UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA EVOLUTIVA

(Associagao Ampla entre a UEPG e a UNICENTRO)

AVALIACAO DO EFEITO CITOPROTETOR DO EXTRATO BRUTO DAS FOLHAS DE
Eugenia uniflora L. (PITANGA) E DE COMPOSTOS BIOATIVOS ISOLADOS EM CELULAS
SECRETORAS DE INSULINA

SIMONI MARINEIA BRAATZ

Ponta Grossa

2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA EVOLUTIVA

(Associacdo Ampla entre a UEPG e a UNICENTRO)

AVALIACAO DO EFEITO CITOPROTETOR DO EXTRATO BRUTO DAS FOLHAS DE
Eugenia uniflora L. (PITANGA) E DE COMPOSTOS BIOATIVOS ISOLADOS EM CELULAS
SECRETORAS DE INSULINA

Dissertagdo de mestrado apresentada ao programa de Po6s-Graduagdo
em Biologia Evolutiva da Universidade Estadual de Ponta Grossa em
associa¢ao com a Universidade do Centro Oeste do Parana, como parte

dos requisitos para a obtengdo do titulo de mestre em Ciéncias
Biologicas (Area de Concentragdo em Biologia Evolutiva).

Orientador: Prof*. Dr®. Henriette Rosa de Oliveira Emilio

Co-orientador: Prof'. Dr*. Carla Cristine Kanunfre

Ponta Grossa

2010



Ficha Catalografica Elaborada pelo Setor de Processos Técnicos BICEN/UEPG

Braatz, Simoni Marinéia
B794a Avaliagao do efeito citoprotetor do extrato bruto das folhas de Fugenia uniflora L.

(Pitanga) e de compostos bioativos isolados em células secretoras de insulina. / Simoni
Marinéia Braatz. Ponta Grossa, 2010.

130f.

Disserta¢do ( Mestrado em Ciéncias Biologicas - Area de Concentragio : Biologia
Evolutiva ) - Universidade Estadual de Ponta Grossa em associacdo com a Universidade
do Centro Oeste do Parana.

Orientador : Profa. Dra. Henriette Rosa de Oliveira Emilio

Co-orientador : Profa. Dra. Carla Cristine Kanunfre

1. Antioxidantes. 2. Citoprotecao. 3. Citotoxicidade.
4. Flavonoides. 5. Perdxido de hidrogénio.
I. Oliveira-Emilio, Henriette Rosa de. II. Kanunfre, Carla Cristine. III. T.
CDD : 575




UE P

Programa de Pds-Graduacdo em Biologia Evolutiva

1,,#""““ bt Associagde Ampla enrre g Universidade Estadual de Ponria
£ Grossa (Departamenio de Biolagia Estrurural. Molecular e
"

2 “Hlﬂ[mﬂ Crendticay e a Universidade Estadual do Centro Ocsie
%_ i @ et
ks o — {Depertamento de Ciéncias Biologicas)
%hamun.

ATA DE DEFESA DE DISSERTAGAO DE MESTRADO N°. 08/2009

Ata referente a Defesa de Dissertagdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pds-
Graduagao em Biologia Evolutiva, uma Associagdo Ampla entre a Universidade Estadual de
Ponta Grossa e a Universidade Estadual do Centro-Oeste, pela candidata SIMOMNI MARINEIA
BRAATZ.

Aos vinte e dois do més de fevereiro de dois mil e dez, no Auditorio do Programa de Pos-
Graduacao em Biologia Evolutiva da Universidade Estadual de Ponta Grossa sob a presidéncia
da Dr* Henriette Rosa de Oliveira Emilio, em sess&o pablica, reuniu-se a Comissao Examinadora
da Defesa de Dissertagdo do {(a) alunoia) SIMONI MARINEIA BRAATZ, do Programa de Pdés-
Graduacac em Ciéncias Biologicas-area de concentracio Biologia Evolutiva, visando o titulo de
Mestre, constituida pelos: Dr. Henriette Rosa de Oliveira Emilio (Orientadora), Dr. Giovani Marino
Faverd & Dr* Marcia Regina Paes de Oliveira. Atestada pela colenda Congregagio do Colegiado
de Curso do Programa de Pds-graduagdo em Ciéncias Biclogicas, area de concentragio em
Biologia Evolutiva. Iniciados os trabalhos a presidéncia deu conhecimento acs membros da
Comissdo e ao (a) candidato{a) das normas que regem a defesa de dissertagdo. A seguir a
candidata passou a defesa de sua dissertacao intitulada: Avaliaciio do Efeito Cito protetor do
Extrato Bruto das Folhas de FKugenia Uniflora L, (pitanga) ¢ de Compostos Bioatives

Isolados em Células Secretoras de Insulina. Encerrada a defesa, procedeu-se ao julgamento
e a Comissao Examinadora considerou ofa) candidato{z) APROVADA. A Presidéncia ressalvou
que a obtencao do titulo de Mestre esta condicionada ao disposto da atual aprovacio de outorga
do Titulo de Mestre em Cigncias Biolégicas, Area de concentragdo em Biclogia Evolutiva, com
validade de sessenta dias; o nao depdsito da versao definitiva de Dissertagao, bem como as

copias em CD(PDF) com todas as correcdes feitas e atestadas pelo{a) orientador(a) neste prazo
anulara toda possibilidade de outorga definitiva do Titulo, recebimento de Certiddo e outros
documentos, bem como a solicitagdo do Diploma. Mada mais havendo a tratar, lavrou-se a
presente ata, gue vai assinada pelos membros da Comissio Examinadora.

Prof® Dr.* Henriette Rosa de Oliveira

Prof. Dr. Giovani Marino Faverd

Prof® Dr* Marcia Regina Paes de Oliv a]'| /ﬁf—-—'ﬁ

| ri
|

il



v

Ao meu pai, Wilfried, pelo apoio e amor que sempre me
dedicou e a minha mae, S6nia, que me abracaria com
orgulho neste momento, pelos ensinamentos e sabedoria

que agora fazem parte de mim.

Ao meu namorado, Sérgio, por todo carinho, palavras de
incentivo, companhia, compreensao e, principalmente,

paciéncia.



Agradecimentos
A Deus, por tudo que em minha vida acontece.

A minha orientadora prof'. Dr’. Henriette Rosa de Oliveira Emilio, exemplo de
competéncia, por toda confianga, carinho, incentivo, dedica¢do, conselhos e paciéncia, ndo

poupando ensinamentos para a realiza¢do deste trabalho.

A minha co-orientadora prof’. Dr®. Carla Cristine Kanunfre, exemplo de dedicacao,
por toda disposicao e colaboragdo durante esses dois anos de convivéncia no laboratério,

sem esquecer de seus preciosos conselhos.

Aos demais professores do Programa de Pds-Graduagao em Biologia Evolutiva que
colaboraram, seja com material, equipamento, espago fisico ou conhecimento para o
desenvolvimento deste trabalho e que estavam sempre solicitos a prestar auxilio e
esclarecimentos. Dentre eles os professores Dr. Roberto Ferreira Artoni, Dr*. Maria

Albertina de Miranda Soares e Dr. Giovani Marino Favero.

Ao prof. Dr. Rui Curi, por gentilmente ter doado a linhagem celular utilizada como

modelo de estudo neste trabalho.

Ao prof. Dr. Angelo Rafael Carpinelli que gentilmente disponibilizou seu
laboratério para execucdo da técnica de radioimunoensaio para determinagdo da secrecao
de insulina. A Marlene Santos da Rocha pelo valioso auxilio na determinacdo da secre¢ao

de insulina.



vi
A prof®. Dr*. Eliana Beleski Borba Carneiro e prof. Dr. Adriano Gongalves

Viana que nos auxiliaram e disponibilizaram seus laboratdrios para extragdo e concentragao
dos extratos. Ao técnico Renoaldo Kaczmarech pelo auxilio na identificacdo da espécie e

preparagao da exsicata depositada no herbario da UEPG.

A prof'. Dr’. Méarcia Regina Paes de Oliveira, por todos os esclarecimentos para a
analise morfologica das células RINm5f. A prof. Dr*. Maria Eugénia Costa, chefe do
Departamento de Biologia Geral, pela compreensdo e ajuda com horéarios, quadro de aulas

e disciplinas a serem ministradas para este departamento.

Aos colegas do curso de Pos-Graduagdo, entre eles, Juliana, Elise e em especial a
Aline, que de alguma forma me ajudaram, e, principalmente, pela sincera amizade. As
técnicas dos laboratorios, Maria Inés Cordeiro e Dona Marli Lang de Oliveira, por todo

auxilio.



vii

“Experience is not what happens to a man;
it is what a man does with what happens to him.”

(Aldous Huxley)



viil
Resumo

Folhas de pitanga sdo popularmente utilizadas no tratamento alternativo do diabetes mellitus. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antioxidante, citotoxica e citoprotetora dos extratos brutos
das folhas de Eugenia uniflora L. e de compostos encontrados nos extratos: quercetina (QE) e miricetina
(MI), além do efeito destes sobre a funcionalidade de células RINm5f. As metodologias utilizadas foram:
Folin-Ciocalteau, redu¢do do MTT, captura do DPPH, coloracdo por hematoxilina e eosina,
radioimunoensaio e Western Blot. O conteudo total de fendis obtido nos extratos foi 440,27ug/mL e
37,83ug/mL equivalentes de catequina/mg de extrato aquoso (EA) e alcoolico (EE), respectivamente. No
ensaio de captura do DPPH, o EA apresentou um IC50 de 321,50pg/mL, a MI de 152,63ug/mL e a QE
de 110,278ug/mL. O EE ndo apresentou significativa atividade antioxidante. O EA e o EE ndo
apresentaram citotoxicidade nas concentracdes entre 12,5 - 75ug/mL e 31,25 - 500ug/mL,
respectivamente. J& a QE e MI sdo mais citotoxicas, apresentando viabilidade celular superior a 90%
entre 3,13 - 6,25ug/mL e 3,13 - 12,5ug/mL, respectivamente. Quanto a funcionalidade celular, o EA ¢ a
QE ndo interferiram na secre¢do de insulina. A MI causou reducdo na secrecdo de insulina na
concentracao de 3,13ug/mL enquanto o EE aumentou mais de 3 vezes a secre¢do deste hormonio. O
perdxido de hidrogénio (H,O,) reduziu, em média, 33% da viabilidade das células no ensaio agudo e
45% no ensaio cronico. O EA promoveu citoprotecao principalmente no ensaio cronico € nas maiores
concentragoes testadas. J& o EE apresentou citoprotecdo apenas quando incubado cronicamente. A QE
apresentou resultado dose-dependente (6,5 > 3,13ug/mL) no ensaio agudo e preveniu 100% dos danos
causados pelo H,O; no ensaio cronico. Um possivel mecanismo de ag¢do relacionado com a protecao
dos extratos e compostos isolados € o bloqueio da ativacdo do NF-kB pelo H,O,. Além disso, o
H,O, alterou a adesdo intercelular com intensa modificagdo na morfologia destas. As células
apresentaram formato mais arredondado, com formagao de pregas na membrana e redugdo da basofilia
citoplasmatica. Os extratos € compostos isolados preveniram alteragdes na morfologia causadas por
H,0,, sugerindo prevengdo da peroxidagao lipidica. Nao houve variagdo na concentragdo protéica da
superoxido dismutase (SOD), BAX, dissulfito isomerase (PDI) e GRP94 (proteina regulada por glicose),
entretanto houve aumetno da concentracao da proteina GRP78 indicando estresse reticular. Os resultados
apresentados sdo um indicativo de que a E. uniflora L. possa ser usada no tratamento alternativo do

diabetes mellitus.

Palavras-chave: antioxidantes, citoprotecao, citotoxicidade, flavonoides, peroxido de hidrogénio.
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Abstract

Surinam cherry leaves are popularly used as an alternative treatment for diabetes mellitus. They are
rich in phenolic compounds which have antioxidant properties. Besides, it is well known that
reactive species influence in the progression of diabetes. The aim of this study was to evaluate the
antioxidant, cytotoxic and cytoprotective activity of the crude leaf extracts of Fugenia uniflora L.
and some major components of the extracts, quercetin (QE) and myricetin (MI); and the effect of
these substances on the functionality of RINmS5f cells. The methodologies performed were: Folin-
Ciocalteau method, MTT reduction, DPPH method, hematoxylin-eosin stain, radioimmunoassay
and Western Blot analyses. The total phenolic content obtained for the extracts was 440.27pg/mL
and 37.83ug/mL catechin equivalent/mg of aqueous extract (AE) and ethanol extract (EE),
respectively. In the DPPH essay, the IC50 of AE was 321.50pg/mL, MI was 152.63pug/mL and QE
was 110.278pg/mL. The EE didn’t show significant antioxidant activity. The AE and the EE are
not cytotoxic in the concentrations between 12.5 - 75ug/mL and 31.25 - 500pug/mL, respectively.
QE and MI are not cytotoxic in the concentrations between 3.13 — 6.25pug/mL and 3.13 —
12.5pug/mL, respectively. Most of the compounds didn’t interfere in insulin secretion, except for
EE, which increased at least 3 times insulin secretion and MI which decreased insulin secretion in
its lower concentration tested. Hydrogen peroxide (H,O;) induced a reduction of 33% of cell
viability in acute assay and 45% in chronic assay. The AE had a cytoprotective effect mainly in the
chronic assay and in its higher concentrations. The EE had a similar effect only when chronically
tested. QE showed a dose-dependent result (6.5 > 3.13ug/mL) in the acute assay and prevented
100% of the damage caused by H,O, in the chronic assay. One possible cytoprotective mechanism
for these compounds and extracts is the inhibition of the activation of NF-«kB. Besides that, H,O»
altered intercellular adhesion with intense modification of cellular morphology. The cells presented
a round shape, with the formation of folds in the membrane and reduction of cytoplasm basophily.
Both extracts and isolated compounds also prevented changes in morphology caused by H,O,,
suggesting prevention of lipid peroxidation. There was no variation in the expression of the
proteins superoxide dismutase (SOD), Bax, disulfide isomerase (PDI) and GRP94 (glucose-
regulated protein), however, the increased protein content of GRP78 was an indicative of reticular
stress. These results are an evidence that Eugenia uniflora L. can be used as an alternative
treatment for diabetes mellitus.

Key words: antioxidants, cytotoxicity, cytoprotection, flavonoids, hydrogen peroxide.
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1 Introducio

Uso de plantas medicinais

Muitas comunidades e grupos étnicos utilizam o conhecimento empirico sobre plantas
medicinais como o unico recurso terapéutico. Grande parte da populacdo mundial, principalmente
aqueles de paises em desenvolvimento, usam extratos vegetais de diversas por¢des de plantas como

medicamento (GALHIANE et al., 2006).

Os relatos da medicina popular costumam servir de referéncia na identificacdo e
investigagdo de espécies com potencial terapéutico. As farmacopéias tradicionais foram elaboradas
por experimentacdo do conhecimento e o interesse pela fitoterapia aumentou com as recentes
tendéncias globais preocupadas com a biodiversidade, assim como pelo desenvolvimento
sustentavel (SIMOES et al., 2002). Deste modo, a busca pela conservacdo da biodiversidade e da

diversidade cultural do ecossistema revela-se importante.

Muitas plantas sdo usadas no Brasil na forma de extratos brutos, infusdes ou emplastros no
tratamento de infecgdes, entretanto, sem nenhuma comprovagdo cientifica de sua eficacia
(HOLETZ et al., 2002). Apenas uma pequena porcentagem foi adequadamente estudada quanto a
sua atividade farmacoldgica, muitas vezes sendo utilizada sem ser levado em consideragdo o risco
associado a sua toxicidade. Mesmo sendo a flora brasileira considerada a mais rica do mundo, esta
foi ainda pouco analisada por estudos etnofarmacoldgicos (cerca de 8%), perdendo-se a
oportunidade de encontrar alternativas de desenvolvimento de novos medicamentos (LORENZI;
MATOS, 2002). Para alguns autores, hd mais de 200.000 espécies no Brasil e pelo menos metade

pode apresentar alguma propriedade terapéutica; porém muitas substancias de plantas brasileiras
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tem sido patenteadas por empresas estrangeiras ou 0rgaos governamentais (SATO, 2000).

Os primeiros estudos com plantas potencialmente terapéuticas foram desenvolvidos com
seus Oleos essenciais. Varios destes estudos foram realizados com espécies medicinais brasileiras e
comprovaram os efeitos relatados pela medicina popular. Entre eles destacam-se os efeitos
analgésico, anti-inflamatorio, antibacteriano, antiespasmodico, anticonvulsivante e antifiingico, € o
uso nos tratamentos contra pneumonia, diarréia, febre e doencas de pele (LEAL-CARDOSO;
FONTELES, 1999; ALVES et al., 2000; NAKAMURA et al.,1999).

Nas Américas, muitas plantas sdo popularmente consumidas no controle e combate do
diabetes mellitus. Com isso houve um aumento no nimero de investigagdes experimentais e
clinicas para validar as propriedades antidiabéticas que tém sido empiricamente atribuidas aquelas.
Acredita-se que o efeito antidiabético ocorra devido a substancias antioxidantes presentes nessas
plantas. Alids, os antioxidantes naturais contidos em plantas medicinais e dietéticas sdo foco de
interesse dos pesquisadores por serem candidatos a prevengdo do estresse oxidativo

(VELAZQUEZ et al., 2003).

A espécie Croton cajucara, vulgarmente conhecida por sacaca (feitico na lingua Tupi) tem
suas folhas e cascas do caule utilizadas no combate a diarréia, malaria, febre, problemas
estomacais, inflamagdes do figado, rins, vesicula, no controle de indices elevados de colesterol e,
inclusive, diabetes (VAN DEN BERG, 1982; DI STASI et al., 1989; DI STASI, 1994). Cavalcante
(1988) comprovou a eficacia hipoglicémica e hipolipidémica da sacaca em ratos e, em 1995,
Oliveira et al. confirmaram o efeito hipolipidémico desta em coelhos. Momordica Charantia,
muito utilizada na India, tem suas folhas, frutos e raizes recomendadas para o tratamento de

diabetes mellitus (WARIER, 1995). A atividade hipoglicemiante do extrato da fruta foi confirmada
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por Gupta e Seth (1962), Leatherdale et al. (1981) e Raman e Lau (1996) em ensaios in vivo. As
sementes de Eugenia jambolana Lam., conhecida como jamboldo, também sdo empregadas no
tratamento do diabetes, além de possuir outras propriedades medicinais descritas, como por

exemplo, acdo adstringente, diurética e digestiva (NADKARNI, 1992).

Contudo, algumas vezes os estudos com plantas comumente utilizadas em tratamento
alternativo para diversas enfermidades nao validam as propriedades atribuidas aquelas. Como
exemplo, um estudo realizado com a polpa da fruta do jambolao, em ensaio com ratos diabéticos
induzidos por estreptozotocina, ndo apresentou melhoras nas alteragdes metabolicas causadas pelo
diabetes (PEPATO et al., 2005). Outro exemplo ¢ a espécie popularmente conhecida como “pata
de vaca” (Bauhinia forficate) em que o extrato aquoso desta testada em ratos diabéticos ndo

apresentou efeito hipoglicemiante (VOLPATO et al., 2008).
Eugenia uniflora L.

A Eugenia uniflora L. (pitangueira) foi introduzida na medicina popular pelos Guaranis no
século XV (BONGIOLO, 2008). E uma planta pertencente a familia Myrtaceae e seus frutos

comestiveis sdo muito conhecidos e apreciados no Brasil.

O género Eugenia, da ordem Myrtales, classe Magnoliopsida, ¢ composta de mais de 100
géneros e 3600 espécies de arbustos e arvores verdes ao longo de todo o ano (TYLER, 1999). E
uma arvore origindria do Brasil e distribuida em toda América do Sul em uma area que vai do
México a Argentina e Uruguai e parece ser bem distribuida no territério brasileiro, sendo mais
abundante a partir do sudeste em direcdo ao sul. Pode ser encontrada em Goias, Bahia, Mato

Grosso do Sul, Mato Grosso, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do
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Sul, sendo de facil adaptacao ao clima do sul do Brasil, ocorrendo com freqiiéncia em solos umidos

(VIZZOTTO, 2006; LORENZI; MATOS, 2002).

Composicao quimica da pitanga

Viarios estudos tém sido realizados para comprovar a base farmacologica do uso popular de
plantas medicinais. Entre elas encontra-se a Eugenia uniflora L. cujos estudos demonstram uma

grande variedade de efeitos fitoterapicos.

O primeiro componente desta espécie que despertou o interesse dos pesquisadores por sua
composi¢ao quimica foi o 6leo essencial. Desde 1977 hé4 estudos onde foram isolados varios
componentes do Oleo essencial de frutos de E. uniflora. Encontraram principalmente
sesquiterpenos, como furanoelemeno, germacreno, g-elemeno e selina-4(14),7(11)—dieno
(RUCKER et al., 1977). Wyerstahl et al. (1988) descobriram a presenca abundante de cariofileno,
furanodieno, selina-1,3,7(11)-trien-8-ona e oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona no o6leo essencial
proveniente de folhas de E. uniflora da Nigéria. Em 1996, Morais et al. isolaram e identificaram
alguns componentes do o6leo de plantas da regido Nordeste do Brasil, onde os componentes
majoritarios foram selina-1,3,7(11)-trien-8-ona e oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-on. Maia et al.
(1999) estudaram o 6leo essencial de folhas e ramos de E. uniflora, colhidos na cidade de Belém,
no Pard, tendo sido obtido 1,8% em oleo essencial, do qual germacreno (32,8%), germacreno B

(15,6%) e curzereno (30,0%) foram isolados como componentes mais abundantes.

Posteriormente, a partir do estudo de folhas e frutos, varios compostos fitoquimicos, além
dos 6leos essenciais, foram isolados e investigados. Dentre eles, destacam-se os carotendides e os

compostos fenolicos. Os compostos fenodlicos correspondem a um grande grupo de substancias que



Programa de Pos-Graduacdo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)

18

incluem os acidos fenolicos, estilbenos, cumarinas, taninos e flavondides. Os flavonoides
apresentam diversas propriedades descritas, como atividade antioxidante, e alguns dos principais
isolados a partir de E. wuniflora sdo a miricitrina, miricetina e quercetina (SCHMEDA-
HIRSCHMANN et al., 1987), entretanto diversos autores relatam encontrar em maior quantidade
nesta planta, em especial, a quercetina ¢ a miricetina (BANDONI et al., 1972; CONSOLINI;
BALDINI; AMAT 1999; CONSOLINI; SARUBBIO, 2002; AURICCHIO, 2007; SCHMEDA.-

HIRSCHMANN et al., 1987).

Os flavonoides sao pigmentos naturais de baixo peso molecular, encontrado em vegetais e
que se caracterizam por apresentar uma estrutura base C6-C3-C6 (dois anéis fenil — anéis
denominados de A e B — ligados através de uma anel central pirano — denominado de anel C). Em
geral essas moléculas apresentam carater anfipatico, podendo atuar tanto em meio aquoso quando
lipidico (MARTINEZ-FLORES, 2002). A quercetina e a miricetina, em especial, apresentam
estruturas quimicas semelhantes (Figura 1). Suas estruturas variam apenas no numero de
hidroxilas, onde a miricetina possui uma hidroxila a mais na posi¢do 5’ do anel B, resultando em 3
grupos hidroxilas continuos nas posigoes 3°, 4’ ¢ 5° (CHEN et al., 1996). A atividade antioxidante
de um flavondide ¢ determinada principalmente pelo anel B. De modo geral, quanto maior o
nimero de hidroxilas, maior o potencial como agente doador de H' e consequentemente maior a
capacidade antioxidante de um flavonoide. Sendo assim, entre os flavonodides, a miricetina se
destaca por apresentar elevada capacidade antioxidante seguida pela quercetina. Contudo, apesar
de estruturalmente a miricetina apresentar uma a¢do antioxidante direta maior, a quercetina
destaca-se por sua agdo indireta, uma vez que ¢ capaz de aumentar a transcrigdo génica da
glutationa e desta forma aumentar as defesas antioxidantes celulares. Além disso, a quercetina,

descrita como um agente antioxidante 5 vezes mais potente que as vitaminas C e E, tem a
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capacidade de se associar a vitamina E, e desta forma funcionar como um potente inibidor da
peroxidacdo lipidica e consequentemente como protetor de membranas celulares (MARTINEZ-

FLORES, 2002).

