induziu a um efeito anti-hiperglicemiante e
hipoglicemiante, além de diminuir a resisténcia a insulina induzida pelo aloxanio e
aumentar a sensibilidade a insulina de animais controles, possivelmente pelo
aumento do conteudo total das proteinas IR, p-Akt e GLUT-4 da cascata de
sinalizag&o da insulina em musculo esquelético.

O DM é uma das maiores causas de morte da maioria dos paises
desenvolvidos. O DM2 constitui aproximadamente 85 a 95% de todos os pacientes
diabéticos nestes paises, e este percentual € ainda maior nos paises em
desenvolvimento. Complicagcbes do DM, tais como doenga vascular periférica,
neuropatia diabética, amputagdes, insuficiéncia renal e cegueira tém resultado em
reducdo da expectativa de vida e aumento dos custos para o setor saude (IDF,
2003). A organizagao mundial de Saude estima que na década atual ocorrera um
aumento de 46% na incidéncia mundial de DM (Zimmet e col., 2001). Desta forma,
sdo mandatorios estudos objetivando obtengdo de meios alternativos para
prevencao e tratamento do DM2.

A literatura relata que o consumo moderado de vinho tinto é benéfico para
prevencao e tratamento do DM (Nettleton e col., 2006; Wannamethee e col.,
2003). Estudos mostram que esses efeitos podem estar associados aos polifendis,
ja que eles foram capazes de reduzir a glicemia e a ingestao alimentar em animais
diabéticos e ndo diabéticos (Al-Awwadi e col., 2004), reduzir o dano oxidativo as

células beta pancreaticas causado pela indugédo do Diabetes experimental (EI-Alfy
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e col., 2005) e diminuir a resisténcia a insulina em pacientes com DM2 (Napoli e
col., 2005).

Entretanto, apesar de diversos estudos demonstrarem efeitos salutares do
vinho tinto, ndo ha justificativa para abstémios iniciarem o consumo de bebidas
alcodlicas como uma medida preventiva (Szmitko & Verma, 2005), considerando o
risco de dependéncia quimica ao etanol. Portanto, o estudo do extrato de casca de
uva, rico em polifendis, representa uma alternativa mais saudavel, uma vez que
preserva as vantagens cardiovasculares de um consumo moderado de vinho tinto,
sem o efeito deletério do etanol.

A indugéo de Diabetes experimental em camundongos foi realizada com o
aloxanio, que é uma das substancias mais utilizadas. Sua toxicidade nas células
beta pancreaticas € o somatério de varios processos como oxidagao de
compostos celulares contendo radicais sulfidrilas (SH), inibicdo da glicoquinase,
geragao de radicais livres e disturbios na homeostase do calcio (Szkudelski,
2001), levando a redugao da secregcdo de insulina no péncreas e também
diminuicdo da sensibilidade a insulina (Boylan e col., 1992). Observamos que o
DM induzido por aloxanio nos camundongos foi acompanhado por uma
significante elevacdo da glicemia de jejum e redugdo nos niveis plasmaticos de
insulina.

O presente estudo demonstrou pela primeira vez um efeito anti-
hiperglicemiante, in vivo, do extrato da casca de uva vinifera em camundongos
diabéticos induzidos por aloxanio, considerando que a glicemia dos animais
tratados com aloxanio+ACHO9 reduziu a valores proximos do grupo controle.

Estudos anteriores ja haviam demonstrado, que o extrato de uva, rico em
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procianidinas, obtido das sementes promoviam redugdo do nivel de glicose
plasmatica, porém somente quando administrado associado a baixas doses de
insulina (Pinent e col., 2004), portanto, sugere-se que o extrato obtido da casca de
uva pode ser mais eficaz do que o obtido da semente.