OH OH
OH OH
HO 0 HO (o]
OH
OH CH
OH e} COH o
Quercetina Miricetina

Figura 1 — Estrutura geral da Quercetina e Miricetina. Fonte: PHYTOCHEMICALS (2009).

Efeitos terapéuticos de Eugenia uniflora L.

Viarios efeitos terapéuticos tém sido atribuidos as folhas de Eugenia uniflora L. Dentre os
principais destacam-se: agdo hipotensora, antigota, antirreumatica, digestiva e hipoglicemiante.
Ainda ¢ popularmente utilizada em distarbios estomacais, como antipirética, diurética,
antitussigena, em doencas hepaticas, como anti-inflamatério, dentre outros efeitos, € como
coadjuvante no tratamento médico convencional do diabetes mellitus, mesmo ndo sendo muitas
vezes revelado pelos pacientes aos médicos (ALMEIDA et al., 1995; SCHMEDA-

HIRSCHMANN, 1988).

Consolini e Sarubbio (2002) concluiram que as folhas de E. uniflora L. possuem atividade
cardiaca (agdo PB-adrenégica através de liberagdo de catecolamidas e acdo bloqueadora de calcio)
que podem produzir efeito terapéutico (hipotensor) e contribuir para efeito cronotropico
(freqiiéncia cardiaca) e inotrépico (forca de contracdo) no coracdo. Estudos mostraram que além da

atividade cardiaca, as folhas de pitanga exibem também atividade vasodilatadora (IC50 de 3mg de
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folhas secas/kg) e diurética (120mg de folhas secas/kg) (CONSOLINI; BALDINI; AMAT, 1999).

Outro efeito terapéutico atribuido a pitangueira ¢ agdo bactericida dos extratos de suas
folhas sobre Staphylococcus aureous e Escherichia coli e frutos sobre Escherichia coli,
Streptococcus pyogenes, Providencia spp., Proteus mirabilis, Shigella sonnei, Staphylococcus
aureus € Staphylococcus spp. coagulase (HOLETZ et al., 2002; GONCALVES; ALVES FILHO;

MENEZES, 2005).

O uso da pitanga no tratamento contra o diabetes foi inferido por Arai et al. (1999) quando
eles confirmaram o efeito hipoglicemiante de fracdes de pitanga (extrato aquoso de folhas)
utilizado por via oral em camundongos. Momose (2000) atribuiu este efeito hipoglicemiante a
atividade inibitoria do extrato sobre enzimas intestinais, tais como as o — glicosidases: maltase e
sucrase. Na mesma linha de pesquisa, Matsumura et al. (2000) confirmaram a presenca de
componentes do extrato aquoso de folhas secas de E. uniflora capazes de inibirem a degradagao
enzimatica de polissacarideos a monossacarideos e determinaram a intensidade da inibicao das o-
glicosidases, tendo obtido IC50 de 120pg/mL para maltase e IC50% de 160ug/mL para sucrase.
Além da inibigdo da digestdo de agucares, também ¢ atribuida aos extratos de pitanga a reducao na
absor¢do intestinal de gorduras, o que pode ser eficiente no tratamento do diabetes e obesidade
(ARALI et al., 1999). Ao mesmo tempo, identificou-se derivados da pentahidroxiindolizidina as
quais sao atribuidas propriedades que podem demonstrar a agdo da E. uniflora como antidiabética.
Do fracionamento do extrato aquoso, os autores concluiram que o composto 1,2,5,7,8-
pentaidroxindolizidina apresenta atividade inibitoria as enzimas maltase e sucrase, exibindo IC50

de 4ug/mL para maltase e 1,8ug/mL para sucrase (MATSUMURA et al., 2000).
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Apesar do efeito inibitorio sobre a absorcdo de carboidratos e lipidios, ndo ha estudos
relacionando a acdo direta da FEugenia wuniflora L. sobre o pancreas endocrino, mais
especificamente sobre as células secretoras de insulina. Velasquez et al. (2003) verificaram que o
extrato de E. uniflora, rico em compostos fenolicos, apresenta acao antioxidante protegendo contra
peroxidacgdo lipidica enzimatica e ndo enzimdtica de membranas microssomais de ratos e efeito
scanvenger de radicais livres, tais como de superoxidos e radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH). Este fato ¢ bastante significativo, uma vez que, sabidamente, o diabetes mellitus, pelo

menos em parte, ¢ desencadeado por estresse oxidativo em células .

Entre diversas atividades j& descritas, Schmeda—Hirschmann et al. (1987) utilizaram vérias
fragdes do extrato hidroalcodlico das folhas de pitanga para verificar a atividade da enzima
xantina-oxidase, responsavel em catalisar a oxidacdo da hipoxantina e da xantina em acido Urico e
anions superoxidos. Concluiram que hé atividade inibitoria desta enzima, portanto uma importante
acdo antioxidante, e inferiram que grande parte o resultado deve-se aos flavondides quercetina e

miricetina presentes nos extratos de pitanga.

Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus ¢ um grupo heterogéneo de disturbios metabolicos que apresentam em
comum a hiperglicemia. Ocorre quando o pancreas ndo mais produz insulina, ou ainda, quando ha
reducdo ou deficiéncia da atividade periférica da insulina. O hormonio insulina € responsavel por
regular os niveis de agucar sanguineo. Este atua estimulando a translocacdo de transportadores de
glicose do citoplasma para a membrana celular, possibilitando que a glicose seja transportada para
o interior das células, e posteriormente convertida em energia ou armazenada sob a forma de

glicogénio. Em condi¢do prolongada de hiperglicemia, comum em casos de diabetes ndo-
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controlados, ocorre sérios danos a muitos sistemas, especialmente aos nervos € aos vasos

sanguineos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).

O numero de individuos diabéticos estd aumentando devido ao crescimento e ao
envelhecimento populacional, a maior urbanizacdo, a crescente prevaléncia de obesidade e
sedentarismo, bem como a maior sobrevida do paciente diabético (DIRETRIZES DA
SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2007). A organiza¢dao mundial da satde estima que
ha mais de 180 milhdes de pessoas com diabetes e que este nimero deva mais que dobrar até 2030.
Além disso, quase 80% das mortes por essa doenga ocorrem em paises pobres ou em
desenvolvimento (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009). O Brasil encontra-se em 6° lugar
no mundo em casos de diabetes, com cerca de cinco milhdes de brasileiros apresentando a doenga.
Esta situagdo ¢ agravada devido as estatisticas mostrarem que 50% das pessoas ndo sabem que sdo
portadoras de diabetes e 23% conhecem seu diagndstico, mas ndo fazem nenhum tipo de
tratamento (OLIVEIRA; LUNARDI FILHO, 2004). No Brasil, as cidades das regides Sul e
Sudeste, consideradas de maior desenvolvimento econdmico do pais, apresentam maiores

prevaléncias do diabetes mellitus e de intolerancia a glicose (SARTORELLI; FRANCO, 2003).

O diabetes mellitus pode ser classificado principalmente em dois tipos: diabetes tipo 1

(DM1) e diabetes tipo 2 (DM2).

O diabetes tipo 1 ¢ uma doenga auto-imune caracterizada pela destruicdo das células
produtoras de insulina com consequente deficiéncia deste hormonio. As evidéncias de processos
auto-imunes sdo os marcadores de auto-imunidade como anticorpos anti-insulina,
antidescarboxilase do acido glutdmico e antitirosina-fosfatases, entretanto, ha alguns raros casos

onde estes processos ndo sdo evidenciados. O diabetes tipo 1 representa de 5-10% dos casos e
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pode ainda ocorrer por producdo de espécies reativas por macrofagos que invadem o tecido
pancreatico (chamada insulinite) e acabam por participar de reagdes toxicas que levam a apoptose
ou at¢ mesmo necrose das células produtoras de insulina (MANDRUP POULSEN, 1996;
RABINOVITCH et al., 1996, SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2009). Outras causas
do diabetes tipo 1 incluem toxinas microbianas, agentes quimicos ou toxinas presentes na propria
dieta. Este tipo de diabetes normalmente se inicia na infancia ou adolescéncia, periodos nos quais a

taxa de destruicao das cé€lulas B ¢ maior.

O diabetes tipo 2, que acomete pelo menos 90% das pessoas com diabetes no mundo, comega
normalmente a partir dos 40 anos. O aumento da prevaléncia desta doenca esta relacionado com o
crescente aumento na taxa de sobrepeso e obesidade; visto que quanto maior for o percentual de
gordura corporal, maior ¢ a tendéncia a resisténcia a a¢do da insulina e a chance do individuo

desenvolver diabetes (SARTORELLI; FRANCO, 2003; ADA, 2000).

Este tipo de diabetes ocorre por defeitos na agdo e/ou na secrecdo da insulina (BELL;
POLONSKY, 2001; KAHN, 2003; NEWSHOLME et al., 2007). Por muitas razdes, as células nao
conseguem metabolizar efetivamente a glicose presente na corrente sanguinea. Esta ¢ uma
anomalia chamada de "resisténcia insulinica". Essa resisténcia ¢ comum nos 6rgdos e tecidos com
alta taxa metabolica incluindo musculo, tecido adiposo e figado (NEWSHOLME et al., 2007). Em
geral os defeitos na a¢do e/ou secre¢do de insulina estdo presentes quando a hiperglicemia se
manifesta, porém pode haver o predominio de um deles. Esta resisténcia caracteriza-se por uma
diminui¢do na resposta dos receptores de insulina presentes no tecido periférico. Devido a ela, as
células  do pancreas aumentam a producdo de insulina que, ao longo dos anos, acaba por levar as

células a exaustdo (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2009). Quando ha resisténcia a
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insulina, ocorre a elevagao de glicose e de &cidos graxos circulantes, o que acarreta em um
aumento do estresse oxidativo nas células e tecidos expostos a estas alteracdes metabodlicas
(EVANS et al., 2003; KANETO et al., 2006; NEWSHOLME et al., 2007). A glicose e os acidos
graxos tém um efeito sinergético em células P-pancreaticas. Depois de exposi¢do aguda, ambos
estimulam a secre¢do de insulina. Em contraste, depois de exposicao prolongada (cronica), ambos
causam danos funcionais nestas células ou induzem estas a morte (RACHEK et al. 2006;

NEWSHOLME et al. 2007).

O papel da hiperglicemia nas complicagdes tardias do diabetes, tais como retinopatia,
nefropatia, dislipidemia e neuropatia, ndo estd muito claro, entretanto existem hipdteses sobre a
participagdo da proteina glicada nestas complicagdes. O elevado nivel de glicose sanguineo promove a
glicosilacao de proteinas por reagcdes de Maillard, o que consequentemente produz bases de Schiff,
produtos de Amadori e produtos finais de glicosilagdo (AGEs) (KIYOKO et al., 2003). Os AGEs
induzem a formacdo de espécies reativas que se acumulam durante o processo normal do
envelhecimento, porém esse acumulo ¢ acelerado devido ao diabetes e a outras doencgas cronicas como
artrite, arteriosclerose e cirrose hepatica (LAPOLLA; TRALDI; FEDELE, 2005; YAGMUR et al.,
2006). Em virtude disso, a suplementacao da dieta com antioxidantes tem diminuido as complicacdes

causadas por diabetes em pacientes e em modelos animais (ROBERTSON et al., 2003).

Com todas as atuais evidéncias experimentais, ¢ amplamente aceito que espécies reativas
radicalares e ndo-radicalares contribuam para os danos e disfun¢des teciduais causados pela
glicotoxicidade e lipotoxicidade caracteristicas do diabetes. Essas espécies reagem causando danos
celulares através de modificagdes ndo-especificas e alteragdes de proteinas, acidos nucléicos e

fosfolipideos. Sob condi¢des de metabolismo ou atividade mitocondrial elevadas, muitas células de
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tecido especializado sdo alvo para as espécies reativas. Um melhor entendimento dos mecanismos
responsaveis pela geracao destas e sua reatividade podem resultar em novas estratégias de intervengao

tendendo para reducao dos danos associados com o estresse oxidativo (NEWSHOLME et al., 2007).

Diabetes e Estresse Oxidativo

Definem-se radicais livres como espécies reativas independentes que contém um ou mais
elétrons nao pareados. A presenca de elétrons desemparelhados no atomo ou na molécula aumenta
a sua reatividade quimica. Isto lhes confere grande instabilidade, por tenderem a acoplar o elétron
ndo pareado com um outro que esteja presente em estruturas proximas a sua formagao,
comportando-se como receptores (oxidantes) ou como doadores (redutores) de elétrons (LEITE;

SARNI, 2003).

Durante o metabolismo celular aerdbico, normalmente sdo produzidas uma série de
substancias eletricamente instaveis (espécies reativas radicalares ou nao-radicalares),
potencialmente reativas com biomoléculas (lipidios, proteinas, acido nucléico, etc), que por sua
vez, produzem reacdes em cadeia caracterizadas pela geracdo de novos radicais livres e espécies
reativas nao-radicalares que podem reagir com outras biomoléculas, podendo resultar em danos
irreversiveis a célula. Na tabela 1 estdo listados alguns dos principais exemplos de radicais livres e

espécies reativas ndo-radicalares.
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Tabela 1 — Exemplos de espécies reativas radicalares (radicais livres) e ndo-radicalares.

1. RADICAIS LIVRES
a. Espécies reativas de oxigénio radicalares

0, oxigénio molecular
OH’ hidroxil

0" superoxido

HO," peridroxil

b. Outros exemplos de radicais livres

RO® alcoxil

NO* oxido nitrico

RO’ peroxil

2. ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO NAO-RADICALARES
0, oxigenio singlete

O; 0z0nio

ONOO peroxinitrito

H,0, peroxido de hidrogénio

O processo evoluciondrio permitiu aos organismos aerobios desenvolverem mecanismos muito
bem balanceados de defesa para promover a neutralizagdo dos efeitos oxidativos dessas moléculas e de
seus metabdlitos reativos, denominado de sistemas antioxidantes (KATOCH; BEGUM, 2003). Isso
porque a oxida¢do de macromoléculas causada por espécies reativas, inclusive as derivadas de oxigénio,
altera a fisiologia normal da célula, podendo eventualmente comprometer a funcionalidade destas. Aqui
se caracteriza o paradoxo da vida, em que a propria molécula que sustenta a vida aerdbia (oxigénio) por
ser essencial para o metabolismo energético e respiragdo também estd relacionada com o
comprometimento da funcionalidade celular (MARX, 1985; FRIDOVICH, 1983; HALLIWELL, 1997).
Em estado de homeostasia, as espécies reativas atuam como intermedidrios de reacdes de oxidacdo-
reducdo essenciais para a vida, exercendo um importante papel nos processos homeostaticos. Porém,
quando ha acumulo, seja por superprodugao ou deficiéncia nas defesas intracelulares, elas podem causar
alteragdes em estruturas bioldgicas modificando o metabolismo celular, evento denominado de estresse

oxidativo (LEITE; SARNI, 2003; SIES, 1993; KIM; OKAMOTO; YOKOZAWA, 2009).



Programa de Pos-Graduacdo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)

27

Em processos fisiologicos normais, as espécies reativas interferem em vias de sinalizagao
intracelular relacionadas com apoptose, processos inflamatdérios e expressdao génica através da
ativacdo de fatores de transcricdo. Participam ainda da defesa celular, através da destruicao de
micro-organismos durante o processo de fagocitose. Porém, esse processo passa a ser prejudicial
quando a inflamacao se torna sistémica, como na sepse, em que a perda de controle da producao de
espécies reativas pode causar lesdo a distdncia. Além disso, nas doencgas inflamatorias cronicas esta

producao torna-se excessiva, provocando lesoes teciduais (LEITE; SARNI, 2003).

A produgdao normal de espécies reativas no metabolismo celular in vivo ocorre via agao
catalitica de enzimas, durante os processos de transferéncia de elétrons decorrentes do
metabolismo celular, como a cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, ou pela exposicao a
fatores exdgenos (KATOCH; BEGUM, 2003). Exemplos de fatores endogenos geradores dessas
moléculas sao inflamagdes, respiracao aerdbia, peroxissomos € enzimas do complexo citocromo
P450 e NADPH oxidase. Exemplos de fatores exdgenos sao moléculas de ozonio, radiagdes gama

e ultravioleta, medicamentos, dieta e cigarro (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Dentre as principais espécies reativas, destacam-se as espécies reativas de oxigénio (ERO).
A cadeia transportadora de elétrons ¢ a maior fonte celular de espécies reativas de oxigénio,
produzindo anion superoxido que € subsequentemente convertido em perdxido de hidrogénio
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990). Ha ainda um mecanismo independente responsavel pela
geragdo de ERO em diversos grupos celulares, ente eles, as células B-pancreaticas. Este mecanismo
envolve a ativacdo de uma enzima de membrana conhecida como NADPH oxidase, que consiste

em um complexo enzimatico formado pelo agrupamento de diferentes componentes

citoplasmaticos e de membrana associados que pode contribuir com o estresse oxidativo,
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produzindo grandes quantidades de anions superéxido (NEWSHOLME et al., 2007).

As espécies reativas de oxigénio sdo tidas como mediadoras de morte celular, ja que altos
niveis de estresse oxidativo podem causar necrose e baixos niveis deste funcionam como
desencadeador de mecanismos de apoptose, processo importante em mecanismos fisioldgicos
(DYPBUKT et al., 1994). Em nivel sistémico, os danos causados por ERO estdo relacionados a
condigdes de inflamagdo, degeneracdo pela idade, formagdo de tumores e diabetes mellitus

(BROWNLEE, 2005; GREENMAN et al., 2007).

As principais ERO formadas sdo o 4nion superoxido (O,"), que apresenta uma baixa
capacidade de oxidacao; o radical hidroxila (OH"), que possui uma pequena capacidade de difusao
e € 0 mais reativo na indug@o de lesdes nas moléculas celulares, e o perdxido de hidrogénio (H,0»),
capaz de atravessar a membrana nuclear e induzir danos na molécula de DNA por meio de reacdes
enzimaticas e atua ainda como precursor de outras espécies reativas (LEITE; SARNI, 2003;

ANDERSON, 1996).

O Hy,0, e o O, por causarem lesdes celulares ao atacarem os acidos graxos das
membranas celulares, sdo considerados extremamente toxicos. Sua toxicidade deve-se
principalmente a conversdo dessas moléculas em radical hidroxila (OH), o que caracteriza a reagao
de Fenton (LEITE; SARNI, 2003; BONDAN, 2006). O OH" ¢ altamente lesivo, pois causa quebra
e modificagdes nas bases de DNA, o que leva a alteragdes na expressdo génica, mutacao e
apoptose, alteracdes de cadeias protéicas e peroxidagdo lipidica com consequente prejuizo do
transporte intercelular (LEITE; SARNI, 2003). Além disso, ele pode inativar varias proteinas ao
oxidar seus grupamentos sulfidrilicos (-SH) e as pontes dissulfeto (-SS) (FERREIRA;

MATSUBARA, 1997).
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Em ensaios in vitro, o H,O, ¢ um modelo bem estabelecido de indutor de estresse oxidativo
por ser uma molécula de oxigénio intermediaria no metabolismo celular e por apresentar alta
reatividade (TANG; ZHANG, 2000). Além disso, representa um agente fisioldgico presente na
maioria dos processos oxidativos independente da causa inicial da oxidagdo. Lennon, Martin e
Cotter (1991) e Sah et al. (1999) afirmaram que exposi¢do de sistemas a baixas doses de H,O,
induz apoptose em uma variedade de tipos celulares. Estudos realizados por Fu-Liang et al. (2005)
mostraram que doses de 500uM de H,O, aumentaram significativamente a quantidade de ERO
resultando em danos as células pancreaticas e reducdo na secrecdo de insulina dependente de

glicose.

Neste sentido, o desequilibrio entre moléculas oxidantes e de defesa antioxidante (estresse
oxidativo) € um estagio inicial na patologia do diabetes e pode contribuir para o desenvolvimento
de complicacdes caracteristicas desta doenga (NOUROOZ-ZADEH et al., 1997). Sendo assim, as
investigacdes da fisiopatologia das complicagdes secundarias estdo focadas no inicio e progresso

do estresse oxidativo.

As células produtoras de insulina sdo particularmente susceptiveis a ag¢do de espécies
reativas devido a baixa expressio e atividade das enzimas antioxidantes (LENZEN;
DRINKGERN; TIEDGE, 1996; TIEDGE et al., 1997). Portanto, o alto risco de danos pode ocorrer
devido a producdo excessiva de espécies reativas mitocondriais, por aumento na producao de ERO
derivados da elevada atividade da enzima NAPH oxidase e/ou por falhas na defesa antioxidante

nestas células (NEWSHOLME et al., 2007), conforme observado na figura abaixo (Figura 2).
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Figura 2 — Sitios relevantes de producao de ERO e sistemas antioxidantes em um tipo celular genérico. ERO podem
ser gerados pelo metabolismo de glicose na mitocondria (pela atividade da cadeia transportadora de elétrons -
CTE) e na membrana plasmatica (pela NADPH oxidase — NADPHox), principalmente. Os principais sistemas
antioxidantes sdo a superoxido dismutase (SOD), glutationa redutase, glutationa peroxidase e catalase.
Adaptado: NEWSHOLME et al. (2007).

Diabetes e Defesa Antioxidante

Durante o metabolismo celular normal existem varios mecanismos envolvidos na produgao
de espécies reativas. Contudo, as células possuem mecanismos de defesa antioxidante para limitar
seus niveis intracelulares e impedir a indu¢do de danos e comprometimento da funcionalidade

celular.

Neste sentido, antioxidante ¢ qualquer substincia que, quando presente em baixas
concentragdes se comparadas com as de um substrato oxidavel, retarda ou inibe significativamente
a oxidacdo deste de maneira eficaz; ou ainda, sdo agentes responsaveis pela inibi¢do e redugdo das

lesdes causadas pelas espécies reativas nas células (SIES; STAHL, 1995; BONDAN, 2006). Esta
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defini¢ao compreende compostos de natureza enzimatica e nao enzimatica.

As industrias de alimentos, cosméticos, bebidas e também a de medicamentos utilizam-se
de compostos antioxidantes encontrados na dieta ou mesmo sintéticos como mecanismos de defesa
contra as espécies reativas. Entretanto, diversas vezes sdao os proprios medicamentos que
aumentam a geracao intracelular dessas espécies (DOROSHOW, 1983; HALLIWELL et al., 1995;

WELIIL et al., 1997).

Os antioxidantes atuam em diferentes niveis na protecdo dos organismos. O primeiro nivel
¢ impedir a formagao das espécies reativas, principalmente pela inibicdo das reagdes em cadeia
com o ferro e o cobre. O proximo ¢ interceptar as espécies reativas impedindo o ataque sobre os
lipideos e os aminoacidos, evitando a formacdo de lesdes e perda da integridade celular. Outro
mecanismo de protecdo celular ¢ o reparo das lesdes. Esse processo estd relacionado com a
remocao dos danos da molécula de DNA e a reconstitui¢ao das membranas celulares danificadas. E
em algumas situagdes, quando as células estdo sob estresse oxidativo, enzimas antioxidantes sao
produzidas como resposta adaptativa contra esses agentes altamente reativos (SIES, 1993;

BIANCHI; ANTUNES, 1999; LAYBUTT et al., 2002).

1.1.1 Mecanismo enzimatico de defesa antioxidante

Este mecanismo celular ¢ composto principalmente por superdéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX), conforme representado na figura 2. A agdo destas ¢
dependente de metais de transi¢ao que sdao cofatores localizados nos seus sitios cataliticos. A SOD
citoplasmatica, por exemplo, necessita de cobre e zinco para agir e a SOD mitocondrial, de

manganés; enquanto a CAT ¢ depende de ferro e a GPX necessita de selénio (LEITE; SARNI, 2003;
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BONDAN, 2006; OLIVEIRA, 2003).

A SOD desempenha o papel de catalisar a conversao de radicais superoxido em H,O,. Estes
sdo posteriormente convertidos em dgua e molécula de oxigénio pela CAT e GPX (LAYBUTT et al.,
2002). A CAT e a GPX sdo os principais varredores enzimaticos de espécies reativas, convertendo o
H,0, em oxigénio molecular e dgua. Estdo presentes em teores elevados nos eritrocitos e hepatdcitos

e moderados nos pulmdes e no coracao (LEITE; SARNI, 2003).

A atividade da CAT esta localizada em grande quantidade nos peroxissomos. Uma pequena
concentragdo de CAT pode ser encontrada, também, na mitocondria (figado), nos cloroplastos e no

reticulo endoplasmatico (BONDAN, 2006).

A GPX necessita da glutationa reduzida (GSH - tiol ndo protéico mais abundante nas
células de mamiferos) para poder atuar. A glutationa oxidada (GSSG), resultante da reacdo
catalisada pela GPX, ¢ reduzida a GSH pela enzima glutationa redutase (GRd) que utiliza NADPH
para catalisar a reacdo. A maior parte da glutationa livre intracelular in vivo esta na forma reduzida
(GSH) e nado na forma oxidada (GSSG) (BONDAN, 2006). A GSH distribui-se nas membranas
lipidicas, sendo, portanto, muito bem localizada para exercer a maxima atividade antioxidante. E
substrato para as enzimas antioxidantes: GSH transferases e peroxidases. GSH, além de
regeneragdo enzimatica, pode ser regenerada por mecanismos nao-enzimaticos, como por meio de

ascorbato (LEITE; SARNI, 2003).
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1.1.2 Mecanismo ndo-enzimatico de defesa antioxidante

Dentre os principais antioxidantes ndo-enzimaticos incluem-se os lipossoluveis, tais como,
as bioflavonas, vitamina A e vitamina E e os hidrossoliiveis, como a vitamina C, B6 e catecois

(BONDAN, 2006).

A vitamina E ou a-tocoferol tem efeito modulador sobre as respostas inflamatoria e imune.
Em geral sua deficiéncia aumenta os componentes da resposta inflamatoria e prejudica a
imunidade celular e humoral. A vitamina E atua como a principal defesa contra a lesdo oxidativa

das membranas celulares (LEITE; SARNI, 2003).

A vitamina C, atua eliminando diretamente as espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio
e estd envolvida na reciclagem de a-tocoferil em a-tocoferol (BONDAN, 2006). O efeito
cooperativo entre as vitaminas C e E ¢ frequentemente mencionado na literatura, mostrando que a
interacdo dessas vitaminas ¢ efetiva na inibigdo da peroxidagdo dos lipideos da membrana e na

protecao do DNA (GEY, 1998).

A vitamina B6 ndo ¢ considerada um antioxidante direto, porém estd envolvida na defesa
antioxidante por participar das reagdes metabolicas envolvidas na formacao de cisteina, precursora
da sintese de GSH. Tem efeito benéfico sobre o sistema imune por aumentar a proliferacdao
linfocitaria e em caso de deficiéncia, rara em humanos, limita a sintese de cisteina e GSH (LEITE;

SARNI, 2003).

Outros antioxidantes, como os bioflavondides t€m potente efeito antioxidante,
principalmente sobre os radicais superdxidos. Os flavonoides do vinho tinto, por exemplo, sdo

considerados possiveis responsaveis pela protecdo conferida contra a doenga isquémica do coragdo



Programa de Pos-Graduacdo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)

34

(LEITE; SARNI, 2003). Além disso, estudos recentes t€m mostrado que muitos flavonoides sao

melhores antioxidantes que vitaminas (REYNERTSON; BASILE; KENNELLY, 2005).

Neste sentido, vale a pena destacar que o desempenho de antioxidantes depende de fatores
como: tipo de espécies reativas formadas, onde e como elas sao geradas; analise ¢ métodos para a
identificacao dos danos e principalmente doses ideais para obter protecdo, pois € possivel que um
antioxidante atue como protetor em determinado sistema e que falhe na prote¢do, ou mesmo que

aumente as lesdes induzidas em outros sistemas / tecidos (HALLIWELL et al., 1995).

Antioxidantes e Dieta

Os sistemas antioxidantes ndo sdo 100% eficientes. Os danos causados as biomoléculas
pelas espécies reativas podem alterar fungdes celulares e levar as células a morte celular. Sendo
assim, compreender o papel que o estresse oxidativo desempenha no desenvolvimento de doencas
fez a pesquisa por antioxidantes mais importante. Além disso, nos ultimos anos houve um aumento
significativo na busca por substancias antioxidantes naturais. Grandes centros de pesquisa e
industrias farmacéuticas tém buscado na natureza uma alternativa aos antioxidantes sintéticos, uma
vez que o uso destes tem se tornado cada vez mais restrito por apresentarem certa toxicidade

(GORDON, 1996).

A atividade antioxidante apresentada por varios vegetais em suas partes constituintes como
frutos, folhas e sementes, muitas das quais sao utilizadas como alimentos, esta correlacionada ao
seu teor de compostos como cafeina, aminas, alcaldides, ligninas, terpenos oxidados, taninos e
fen6is (LARSON, 1988; COTELLE, 1996; OKADA; KANEKO; OKAJIMA, 1996). Esta

variedade de substancias que pode atuar em sinergismo na prote¢do das células e tecidos, sendo
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capazes de restringir a propagagdo das reacdes em cadeia e as lesdes induzidas pelas espécies

reativas (STAVRIC, 1994; FOTSIS et al., 1997; POOL-ZOBEL et al., 1997).

Dentre os compostos com propriedade antioxidante, os compostos fenolicos sao produtos
do metabolismo secundéario de plantas e estdo onipresentes nos orgaos de todas elas, com
distribuicdo desigual (SCALBERT; WILLIAMSON, 2000). Os polifenéis naturais podem abranger
desde moléculas simples, como os acidos fenolicos, até compostos altamente polimerizados, como
os taninos. Eles se associam com outros compostos como os carboidratos (glicose), acidos
organicos, aminas, lipideos ou mesmo outros fenois e fornecem boa parte do sabor e cor das frutas,
flores e folhas. Este grupo ¢ encontrado em varios alimentos consumidos na dieta como, hortaligas,
leguminosas, cereais, frutas, nozes, chocolates, milho, canela e bebidas como vinho, cerveja, chas,
sidras, dentre outros (D"ARCHIVIO et al., 2007). Devido a sua caracteristica antioxidante, essas
substancias protegem contra peroxidacao lipidica e danos causados por U.V. que podem afetar o
desenvolvimento de frutas de espécies tropicais expostas a condi¢des severas de intensidade

luminosa (REYNERTSON; BASILE; KENNELLY, 2005).

As propriedades biologicas dos polifenois dependem da sua biodisponibilidade. Sua absor¢ao
através da barreira intestinal vem sendo observada através do aumento da capacidade antioxidante do
plasma ap6s o consumo de alimentos ricos em polifendis (SCALBERT; WILLIAMSON, 2000).
Entretanto, a disponibilidade difere grandemente entre os polifendis, ndo correspondendo
necessariamente aqueles de maior abundancia como sendo os mais biodisponiveis (D’ARCHIVIO et al.,
2007). Os polifendis aparecem no plasma sanguineo em niveis farmacologicamente ativos ap6s ingestao
de alimentos ricos nesses compostos, contudo, ndo se acumulam no organismo (CAO et al., 1998,

HOLLMAN; KATAN, 1999).
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Dentre o grande grupo de compostos fenolicos inclui-se os flavondides que englobam ainda
as antocianinas, flavonas, flavanonas, isoflavonoéides, flavanois e flavonodis. Os flavondides mais
investigados sdo: a quercetina, a miricetina, a rutina e a naringenina, sendo que muitos destes foram
encontrados em extratos foliares (HARTMAN; SHANKEL, 1990; REYNERTSON; BASILE;
KENNELLY, 2005). Eles tém sido amplamente estudados devido a reducdo do risco ou retardo do
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, cancer, diabetes e modulacao de outros processos
biolégicos essenciais em mamiferos (COENTRAO, 2005). Do mesmo modo, apresentam
propriedade anti-inflamatoria, antialergénica, antiviral, antifungica, anti-hemorragica, anti-
plaquetdria e vasodilatadora (KIM et al., 2007a; FORMICA; REGELSON 1995; SLOWING;
CARRETERO; VILLAR, 1996; AKHLAGHI; BANDY, 2009). Eles ainda inibem diversas enzimas,
incluindo aldose redutase, o—glicosidase, xantina oxidase, mono-oxigenase, lipo-oxigenase e ciclo-

oxigenase (MIDDLETON; KANDASWAMI, 1993; YOSHIKAWA et al., 1998).
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Tabela 2 — Flavondides: classificagdo, exemplos e fontes alimentares.

CLASSE EXEMPLOS FONTE ALIMENTOS
cebola
quercetina alho
' miricetina tomate cereja
Flavonois kaempferol espinafre
galangina amora
laranja
naringenina toranja
Flavanonas eI‘lOdl(‘:tl‘Ol 11rnao~
hesperidina hortela
aipo
apigenina salsa
Flavonas crisina plmenta
luteolina azeitona
pelargonidina
peon%d@na berinjela
malvidina passas pretas
L europinidina
Antocianidinas FOPHET uvas pretas
apigeninidina morango
luteolinidina ameixa
genisteina
da.id.zeina soja
Isoflavonas ghCltelna. produtos de soja
formononetina tofu
catequina h chals
epicatequina ¢ ECO ate
. epigalocatequina vinho tinto
Flavanois . . maca
epigatequina galato N
epigalocatequina galato PESSeE0
uva

Os compostos fenolicos contém grupos hidroxila que lhes conferem agdo antioxidante com

potencial terapéutico. Isso lhes permite prevenir danos causados por espécies reativas de varias

formas. Possuem acdo direta, uma vez que sdo capazes de sequestrar as espécies reativas, atuando
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como scavenger em ambos os compartimentos celulares lipofilico e hidrofilico. Devido a grande
reatividade do grupo hidroxil, sdo oxidados pelas espécies reativas resultando em uma molécula
mais estavel e menos reativa (NIJVELDT et al., 2001; REYNERTSON; BASILE; KENNELLY,

2005).

Outro mecanismo possivel pelo qual os flavonoides atuam € na prevencao da producao de
oxidantes como, por exemplo, pela inibigdo da xantina oxidase e por quelar metais de transicao.
Ainda bloqueiam a propagacao de reacdes oxidativas e reforgcam a capacidade antioxidante celular
por poupar outros antioxidantes intracelulares e induzir a expressdo de antioxidantes enddgenos

(Figura 3) (AKHLAGHI; BANDY, 2009).

\

" mibicioda
i NADPH oxidase
Flavonoides

\ antioxidantes lipofilicos

enzimas antioxidantes

Figura 3 — Mecanismos dos efeitos antioxidantes dos flavonoéides. Flavondides podem prevenir geragdo de ERO, atuar
como scanvenger de ERO ou melhorar indiretamente a atividade dos antioxidantes celulares. Fonte:
AKHLAGHI; BANDY (2009).

Virios flavonoides reduzem os danos causados por isquemia-reperfusao por interferirem na
atividade da 6xido-nitrico sintetase (SHOSKES, 1998). Ha relatos do efeito inibitorio da apigenina,
luotenina e quercetina na producdo de oxido nitrico de uma linhagem celular (RAW 264) de
macrofagos ativados por lipopolissacarideos. Além disso, muitos flavonoides, como a quercetina,

apigenina e luteolina, inibem a ativa¢do do fator nuclear xappa B (NF—«B) dependente de
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citocinas, 0xido nitrico sintetase (iNOS) e ciclo-oxigenase 2. Kim et al. (2005), Martinez-Florez et
al. (2005) e Ruiz e Haller (2006) demonstraram a inibi¢do da ativacdo do NF-«kB em hepatocitos,
macrofagos e células epiteliais intestinais. A quercetina, em particular, inibe a atividade da ciclo-
oxigenase e lipo-oxigenase, diminuindo a formag¢do de metabolitos inflamatérios, como o acido

araquidonico (ROBAK; GRYGLEWSKI, 1996; KIM et al., 1998).

A quercetina € responsavel pela depuracdo de anions superdxidos e radicais hidroxilas
(SOARES, 2002; MILTERSTEINER et al., 2003;). Junto com a vitamina C, esta demonstrou
efeitos sinérgicos na funcao antioxidante acarretando em citoprotecao. O 4cido ascorbico age como
um redutor da oxidagdo da quercetina, de maneira que combinados, a vitamina C permite uma
estabilidade maior do flavondide para cumprir suas fun¢des antioxidativas. Por outro lado, a
quercetina protege a vitamina E da oxidagdo, com a qual também apresenta efeitos sinérgicos
(MUNIZ, 2007). Inclusive, relatou-se que os flavonoides miricetina, quercetina e rutina foram mais
efetivos do que a vitamina C na inibi¢ao dos danos oxidativos induzidos pelo H;O, no DNA de
linfécitos humanos (NOROOZI; ANGERSON; LEAN, 1998). Segundo Murota e Terao (2003), a
quercetina apresenta ainda uma atividade SOD-like, em que esta ¢ capaz de neutralizar o radical

superoxido, convertendo este em peroxido de hidrogénio.

A quercetina e miricetina demonstraram inibir in vitro a glicacdo da lipoproteina de baixa
densidade (LDL), presente no diabetes, potencializando assim a redugdo da oxidagdo da LDL e a
citotoxicidade da LDL oxidada. Desta forma estes compostos apresentam importante papel em atenuar
o risco aterosclerdtico em individuos diabéticos (GHAFFARI; MOJAB, 2007). Este fator e sua
propriedade antioxidante associa a quercetina a reducdo do risco de morte por doencas e danos

cardiacos. Neste sentido, a quercetina demonstrou diminuir a incidéncia de infarto do miocardio e
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acidente vascular cerebral em pessoas da terceira idade (PLANTAS MEDICINALES, 2009).

Embora compostos fenolicos tipicamente atuem como antioxidantes, com propriedade
citoprotetora, em determinadas condi¢des podem agir como pro-oxidantes e citotoxicos. Desta
forma, muitos dos dados mostrados na literatura podem ser divididos em 2 grupos: efeito
citoprotetor dos compostos fenolicos contra varias formas de estresse oxidativo e, dados
mostrando, principalmente com células tumorais, efeito antiproliferativo e de inducdo de morte
celular (EBERHARDT; LEE; LIU, 2000; ELATTAR; VIRJI, 1999). Lapidot, Walker ¢ Kanner
(2002) descrevem que o comportamento dos flavonodides ou acidos fenodlicos como antioxidante ou
pré-oxidante depende da natureza do estresse oxidativo. Além disso, estudos afirmam que o
flavondl mais estudado (quercetina) pode ser convertido, in vitro, quando na presenga de ions

metalicos como ferro e cobre, em metabolitos citotoxicos (METODIEWA et al., 1999).

Diabetes e Flavonoides

O uso de moléculas antioxidantes em pacientes diabéticos € em modelos animais tem se
mostrado importante na reducdo do estresse oxidativo em células pancredticas. Além disso, varios
extratos e compostos isolados de plantas atuam no processo de ativagdo de enzimas antioxidantes

tendo ac¢do contra o diabetes.

Neste sentido, catequinas, presentes no cha verde, exercem efeito protetor por acarretarem
na redugdo dos marcadores de estresse oxidativo (perdxidos e 8-hidroxideoxiguanosina),
observado em experimentos com hamsters (TAKABAYASHI et al., 1997). Kim et al. (2003)
descreveram que a epicatequina de cha verde, administrada em ratos na dose de 30mg/Kg, duas

vezes ao dia, por 6 dias, os protegeu contra a hiperglicemia que havia sido induzida por
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estreptozotocina, mantendo a morfologia normal do pancreas e aumentando a liberagao de insulina,
concomitantemente com a redu¢do na producao de nitritos. Além disso, procianidinas de sementes
de uva sdo eficientes na prevencao da hiperglicemia e hipoinsulinemia em ratos diabéticos
induzidos por aloxana (EL-ALFY; AHMED; FATANI, 2005). Silimarina parece induzir o
pancreas a recuperacao contra o diabetes induzido por aloxana quando administrado concomitante
e posteriormente a administragdo da aloxana. Soto et al. (2004) comprovaram este fato quando
observaram ndo somente a morfologia tecidual normal, mas também a inibi¢dao da redugdo sérica
dos niveis de insulina. Ainda, a rutina, forma glicosidica da quercetina, inibiu o decaimento dos
niveis da insulina plasmatica em ratos diabéticos, enquanto ndo teve efeito em ratos normais

quando administrada 100mg/Kg por 45 dias (STANLEY e KAMALAKKANNAN, 2006).

Um estudo prospectivo mostrou que a ingestdo de alguns tipos especificos de flavonoides,
incluindo quercetina e miricetina estd inversamente associada ao risco de incidéncia do diabetes tipo
2 (KNEKT et al., 2002). A partir disso, Song et al. (2005) sugerem que os flavonoides podem atuar
preservando as fungdes das células f— pancredticas por reducdo de danos em tecido induzido pelo
estresse oxidativo. No estudo de Coskun et al. (2005), quercetina foi injetada intraperitonealmente 3
dias antes da inducdo de diabetes por estreptozotocina. A reducao do nivel de insulina plasmatica e o
aumento do nivel de glicose foram parcialmente prevenidos pelo tratamento com quercetina. Além
disso, a analise imunohistoquimica realizada por Dias et al. (2005) mostrou redugdo na degradacao
das células B e uma diminui¢do dos marcadores de estresse oxidativo com inibi¢do da ativa¢do do
fator NF-kB e redugdo da expressao de iNOS em ratos diabéticos. Autores relatam que a introdugdo
de quercetina na dieta de ratos diabéticos melhora esta condi¢cdo em torno do 25% (SHETTY et al.,
2004). A citoprotegdo da quercetina, apigenina e luotenina sdo comparaveis com as do inibidor de

producdo de NOS, denominado L-Name e foram observadas pela preservacdo da capacidade
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secretora de insulina estimulada por glicose (KIM et al., 2007a).

Ong e Khoo (2000) sugerem que a miricetina apresenta potencial terapéutico no tratamento
do diabetes apods realizarem experimento em ratos diabéticos utilizando miricetina na dose de
3mg/kg, com aplicacdes a cada 12 horas. No estudo demonstraram que a hiperglicemia foi
reduzida em 50% em relagdo ao controle. Também foi evidenciada a reducdo da
hipertrigliceridemia até os parametros normais. H4 ainda a descri¢do desses efeitos da miricetina
sobre a resisténcia a insulina em ratos alimentados por seis semanas com dieta contendo 60% de
frutose. Os animais receberam injec¢des intravenosas de miricetina (1mg/kg, 3 vezes ao dia) durante
14 dias e os resultados obtidos pelos autores também mostraram uma redugdo significativa nos

altos niveis de glicemia e nos niveis de triglicerideos plasmaticos (LIU et al., 2007).

A partir dos dados descritos acima, ¢ possivel verificar a eficiéncia de varios compostos
bioativos e, especificamente dos flavonoides, na prevencao e tratamento do diabetes. Desta forma
fica evidente a necessidade de melhor compreender os efeitos dos antioxidantes naturais contidos
em plantas medicinais e dietéticas com interesse na prevencdo de estresse oxidativo que se

apresenta como fator complicador do diabetes.
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2 Objetivos

Objetivo geral

Avaliar o efeito do extrato bruto de folhas de Fugenia uniflora L. e de compostos bioativos
isolados (quercetina e miricetina) na citotoxicidade, citoprotecdo e funcionalidade de células

secretoras de insulina RINm5f.

Objetivos especificos

1. Obter o extrato bruto aquoso e alcodlico de Eugenia uniflora L.

2. Quantificar o conteudo de compostos fendlicos dos extratos.

3. Determinar a atividade antioxidante in vitro dos extratos e compostos isolados.

4. Determinar o efeito de diferentes concentragdes dos extratos e dos compostos bioativos

i1solados sobre a integridade de membrana e viabilidade celular.

5. Avaliar o efeito dos extratos e compostos bioativos isolados na funcionalidade celular.



Programa de Pos-Graduacdo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)

44

6. Avaliar o possivel efeito citoprotetor dos extratos, da quercetina e da miricetina sobre
células RINmS5f submetidas a estresse oxidativo induzido por peroxido de hidrogénio através dos

seguintes parametros:

a.) viabilidade celular;
b.) morfologia celular;

c.) concentracgdo protéica da enzima superdxido dismutase;

d.) morte celular (apoptose);

e.) estresse reticular.
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3 Material e Métodos

Material biologico

3.1.1 Cultura de células

Para o desenvolvimento deste trabalho foi utilizada a linhagem celular produtora de
insulina RINm5f. Esta linhagem imortalizada originaria de ilhotas de ratos ¢ derivada de um tumor
(insulinoma) induzido por radiacdo X. Estas células caracterizam-se por produzir e secretar

insulina e ndo produzem somatostatina (ATCC, 2010).

A referida linhagem foi mantida em meio RPMI 1640, 10% de soro fetal bovino (SFB) e
1% de antibiotico (10000UI de penicilina e 100mg/ml de estreptomicina). As células foram
incubadas a 37°C, em atmosfera umidificada e contendo 5% CO,. As células foram gentilmente

doadas pelo Prof. Dr. Rui Curi, ICB/USP —SP.

3.1.2 Preparagdo do extrato vegetal

A coleta de um pool de folhas de diversas arvores de Eugenia uniflora L. foi realizada no
dia 03/11/08, na UEPG, Campus de Uvaranas e a exsicata encontra-se sob o registro 14536 no
herbario desta instituicdo. As mesmas foram deixadas submersas em hipoclorito de sddio (0,2%)
por 30 minutos, enxaguadas 3 vezes com agua destilada e deixadas para secar a temperatura

ambiente por 24h.

3.1.2.1 Extrato Aquoso

Folhas frescas (200g) foram picadas, adicionadas em 3600mL de 4dgua destilada e aquecidas a

70 - 80°C por 40min para extracdo de fenois. Apos o resfriamento, o extrato obtido foi filtrado em
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gaze dupla e armazenado em geladeira, protegido da luz, até a liofilizagdo (Modificado: KWON et

al., 2006). Apos liofilizagao foram obtidos aproximadamente 15g do extrato aquoso (Figura 4).

Figura 4 — Extrato Aquoso liofilizado de folhas de Eugenia uniflora L.

3.1.2.2 Extrato Alcodlico

Folhas frescas (85g) foram picadas e maceradas em 960mL de alcool etilico 95%. Essa
mistura foi armazenada (protegida da luz) a temperatura ambiente por 7 dias para extracdo de
fenois. O extrato obtido foi filtrado em gaze, e, posteriormente concentrado com auxilio de um

rotaecvaporador, sendo obtido um volume final de 70mL (Modificado: BONGIOLO, 2008).

Reagentes

Foram utilizados reagentes com grau de pureza analitico (P.A). A D-glicose foi adquirida da
LABSYNTH Produtos para Laboratorio Ltda.; meio de cultura RPMI 1640, penicilina/estreptomicina e
soro fetal bovino da Vitrocell; reagentes para tampdes do Western Blot foram adquiridos da BioRad e
os anticorpos anti-Bax e anti-SOD da Santa Cruz e anticorpos anti-Kdel da StressGen.
Paraformaldeido, MTT, quercetina e miricetina foram adquiridos da Sigma Chemical; tripsina foi

adquirida da Life Technologies (GibcoBRL) e o dimetil sulféxido (DMSO) da Biotec.
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Metodologias

3.1.3 Avaliagdo do conteudo de compostos fenolicos do extrato

A concentragdo de fenois totais presentes no extrato de folhas de pitanga foi determinada
pelo método de Folin-Ciocalteau. Este método baseia-se na producao de 6xidos azuis de wolframio
(W3033) e molibdénio (MgO,3) a partir da oxidacdo de compostos fendlicos em meio basico
(MOYER et al., 2002). Para tal, uma curva padrao de catequina foi feita com vérias concentracoes
de 40 até¢ 200pg/mL. A elas foi adicionado 4,2mL de agua destilada e 0,25mL do reagente de
Folin-Ciocalteau. Apo6s 3min, adicionou-se 0,5mL de solucdo saturada de carbonato de sodio,

sendo os tubos deixados em repouso por 60min em temperatura ambiente e protegido da luz.