Inicialmente, propusemos que o efeito anti-diabético do ACHO09 encontrado
em nosso trabalho poderia ser justificado por um efeito antioxidante protetor nas
células pancreaticas, restabelecendo a secregdo de insulina, uma vez que
trabalhos previamente realizados em nosso laboratério ja haviam observado essa
capacidade antioxidante do extrato em outros tecidos. Entretanto, o ACH09 nao
modificou a secrec¢ao de insulina pelas células beta in vitro, e corroborando com
este achado, assim como outros autores (Su e col.,, 2006) ele também nao
aumentou, in vivo, os niveis plasmaticos de insulina no grupo Aloxanio+ACHO09 e
no grupo ACHO9 ao final do estudo, indicando que, o efeito anti-diabético
observado possivelmente ocorre por outro mecanismo que ndo a modulagdo da
secrecao de insulina pancreatica. Entretanto, nés acreditamos que a extensao da
lesdo pancreatica induzida pelo Aloxanio seja variavel, o que pode ter resultado
em um desvio padrao elevado, interferindo na analise estatistica. Deste modo, o
efeito anti-diabético do ACHO09 poderia ser explicado ndo particularmente pela sua
acao no pancreas, porém através da sua modulagcédo na cascata de sinalizagcédo da
insulina e a regulagdo do transporte de glicose com consequente aumento na
sensibilidade a insulina.

A resisténcia a insulina do DM2 é caracterizada por defeitos em diversos
niveis da cascata de sinalizagao de insulina, com diminuicdo da concentracdo do

receptor de insulina e da atividade quinase, reducdo da concentracdo de IRS-1 e
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atividade da PI3-K e diminuicdo também da translocacédo de GLUT-4 (Saltiel &
Kahn, 2001). O GLUT-4 é o maior transportador envolvido no transporte de glicose
estimulado pela insulina, desta forma, a taxa de transporte de glicose nas células
musculares é controlada, pelo menos em parte, pela quantidade de transportador
presente na superficie celular (Chang e col., 2004). Pinent e colaboradores (2004)
notaram em seus estudos que o extrato de semente da uva vinifera exerce
atividade insulino mimética in vitro e aumenta a quantidade de GLUT-4 em
linhagens celulares sensiveis a insulina, sugerindo portanto, um mecanismo extra-
pancreatico para a acao anti-diabética. Nossos dados confirmam e ampliam os
dados encontrados por Pinent e colaboradores, pois demonstramos que a redugao
da glicemia de jejum pelo ACHO9 foi acompanhada pelo aumento in vivo do
conteudo total do IR e do GLUT-4, e da fosforilagdo da Akt no musculo
esquelético, propondo que a justificativa para os efeitos hipoglicemiantes e anti-
hiperglicemiantes do ACHQO9 possa ser a ativagao da sinalizagdo da insulina e a
regulagdo do metabolismo glicidico.

A hipotese anterior é corroborada pela analise do indice de HOMA, uma vez
que o aumento da resisténcia a insulina observado nos animais tratados com
aloxanio foi significativamente corrigido pelo tratamento com o ACHO09, visto pela
diminui¢cdo do indice de HOMA nestes animais. Como a diminui¢do do indice de
HOMA e o aumento da sensibilidade a insulina se correlacionam com a elevagao
do conteudo de GLUT-4, nds sugerimos que o efeito do extrato de casca de uva
na sensibilidade a insulina provavelmente ocorre através do aumento na
quantidade total de GLUT-4 observado no musculo esquelético, e conseqlente

captagdo de glicose. O aumento da fosforilagdo da Akt nos camundongos
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diabéticos induzidos por aloxanio tratados com ACHOQ9 indica que o efeito anti-
hiperglicémico do ACHO9 pode ser devido ndo somente ao maior conteudo de
GLUT-4, mas também ao aumento da sensibilidade na cascata de sinalizagéo de
insulina. Nossos dados corroboram com os achados de Napoli e colaboradores
(2005) em relagao a diminuigao da resisténcia a insulina, porém os expandimos,
uma vez que conseguimos demonstrar o possivel efeito extra-pancreatico do
extrato da casca de uva, que seria 0 aumento da sensibilidade a insulina em
tecido muscular esquelético.