O mesmo procedimento foi realizado simultaneamente com as amostras dos extratos que
foram previamente diluidos. O extrato aquoso foi diluido 1:5 e o alcodlico 1:200 e retirada uma

aliquota de 50uL de ambos.

As leituras das absorbancias foram realizadas a 720nm em espectrofotometro (Biotek,
pnQuant) e os resultados foram expressos em pg de fenolicos totais em equivalente de catequina por

mL de extrato.

3.1.4 Determinagdo da atividade antioxidante (DPPH)

A atividade antioxidante total dos extratos brutos e compostos isolados foi determinada
através da capacidade dos antioxidantes presentes na amostra em sequestrar o radical estdvel
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila). O método baseia-se na captura do radical DPPH por

antioxidantes com conversdo para sua forma reduzida que, consequentemente, produz um
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decréscimo da absorbancia. Ou seja, nesta reacao, a solu¢do metandlica de DPPH, inicialmente de
coloragdo violeta, torna-se violeta-clara até atingir a coloracdo amarela, sendo que o grau deste

descoramento indica a habilidade do antioxidante em sequestrar o radical livre.

A partir dos extratos aquoso e alcodlico obtidos e dos compostos isolados foram
preparadas diluicdes nas concentragdes de 1000 a 31,25ug/mL para os extratos e de 1000 a 3,13pg/mL
para os compostos isolados. Em ambiente escuro foi transferido S0uL de cada diluicao do extrato para
tubos de ensaio contendo 1,95mL de solugdo do radical DPPH 0,ImM (em alcool metilico), e
homogeneizado. Em um outro tubo de ensaio com 1,95mL de solu¢do do radical DPPH foram
adicionados 50uL da solu¢do controle (solvente do extrato). Apdés 30min de reacdo, 200uL das
amostras foram transferidas para placa de 96 pogos para leitura das absorbancias em espectrofotometro

(Biotek, pQuant) a 517nm, utilizando-se o alcool metilico como branco (RUFINO et al., 2007).

O decaimento da absorbancia das amostras (Aa) correlacionado ao decaimento da
absorbancia do controle (Ac) resulta na porcentagem de inibicao de radicais livres (% IRL), que

pode ser expressa através da equagao:

% IRL = Ac—Aax 100
Ac

3.1.5 Avalia¢do da viabilidade celular (MTT)

A viabilidade celular foi avaliada pelo método de redu¢do do MTT (brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]), de acordo com o método descrito por Mosmann (1983).
Esse método ¢ utilizado como um indicativo da atividade metabdlica, através da avaliagao da
integridade mitocondrial e baseia-se na capacidade da enzima succinato desidrogenase

mitocondrial em reduzir o MTT a cristais de formazan. A quantidade de formazan em cada amostra
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foi determinada em espectrofotometro a 546nm (Biotek, pQuant). Neste teste, os parametros
avaliados foram a viabilidade celular e a IC50 (concentragdo que iniba em 50% a viabilidade
celular). Em todos os ensaios foi incluido controle de solvente (DMSO) e todas as concentracdes
testadas de quercetina e miricetina continham a mesma concentracdo final de solvente que o

controle DMSO.
3.1.5.1 Citotoxicidade dos Extratos e Compostos Isolados

As células (5.10%célula/pogo) foram cultivas por 24h para adesdo em placa de 96 pogos.
Posteriormente as células foram cultivadas na presenga ou auséncia de diferentes concentragdes do
extrato aquoso (150; 75; 50; 25 e 12,5ug/mL) e alcodlico (500; 250; 125; 62,5 e 31,25ug/mL) das
folhas da pitanga e de compostos bioativos isolados quercetina (25; 12,5; 6,25; 5 e 3,13pug/mL) e
miricetina (25; 12,5; 6,25; 5 e 3,13ug/mL) por 46h. Apds cultivo, o sobrenadante foi desprezado e
as cé€lulas foram lavadas com PBS a temperatura ambiente. Foram adicionados a cada pogo 200uL
de uma mistura constituida de MTT (Smg/mL) e meio de cultura suplementado com 10% de soro
fetal bovino na propor¢cao de 1:10 (concentracdo final de MTT 0,5mg/mL). As células foram
incubadas por 1h em estufa a 37°C. Apos incubagdo, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado

(formazan) foi extraido com a adig¢do de 200uL de DMSO.

A partir deste ensaio foram determinadas as concentragdes de extrato que mantinham a
viabilidade celular igual ou superior a 90%. Essas concentracdes foram as utilizadas nos demais

ensaios.
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3.1.5.2 Citoprotegao dos Extratos e Compostos Isolados em Exposicao Aguda e Cronica

As células (5.10%célula/poco) foram pré-incubadas por 24h para adesio em placa de 96
pocos. Posteriormente as células foram cultivadas na presenga ou auséncia de diferentes
concentragdoes do extrato aquoso (75; 50; 25 e 12,5ug/mL) e alcodlico (250; 125; 62,5 e
31,25pug/mL) e de compostos bioativos isolados quercetina (6,25 e 3,13pug/mL) e miricetina (12,5;
6,25¢ 3,13ug/mL), com diferentes tempos de exposi¢do (ensaio agudo e cronico). Em seguida foi
adicionada solugcdo de H,O; na concentracdo final de 150uM por 2h. As células foram entdo
lavadas (PBS) e adicionou-se em todos os pocos solucdo de MTT (5mg/mL) e as células foram
mantidas em estufa a 37°C, por 1h. Entdo o precipitado (formazan) foi extraido com a adi¢cdo de

200pL de DMSO e a absorbancia foi determinada.

No ensaio agudo, o tempo de exposi¢do aos extratos e aos compostos isolados foi de 1h
com posterior adigdo da solugdo de H,O,. No ensaio cronico, o tempo de exposi¢ao aos extratos e
aos compostos isolados foi de 24h e as células foram lavadas antes da adicdo da solugcdo de H,O,.
Sendo assim, houve interagdo direta entre os extratos e compostos isolados com o H,O,, no ensaio
agudo; enquanto que no ensaio cronico esta interagdo foi apenas de forma indireta. Este

procedimento foi mantido nas demais analises realizadas.
3.1.6 Avaliagdo da integridade de membrana (azul de Tripan)

O tripan ¢ um corante vital que permite avaliar a viabilidade celular, corando em azul
apenas as células cuja integridade de membrana celular esteja comprometida. Para isso, o numero
de células viaveis foi analisado a partir da contagem em camara de Neubauer, onde uma aliquota

de 100uL da amostra foi diluida 1:2 em azul de tripan 0,4%. O niimero de células vidveis e nao
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vidveis foi contado sob microscopio otico (Nikon Eclipse E200) (COSTA et al., 1993). Desta
forma, as células (5.10%célula/pogo) foram pré-incubadas por 24h para adesdo em placa de 96
pocos. Posteriormente foram cultivadas na presenga ou auséncia de diferentes concentragdes do
extrato aquoso (75; 50; 25 e 12,5ug/mL) e alcodlico (250; 125; 62,5 e 31,25ug/mL) e de
compostos bioativos isolados quercetina (6,25 e 3,13pg/mL) e miricetina (12,5; 6,25¢ 3,13pug/mL),

por 46h.

A porcentagem de viabilidade ¢ dada pela seguinte relacao:

% viabilidade = numero de células viaveis x 100

namero total de células

3.1.7 Avalia¢do da morfologia celular

A morfologia celular foi observada por meio da coloracio Hematoxilina-Eosina (HE). A
hematoxilina ¢ um corante basico que carrega uma carga positiva na por¢ao da molécula que ird
conferir cor azul ao tecido. Corantes basicos reagem com componentes anionicos das células e
tecidos, os quais incluem grupos fosfatos, acidos nucléicos, grupos sulfatos de glicosaminoglicanas
e grupos carboxila das proteinas. Estruturas celulares que podem ser coradas com corantes basicos
incluem heterocromatina, nucléolo e RNA ribossémico. Corantes acidos (eosina) reagem com
componentes cationicos das células e tecidos. Quando usados juntamente com corantes bésicos
como a hematoxilina, coram o citoplasma e filamentos citoplasmaticos. A eosina geralmente cora

as estruturas em vermelho ou rosa.
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3.1.7.1 Morfologia Celular na exposi¢ao Cronica

Células foram plaqueadas na concentracdo de 1.10°célula/poco, em placas de 24 pocos e
incubadas 24h para adesdo. Os extratos e compostos isolados foram adicionados (1mL) seguindo-
se as concentracdes ndo toxicas determinadas pelo ensaio de viabilidade celular (MTT), sendo
estas 75, 50 e 25ug/mL para extrato aquoso; 250ug/mL para o extrato alcodlico e 6,25 e
3,13pg/mL para a quercetina. Como nenhuma concentracdo de miricetina apresentou citoprote¢ao,
esta ndo foi testada. Apds 24h de contato, o meio foi desprezado e as células foram lavadas com
tampao PB 0,1M para entdo adi¢dao de solucao de peroxido de hidrogénio (150uM/2h). As células

foram mantidas em estufa a temperatura de 37°C.

Em seguida, as células foram novamente lavadas com tampao PB 0,1M para posterior
fixagdo com paraformaldeido (PFA) 4% por 15min. Apods esse processo, as cé€lulas foram

novamente lavadas e deixadas na estufa a 37°C para secar.

Procedeu-se com a coloracdo, onde agua destilada foi adicionada as placas para re-
hidratacdo, por 10min. Desprezou-se a agua e colocou-se o corante hematoxilina por Smin. As
placas foram mantidas com agua destilada por mais 10min e posteriormente foram coradas com
eosina (3min). Por fim, as placas foram lavadas 3 vezes com 4gua destilada e mantidas a
temperatura ambiente para secagem. A andlise foi realizada em microscopia Optica invertida

(Medilux) no aumento de 800vezes.
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3.1.7.2 Morfologia Celular na Exposi¢do Aguda

Células foram plaqueadas na concentracdo de 2.10°célula/poco, em placas de 24 pocos e
incubadas 24h para adesdo. Os extratos e compostos isolados (1mL) foram adicionados seguindo-
se as concentracdes determinadas pelo ensaio de viabilidade celular (ensaio do MTT). As
concentragdes testadas foram 50ug/mL para o extrato aquoso; 3,13ug/mL para a quercetina e
12,5ug/mL para a miricetina. O extrato alcoodlico ndo apresentou efeito citoprotetor, ndo sendo,
portanto testado. Apds lh de contato, foi adicionado solugdo de peroxido de hidrogénio
(150uM/2h). As células foram mantidas em estufa a temperatura de 37°C. Posteriormente,
procedeu-se com a fixagdo e coloragdo conforme descrito para ensaio cronico. A analise foi

realizada em microscopia Optica invertida (Medilux) no aumento de 800vezes.

3.1.8 Determina¢do da secregdo estatica de insulina (Curva Dose-Resposta)

Para determinagdo da secrecdo estdtica aguda de insulina, as cé€lulas foram cultivadas
(5.10°célula/pogo) em placas de 24 pogos e incubadas 22h para adesio. Em seguida o meio de
cultura foi desprezado por inversao das placas, as c€lulas lavadas com PBS a temperatura ambiente
e ImL da solugdo de Krebs Henseleit (KH) (NaCl 115mM, NaHCO; 24mM, KCl 5mM,
MgCl,.6H,0O ImM, CaCl,.2H,0 1mM) contendo 0,2% de albumina sem glicose foi adicionada em
cada pogo e as placas foram pré-incubadas por 30min em estufa a 37°C. Apos periodo de pré-
incubagdo, a solucao foi desprezada e adicionou-se em cada poco ImL da solucdo a ser testada,

conforme a tabela abaixo:
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Tabela 3 — Grupos avaliados quanto a secre¢ao de insulina.
Grupo Tratamento
Controle (com e sem KH 0,2% de albumina/ 5,6mM glicose
DMSO)
Controle Potassio alto KH 0,2% de albumina/ 5,6mM glicose/ 30mM potassio alto

*Extratos e  compostos KH 0,2% de albumina/ 5.6mM glicose/ diferentes concentragdes

isolados de extratos

*QOs extratos e compostos isolados foram testados nas concentragdes de: 75; 50; 25 e 12,51ug/mL de extrato aquoso;

250; 125; 62,5 e 31,25ug/mL de extrato alcodlico; 6,25; 3,13llg/mL de quercetina e 12,5; 6,25; 3,13llg/mL de
miricetina.

As células foram entdo incubadas por 60min em estufa a 37°C. ApoOs incubacdo, o
sobrenadante de cada poco foi suavemente homogeneizado € uma amostra de 500uL transferida
para tubos de microcentrifuga (1,5mL) devidamente identificados. O total de amostras foi

congelado a -20°C para determinacdo da concentracdo de insulina por radioimunoensaio.

O método de radioimunoensaio baseia-se na competicao entre a insulina (humana) marcada
com o radioisétopo I'*’ e a insulina ndo-marcada (insulina secretada pelas células RINm5f) pelo
anticorpo anti-insulina (1:200) derivado de cobaia (guinea pig). Uma curva-padrdo foi preparada
utilizando-se concentracdes conhecidas de insulina ndo-marcada. A partir desses resultados foi
possivel determinar a concentracdo de insulina presente nas amostras. O complexo antigeno-
anticorpo foi precipitado pela adsor¢do do hormdénio ao polietilenoglicol (PM 6000), uma
modificagdo do método original, descrito por Morgan e Lazarow (1963) e Pupo e Marriero (1970),

que utilizava uma antigamaglobulina de cobaia, produzida em coelho, como precipitante.
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3.1.9 Avaliagdo da expressao protéica por Western Blot

Esta avaliagdo foi efetuada apenas para o ensaio cronico. Foram semeadas
1.10°¢lula/poco em placas de 6 pocos e incubadas 24h para adesdo, em 3 experimentos
independentes. Apods esse periodo, o meio foi removido e foram adicionadas as concentracdes de
75ug/mL de extrato aquoso e 250ug/mL de extrato alcodlico por 24h. Apos esse periodo, o meio
foi desprezado e as células foram lavadas com PBS e a elas foi adicionada uma solucao de 150uM
de peroxido de hidrogénio por 2h. Posteriormente, o0 meio foi novamente desprezado e as células
lavadas com PBS frio. Em seguida, adicionou-se 130ul de tampao de extracao (RIPA) a cada pogo
executando-se movimentos de raspagem. Apds o rompimento das células, o sobrenadante foi
transferido para tubos de microcentrifuga de 1,5mL ja identificados e mantidos em gelo por 15min.
Entdo o material foi centrifugado a 12.000rpm por 15min a 4°C sendo o sobrenadante
posteriormente transferido para tubos de microcentrifuga de 0,5mL devidamente identificados para
descarte de material precipitado. A quantidade de proteina presente em cada amostra foi

determinada através do método de Bradford (1976), utilizando albumina bovina como padrao.

Apos a determinacdo do contetido protéico, em cada amostra de extrato total foi adicionada
tampao Laemmli (5 vezes concentrado) com DTT (azul de bromofenol 0,1%; fosfato de sodio 1M,
pH 7,0; glicerol 50%, SDS 10% e agua destilada). A mistura foi fervida por Smin. Apds fervura, a
mistura foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5% (SDS-PAGE) no sistema
MINI-PROTEIN BIO-RAD®. O volume aplicado em cada pocinho do gel foi definido de forma a

conter a mesma quantidade de proteina em todas as amostras (30ug).



Programa de Pos-Graduacdo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)

56

A transferéncia das proteinas foi realizada a partir de um “sanduiche” montado da seguinte
maneira: esponja, 2 folhas de papel de filtro, gel, membrana de PVDF, 2 folhas de papel de filtro e
outra esponja. Este “sanduiche” foi acomodado em uma cuba de eletroforese, contendo tampao de
transferéncia (Tris-Base 25mM, glicina 192mM, 200mL de metanol 20%, SDS 0,02% e agua

destilada g.s.p 1000mL). A transferéncia foi realizada a 120V por cerca de 90min.

Prosseguiu-se com a ligagdao de anticorpos especificos para as proteinas de interesse, sendo

estas: Bax; SOD e Kdel.

Os sitios da membrana de PVDF sem proteina foram previamente bloqueados com
proteinas do leite. As membranas foram incubadas por 2h a temperatura ambiente, sob agitacao,
em solugdo 5% de leite desnatado em solugdo basal (10mL de Tris-Base 1M, 30mL de NaCl 5M,
500puL Tween 20 e agua destilada gq.s.p 1000mL). Os anticorpos utilizados foram: anti-SOD e anti-
Bax proveniente de coelho e anti-Kdel proveniente de camundongo, na dilui¢do 1:1000. As
membranas foram incubadas de 4-6h, a temperatura ambiente na presenga dos diferentes
anticorpos previamente diluidos em solucao 3% de albumina com solugdo basal. Apds lavagem (3
vezes de 10min cada), sob agitacdo, com solu¢do basal, as membranas foram incubadas, a
temperatura ambiente, com anticorpos secundarios anti-IgG de coelho e anti-IGg de camundongo
marcados com peroxidase. Esses anticorpos foram diluidos 1:10.000 em solucdo 1% de leite
desnatado com solucdo basal por 1h. Finalmente, as membranas foram lavadas (3 vezes de 10min

cada), sob agitacao, em solucdo basal e, posteriormente, reveladas.

A revelagdo foi feita por quimioluminescéncia através do sistema luminol/acido
cumarico/peroxido de hidrogénio. As membranas foram cuidadosamente recobertas com a mistura

de luminol e ap6és 2min de reacdo, o liquido excedente foi desprezado e as membranas foram
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ensacadas e expostas (protegidas da luz) ao filme de raio-X por tempo variavel (de 5s a 30min).

3.1.10 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM) e analisados
estatisticamente por andlise de variancia (ANOVA), pelo programa GraphPad Prism Stat 4,

adotando-se como limite minimo de significancia p < 0,05.



Programa de Pos-Graduacdo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)

58
4 Resultados

Os resultados estao organizados em dois capitulos correspondentes aos artigos cientificos:

Capitulo I

ACAO CITOTOXICA DE EXTRATOS BRUTOS DE Eugenia uniflora L. E DE
COMPOSTOS BIOATIVOS ISOLADOS E EFEITO SOBRE A FUNCIONALIDADE DE

CELULAS SECRETORAS DE INSULINA

Capitulo II

ATIVIDADE CITOPROTETORA DOS EXTRATOS BRUTOS DE FOLHAS DE Eugenia
uniflora L. E COMPOSTOS ISOLADOS EM CELULAS RINm5f SOBRE ESTRESSE

OXIDATIVO INDUZIDO POR H;O0,.
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Resumo

Folhas de pitanga sdo utilizadas na medicina popular como uma alternativa para o
tratamento do diabetes mellitus e muitas das suas propriedades sdo atribuidas a sua composicao
rica em compostos fenolicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antioxidante e a
toxicidade dos extratos brutos das folhas de Eugenia uniflora L., e de dois compostos fenolicos
comumente encontrados nos extratos: quercetina e miricetina, além do efeito destes sobre a
funcionalidade de células RINmS5f. O conteudo total de fendis nos diferentes extratos obtidos foi
440,27ug/mL e 37,83ug/mL equivalentes de catequina/mg de extrato aquoso e alcodlico,
respectivamente (método de Folin-Ciocalteau). A atividade antioxidante in vitro foi avaliada pelo
método de captura do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila). O extrato aquoso apresentou um IC50
de 321,50pg/mL, a miricetina de 152,63ug/mL e a quercetina de 110,278ug/mL. O extrato
alcodlico ndo apresentou significativa atividade antioxidante. A viabilidade celular foi determinada
pelo método de reducdo do MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-11)-2,5-difeniltetrazolio]).
Esta se manteve superior a 90% entre as concentragdes de 12,5 — 75ug/mL e 31,25 — 500pg/mL
para os extratos aquoso e alcodlico, respectivamente. Ja para a quercetina e miricetina esta faixa
encontra-se entre as concentragdes de 3,13 — 6,25ug/mL e 3,13 — 12,5ug/mL, respectivamente.
Quanto a funcionalidade celular, o extrato aquoso e a quercetina ndo interferiram na secrecao de
insulina. Ja a miricetina causou reducdo na secre¢ao de insulina na menor concentracdo testada
(3,13ug/mL) enquanto que o extrato alcodlico aumentou aproximadamente 3 vezes a secrecao
deste hormonio. O efeito insulinotropico do extrato alcodlico possivelmente ndo ¢ resultado de sua
acdo antioxidante, podendo estar relacionado com a interagdo com proteinas, modulagdo de cascatas
intracelulares e/ou modulagdo da expressdo génica, uma vez que o extrato alcodlico apresentou
baixo conteudo de compostos fendlicos e reduzida atividade oxidante. Os resultados apresentados
sdo um indicativo de que a E. uniflora L. possa ser usada no tratamento alternativo do diabetes
mellitus, comprovando o uso desta junto a medicina popular.

Palavras-chave: atividade antioxidante, citotoxicidade, extrato vegetal, flavonodide.
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Introducio

Grande parte da populacdo mundial, principalmente aqueles de paises em desenvolvimento,
usam extratos vegetais e diversas porcdes de plantas, como cascas, raizes e folhas, como
medicamento (GALHIANE et al.,, 2006). Varias comunidades e grupos étnicos utilizam o
conhecimento empirico sobre plantas medicinais como o Unico recurso terapéutico. Ha diversos
usos para os extratos vegetais, e dentre eles destaca-se o terapéutico para o controle e/ou prevengao
de doencas (VIZZOTTO, 2006). Portanto, estudos t€ém sido realizados para comprovar a base
farmacologica do uso popular de plantas medicinais. Mesmo sendo a flora brasileira considerada a
mais rica do mundo, esta foi ainda pouco analisada por estudos etnofarmacologicos (em torno de
apenas 8%), perdendo-se a oportunidade de encontrar alternativas de desenvolvimento de novos

medicamentos (LORENZI; MATOS, 2002).

Nas Américas, muitas plantas sdo popularmente usadas no controle do diabetes mellitus.
Acredita-se que o efeito antidiabético ocorra devido a substancias antioxidantes presentes nessas
plantas, j4 que a patogénese dessa doenga ¢ assinalada por estresse oxidativo (BAYNES;
THORPE, 1999; WEST, 2000; TANIKAWA; TORIMURA, 2006; AHMED; FATANI, 2005).
Sendo assim, os antioxidantes naturais contidos em plantas medicinais e dietéticas sao foco de

interesse por serem candidatos a prevengdo de estresse oxidativo (VELAZQUEZ et al., 2003).

Diabetes mellitus ¢ um grupo de doengas de disfuncdo metabodlica com diferentes
etiologias. Caracteriza-se por uma hiperglicemia devido a pouca utilizacdo da glicose que pode
ocorrer por auséncia ou resisténcia periférica a insulina. Em condigdes fisiologicas, a manutengao
da normoglicemia é garantida, principalmente, através da secre¢do de insulina, que por sua vez

promove a captagdo, o armazenamento e a rapida utilizagdo da glicose por quase todos os tecidos
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do organismo, especialmente pelos musculos, tecido adiposo e figado. O papel exercido pela
insulina e seus efeitos ocorrem quando esta se liga ao seu receptor na parte externa da membrana
celular. Essa ligacdo inicia uma cascata de fosforilagdo no interior da célula, que, entre outras
coisas, promove a fosforilagdo e consequente ativacao de transportadores de glicose. Isso faz com

que essa molécula penetre na célula e participe dos processos metabolicos em que esta envolvida.

As células que produzem a insulina sdo particularmente susceptiveis aos radicais livres
devido a baixa expressao e concentracdo de enzimas antioxidantes (LENZEN; DRINKGERN;
TIEDGE, 1996; TIEDGE et al. 1997; FU-LIANG et al., 2005; KANG et al., 2005). Portanto, a
producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio por elevada atividade mitocondrial ou da
NADPH oxidase nestas células e falhas na defesa antioxidante elevam esse risco (NEWSHOLME

et al., 2007).

Os principais efeitos terapéuticos atribuidos as folhas de pitanga (Eugenia uniflora L.) em
infusdo sdo: acdo hipotensora, antigota, anti-reumatica, digestiva e hipoglicemiante. Ainda ¢
popularmente utilizada em distirbios estomacais, como antipirética, diurética e anti-inflamatoria,
dentre outros, e como coadjuvante no tratamento médico convencional da diabetes mellitus, mesmo
nao sendo muitas vezes revelado pelos pacientes aos médicos (ALMEIDA et al., 1995; SCHMEDA-

HIRSCHMANN, 1988).

O efeito terapéutico contra o diabetes mellitus atribuido as folhas de pitanga ¢ devido a sua
acdo comprovada como hipoglicemiante (ARAI et al., 1999). Além disso, ela € rica em compostos
fendlicos com propriedades antioxidantes. Dentre estes compostos, diversos autores relatam
encontrar quercetina e miricetina em maior quantidade (BANDONI et al., 1972; CONSOLINI;

BALDINI; AMAT, 1999; CONSOLINI; SARUBBIO, 2002; AURICCHIO, 2007; SCHMEDA-
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HIRSCHMANN et al., 1987).

A quercetina e a miricetina apresentam poder de remover os radicais livres e seu
desempenho terapé€utico tem sido mencionado por varios autores no combate de estresse oxidativo
(SONG et al., 2005). Sendo assim, exercem um papel citoprotetor em situagdes de risco de dano

celular.

Neste sentido, autores demonstram que a ingestdo de alguns tipos especificos de
flavonoides, como a quercetina e a miricetina, estd inversamente associada a incidéncia do diabetes
tipo 2 (KNEKT et al., 2002). No estudo realizado por Coskun et al. (2005), o pré-tratamento com
quercetina em ratos diabéticos levou a reducdo do nivel de insulina plasmatica e prevengdao do
aumento do nivel de glicose. Além disso, Ong e Khoo (2000) sugerem que a miricetina apresenta
potencial terapéutico no tratamento do diabetes com reducao da hipertrigliceridemia até os

parametros normais e acao hipoglicemiante.

Este trabalho tem o objetivo de conhecer e avaliar o potencial antioxidante e citotoxico de
extratos de Eugenia uniflora L. e de compostos bioativos isolados e seu efeito na funcionalidade de

células secretoras de insulina.

Material e Métodos
Materiais

O meio de cultura RPMI 1640, soro fetal bovino (SFB), penicilina e estreptomicina foram
adquiridos da Vitrocell; MTT, quercetina e miricetina foram adquiridos da Sigma Chemical;
tripsina foi adquirida da Life Technologies (GibcoBRL) e o dimetil sulféxido (DMSO) da Biotec.

As células foram gentilmente doadas pelo Prof. Dr. Rui Curi, ICB/USP —SP.
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Cultura de células

Células RINmS5f foram cultivadas em meio RPMI 1640, 10% de SFB e 1% de antibiotico
(10000UI de penicilina e 100mg/ml de estreptomicina). As células foram incubadas a 37°C, em

atmosfera umidificada e contendo 5% CO,.

Extrato vegetal

As folhas frescas de Eugenia uniflora L. foram coletadas na forma de um pool de diversas
arvores na UEPG (Campus de Uvaranas) e a exsicata encontra-se sob o registro 14536 no herbario

desta instituigao.

Extrato Aquoso

Folhas frescas (200g) foram picadas e aquecidas juntamente com 3600mL de 4gua destilada
a 70 - 80°C por 40 min para extracao de fendis. O extrato foi filtrado em gaze dupla e armazenado

em geladeira, em vidro escuro, até liofilizacao (rendimento: 15g).

Extrato Alcodlico

Folhas frescas (85g) foram picadas e maceradas em 960mL de alcool etilico 95% e armazenado
(protegido da luz) em temperatura ambiente por 7 dias para extragdo de fendis. O extrato foi filtrado em

gaze dupla, e, apos esse processo, o volume concentrado por rotaevaporagao (rendimento: 70mL).

Quantificacao de compostos fenolicos dos extratos

A concentracao de fenois totais presentes nos extratos de folhas de pitanga foi determinada pelo
método de Folin-Ciocalteau. A curva padrao de catequina foi feita nas concentragdes de 40 a 200pg/mL.
As leituras das absorbancias foram realizadas a 720nm em espectrofotometro (Biotek, pQuant) e os

resultados foram expressos em pg de fendlicos totais em equivalente de catequina por mL de extrato.
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Determinacao da atividade antioxidante (DPPH)

A partir dos extratos aquoso e alcoolico obtidos e dos compostos isolados foram preparadas
diluicdes nas concentragdes de 1000 a 31,25ug/mL para os extratos e de 1000 a 3.13ug/mL para os
compostos isolados. Em ambiente escuro, foi adicionada a cada diluicdo das amostras e solugao
controle (solvente do extrato) (50ul), 1,95mL de solugdo do radical DPPH 0,ImM (em 4alcool
metilico). Apos 30min, a leitura das absorbancias foi feita em espectrofotometro a 517nm,

utilizando-se o alcool metilico como branco (RUFINO et al., 2007), segundo a equagao:

% IRL=Ac—Aax 100
Ac

Citotoxicidade dos extratos e compostos bioativos isolados

Avaliacdo da viabilidade celular - MTT

As células (5.10*célula/pogo) foram cultivas por 24h para adesio em placa de 96 pogos.
Posteriormente as células foram cultivadas na presenca ou auséncia de diferentes concentracdes do
extrato aquoso (12,5 a 150pg/mL) e alcodlico (31,25 a 500png/mL) e dos compostos bioativos quercetina
(3,13; 5; 6,25; 12,5 e 25ug/mL) e miricetina (3,13; 5; 6,25; 12,5 e 25ug/mL) por 46h. Apos cultivo, o
sobrenadante foi desprezado, as células lavadas com PBS e foram adicionados 200puL de uma mistura
constituida de MTT (5Smg/mL) em meio de cultura a cada poco na propor¢ao de 1:10. Estas foram
incubadas por 1h em estufa a 37°C. Entdo o precipitado (formazan) foi extraido com a adi¢do de 200puL
de DMSO e determinado em espectrofotometro a 546nm. Neste teste, os pardmetros de avaliagdo
observados foram a porcentagem de morte celular e a IC50 (concentragdo que iniba 50% do crescimento

celular).
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Avaliagdo da integridade de membrana - azul de Tripan

A permeabilidade da membrana foi avaliada em camara de Neubauer, seguindo-se o
mesmo procedimento descrito no ensaio do MTT. As células (5.10%célula/poco) foram pré-
incubadas por 24h para adesao em placa de 96 pogos. O nlimero de células viaveis e ndo viaveis foi
contado sob microscopio 6tico (Nikon Eclipse E200). As concentracdes testadas foram aquelas nas
quais foi obtido resultados com viabilidade celular superior a 90% no ensaio do MTT, sendo estas:
12,5; 25; 50 e 75ug/mL para o extrato aquoso; 31,25; 62,5; 125 e 250ug/mL para o alcoodlico;
3,13; 6,25 e 12,5ug/mL para quercetina € miricetina, por 46h. Em seguida as células foram

tripsinizadas (Tripan 0,4%) e contadas em cdmara de Neubauer.

A porcentagem de viabilidade ¢ dada pela seguinte relacao:

% viabilidade = numero de células viaveis x 100

nuamero total de células

Determinacio da secreciio estatica de insulina

A concentragdo de insulina nas amostras obtidas apds secre¢do estdtica (curva dose-
resposta) foi determinada por radioimunoensaio. Para determinagdo da concentragcdo de insulina
presente nas amostras, uma curva-padrdo de insulina foi simultaneamente preparada. As células
foram cultivadas (5.10°célula/pogo) em placas de 24 pogos e incubadas 22h para adesdo. Em
seguida as células foram lavadas com PBS e adicionou-se ImL da solu¢do de Krebs Henseleit
(KH) contendo 0,2% de albumina sem glicose por 30min, sendo estas mantidas em estufa a 37°C.
Ap0s periodo de pré-incubagdo, a solucdo foi desprezada e adicionou-se em cada pogo 1mL das
solugdes a serem testadas (12,5; 25; 50 e 75ug/mL de extrato aquoso; 31,25; 62.5; 125 e 250pg/mL

de extrato alcoolico; 3,13 e 6,25ug/mL de quercetina e 3,13; 6,25 e 12,5ug/mL de miricetina). As
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placas foram incubadas por 1h em estufa a 37°C. Apos incubagdo, o sobrenadante foi suavemente
homogeneizado e amostras retiradas para determinagdo da concentragdo de insulina. O complexo
antigeno-anticorpo foi precipitado pela adsor¢cdo do hormdnio ao polietilenoglicol (PM 6000), uma

modificacdo do método original, descrito por Morgan e Lazarow (1963) e Pupo e Marriero (1970).

Para certificagdo dos resultados, foi realizado controle positivo com potédssio alto. A

secrecdo de insulina deste foi cerca de 5 vezes maior em relagdo ao controle.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM) e analisados
estatisticamente por analise de variancia (ANOVA), pelo programa GraphPad Prism Stat 4,

adotando-se como limite minimo de significancia p < 0,05.

Resultados
Avaliacio do contetido de compostos fendlicos do extrato

A concentragdo de fenois totais (n = 3) presentes no extrato aquoso e alcoolico de folhas de
pitanga foi de 440,27ug/mL equivalentes de catequina/mg de extrato aquoso e de 37,83ug/mL

equivalentes de catequina/mg de extrato alcoolico, respectivamente.

Determinacio da atividade antioxidante (DPPH)

O valor do IC50 encontrado para o extrato aquoso foi de 321,50pug/mL (Figura 1a) e ndo
foi obtida atividade antioxidante nas concentra¢des de 31,25 e 62,5ug/mL (dados ndo mostrados).
Ja o extrato alcodlico ndo demonstrou significante efeito inibitorio, sendo que apenas com elevada
concentragdo do extrato (1000pug/mL) conseguiu-se alguma inibi¢ao de radicais livres, sendo esta

de 6,18% (dados ndo mostrados).
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Figura 1a — Atividade antioxidante do extrato aquoso de folhas de Eugenia uniflora L. representado pela % de
inibi¢do de DPPH. Controle (Cont). Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média a partir da
equagdo da reta. Resultados representativos de 2 experimentos independentes (n = 3).

J& os compostos isolados demonstraram efeito inibitorio com menor concentragdo (Figuras
2a ¢ 3a). O IC50 obtido para a quercetina foi de 110,28ug/mL e para miricetina foi de
152,63ug/mL. Entretanto, para a miricetina, as concentracdes de 3,13 e 6,25ug/mL nao

apresentaram atividade antioxidante.
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Figura 2a — Atividade antioxidante da quercetina representado pela % de inibig¢do de DPPH. Controle (Cont). Os
resultados sdo expressos como média + erro padrio da média a partir da equagdo da reta. Resultados
representativos de 2 experimentos independentes (n = 3).
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Figura 3a — Atividade antioxidante da miricetina representado pela % de inibigdo de DPPH. Controle (Cont). Os
resultados s3o expressos como média + erro padrio da média a partir da equacdo da reta. Resultados
representativos de 2 experimentos independentes (n = 3).

Citotoxicidade dos extratos e compostos bioativos isolados

Avaliacdo da viabilidade celular - MTT

A viabilidade celular foi avaliada pela atividade mitocondrial. Observa-se que apenas na
maior concentragdo do extrato aquoso (150pg/mL) a viabilidade celular foi inferior a 90%. Ja o
extrato alcoolico ndo foi téxico em nenhuma concentragdo avaliada. Este ¢ um indicativo de que os
extratos apresentam baixa citotoxicidade. Vale a pena destacar que as maiores porcentagens de

viabilidade celular foram verificadas nas menores concentragdes testadas (Tabela 1a).
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Tabela 1a — Citotoxicidade dos extratos aquoso (Aq) e alcodlico (Alc) de folhas de Eugenia uniflora L.
demonstrados por % de viabilidade celular.

lig/mL Aq 125 Aq 25 Aq 50 Aq 75 Aq 150
Média 103,5 100,8 98,43 98,18 75,94

+ erro padrio + 1,424 +1,601 +1,095 +1,724 + 0,594 **k
lg/mL Ale 31,25 Ale 62,5 Ale 125 Alc 250 Ale 500
Média 112,5 110,6 106,5 98,87 94,22

+ erro padrio +0,936 *#* + 1,708 *** + 1,561 ** + 1,004 + 0,643

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média e analisados por analise de variancia ANOVA.
Os resultados sdo representativos de 2 experimentos independentes (n = 8), onde ** p < 0,01 e *** p <
0,0001.

Com relacao aos compostos isolados, a viabilidade celular foi inferior a 90% nas concentragdes de

25 e 12,5ug/mL da quercetina e 25ug/mL da miricetina (Tabela 2a).

Tabela 2a — Citotoxicidade da quercetina (Q) e miricetina (M) demonstrados por % de viabilidade celular.

lg/mL Q 3,13 Q5 Q 6,25 Q 125 Q 25
Média 91,80 90,67 93,03 83,99 53,78

+ erro padrio + 1,539 ** + 1,698 ** +1,532 % + 0,887 +2,030 #**
ug/mL M 3,13 M 5 M 6,25 M 12,5 M 25
Média 102,3 99,72 96,92 90,73 31,74

+ erro padrio +1,721 +1,333 +0,712 41,13 ** + 1,025 **

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média e analisados por analise de varidncia ANOVA.
Os resultados sdo representativos de 2 experimentos independentes (n = 8), onde * p <0,05; ** p <0,01 e ***
p <0,0001.

As concentragdes consideradas seguras (ndo toxicas) para as células RINm5f em cultura sdo
aquelas com viabilidade celular > 90%. Portanto, a faixa de concentracdo correspondente para o extrato
aquoso € de 12,5 a 75pg/mL; para o extrato alcoolico ¢ de 31,25 a 500pg/mL; para quercetina é de 3,16 a

6,251g/mL e para miricetina € de 3,16 a 12,5ug/mL.
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Avaliagdo da integridade de membrana - azul de Tripan

Na presenga do extrato aquoso e alcodlico, mais de 90% das células mantiveram a
integridade da membrana plasmadtica. Entretanto, na concentracdo de 31,5ug/mL do extrato
alcodlico, houve um aumento da viabilidade celular superior ao controle, sendo este um indicativo

de aumento de proliferacao, conforme apresentado na figura 4a.

150+

* k¥
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100+

75+
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% Vlabllidade

25+

0
Cont 125 25 50 75 31,26 625 125 250 500 pg/mL

Extrato Aquoso Extrato Alcodlico

Figura 4a — Integridade de membrana na presenca dos extratos aquoso e alcodlico de folhas de Eugenia uniflora L.
demonstrados por % de viabilidade celular. Controle (Cont). Os resultados sdo expressos como média £ erro
padrdo da média e analisados por analise de varidncia ANOVA. Os resultados sdo representativos de 2

experimentos independentes (n > 4). *** p <0,001.

Em todas as concentracdes testadas para os compostos bioativos (quercetina e miricetina) nao
foi verificado comprometimento da integridade da membrana celular (Figura 5a). Entretanto, foi
observado que a concentracdo de 12,5ug/mL de quercetina apresentou efeito sobre a proliferagao

celular, com reducao do niimero total de células (Figura 6a).
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Figura 5a — Integridade de membrana na presenga dos compostos quercetina e miricetina demonstrados por % de
viabilidade celular. Controle (Cont). Os resultados sdo expressos como média + erro padrio da média e analisados
por analise de variancia ANOVA. Resultados representativos de 2 experimentos independentes (n > 4).
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Figura 6a — Efeito da quercetina sobre a proliferagdo celular através de contagem em cdmara de Neubauer. Controle
solvente (Cont). Os resultados sdo expressos como média + erro padrio da média e analisados por analise de
variancia ANOVA. Resultados representativos de 2 experimentos independentes (n = 6), com * p <0,05.

Determinacao da secrecio estatica de insulina

O extrato aquoso ndo interferiu na secre¢cdo de insulina nas células (Figura 7a). Em
contrapartida o extrato alcoolico aproximadamente triplicou a secrecdo deste hormoénio pelas
mesmas (Cont = 100%; 31,25ug/mL = 370%; 62,5ug/mL = 330,5%; 125pg/mL = 372%;
250pg/mL = 307,5%). A quercetina também nao interferiu na secrecao de insulina enquanto que a

miricetina apresentou um efeito inibitério na concentragdo de 3,13ug/mL (Figura 8a). No que diz
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respeito ao controle positivo, o controle potassio alto estimulou a secrecdo de insulina em 5 vezes

quando comparado com o controle (Figuras 7a e 8a).
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Cpst Cont 125 25 50 75 31,25 625 1256 250 pg/mL

Extrato Aquoso Extrato Alcodlico

Figura 7a — Secrecdo de insulina apds tratamento com extratos aquoso e alcodlico de folhas de Eugenia uniflora L.
(1h). Controle positivo potassio alto 30mM (Cpot?); controle (Cont). Os resultados sdo expressos como média +
erro padrio da média e analisados por analise de varidncia ANOVA, onde ***p < 0,001. Resultados
representativos de 2 experimentos independentes (n > 10).
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Figura 8a — Secrecdo de insulina apos tratamento com os compostos bioativos quercetina e miricetina (1h). Controle
positivo com potassio alto 30mM (Cpot?); controle (Cpmso). Os resultados sdo expressos como média £ erro
padrao da média e analisados por andlise de varidncia ANOVA, onde **p < 0,01. Resultados representativos de
2 experimentos independentes (n > 10).
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Discussao

A atividade antioxidante encontrada para o extrato aquoso apresentou um IC50 de
321,50pg/mL evidenciando a presenga de compostos de solubilidade diferentes dos presentes no
extrato alcodlico pois, neste estudo, ndo foi possivel determinar o valor de IC50 do extrato alcoolico. O
resultado de baixa atividade antioxidante do extrato alcodlico ndo corroborou com os valores
encontrados na literatura. Segundo Boscolo et al. (2007), o extrato alcodlico das folhas de Eugenia
uniflora apresentou um IC50 de 245,46pg/mL. Essa diferenca pode ter sido causada pela forma de
extragdo das folhas, uma vez que estes autores ferveram as folhas secas em etanol PA (96%)
durante 3min em forno de microondas, na poténcia maxima. E notéria a dificuldade de avaliacdo
entre os resultados quando se comparam estudos com plantas medicinais devido ao numero de
variaveis que vao desde estagio do desenvolvimento do vegetal, quando da coleta, parte da planta
estudada, maneira do preparo do material, aspectos climaticos que exercem influéncia na composicao

quimica, até os protocolos seguidos.

A atividade antioxidante da quercetina e da miricetina apresentou-se duas vezes maior que
do extrato aquoso. Estes dois compostos sdo amplamente aceitos como bons scavenger de espécies
reativas. A atividade antioxidante de um flavonodide ¢ determinada principalmente pelo anel B. De
um modo geral, quanto maior o nimero de hidroxilas presentes no anel, maior o potencial como
agente doador de H' e consequentemente maior a capacidade antioxidante de um flavonoide. Além
disso, alguns flavondides como a quercetina podem apresentar acdo indireta, aumentando as
defesas antioxidantes celulares por influenciar na transcricdo génica de enzimas antioxidantes e
reforgando a capacidade antioxidante celular por poupar/proteger outros antioxidantes

intracelulares. A proposito, alguns flavonoides tém a capacidade de se associar a vitamina E, e
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desta forma funcionar como um potente inibidor da peroxidagao lipidica e consequentemente como
protetor de membranas celulares (MARTINEZ-FLORES, 2002). A atividade de scavenger de
radicais dos flavonoides foi descrita como seguindo a ordem decrescente: mircetina > quercetina >
rhamnetina > morina > diosmetina > naringenina > apigenina > catequina > 5,7 — dihidroxi-
3’,4’5’—trimethoxiflavona robinina > kaempferol > flavona (RATTY, 1988). Contudo, estudos
recentes revisados por Lee e Lee (2006) mostram que terapias com antioxidantes baseadas em
compostos fenolicos capazes de diminuir niveis de ERO podem estar equivocadas devido as
atividades pro-oxidante e carcinogénica observadas em certas condi¢des. Este efeito deletério ¢
evidente principalmente quando se faz uso de grandes quantidades de um unico composto fenolico
i1solado, sendo verificado que a suplementacdo com grandes quantidades de uma tunica substancia
antioxidante pode ser deletério para satde humana. Assim sendo, a combinacdo de diferentes
agentes antioxidantes, que podem possuir diferentes modos de acdo, parece ser mais eficiente no
aumento da eficicia das substancias e diminui¢do da toxicidade relacionada (LEE; LEE, 2006).
Além disso, os efeitos adicionais e sinérgicos de fitoquimicos presentes na dieta a partir de frutas e
vegetais podem ser os responsaveis pela atividade antioxidante de uma forma mais eficiente que

suplementos da dieta.