Como o ACHO09 nao aumentou a secrecdo de insulina pelas ilhotas
pancreaticas in vitro, ou os niveis de insulina plasmatica in vivo, 0s mecanismos
envolvidos no efeito anti-hiperglicémico do ACHO9 nao parecem o mesmo das
sulfoniluréias, o qual estimula a liberagdo de insulina pelas células beta
pancreaticas. Por outro lado, o0 mecanismo parece mimetizar a agao de farmacos
como as tiazolidionas, que aumentam a sensibilidade a insulina nos tecidos
periféricos (Cheng & Fantus, 2005).

Em nosso estudo ndo encontramos mudangas nos niveis de triglicerideos
plasmaticos, assim como estudo realizado em pacientes DM2 que receberam
vinho ou suco de uva durante 30 dias e ndo apresentaram mudangas na
trigliceridemia (Bantle e col., 2008). E possivel que ndo tenhamos observado
mudancas devido ao tempo de tratamento dos animais diabéticos com o ACHO9
ter sido muito curto para modificar este parametro.

Em nosso estudo encontramos menores niveis de colesterol total nos
animais diabéticos tratados com ACHO09, assim como Su e colaboradores (2006),

entretanto nenhuma modificagdo aconteceu nos animais nao diabéticos que
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também receberam o extrato. A literatura sugere que os polifendis atuem
reduzindo a absorgao de colesterol, além de diminuir também sua sintese no
figado (Su e col., 2006), entretanto esses aspectos ndo foram avaliados no
presente estudo.

O mecanismo pelo qual o ACHO9 induz ao aumento da sensibilidade a
insulina no musculo esquelético ainda nao esta completamente elucidado. Sugere-
se que os compostos fendlicos presentes no vinho tinto reduzem e/ou neutralizam
radicais livres e promovem a formacgédo de NO (Marfella e col., 2006). Em estudos
anteriores realizados pelo nosso grupo, observamos que o ACHO9 possui efeito
anti-hipertensivo, vasodilatador e antioxidante, além de aumentar a producao de
NO no endotélio (Soares de Moura e col., 2002; Soares de Moura e col., 2004), e
este por sua vez poderia ser um dos possiveis mecanismos sugeridos para o fato
de termos encontrado aumento na sinalizagao da insulina no musculo esquelético
dos animais tratados com ACHO09, uma vez que ja foi demonstrado que a
incubacao do musculo esquelético com L-NAME, um inibidor da NO sintase, leva a
diminuicdo do transporte de glicose, mostrando a sua importancia neste
mecanismo (Balon & Nadler, 1997). Mais recentemente, demonstraram que no
musculo esquelético, o NO aumenta a expressdo do GLUT-4 via mecanismos
dependentes de GMP ciclico e AMPK (Lira e col., 2007).

Além disso, enzimas antioxidantes como a superéxido dismutase, que
catalisam os radicais livres reduzindo sua quantidade, parecem estimular a
utilizacdo de glicose em musculo isolado pos exercicio, através de uma agao
independente da insulina (Young e col.,, 1997), e segundo a literatura, os

compostos fendlicos sao capazes de aumentar os niveis plasmaticos de
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antioxidantes. Todavia, mais estudos serdo necessarios para elucidar os
mecanismos pelo qual ha o aumento na sinalizagcdo da insulina que possivelmente

resultou no aumento da sensibilidade a insulina.
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6. Concluséao

Nossos resultados indicam que o Extrato da Casca de Uva (ACHO09) tem
efeito hipoglicémico e anti-hiperglicémico nos camundongos. Tais efeitos parecem
ser independentes do aumento da liberacdo de insulina nas células beta
pancreaticas. Por outro lado, os dados mostram que o tratamento com ACHO09
induz a um aumento no conteudo do receptor de insulina, da Akt fosforilada e do
GLUT-4 no musculo esquelético, e portanto, nés sugerimos que o ACHO9 pode
atuar reduzindo a resisténcia a insulina pela ativacdo da cascata de sinalizagao de
insulina nos tecidos periféricos. Nossos resultados oferecem uma possibilidade

pré-clinica de efeito protetor do extrato obtido das uvas em pacientes com DM2.
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