A comprovacao dos efeitos da pitanga se da por meio da correlagdo de sua atividade
antioxidante e citotoxica. Embora compostos fendlicos tipicamente atuem como antioxidantes, com
propriedade citoprotetora, em determinadas condi¢des podem agir como pro-oxidantes. Lapidot,
Walker e Kanner (2002) descrevem que o comportamento dos flavonoides ou acidos fenolicos
como antioxidante ou pré-oxidante depende da natureza do estresse oxidativo. Um exemplo ¢ a
genisteina que modula a apoptose em células beta. Em ilhotas pancreaticas e em linhagem de

células B- pancredticas, doses baixas de 25uM de genisteina reduziram apoptose induzida por
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fluoreto de sodio (NaF) enquanto que altas doses (100uM) a causaram (ELLIOTT; SCARPELLO;
MORGAN, 2002). Nos resultados obtidos neste estudo, as concentracdes mais altas testadas para
quercetina (25 e 12,5ug/mL), miricetina (25ug/mL) e o extrato aquoso (75ug/mL) nas células -
pancreaticas foram citotoxicas enquanto doses mais baixas nao interferiram na
viabilidade/proliferacdo celular, exceto na concentragdo de 31,5ug/mL do extrato alcodlico
(aumento de proliferacdo) e de 12,5ug/mL de quercetina (diminui¢do de proliferacdo). Estudos
afirmam que o flavondl mais estudado (quercetina) ¢ convertido, in vitro, em metabodlitos
citotoxicos na presenc¢a de ions metalicos como ferro e cobre (METODIEWA et al., 1999), o que
justificaria sua agdo citotoxica em altas concentracdes verificadas neste estudo. Vale a pena
ressaltar que a citotoxicidade de um determinado flavondide varia muito de acordo com a
susceptibilidade de cada tipo celular. Por exemplo, células Caco-2 ¢ Hep G2 foram expostas a
concentragdes variando entre 0-200uM de miricetina, quercetina e rutina, por 24h sem ter sido
observado comprometimento da viabilidade celular (AHERNE; O’BRIEN, 1999). Além disso,
dados na literatura mostram que flavonoides podem ter efeito proliferativo e antiproliferativo.
Avila et al. (1994) encontraram que a quercetina inibe a proliferagao celular de uma linhagem de
células de cancer de mama (MDA-MB468) por inibi¢do do acimulo de p53 resultando no aumento
de células na fase G2-M do ciclo celular. Entretanto, Vessal, Hemmati e Vasei (2003) descreveram
aumento significativo no nimero de ilhotas pancreaticas em ratos diabéticos e ndo-diabéticos
quando tratados com quercetina. Eles justificam que este aumento possa ser devido a um aumento
na replicacdo de DNA nestas células. Sendo assim, depois da perda de células - pancreaticas tanto
na diabetes tipo 1 quanto na tipo 2, pode ocorrer regeneragdo (TOURREL et al., 2002; MEIER et

al., 2005).
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Diversos estudos relacionam o efeito de extratos vegetais e flavondides com o
desenvolvimento de diabetes e descrevem que varios desses compostos tém apresentado a
capacidade de normalizar a absor¢ao de glicose e a produgdo e armazenamento de insulina tanto in
vitro quanto in vivo, entretanto estes resultados ainda sdo muito controversos. As condigdes
experimentais, as concentragdes dos compostos testados e o tipo celular analisado sao fatores criticos
na avaliagdo dos resultados de compostos fendlicos sobre a secre¢do de insulina. Um exemplo dessa
diversidade de resultados sdo os estudos com o flavonoide genisteina. Ohno et al. (1993) afirmam
que este composto aumenta a secrecao de insulina estimulada por glicose na linhagem celular MING6,
assim como em culturas de ilhotas de ratos, em concentragdes de até 100pumol/L. Contudo,
concentragdes mais elevadas de genisteina, por outro lado, inibem esta secre¢do (PERSAUD et al.,
1999). O mesmo ¢ observado para o resveratrol, em que a concentracdo de 100umol/L ndo causou
efeito na secre¢do de insulina em células MIN6 enquanto que concentracdes menores (10 e
30umol/L) a ativaram efetivamente (CHEN et al., 2007). Em compensa¢do, em outras linhagens
celulares, como HIT-T15 e RINmS5f, este composto induziu a secrecdo de insulina nas 3
concentragdes testadas (CHEN et al., 2007). Em estudos in vivo com quercetina, Vessal, Hemmati e
Vasei (2003) demonstraram que a suplementacao com este flavonoide foi eficiente na diminuigdo da
glicose sanguinea. Estes autores ainda sugeriram que a diminuicao da glicemia em ratos possa ter
ocorrido por aumento da secre¢do de insulina induzida por quercetina, entretanto nao foi analisado
um efeito direto sobre o pancreas endocrino € nem avaliacao da secrecao de insulina, e portanto este
efeito pode ter ocorrido por redugdo da digestdo intestinal de carboidratos e gorduras (ARAI et al.,
1999) e / ou aumento na acdo periférica da insulina (hepatica e muscular). Neste estudo, tanto a
quercetina quanto a miricetina ndo afetaram a secre¢do deste hormonio, exceto na concentragdo de

3,13pg/mL de miricetina onde foi verificado efeito inibitorio.
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Além dos compostos isolados, varios estudos também vém sendo desenvolvidos para
avaliar o efeito de extratos vegetais ricos em polifenois sobre a glicemia e secre¢do de insulina.
Sharma et al. (2006) testaram os extratos aquoso € alcodlico dos frutos de uma planta
popularmente utilizada para tratamento de diabetes, também pertencente ao género FEugenia,
denominada E. jambolana e obtiveram como resultado que os extratos tiveram efeito
hipoglicémico, sendo o aquoso mais eficiente. Posteriormente, testaram uma fragdo do extrato
aquoso dos frutos desta planta, com 1h de exposi¢cao em ilhotas de coelhos na presencga de glicose
e, encontraram que esta estimulou significativamente a secrecdo de insulina. Alguns estudos
realizados in vivo com extrato de folhas de Eugenia uniflora demonstraram eficiente agao deste na
redugdo da glicemia. O mecanismo de acdo deste extrato sobre o controle glicémico permanece
incerto, porém hé indicios de que este atue de forma mais intensa na digestdo intestinal de
carboidratos e gorduras. Momose (2000) e Matsumura et al. (2000) atribuiram o efeito
hipoglicemiante a atividade inibitoria do extrato das folhas de pitanga sobre enzimas intestinais,
tais como as a — glicosidases, maltase e sucrase. Além da inibicdo da digestdo de agucares, também
¢ atribuida aos extratos de pitanga a reducdo na absor¢do intestinal de gorduras, o que pode ser
eficiente no tratamento de diabetes e obesidade (ARAI et al., 1999). Apesar destes estudos
sugerindo mecanismos hipoglicemiantes da E. uniflora, nao havia estudos relacionando ac¢ao direta
desta sobre as cé¢lulas secretoras de insulina. A partir da avaliacao do efeito dos extratos de folhas
de E. uniflora sobre a secre¢do de insulina em células RINmSf, foi possivel verificar que,
diferentemente dos resultados obtidos com E. jambolana, o extrato aquoso de folhas de E. uniflora
ndo apresentou efeito significativo na secre¢do de insulina. Entretanto, o extrato alcodlico
aumentou expressivamente (aproximadamente 3 vezes) a secre¢do de insulina quando comparado

com o controle. Sabidamente a protecdo antioxidante ¢ um dos mecanismos possiveis de
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estimulagdo da secrecao de insulina. A partir da analise do extrato alcodlico, foi verificado que este
apresenta um conteudo total de compostos fendlicos e atividade antioxidante muito menores
quando comparado ao extrato aquoso. Sendo assim, a atividade antioxidante ndo parece ser o
mecanismo insulinotrépico do extrato alcodlico. E importante ressaltar que a a¢do insulinotropica
dos flavondides ndo se restringe a sua a¢dao antioxidante, podendo estar, mesmo que em baixa
concentragdo, relacionado a secrecao de insulina a partir da interagdo com proteinas, modulagao de
cascatas intracelulares e modulagdao da expressdao génica (PINENT et al., 2008). Em linhagens de
c€lulas secretoras de insulina, por exemplo, a genisteina, flavonoide derivado da soja, estimula a
secrecao de insulina através do acimulo intracelular de AMPc e ativacdo da enzima proteina quinase
A (LIU et al., 2006). Ja flavondides derivados do cha verde, tais como a epigalocatequina-3-galato
(EGCQ) e epicatequina 3-galato (ECG) atuam como secretagogos de insulina a partir da inibicdo dos
canais de potassio sensiveis a ATP, promovendo a despolarizacdo das células B- pancreaticas e
consequente exocitose dos granulos de insulina. Ambos atuam em baixas concentragdes (da ordem

de 1 a 10 uM), sendo a ECG cerca de trés vezes mais efetiva que a EGCG (PINENT et al., 2008).

Portanto, compostos especificamente extraidos na fase alcodlica podem ser os responsaveis
pela agdo insulinotropica do extrato de pitanga. Além de flavonoides, terpenos, carboidratos, ions e
acidos organicos podem ser extraidos a partir de folhas e merecem ser melhor investigados. O que
se pode concluir ¢ que este extrato alcoolico deve conter um principio ativo que interfira em
mecanismos fisiologicos e desta forma estimule a libera¢do de insulina. O aprofundamento destes
estudos, visando principalmente conhecer a composi¢ao do extrato alcoolico se faz necessario, uma

vez que este parece apresentar um elevado potencial insulinotrdpico, podendo ser uma alternativa

terapéutica ao paciente diabético.
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Consideracoes finais

Neste estudo, conclui-se que os extratos brutos, aquoso e alcodlico, apresentam baixa
toxicidade e variado grau de atividade antioxidante. O extrato aquoso, apesar de significativa a¢ao
antioxidante, ndo teve efeito frente a secre¢ao de insulina. J4 o extrato alcoolico, embora nao tendo
apresentado importante efeito como antioxidante, pode ser eficaz no tratamento alternativo do
diabetes mellitus devido ao seu significativo efeito insulinotrépico. Este possivelmente ndo seja
resultado da acdo antioxidante, podendo estar relacionado com a interagdo com proteinas,
modulacdo de cascatas intracelulares e/ou modulagao da expressdo génica, uma vez que o extrato
alcodlico apresentou baixo conteido de compostos fenolicos e reduzida atividade oxidante.
Portanto, apesar do provavel potencial terapéutico, sdo necessarios estudos complementares
referentes a composi¢do do extrato para maior elucidagdo do possivel mecanismo de agdo

insulinotrdpica do extrato alcoolico de Eugenia uniflora L.
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Resumo

Espécies reativas sdo amplamente aceitas como fatores cruciais na progressao do diabetes e
de outras doengas por acarretarem estresse oxidativo. Varios estudos demonstram a eficiéncia de
antioxidantes na protecdo de células secretoras de insulina, normalmente mais susceptiveis a
espécies reativas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade citoprotetora dos extratos brutos
de folhas de Eugenia uniflora L. e de compostos isolados (quercetina e miricetina) em células
RINmS5f sobre estresse oxidativo induzido por perdxido de hidrogénio (H,O;) em ensaios agudo
(1h) e cronico (24h). Para tanto foram utilizadas as seguintes metodologias: redu¢do do MTT
(brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio]), coloracdo por hematoxilina e eosina
e expressao protéica por Western Blot. O H>O, reduziu, em média, 33% da viabilidade das células
no ensaio agudo e aproximadamente 45% no ensaio cronico. O extrato aquoso promoveu
citoprote¢do em ambos o0s ensaios, nas maiores concentracdes testadas, porém esta foi mais
significativa para o ensaio cronico. Ja o extrato alcodlico apresentou citoprotecdo apenas quando
incubado cronicamente. A quercetina apresentou resultado dose-dependente (6,5 > 3,13pg/mL) no
ensaio agudo e preveniu 100% dos danos causados pelo H,O; no ensaio cronico. Além disso, o
H,0, alterou a adesdo intercelular com intensa modificacdo na morfologia das células. As células
passaram a apresentar um formato mais arredondado, com formacgdo de pregas na membrana e
reducdo da basofilia citoplasmatica. Os extratos e compostos isolados preveniram alteragcdes na
morfologia causadas por H,0O,. Na presenca destes, algumas células apresentaram forma
arredondada, porém sem formacao de pregas na membrana plasmatica e preservacao das projecoes
citoplasmaticas, mantendo a basofilia citoplasmatica semelhante ao controle. Estes dados sugerem
prevencdo da peroxidacdo lipidica. A expressdao das proteinas superdxido dismutase (SOD), BAX,
proteina regulada por glicose 94 (GRP94) e a dissulfito isomerase (PDI) ndo sofreu variagao,
entretanto houve aumento da proteina GRP78 indicando estresse reticular na presenca do H,O,.
Desta forma, os resultados sugerem, como primeiro indicativo, que o extrato de Eugenia uniflora
L. possa ser utilizado na preven¢do de danos sobre células secretoras de insulina e consequente
desenvolvimento e/ou progressao de diabetes mellitus.

Palavras-chave: citoprotecdo, extrato vegetal, flavonodides, perdxido de hidrogénio.
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Introducio

O processo evolucionario permitiu aos organismos aerdbios desenvolverem mecanismos de
defesa para promover a neutralizagdo dos efeitos oxidativos de espécies reativas e de seus
metabolitos reativos, denominado de sistemas antioxidantes (KATOCH; BEGUM, 2003). Os
sistemas antioxidantes podem ser de caracteristica enzimatica ou ndo enzimatica. As principais
enzimas envolvidas nesse processo sao a superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a
glutationa peroxidase (GPx). A SOD ¢ uma proteina capaz de converter anions superdéxido em
peroxido de hidrogénio. Posteriormente, pela acdo das outras enzimas (CAT e GSH), o peroxido ¢
convertido em moléculas mais estaveis, como a agua. Ja 0 mecanismo nao enzimatico ¢ composto

por moléculas capazes de estabilizar as espécies reativas, conhecidas como antioxidantes.

Quando ha acimulo de espécies reativas, seja por superproducdo destas ou deficiéncia nas
defesas intracelulares, elas podem causar alteracdes em estruturas bioldgicas modificando o
metabolismo celular, resultando em diversas patologias como a arterosclerose, artrite, cardiopatias,
doengas do sistema imune, catarata, cancer, entre outras (BONDAN, 2006; DROGE, 2002;
TURRENS, 2003; FRIDLYAND; PHILIPSON, 2005). Sendo assim, o acumulo de espécies
reativas leva ao estresse oxidativo que € um estadgio inicial na patologia do diabetes e pode

contribuir para o desenvolvimento das complicagdes caracteristicas desta doenga, como retinopatia,

nefropatia, dislipidemia e neuropatia (NOUROOZ-ZADEH et al., 1997).

Dentre as principais espécies reativas, destacam-se as espécies reativas de oxigénio (ERO).
ERO sao tidas como mediadoras de morte celular, pois altos niveis de estresse oxidativo podem
causar necrose e baixos niveis deste funcionam como desencadeadores de mecanismos apoptoticos,

processo importante em mecanismos fisiologicos (DYPBUKT et al., 1994). Além disso, em
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condigdes de estresse celular, pode ocorrer aumento nos niveis de proteinas mal enoveladas,
gerando estresse no reticulo endoplasmatico, que também desencadeia processos apoptoticos
(KANETO et al., 2006). Este processo ¢ acompanhado de aumento da expressdo de proteinas
reticulares, tais como GRP94 e GRP78 (proteinas reguladas por glicose) e PDI (dissulfito

isomerase).

Em ensaios in vitro, o peroxido de hidrogénio (H,O;) ¢ um modelo bem estabelecido de
indutor de estresse por ser um agente fisioldgico presente na maioria dos processos oxidativos
independente da causa inicial da oxidacdo e por apresentar alta reatividade (TANG; ZHANG,
2000). Lennon, Martin e Cotter (1991) e Sah et al. (1999) afirmaram que a exposi¢ao de sistemas a
baixas doses de H,O; induz apoptose em uma variedade de tipos celulares. Estudos realizados por
Fu-Liang et al. (2005) mostraram que doses de 500uM de H,O, aumentaram significativamente a
quantidade de espécies reativas de oxigénio resultando em danos as células pancreaticas e redugao

na secre¢do de insulina dependente de glicose.

As células produtoras de insulina sdo particularmente susceptiveis as espécies reativas
devido a baixa expressdo e concentracdo das enzimas antioxidantes (LENZEN; DRINKGERN;

TIEDGE, 1996; KANG et al., 2005).

Viérios estudos demonstram a eficiéncia de antioxidantes na protecao de células secretoras
de insulina. Por exemplo, a epigalocatequina (constituinte do cha verde) apresenta acdo protetora
sobre células RINmS5f contra danos causados por citocinas (HAN, 2003). Fu-Liang et al. (2005)
expuseram ilhotas pancreaticas ao H,O, (500 uM) e obtiveram prote¢ao destas com pré-tratamento
com puerarina (isoflavona isolada de Pueraria lobata) por meio de redugdo da taxa de apoptose.

Velasquez et al. (2003) verificaram que o extrato de FEugenia uniflora L. apresenta agdo
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antioxidante protegendo contra peroxidagdo lipidica enzimatica e ndo enzimatica de membranas

microssomais de ratos e ainda efeito scanvenger de radicais livres.

Em geral, folhas e frutos contém agentes antioxidantes, como os compostos fendlicos. Os
compostos fendlicos mais expressivos no extrato das folhas de pitanga sdao os flavonoides. Dentre
estes, os mais abundantes sdo a quercetina € a miricetina, que, juntamente com a rutina e
naringenina, sdo os flavonoides mais investigados na literatura (HARTMAN; SHANKEL, 1990;
REYNERTSON; BASILE; KENNELLY, 2005). Os flavonoides podem prevenir danos causados
por espécies reativas de varias formas. Uma delas ¢ atuando como scavenger (agao direta) em que
sao oxidados pelas espécies reativas resultando em uma molécula mais estavel, menos reativa. Isso
devido a grande reatividade do grupo hidroxil presente em sua estrutura quimica (NIJVELDT et
al., 2001). Outro mecanismo possivel pelo qual os flavonodides atuam ¢ através da interagdo com
varios sistemas enzimaticos (acdo indireta). Sendo assim, alguns de seus efeitos podem ser

resultantes de uma combinacao da a¢ao direta e indireta.

Em suma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade citoprotetora dos extratos brutos
de folhas de Eugenia uniflora L. e de compostos isolados (quercetina e miricetina) em células

RINmS5f sobre estresse oxidativo induzido por H,O,.

Material e Métodos

Materiais

Foram usados reagentes de qualidade analitica. O meio de cultura RPMI 1640, soro fetal
bovino, penicilina e estreptomicina foram adquiridos da Vitrocell; MTT, quercetina e miricetina

foram adquiridos da Sigma Chemical; tripsina foi adquirida da Life Technologies (GibcoBRL) e o
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dimetil sulfoxido (DMSO) da Biotec. Reagentes para tampodes do Western Blot foram adquiridos

da BioRad e os anticorpos da Santa Cruz e da StressGen.
Cultura de Células

Células RINm5f (gentilmente doadas pelo Prof. Dr. Rui Curi — ICB/USP —SP) foram
cultivadas em meio RPMI 1640, 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibidtico (10000 UI de
penicilina e 100mg/ml de estreptomicina). As células foram incubadas a 37°C e mantidas em

atmosfera umidificada, contendo 5% CO,.
Avaliacao da Viabilidade Celular - MTT

As células (5.10%célula/mL) foram pré-incubadas por 24h para adesdo em placa de 96
pocos. Posteriormente as células foram cultivadas na presenga ou auséncia de diferentes
concentragcdes do extrato aquoso (75; 50; 25 e 12,5ug/mL) e alcodlico (250; 125; 62,5 e
31,25ug/mL) das folhas da pitanga e dos compostos bioativos quercetina (6,25 e 3,13ug/mL) e
miricetina (12,5; 6,25¢ 3,13pg/mL), em ensaio agudo e cronico, para posterior adi¢ao de H,O; na
concentracao final de 150uM/2h. Posteriormente, solu¢do de MTT (5mg/mL) foi adicionada em
cada poco e as cé€lulas foram mantidas em estufa a 37°C, por 1h. Entdo o precipitado (formazan)
foi extraido com a adigdo de 200uL de DMSO e a absorbancia foi determinada em
espectrofotometro a 546nm. No ensaio agudo, o tempo de exposicdo aos extratos € compostos
i1solados foi de 1h, com adi¢do posterior de H,O,. J4 no cronico, o tempo de exposi¢ao foi de 24h,
sendo o meio substituido por solu¢do de H,O,. Sendo assim, houve interacdo direta entre os
extratos e compostos isolados com o H,O,, no ensaio agudo; enquanto que no ensaio cronico esta

interagdo foi apenas de forma indireta. Neste teste, os parametros de avaliagdo observados foram a
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porcentagem de viabilidade celular e a IC50 (concentracdo na qual foi verificada 50% de

viabilidade celular).
Morfologia Celular

A morfologia celular foi observada por meio da coloragao de Hematoxilina - Eosina (H.E.)

e posterior observagdo sob microscopio optico invertido (Medilux).
Avaliagcdo da Morfologia em Exposi¢do Aguda

Células foram plaqueadas na concentracdo de 2.10°célula/poco, em placas de 24 pocos e
incubadas 24h para adesdo. Os extratos e compostos isolados foram adicionados seguindo-se as
concentragdes que promoveram citoprotecdo no ensaio de viabilidade celular (MTT), sendo estas:
extrato aquoso 50ug/mL; quercetina 3,13ug/mL e miricetina 12,5ug/mL. Como nao houve
protecao pelo extrato alcodlico no ensaio do MTT, este ndo foi testado. Apds 1h de contato, foi
adicionado ao meio solu¢do de peroxido de hidrogénio na concentragdo final de 150uM/2h.
Posteriormente, as células foram lavadas com tampao PB 0,1M. A fixagdo foi feita com
paraformaldeido (PFA) 4% por 15min. Seguiu-se entdo com a coloracdo, onde se adicionou

hematoxilina por Smin e eosina por 3min nas placas celulares.
Avaliagdo da Morfologia em Exposi¢do Cronica

Células foram plaqueadas na concentragdo de 1.10°célula/poco, em placas de 24 pogos e
incubadas 24h para adesdo. Os extratos e compostos isolados foram adicionados seguindo-se as
concentragdes que promoveram citoprote¢do no ensaio de viabilidade celular (MTT), sendo estas

75, 50 e 25pg/mL para extrato aquoso; 250ug/mL para o extrato alcodlico e 6,25 e 3,13ug/mL para
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a quercetina. Como nenhuma concentragao de miricetina apresentou citoprote¢ao, esta nao foi
testada. Apds 24h de exposic¢ao, o meio foi desprezado e as células foram lavadas com tampao PB
0,IM para entdo adicdo de solu¢ao de perdxido de hidrogénio a 150uM/2h. Posteriormente, as
células foram novamente lavadas com tampao PB 0,IM para posterior fixagdo com
paraformaldeido (PFA) 4% por 15min. Seguiu-se entdo com a coloracdo, onde se adicionou

hematoxilina por Smin e eosina por 3 min nas placas celulares.
Avaliacio da concentracao protéica por Western Blot

Foram semeadas 1.10°célula/poco em placas de 6 pocos e incubadas 24h para adesdo.
Apos esse periodo, as células foram tratadas com concentragdes de 75ug/mL de extrato aquoso e
250pug/mL de extrato alcoolico por 24h com posterior lavagem e adi¢do de uma solugao de 150uM
de peroxido de hidrogénio por 2h. Em seguida, as células foram novamente lavadas com PBS frio e
adicionou-se 130ul de tampao de extracdo (RIPA-Kit comercial). Apds o rompimento das c€lulas,
o sobrenadante foi mantido em gelo por 15min e entdo o material foi centrifugado a 12.000rpm por
I5min a 4°C. A quantidade de proteina presente em cada amostra foi determinada através do

método de Bradford (1976), utilizando albumina bovina como padrao.

Apos a determinacdo do contetdo protéico, em cada amostra de extrato total foi adicionado
tampao Laemmli (5 vezes concentrado) com DTT (azul de bromofenol 0,1%; fosfato de sodio 1M,
pH 7,0; glicerol 50%, SDS 10% e agua destilada). A mistura foi fervida por Smin. Apds fervura, a
mistura foi submetida a eletroforese a 120V em gel de poliacrilamida a 12,5% (SDS-PAGE) no
sistema MINI-PROTEIN BIO-RAD. O volume aplicado em cada pocinho do gel foi definido de
forma a conter a mesma quantidade protéica em todas as amostras (30pg). O conteudo foi

transferido para membranas de PVDF e incubadas com anticorpos primarios anti — Bax e anti —
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SOD (Santa Cruz Co.) e anti — Kdel (StressGen) por 4 a 6h, na diluicdo 1:1000. As membranas
foram posteriormente incubadas com anticorpos secundarios anti-IgG de coelho e anti-IgG de
camundongo (Santa Cruz Co.) marcados com peroxidase (1:10.000) e entdo expostas ao filme de

raio-X. A revelacdo foi feita por quimioluminescéncia utilizando luminol.

Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM) e analisados
estatisticamente por analise de variancia (ANOVA), pelo programa GraphPad Prism Stat 4,

adotando-se como limite minimo de significancia p < 0,05.

Resultados e Discussao

Ensaio de Viabilidade Celular

No ensaio agudo, o peroxido de hidrogénio reduziu a viabilidade celular do grupo controle
em aproximadamente 33%, conforme observado na figura 1b. Dentre os extratos, apenas o aquoso,
na concentragdo de 50pg/mL, apresentou um efeito citoprotetor, com viabilidade celular 14,5%
maior quando comparado com controle H,O,. Lee, Yoon e Park (2008) também obtiveram efeito
protetor do pré-tratamento (30min) com uma erva medicinal (Paeonia lactiflora) sobre células
derivadas de feocromocitoma (tumor de medula adrenal) de ratos induzidas a estresse oxidativo
por H,O, (500uM/2h). Este se apresentou dose-dependente, com aumento de viabilidade celular de
5-30% quando comparado com controle H,O,. Ja em relacdo aos compostos isolados, a miricetina
apresentou efeito citoprotetor apenas na concentracdo de 12,5ug/mL (protecdo média de 15%)
enquanto que para a quercetina o resultado foi dose-dependente, onde a concentragdo de

6,25ug/mL conferiu total prote¢ao (100%) contra o peroxido e na de 3,13pug/mL a citoprotegao foi
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de aproximadamente 25%. Em conformidade com este trabalho, Sestili et al. (1998) obtiveram
resultado de citoprote¢dao as células U937 pela quercetina, de maneira dose-dependente, quando
submetidas a estresse oxidativo por tert-butil-hidroperdxido (B-OOH — 3mM) por 30min na
auséncia e presenca de diferentes concentragdes do flavondl. Com 10uM de quercetina, foi

verificada protecao equivalente a 30% quando comparado com grupo controle tB-OOH.

No ensaio cronico de citoprotegdo, o perdxido de hidrogénio reduziu a viabilidade celular do
grupo controle em torno de 45%. Os efeitos de citoprotecao para as diversas concentragdes podem
ser observados na figura 2b. O mais significativo observado para o extrato aquoso foi entre suas
maiores concentragoes testadas (75 e 50ug/mL), que apresentaram viabilidade celular em média
16,5% maior que quando comparado com controle H,O,. J& o extrato alcodlico apresentou efeito
citoprotetor semelhante (18%) apenas na concentragdo de 250pg/mL; porém, as concentragdes de
62,5 e 31,25ug/mL potencializaram o efeito do H,O,. Yoon et al. (2004), em ensaio cronico
realizado com células B- pancreaticas (HIT-T15), verificaram citoprote¢do (viabilidade até¢ 31%
maior) apos pré-tratamento (24h) com extrato aquoso de Rheum undulatum e posterior indugdo de
estresse oxidativo com 100uM de H,O, (3h). Com relagao aos compostos isolados, a quercetina
demonstrou efeito citoprotetor nas concentragdes de 6,25 e 3,13ug/mL, com viabilidade de
aproximadamente 12% e 25% maior que o grupo H,O,, respectivamente. Efeito protetor pela
quercetina também foi verificado por Coskun et al. (2005) quando o pré-tratamento com esta diminui
a peroxidacao lipidica e a formagao de 6xido nitrico em células 3, além de ter aumentado a atividade
de enzimas antioxidantes em ratos induzidos a diabetes por estreptozotocina. Ja todas as
concentragdes de miricetina potencializaram o efeito do peroxido de hidrogénio, apresentando
reducdo de viabilidade de, em média, 10,2%, quando comparado ao controle H,O,. Vérios estudos

demonstram que compostos fenolicos, sob certas condigdes, podem apresentar efeito pro-oxidante.
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Esta condicdo esta normalmente associada com concentragdes relativamente elevadas desses
compostos. Galati et al. (2002) observaram que compostos fenolicos sdo metabolizados por
peroxidases a radicais pro-oxidantes que, em alguns casos, sdo suficientes para co-oxidar GSH e
NADH, acompanhado de extensivo consumo de oxigénio e formagao de ERO. Também foi mostrado
que a miricetina sofre auto-oxidagdo em tampio aquoso de forma a produzir H;O; € O, (CANADA
et al., 1990). Além disso, a miricetina ¢ capaz de aumentar a produ¢do de OH gerado quando
incubada com Fe*" na presenca e auséncia de H,O». Foi sugerido que, quando ndo adicionado H,O,, a
auto-oxida¢do da miricetina produziu H,O, que reage com o ferro gerando OH™ (HANASAKI;

OGAWA; FUKUI, 1994).

1009 1254

**

i 1004
75

=
cn
1

504 §

on
=]
i

254 §

% Viabilidade Celular

25+

% viabllildade Celular

0

ContC,., 125 25 50 75 325 625 125 250 pgiml o

Comso Cioz 313 625 313 625 125 pg/mlL
Extrato Aquoso Extrato Alcodlico Quercetina Miricetina

H202

Figura 1b — Efeito agudo da atividade citoprotetora dos extratos aquoso e alcodlico das folhas de E. uniflora e da
quercetina e miricetina apds 1h de exposi¢@o celular. Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da
média por método de varidncia ANOVA, onde ***p < 0,001, ** p < 0,01 quando comparados com grupo
controle (Cyz02) sob estresse oxidativo induzido por 150uM H,0,/2h. Resultados representativos de 2
experimentos independentes (n > 8).



Programa de Pos-Graduacdo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)

92

% Vliabllldade Celular
% Viabilidade Celular
on
T

126 25 50 75 3125 625 125 250 pg/mL CDMSO CH202 313 626 313 626 125.gimL

Extrato Aquoso Extrato Alcoolico Quercetina Miricetina

Figura 2b — Efeito crénico da atividade citoprotetora dos extratos aquoso e alcodlico das folhas de E. uniflora e da
quercetina e miricetina ap6s 24h de exposi¢ao celular. Os resultados sdo expressos como média & erro padrdo da
média por método de varidncia ANOVA, onde *** p < 0,001, ** p <0,01 e *p < 0,05 quando comparados com

grupo controle (Cpaoz) sob estresse induzido por 150uM H,0,/2h. Resultados representativos de 2 experimentos
independentes (n> 8).

Por fim, os mecanismos moleculares relacionados com o estresse oxidativo e sua
contribuicdo aos danos teciduais e desenvolvimento das complicacdes do diabetes ndo estdo
totalmente elucidados. Em uma variedade de tecidos, inclusive em células B, a hiperglicemia e
altas quantidades de acidos graxos livres resultam em geracdo de ERO, levando ao aumento de
estresse oxidativo. O desbalancgo gerado leva a ativacao de vias de sinalizagdo intracelular sensiveis
ao estresse oxidativo como a do NF-kB (MOHAMED et al., 1999; NISHIKAWA et al., 2000),
JNK/SAPK (HO et al., 2000; NATARAJAN et al., 1999), hexosamina (DU et al., 2000), entre
outras, que sabidamente estdo relacionadas com disfuncdo e morte celular. A via do NF-«kB, por
exemplo, ¢ uma das principais vias intracelulares ativadas por aumento da geracdo de espécies
reativas em cé€lulas - pancreaticas. O NF-xB ¢ um fator de transcricdo que encontra-se inativo no
citoplasma celular, devido ligagdo nao-covalente com subunidades inibitorias denominadas IxBs.
Espécies reativas podem estimular as proteinas quinases IKKa e IKKp, responsaveis pela

fosforilagdo das subunidades inibitorias de NF-xB. A fosforilagdio ¢ um sinal para
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poliubiquitinacdo e degradacao das IkBs no complexo proteosomo 26S, estimulando assim a
liberacao e ativacao da via do NF-«B. Este fator de transcricdo, quando ativado, regula a expressao
de genes especificos relacionados a resposta imune e inflamatoria. Em células - pancreaticas, o
NF-kB ativo, entre outros efeitos, estimula o aumento na expressdo da enzima O6xido nitrico
sintase, levando ao acumulo de NO e consequente morte celular por apoptose e/ou necrose (HO;

BRAY, 1999).

Flavonoides sdo descritos por protegerem células - pancredticas contra estresse oxidativo e
ativacdo do NF-kB. Um dos mecanismos propostos consiste no bloqueio da degradacao das proteinas
inibidoras de NF-«xB, as IkBs. No estudo realizado por Dias et al. (2005), a quercetina foi capaz de
reduzir o estresse oxidativo e a ativagdo do NF-kB, por meio da inibigdo de IKKa e IKKp, que sao
proteinas quinases fosforiladoras dos inibidores de NF-kB. Além de compostos isolados, extratos
vegetais, tais como os extratos de Coptidis rhizoma, rico em alcaloides, e o de Cortex cinnamomi, rico
em compostos fendlicos, também foram capazes de prevenir a ativagdo do NF-«xB tanto in vivo ( ratos
diabéticos) quanto in vitro (RINm5f). Foi verificado que estes extratos inibem a ativagao da via do NF-
kB de duas formas: através do bloqueio da translocacdo do NF-kB para o nucleo celular e pela

inibicao da degradacgao das IkBa, respectivamente (KWON et al., 2006; KIM et al., 2007b).

Morfologia Celular

Espécies reativas de oxigénio, como superoxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxila
podem destruir a integridade de células epiteliais (MCBRIDE; STONE; MARIN, 1993; YAMAYA et
al., 1995; WATERS; SAVLA; PANOS, 1997; CHAPMAN; WATERS; MILLER, 2002). As células
RINmSf apresentam caracteristicas epiteliais, com grande adesdo intercelular através de projegdes

citoplasmaticas que sdo mantidas por microfilamentos de actina. Células epiteliais normalmente
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possuem cortex de actina subjacente a membrana responsavel pelas movimentagdes celulares,
importantes para a manutencao de suas fungdes fisiologicas. O formato celular ¢ estrelado, ntcleo
arredondado e um citoplasma rico em componentes anidnicos, o que confere intensa coloragdo por
hematoxilina. Esta caracteristica advém do fato desta célula possuir um grande reticulo granular
devido a intensa producdo de proteinas para exportagdo (insulina). As caracteristicas celulares dos
grupos controle contendo somente meio (Figura 3b e 5b) e contendo DMSO (Figura 4b e 6b), em

ambos os ensaios (agudo e cronico), sao idénticas.

Quando foi adicionada a solugdo de perdxido de hidrogénio, houve perda de adesdo
intercelular com alteragdo no formato das células (Figura 3b, 4b, 5b e 6b). Este se apresentou mais
arredondado, indicando provavel alteracdo nos elementos estruturais (polimeros de actina). Essa
ruptura do citoesqueleto de actina (por despolimerizagdo) pode levar a um aumento de
permeabilidade e redugdo da seletividade de membrana (MEZA et al.,, 1982; MADARA;
BARENBERG; CARLSON, 1986; STEVENSON; BEGG, 1994; PEREZ; BARBER; PONZ, 1997).
Inclusive, a membrana plasmatica de varias c€lulas apresentou aspecto irregular, com formagao de
pregas. O citoplasma estava mais claro, provavelmente por desestruturacdo de reticulo
endoplasmatico granular, o que ocasionou em reducdo da basofilia e nucleo mais evidente,
possivelmente por perda do conteudo citoplasmatico devido ao aumento da permeabilidade de
membrana (peroxidagdo lipidica). Peroxidacdo lipidica estd relacionada com modificacdes nos
receptores de membrana, canais e transportadores 10nicos, dentre outras proteinas de membrana. Isso
leva a uma alteracdo da homeostase de Ca”", quinases dependentes de calcio (proteases, nucleases e
fosfolipases) levando a disfungdo mitocondrial e ativando mecanismos de morte celular
(BUTTERFIELD; LAUDERBACK, 2002; GYULKHANDANYAN; FEENEY; PENNEFATHER,

2003; JACOBSON; DUCHEN, 2002; ROBB et al, 1999). Além da peroxidagdo lipidica, o
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citoesqueleto ¢ um dos primeiros alvos do estresse oxidativo (DALLE-DONNE et al., 2001; ZHAO;
DAVIS, 1998). H4 uma gama crescente de evidéncias que suportam a hipdtese de que perturbagdes
nas proteinas do citoesqueleto estdo relacionadas com a etapa inicial dos danos induzidos por
oxidantes (ZHU et al., 2005). Efeito semelhante foi observado em células respiratérias epiteliais
(Calu-3) em que o HO, induziu mudangas no citoesqueleto e diminuigdo da seletividade de

membrana (BOARDMAN et al., 2004).

Quando do pré-tratamento com os extratos e compostos isolados, em ensaio cronico (24h),
houve prevengao de alteragdo da morfologia pelo extrato aquoso (75ug/mL), extrato alcoolico
(250pg/mL) e quercetina (3,13 e 6,25ug/mL). As células tratadas com extrato aquoso, extrato
alcodlico e quercetina (3,13pg/mL) apresentaram forma arredondada, sem formagdo de pregas na
membrana plasmatica, basofilia citoplasmatica semelhante ao controle e preservacao das projecdes
citoplasmaticas (Figura 5b e 6b). Yoon et al. (2004) também obtiveram citoprote¢do da linhagem
celular HIT-T15 quando do pré-tratamento com extrato aquoso de Rheum undulatum (24h), rico em
compostos fenolicos, antes de exposi¢ao ao H,O,. As alteragdes celulares descritas por estes autores
para o grupo exposto somente ao H,O, foram principalmente, o encolhimento celular com
condensagdo citoplasmatica e formacdo de blebs citoplasmaticos com irregularidade na forma. As
c€lulas tratadas com quercetina 6,25ug/mL apresentaram morfologia muito proxima a do controle,
sem alteragdes nas interdigitagdes e apenas algumas células com formato arredondado (Figura 6b).
Essas caracteristicas observadas sugerem uma possivel prevencao da peroxidagdo lipidica. Enfim,
nao foi observado efeito citoprotetor nas concentragdes de 50 e 25ug/mL de extrato aquoso (Figura

5b).
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No ensaio agudo (1h), houve prevencdao de alteragdo da morfologia quando adicionado
extrato aquoso (50ug/mL), quercetina (3,13pug/mL) e miricetina (12,5ug/mL). As células
apresentaram forma arredondada, sem formacdo de pregas na membrana plasmadtica, basofilia
citoplasmatica semelhante ao controle e preservagdo das projecdes citoplasmaticas (Figura 3b e 4b).
Apesar da miricetina apresentar efeito citoprotetor, este se mostrou menos intenso que os demais. Em
estudo feito por Lee, Yoon e Park (2008), células PC12 induzidas ao estresse oxidativo por H,O,
(500uM/2h) apresentaram morfologia do nucleo altamente condensada e fragmentada e
encolhimento do nucleo. Quando estas células foram pré-tratadas com Paeonia lactiflora (30min),
nao houve alteragdes de nucleo e o nimero de células com condensagdo e fragmentagdao nuclear
diminuiu. Kang et al. (2005) observaram que o extrato etanolico de raiz de Puerariae (100pg/mL/1h)
diminuiu a fragmentagdo de nucleo em células V79-4 quando submetidas a HO, (1mM/24h). Em
c€lulas endoteliais (HUVEC) mantidas em cultura, a adi¢ao de 200uM de H,O, causou, de acordo
com tempos variaveis de exposi¢do, contracao celular, desaparecimento de vimentina e tubulina
(efeito agudo) e desorganizac¢dao do citoesqueleto (efeito cronico) (VALEN et al., 1999). Segundo
Anzuategui (2009), células RINm5f submetidas a estresse por HO, (100uM) e suco de macga Fuji,
rico em quercetina, em ensaio agudo (1h), tiveram indicios de potencializagdao do efeito do H,O,,
com retracdo citoplasmatica (contragdo celular), menor interacdo intercelular e perda do aspecto
caracteristico (estrelado). Em contrapartida, essas c€lulas submetidas ao mesmo estresse (H,O;) e
suco da maca Gala (também rico em quercetina), apresentaram morfologia semelhante as células do

controle sem peroxido.

No geral, ndo houve diferengas significativas do ponto de vista morfoldogico com os
tratamentos agudo e cronico, exceto para o extrato aquoso. Com o extrato aquoso, no tratamento

agudo, a concentracdo de 50pug/mL promoveu a mesma eficiéncia de protecdo quanto a
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concentracdo de 75ug/mL no tratamento cronico (Figura 3b e 5b). Estes resultados demonstram
que lh de exposicdo prévia ¢ suficiente para que extratos e isolados penetrem nas células

conferindo-lhes citoprotecdo, além da possivel acao direta do extrato com o perdxido de hidrogénio

no ensaio agudo.

Figura 3b — Morfologia das células RINmS5f com adi¢do de 150uM H,0,/2h, exceto no controle (A) apds pré-
tratamento (1h) com extrato aquoso de folhas de Eugenia uniflora (C) na concentragdo de 50ug/mL. Controle
com H,0, (B). Resultados representativos de 2 experimentos independentes (n=4). Aumento 800x.

F-E | '
)

Figura 4b — Morfologia das células RINm5f com adi¢do de 150uM H,0,/2h, exceto no controle DMSO (A) ap6s pré-
tratamento (1h) com quercetina 3,13pg/mL (D) e miricetina 12,5ug/ml (E). Controle com H,O, (B). Resultados
representativos de 2 experimentos independentes (n =4). Aumento 800x.
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Figura 5b — Morfologia das células RINmSf com adi¢do de 150uM H,0,/2h, exceto no controle (A) apds pré-
tratamento (24h) com os extratos aquoso 25ug/mL (G); 50ug/mL (C) e 75ug/mL (H) e alcodlico 250ug/mL (F)

de folhas de Eugenia unmiflora. Controle com H,0, (B). Resultados representativos de 2 experimentos
independentes (n=4). Aumento 800x.

Figura 6b — Morfologia das células RINm5f com adi¢do de 150uM H,0,/2h, exceto no controle DMSO (A) apos 24h
de exposi¢do a quercetina 3,13ug/mL (D) e 6,25ug/mL (I). Controle com H,0, (B). Resultados representativos
de 2 experimentos independentes (n=4). Aumento 800x.
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Western Blot

Neste trabalho, a expressao protéica da SOD nao se apresentou diferente do controle para
nenhum grupo tratado (Figura 7b). No estudo de Wei et al. (2003) foi observado reducao dos niveis
de mRNA para a SOD (30%) quando as células PC12 foram expostas a 100uM de H,O, por 2h,
entretanto a expressao protéica nao foi avaliada. Kang et al. (2005) realizaram um estudo com
células de fibroblastos (V79-4) onde esta linhagem foi tratada com extrato alcoolico de uma erva
medicinal chinesa (Puerariae radix). Eles observaram aumento (tempo-dependente) na atividade

das enzimas SOD e CAT, porém sem variacdo na expressao protéica destas enzimas.
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Figura 7b — Concentragdo protéica da SOD apods exposicdo a perdxido de hidrogénio (2h) com tratamento prévio
(24h) com extratos aquoso (Aq) 75ug/mL e alcoodlico (Alc) 250ug/mL. Controle (Cont), controle com H,0,

(CH,0,). Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média por método de variancia ANOVA,
referente a 3 experimentos independentes.
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A expressao protéica da Bax ndo sofreu variagdo com o estresse oxidativo induzido por
H,0; (150 uM/2h) nem com a adi¢do de nenhum dos tratamentos (Figura 8b). Isto indica que a
disfungdo mitocondrial (evidenciada pelo MTT) nao causou aparente indugdo da cascata de
apoptose nas células. Isto pode ser um indicio de disparo de outro mecanismo de morte celular
induzido pelo perdxido de hidrogénio, como por exemplo, necrose celular. Resultado semelhante
foi obtido por Kimoto et al. (2003) apos inducdo de estresse com H,O, (150uM/3h) em células
MING6 na auséncia ou presenga de glicazida (sulfoniluréia com reconhecida atividade antioxidante).
Santangelo et al. (2007) induziram estresse oxidativo com elevadas concentragcdes de &cidos graxos
livres (72h exposi¢ao) em células secretoras de insulina (RINmS5f) apos prévia incubagao destas em
meio sem soro fetal bovino. Obtiveram como resultado que os acidos graxos induzem uma redugao
significativa na expressdo de Bcl-2, tanto em relagdo aos niveis de mRNA quanto em niveis
protéicos. Por outro lado, ndo houve mudangas significativas nos niveis de expressao de mRNA e

proteinas Bax.
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Figura 8b — Concentracdo protéica da Bax apos exposicdo a perdxido de hidrogénio (2h) com tratamento prévio (24h)
com extratos aquoso (Aq) 75ug/mL e alcoolico (Alc) 250ug/mL. Controle (Cont), controle com H,0, (CH,0,).
Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média por método de varidancia ANOVA, referente a 5
experimentos independentes.
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Durante condic¢des de estresse celular, como por exemplo, aumento nos niveis de proteinas
mal-enovealadas, ¢ gerado estresse no reticulo endoplasmatico (RE). O sistema molecular
intrincado para monitorar e responder as alteragdes de enovelamento das proteinas do reticulo €
chamado de “resposta a proteinas mal-enoveladas”. Alteracdes neste processo levam a sobrecarga
das chaperonas e o reticulo endoplasmatico falha em exportar as recém sintetizadas proteinas,
podendo desencadear um processo de morte celular, como apoptose (FRANCO, 2009). Condigdes
crOnicas associadas com diabetes e obesidade como inflamacao, hiperlipidemia e hiperglicemia
tém sido indicadas como indutoras de estresse de reticulo em varios tipos celulares (OZCAN et al.,
2004). No diabetes, o estresse reticular esta envolvido com a progressdao da disfungdo e morte

celular, incluindo células - pancreaticas (KANETO et al., 2006).

A expressao protéica da GRP94 e da PDI nao sofreu variagdo com o estresse induzido por
H,0;, 150uM/2h tanto na auséncia quanto na presenca dos extratos (24h) (Figura 9b- A e C,
respectivamente). Entretanto, a expressdio da GRP78, responsavel pela manutencdo da
permeabilidade da membrana do reticulo endoplasmatico, enovelamento de proteinas no reticulo e
pela ativagdo da resposta a proteinas mal-enoveladas, sofreu aumento de expressdo em todos os
grupos contendo H,O,. Além disso, o pré-tratamento com o extrato aquoso ou alcodlico nao alterou
este resultado (Figura 9b-B). Apesar das demais proteinas reticulares ndo terem apresentado
variacdo, o aumento na expressao da GRP78 ¢ um forte indicativo de que as células estdo sob
estresse reticular e que este aumento corresponde a uma resposta de defesa. Dorner, Wasley e
Kaufman (1992) e Laybutt et al. (2007) verificaram que a superexpressdo da GRP78 estd
relacionada com a protecdo de células ovarianas de hamsters e de células MING6 contra estresse de

reticulo e consequente apoptose.
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Figura 9b — Concentracao protéica da GRP94 (A); GRP78 (B) e PDI (C) apos exposicao ao H,O, (2h) com tratamento

prévio (24h) com extratos aquoso (Aq) 75ug/mL e alcodlico (Alc) 250pg/mL. Controle (Cont), controle com
H,0, (CH,0,). Os resultados sdo expressos como média + erro padrio da média por método de variancia
ANOVA, onde *p < 0,05 referente a 3 experimentos independentes.

Em situacdo de diabetes, o estresse de reticulo estd aumentado em varios tecidos.
Recentemente foi descrito que células pancredticas submetidas a estresse oxidativo induzido por
hiperglicemia cronica apresentam um aumento na expressao dos genes envolvidos com estresse de
reticulo, como por exemplo a GRP78 (WANG; KOURI; WOLLHEIM, 2005). Nakatani et al.
(2005) encontraram a expressao de proteinas marcadoras de estresse de reticulo muito aumentadas
em figado de camundongos (C57BL6) diabéticos comparados com os ndo diabéticos. Neste
sentido, o estresse de reticulo pode contribuir para a redu¢do na expressdo dos niveis de insulina

quando ha hiperglicemia (SHAN LAI, 2008).
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Consideracoes finais

Espécies reativas sao amplamente aceitas como fatores cruciais na progressao do diabetes e
outras doengas. A citoprotecdo observada sugere que os compostos testados reduzam o estresse
oxidativo, provavelmente por sua atividade antioxidante direta (efeito agudo) e indireta (efeito
cronico), porém estes devem possuir vias de acao diferenciadas por ndo corresponderem aos
mesmos compostos nem as mesmas concentragoes. Além disso, o desbalango gerado pelas espécies
reativas leva a ativacao de vias de sinalizagdo intracelular como a do NF-kB, que contribui para as
complicagdes do diabetes. Embora estes mecanismos ndo estejam ainda muito bem elucidados,
extratos vegetais ricos em compostos fenolicos e flavonodides sdo descritos por inibirem a ativagao
do fator nuclear kappa B por meio do bloqueio da degradagdo de suas proteinas inibidoras (IkBs).
Sendo assim, estes resultados sdo um indicativo de que o extrato de Eugenia uniflora L. possa ser
utilizado na prevencdo de danos sobre células secretoras de insulina e consequente

desenvolvimento e/ou progressao de diabetes mellitus.
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5 Discussao Geral

Muitas plantas sao usadas no Brasil na forma de extratos brutos, infusdes ou emplastros
como forma alternativa de tratamento para as mais diversas patologias sem nenhuma comprovagao
cientifica de sua eficacia e, principalmente, sem levar em consideragdo a sua toxicidade. Folhas de
Eugenia uniflora L. t€m sido amplamente utilizadas para o tratamento de diversas patologias,
inclusive o diabetes mellitus. Por conta disso, extratos brutos (aquoso e alcodlico) das folhas de
pitanga e dois compostos fenolicos comumente encontrados nestes extratos (quercetina e

miricetina) foram testados quanto a sua capacidade antioxidante, citotoxica e citoprotetora.

A atividade antioxidante encontrada para os extratos aquoso e alcoolico das folhas de
pitanga evidenciou a presenca de compostos diferentes, o que refletiu em atividade antioxidante
distinta. O resultado de baixa atividade antioxidante do extrato alco6lico ndo corroborou com os
valores encontrados na literatura. Segundo Boscolo et al. (2007), o extrato alcodlico das folhas
apresentou um IC50 de 245,46pg/mL. Entretanto, a forma de extragdo em ambos os estudos foi
diferenciada, sem contar ainda com o longo tempo de extracao realizado neste estudo que pode ter
levado a perda de atividade antioxidante e estabilidade das estruturas dos flavonodides que
compdem do extrato alcoodlico. Ja a atividade antioxidante da quercetina e da miricetina
apresentou-se duas vezes maior que a do extrato aquoso. Deve-se levar em consideracdo o fato de
que estes dois compostos sdo amplamente aceitos como bons scavenger de espécies reativas. Além
disso, alguns flavondides como a quercetina podem apresentar agdo indireta, aumentando as
defesas antioxidantes celulares por influenciar na transcricdo génica de enzimas antioxidantes e
reforcando a capacidade antioxidante celular por poupar/proteger outros antioxidantes

intracelulares.
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A comprovacao dos efeitos da pitanga se dd por meio da correlagdo de sua atividade
antioxidante, citotoxica e citoprotetora. Embora compostos fenolicos tipicamente atuem como
antioxidantes, com propriedade citoprotetora, em determinadas condi¢des podem agir como pro-
oxidantes. Lapidot, Michael e Kanner (2002) descrevem que o comportamento dos flavondides ou
acidos fenolicos como antioxidante ou pré-oxidante depende da natureza do estresse oxidativo. Um
exemplo € a genisteina que modula a apoptose em células B e em ilhotas pancreaticas quando doses
baixas de 25ug/L desta reduziram a apoptose induzida por NaF enquanto que altas doses (100ug/L) a
causaram (ELLIOTT; SCARPELLO; MORGAN, 2002). Além disso, vale a pena ressaltar que a
citotoxicidade de um determinado flavondide varia muito de acordo com a susceptibilidade de cada
tipo celular. Nos resultados obtidos, as concentracdes mais altas testadas para quercetina, miricetina e
o extrato aquoso nas células - pancreaticas foram citotoxicas enquanto doses mais baixas nao
interferiram na viabilidade/proliferagdao celular, exceto na concentracao de 31,5ug/mL do extrato
alcodlico (aumento de proliferacdo) e de 12,5ug/mL de quercetina (diminuigdo de proliferagdo).
Aherne e O’Brien (1999) observaram que mesmo doses bem elevadas (0-200uM) de miricetina,
quercetina e rutina, por 24h, ndo induziram comprometimento da viabilidade celular de células Caco-
2 e Hep G2. Além disso, dados da literatura mostram que flavonoides podem ter efeito proliferativo e
antiproliferativo. Avila et al. (1994) encontraram que a quercetina inibe a proliferagcdo celular de uma
linhagem de células de cancer de mama (MDA-MB468). Entretanto, Vessal, Hemmati e Vasei
(2003) descreveram aumento significativo no numero de ilhotas pancreaticas em ratos diabéticos e
nao-diabéticos quando tratados com quercetina. Eles justificam que este aumento possa ser devido a
replicagdo de DNA aumentada nestas células. Sendo assim, depois da perda de células B-
pancredticas tanto na diabetes tipo 1 quanto na tipo 2, pode ocorrer regeneragdo (TOURREL et al.,

2002; MEIER et al., 2005).
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Diversos estudos relacionam o efeito de extratos vegetais e flavonoides com o
desenvolvimento de diabetes e descrevem que varios desses compostos tém apresentado a
capacidade de normalizar a absor¢ao de glicose e a produgdo e armazenamento de insulina tanto in
vitro quanto in vivo. Contudo, estes resultados ainda sdo muito controversos. Exemplos dessa
diversidade de resultados sdo os estudos com os flavonoides genisteina e resveratrol. Autores
afirmam que estes compostos em determinadas concentragdes aumentam a secre¢do de insulina
enquanto que em outras concentracdes a inibem (PERSAUD et al., 1999; OHNO et al., 1993;
CHEN et al., 2007). Em estudos in vivo com quercetina, Vessal, Hemmati e Vasei (2003)
demonstraram que a suplementagdo com este flavonol foi eficiente na diminui¢do da glicose
sanguinea. Estes autores ainda sugeriram que a diminui¢ao da glicemia em ratos possa ter ocorrido
por aumento da secre¢do de insulina induzida por quercetina; entretanto nao foi analisado um
efeito direto sobre o pancreas enddcrino e portanto, este efeito pode ter ocorrido por reducao da
digestao intestinal de carboidratos e gorduras (ARAI et al., 1999) e / ou aumento na agao periférica
da insulina (hepéatica e muscular). A partir dos resultados obtidos neste estudo, tanto a quercetina
quanto a miricetina ndo afetam a secre¢dao deste hormonio, exceto na concentracdo de 3,13pg/mL

de miricetina onde foi verificado efeito inibitorio.

Além dos compostos isolados, varios estudos também vém sendo desenvolvidos para
avaliar o efeito de extratos vegetais ricos em polifenois sobre a glicemia e secre¢do de insulina.
Sharma et al. (2006) testaram os extratos aquoso € alcodlico dos frutos de uma planta
popularmente utilizada para tratamento de diabetes, também pertencente ao género FEugenia,
denominada E. jambolana e obtiveram como resultado que os extratos tiveram efeito
hipoglicémico, sendo o aquoso mais eficiente. Posteriormente, testaram uma fracdo do extrato

aquoso desta planta e encontraram que esta estimulou significativamente a secrecdo de insulina. A
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proposito, alguns estudos realizados in vivo com extrato de folhas de E. uniflora demonstraram
eficiente a¢dao deste na reducdo da glicemia, porém o mecanismo de acdo deste extrato sobre o
controle glicémico permanece incerto, com indicativos de que este atue de forma mais intensa na
digestdo intestinal de carboidratos e gorduras. Momose (2000) e Matsumura et al. (2000)
atribuiram o efeito hipoglicemiante a atividade inibitéria do extrato das folhas de pitanga sobre
enzimas intestinais, como as o — glicosidases, maltase e sucrase. Além da inibi¢do da digestao de
agucares, também ¢ atribuida aos extratos de pitanga a redugdo na absorcao intestinal de gorduras,
o que pode ser eficiente no tratamento de diabetes e obesidade (ARAI et al., 1999). Apesar de
estudos sugerindo mecanismos hipoglicemiantes da E. uniflora, nao havia estudos relacionando a
acdo direta desta sobre as células secretoras de insulina. A partir da avaliacdo do efeito dos extratos
de folhas de E. uniflora sobre a secre¢ao de insulina em células RINmS5f, foi possivel verificar que,
diferentemente dos resultados obtidos com E. jambolana, o extrato aquoso de folhas de E. uniflora
ndo apresentou efeito significativo na secre¢do de insulina. Entretanto, o extrato alcodlico
aumentou expressivamente a secre¢do de insulina quando comparado com o controle. Sabidamente
a protecao antioxidante € um dos mecanismos possiveis de estimulagdo da secrecao de insulina. A
partir da andlise do extrato alcodlico, foi verificado que este apresenta um contetido total de
compostos fenolicos e atividade antioxidante muito menores quando comparado ao extrato aquoso.
Neste sentido, a atividade antioxidante ndo parece ser o mecanismo insulinotropico do extrato
alcoolico. E importante ressaltar que a agdo insulinotropica dos flavonoides ndo se restringe a sua
acdo antioxidante, podendo estar, mesmo que em baixa concentrag¢do, relacionado a secre¢do de
insulina a partir da interagdo com proteinas, modulagdo de cascatas intracelulares e modulagdo da
expressdo génica (PINENT et al.,, 2008). Em linhagens de células secretoras de insulina, por

exemplo, a genisteina estimula a secre¢do de insulina através do acimulo intracelular de AMPc e
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ativacao da enzima proteina quinase A (LIU et al., 2006). Ja flavonodides derivados do cha verde, tais
como a epigalocatequina-3-galato (EGCG) e epicatequina 3-galato (ECG) atuam como secretagogos
de insulina a partir da inibi¢cao dos canais de potéssio sensiveis a ATP, promovendo a despolarizagao
das células B- pancreaticas e consequente exocitose dos granulos de insulina (PINENT et al., 2008).
Sendo assim, compostos especificamente extraidos na fase alcodlica podem ser os responsaveis
pela agdo insulinotrdpica do extrato de pitanga, interferindo em mecanismos fisiologicos e desta
forma estimulando a liberagao de insulina. Além de flavonoides, terpenos, ions e acidos organicos

podem ser extraidos a partir de folhas e merecem ser melhor investigados.

Quando as células RINm5f foram induzidas ao estresse oxidativo (H,0O,), em exposicao
aguda, danos celulares foram prevenidos pelo extrato aquoso. Lee, Yoon e Park (2008) também
obtiveram efeito protetor do pré-tratamento (30min) com uma erva medicinal (Paeonia lactiflora)
sobre células derivadas de feocromocitoma (tumor de medula adrenal) de ratos induzidas a estresse
oxidativo por H,O, (500uM/2h). Este promoveu um aumento de viabilidade celular de 5-30%, de
forma dose-dependente, quando comparado com grupo contendo somente H,O,. Os compostos
isolados também promoveram significativo efeito citoprotetor. A citoprotegdo conferida pela
miricetina foi observada apenas na concentragdo de 12,5ug/mL, enquanto que a quercetina
apresentou um resultado dose-dependente, onde a concentragdo de 6,25ug/mL conferiu total
protegdo (100%) contra o peroxido de hidrogénio. Assim como observado neste trabalho, Sestili et
al. (1998) obtiveram resultado de citoprotecao as células U937 pela quercetina, de maneira dose-
dependente, quando submetidas a estresse oxidativo por tert-butil-hidroperéxido (rB-OOH — 3mM)

na auséncia e presenga de diferentes concentragdes deste flavondl.
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No ensaio cronico, os extratos promoveram melhor citoprotecdo entre maiores
concentragoes testadas. O extrato aquoso manteve a viabilidade celular em média 16,5% maior que
quando comparado com controle H,O,, porém concentragdes baixas do extrato alcodlico
potencializaram o efeito do indutor de estresse. Resultado semelhante foi descrito com extrato
aquoso de Rheum undulatum que parcialmente protegeu células B- pancreaticas (HIT-T15)
submetidas a estresse oxidativo com 100uM de H,O, (YOON et al., 2004). Ja com relagdo aos
compostos isolados, a quercetina demonstrou significativo efeito citoprotetor. Efeito protetor pela
quercetina também foi verificado por Coskun et al. (2005) quando o pré-tratamento com esta
diminui a peroxidagdo lipidica e a formagdo de 6xido nitrico, além de ter aumentado a atividade de
enzimas antioxidantes em ratos induzidos a diabetes. No que diz respeito a miricetina, todas as
concentragcdes potencializaram o efeito do H,O,. Varios estudos demonstram que compostos
fenolicos, sob certas condigdes, podem apresentar efeito pro-oxidante. Esta condigdo esta
normalmente associada com concentragdes relativamente elevadas desses compostos. Neste
sentido, Canada et al. (1990) descreveram que a miricetina sofre auto-oxidagdo em tampao aquoso
de forma a produzir H,O, e O,". Além disso, quando incubada com Fe’' na presenca e auséncia de
H,0,, a miricetina ¢ capaz de aumentar a producdo de OH". Foi sugerido que, quando ndo
adicionado H,0,, a auto-oxidacao da miricetina produz H,O, que reage com o ferro gerando OH"

(HANASAKI; OGAWA; FUKUI, 1994).

Os mecanismos moleculares relacionados com o estresse oxidativo e sua contribuigdo aos
danos teciduais e desenvolvimento das complicagdes do diabetes nao estdo totalmente elucidados.
Em uma variedade de tecidos, inclusive em células B, a hiperglicemia e altas quantidades de
acidos graxos livres resultam em geracdo de ERO, levando ao aumento de estresse oxidativo. O

desbalanco gerado leva a ativacdo de vias de sinaliza¢do intracelular sensiveis ao estresse oxidativo
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que estao relacionadas com disfuncao e morte celular. A via do NF-kB, por exemplo, ¢ uma das
principais vias intracelulares ativadas por aumento da geracdo de espécies reativas em células -
pancreaticas. Espécies reativas podem estimular as proteinas quinases IKKa e IKK[, responsaveis
pela fosforilagdo das subunidades inibitérias de NF-kB, denominadas IkBs, levando a ativagao
deste fator nuclear. Em células - pancreaticas, a ativacdo do NF-kB leva ao aumento na expressao
da enzima oxido nitrico sintase, levando ao acumulo de NO e consequente morte celular por

apoptose e/ou necrose. (HO; BRAY, 1999).

Flavonoides sdo descritos por protegerem células B- pancreaticas contra estresse oxidativo
e ativagdo do NF-kB. Um dos mecanismos propostos consiste no bloqueio da degradagao das
proteinas inibidoras de NF-xB. No estudo realizado por Dias et al. (2005), a quercetina foi capaz
de reduzir o estresse oxidativo e a ativacdo do NF-kB, por meio da inibicdo de IKKa e IKK},
proteinas quinases fosforiladoras das IkBs. Além de compostos isolados, extratos vegetais, tais
como os extratos de Coptidis rhizoma, rico em alcaldides, e o de Cortex cinnamomi, rico em
compostos fenolicos, também foram capazes de prevenir a ativagdo do NF-kB tanto in vivo ( ratos
diabéticos) quanto in vitro (RINmS5f). Foi verificado que estes extratos inibiram a ativacao da via
do NF-«xB de duas formas: através do bloqueio da translocacdo do NF-«xB para o nucleo celular e

pela inibicao da degradacao das IkBa, respectivamente (KWON et al., 2006; KIM et al., 2007b).

O peroxido de hidrogénio causa alteragdes morfologicas drasticas nas células RINmSf.
Estas alteracdoes indicam perda de adesdo intercelular com alteracdo no formato celular (mais
arredondado). Isto sugere provavel alteracdo nos elementos estruturais (polimeros de actina)
podendo levar a um aumento de permeabilidade de membrana e reducdo da seletividade de

membrana (MEZA et al., 1982; MADARA; BARENBERG; CARLSON, 1986; STEVENSON;
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BEGG, 1994; PEREZ; BARBER; PONZ, 1997). A membrana plasmatica de varias células
apresentou aspecto irregular, com formacdo de pregas e citoplasma mais claro por provavel
desestruturacao de reticulo endoplasmatico granular. Isto ocasionou redugao da basofilia ficando o
nucleo mais evidente, possivelmente por perda do contetido citoplasmatico devido ao aumento da
permeabilidade de membrana (peroxidacao lipidica). Além da peroxidagao lipidica, o citoesqueleto
¢ um dos primeiros alvos do estresse oxidativo (DALLE- DONNE et al., 2001; ZHAO; DAVIS,
1998). Ha uma gama crescente de evidéncias suportando a hipdtese de que perturbagdes nas
proteinas do citoesqueleto sdo o passo inicial dos danos induzidos por oxidantes (ZHU et al.,
2005). Efeito semelhante foi observado em células respiratérias epiteliais (Calu-3) em que o
peroxido de hidrogénio induziu mudancgas no citoesqueleto e diminui¢do da seletividade de

membrana (BOARDMAN et al., 2004).

Depois de exposi¢do aos tratamentos ao ensaio cronico, o extrato aquoso, alcoolico e a
quercetina preveniram alteragdes da morfologia. Isso sugere uma possivel inibicao da peroxidagao
lipidica. No ensaio agudo, houve prevencao de alteragdo da morfologia quando adicionado extrato
aquoso, quercetina e miricetina. Apesar da miricetina apresentar efeito citoprotetor, este se mostrou
menos intenso que os demais. Em estudo feito por Lee, Yoon e Park (2008), células PC12
induzidas ao estresse oxidativo por H,O, (500uM/2h) apresentaram morfologia do nucleo
altamente condensada e fragmentada com encolhimento do ntcleo. Quando estas células foram
pré-tratadas com Paeonia lactiflora (30min), ndo houve alteragdes de nicleo e o numero de células
com condensacdo e fragmentagdo nuclear diminuiu. Células endoteliais (HUVEC) mantidas em
cultura, submetidas a 200uM de H,O, tiveram contracdo celular, desaparecimento de vimentina e
tubulina (efeito agudo) e desorganizacdo do citoesqueleto (efeito cronico) (VALEN et al., 1999).

Segundo Anzuategui (2009), células RINm5f submetidas a estresse por H,O, (100uM) e exposigao
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aguda com suco de macga Fuji, rico em quercetina, tiveram potencializa¢do do efeito do peroxido
de hidrogénio, com retragdo citoplasmatica (contragdo celular), menor interacao intercelular e
perda do aspecto caracteristico (estrelado). Em contrapartida, quando as células foram submetidas
ao suco da mag¢a Gala, na presenga de H,0,, apresentaram morfologia semelhante as do controle

sem peroxido.

Em geral, ndo houve diferencas significativas do ponto de vista morfolégico com os
tratamentos agudo e cronico, exceto para o extrato aquoso. A concentragdo 5S0ug/mL de extrato
aquoso, no tratamento agudo, teve a mesma eficiéncia de prote¢do quanto a concentracdo de
75ug/mL no tratamento cronico. Estes resultados demonstram que l1h de exposi¢ao prévia €
suficiente para que extratos e isolados penetrem nas células conferindo-lhes citoprotecdo, além da

possivel agdo direta do extrato sobre o peroxido de hidrogénio (ensaio agudo).

Em uma tentativa de compreender melhor o estresse oxidativo causado pelo perdxido de
hidrogénio, foi avaliada ainda a expressdo de algumas proteinas na presenga de ambos 0s extratos.
A primeira delas ¢ a SOD, capaz de converter anions superoxido em peroxido de hidrogénio.
Posteriormente, pela agdo de outras enzimas (CAT e GSHPx), o peréxido ¢ convertido em
moléculas mais estaveis sendo importante na protecao celular a estresse oxidativo. A ndo variagdao
na expressao desta enzima corrobora com o trabalho realizado por Kang et al. (2005) no qual eles
utilizaram células de fibroblastos (V79-4) previamente tratadas com extrato alcoolico de uma erva
medicinal chinesa (Puerariae radix), as induziram a estresse oxidativo por H,O, (ImM) e
observaram um aumento (tempo-dependente) na atividade das enzimas SOD e CAT, porém sem

variacao na expressao protéica destas enzimas.
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A segunda delas ¢ a Bax, que ndo sofreu variacdo com o estresse oxidativo induzido por
H,0,. Isto indica que a disfungdo mitocondrial (evidenciada pelo MTT) nao causou aparente
indugdo da cascata de apoptose nesta linhagem celular. Isto pode ser um indicio de disparo de
outro mecanismo de morte celular induzido pelo perdxido de hidrogénio, como, por exemplo,
necrose celular. Resultado semelhante foi obtido por Kimoto et al. (2003) apos indugdo de estresse
com H,O; (150uM/3h) em células MIN6 na auséncia ou presenca de glicazida (sulfoniluréia com
reconhecida atividade antioxidante). Além disso, Santangelo et al. (2007) induziram estresse
oxidativo com elevadas concentracdes de 4cidos graxos livres em células secretoras de insulina
(RINmS5f) apds prévia incubacao destas em meio sem soro fetal bovino. Obtiveram como resultado
que os acidos graxos induzem uma redugdo significativa na expressao de Bcl-2, tanto em relagao
aos niveis de mRNA quanto em niveis protéicos. Por outro lado, sem mudangas significativas nos

niveis de expressao de mRNA e proteinas Bax.

Por ultimo, foram avaliadas algumas proteinas que correspondem a marcadores de estresse
de reticulo endoplasmatico (RE). Durante condigdes de estresse celular, como por exemplo,
aumento nos niveis de proteinas mal-enovealadas, ¢ gerado estresse no reticulo endoplasmatico.
Isto acarreta na falha do RE em exportar suas proteinas recém-sintetizadas, podendo desencadear o
processo de apoptose (FRANCO, 2009; KANETO et al., 2006). Este processo ¢ acompanhado de
um aumento na expressao de proteinas reticulares, tais como GRP94 e GRP78 (proteinas reguladas
por glicose) e PDI (dissulfito isomerase). Sabe-se que condi¢des cronicas associadas com diabetes
e obesidade, como niveis baixos de inflamagao, hiperlipidemia e hiperglicemia, tém sido indicadas
como indutores de estresse de reticulo em varios tipos celulares (OZCAN et al., 2004). No
diabetes, o estresse reticular esta envolvido com a progressdo da disfungdo e morte celular,

inclusive de células - pancreaticas (KANETO et al., 2006). Nos resultados obtidos neste trabalho,
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a expressao protéica da GRP94 e da PDI ndo sofreu variagdo com o estresse induzido por H,O,.
Entretanto, a expressao da GRP78, responsavel pela manutengdo da permeabilidade de membrana
do reticulo endoplasmatico, enovelamento de proteinas no reticulo e pela ativagcdo da resposta a
proteinas mal-enoveladas, sofreu aumento em sua expressao em todos os grupos contendo H,O,,
sendo que o pré-tratamento com o extrato aquoso e alcodlico ndo alterou este resultado. Apesar das
demais proteinas reticulares ndo terem apresentado variacao, o aumento na expressao da GRP78 ¢
um forte indicativo de que as células estdo sob estresse reticular e que este aumento corresponde a
uma resposta de defesa. Dorner, Wasley e Kaufman (1992) e Laybutt et al. (2007) verificaram que
a superexpressao da GRP78 esté relacionada com a protecao de células ovarianas de hamsters e de
células MING6 contra estresse de reticulo e consequente apoptose. Recentemente foi descrito que
células pancreaticas submetidas a estresse oxidativo induzido por hiperglicemia cronica
apresentam um aumento na expressao dos genes envolvidos com estresse de reticulo, como por
exemplo a GRP78 (WANG; KOURI; WOLLHEIM, 2005). Sendo assim, o estresse de reticulo
pode contribuir para a reducdo na expressdo dos niveis de insulina quando héa hiperglicemia

(SHAN LAL 2008).
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6 Consideracoes finais

Neste estudo, conclui-se que os extratos brutos, aquoso e alcodlico, apresentam baixa
toxicidade e variado grau de atividade antioxidante. O extrato aquoso, apesar de significativa a¢ao
antioxidante, ndo teve efeito frente a funcionalidade celular. Ja o extrato alcoolico, embora nio
tendo apresentado importante efeito como antioxidante, demonstrou elevado potencial no
tratamento alternativo do diabetes mellitus devido ao seu significativo efeito insulinotropico. Este
possivelmente ndo seja resultado da acao antioxidante, podendo estar relacionado com a interacao
com proteinas, modulagdo de cascatas intracelulares e/ou modulagao da expressdo génica, uma vez

que o extrato alcodlico apresentou baixo conteido de compostos fendlicos e atividade oxidante.

Espécies reativas sao amplamente aceitas como fatores cruciais na progressao do diabetes e
outras doengas. A citoprotecdo observada sugere que os compostos testados reduzam o estresse
oxidativo, provavelmente por sua atividade antioxidante direta (efeito agudo) e indireta (efeito
cronico), porém estes devem possuir vias de acao diferenciadas por ndo corresponderem aos
mesmos compostos nem as mesmas concentragoes. Além disso, o desbalanco gerado pelas espécies
reativas leva a ativacao de vias de sinalizagdo intracelular como a do NF-«kB, que contribui para as
complicagdes do diabetes. Embora estes mecanismos ndo estejam ainda muito bem elucidados,
extratos vegetais ricos em compostos fenolicos e flavonodides sdo descritos por inibirem a ativagao

do fator nuclear kappa B por meio do bloqueio da degradagao de suas proteinas inibidoras (IkBs).

Sendo assim, estes resultados sdo um indicativo de que o extrato de Eugenia uniflora L.
possa ser utilizado na preven¢dao de danos sobre células secretoras de insulina e consequente

desenvolvimento e/ou progressao de diabetes mellitus.
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Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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