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EPIGRAFE

From sprinkler splashes to fireplace ashes
| gave my blood, sweat, and tears for this
| hosted parties and starved my body
Like I'd be saved by a perfect kiss
The jokes weren't funny, | took the money
My friends from home don't know what to say
I looked around in a blood-soaked gown
And | saw something they can't take away
‘Cause there were pages turned with the bridges burned
Everything you lose is a step you take
So make the friendship bracelets
Take the moment and taste it

You've got no reason to be afraid

Taylor Swift — You’re on Your Own, Kid
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RESUMO

O diabetes mellitus é uma doenca crbnica caracterizada pela hiperglicemia, a qual
pode ser resultante de falhas na producdo da insulina ou resisténcia a esse hormonio, ou
ambos. Produtos naturais, com atividade hipoglicemiante, sdo alvos de estudos para o
tratamento do diabetes. O mentol possui efeitos biolégicos como, gastroprotetor,
cicatrizante e antidiabetogénico em modelo de diabetes tipo 2 j& descritos na literatura. O
objetivo deste trabalho foi avaliar se o tratamento com o mentol apds 28 dias exerceria
efeito hipoglicemiante em ratos com diabetes tipo 1, induzido por estreptozotocina e seus
efeitos no tecido hepatico, por meio de ensaios de histoldgicos e bioquimicos. O diabetes
foi induzido através de injecdo intraperitoneal de estreptozotocina (45 mg/kg) em ratos
Wistar machos (250 — 300 g). A glicemia foi aferida em amostras de sangue da veia caudal
dos ratos utilizando glicosimetro, aqueles que tiveram a glicemia acima de 200 mg/dL
foram considerados diabéticos e divididos em trés grupos (n=10): normoglicémico +
veiculo, hiperglicémico + veiculo, hiperglicémico + mentol (50 mg/kg). Os tratamentos
foram administrados diariamente via gavagem por 28 dias. Nesse periodo, 0s animais
tiveram a massa corporal, glicemia, consumo de racao e agua monitorados. Os animais
também foram submetidos ao OGTT. Apo6s 28 dias, os animais foram eutanasiados por
meio de aprofundamento anestésico e amostras de figado e pancreas foram coletadas para
analises de histologia, quantificacdo de glicogénio hepatico, atividade anti-inflamatéria e
estresse oxidativo. O tratamento com mentol ndo reestabeleceu os parametros de consumo
de &gua e racdo, nem diminuiu a glicemia de forma significativa durante 28 dias. No
entanto, no tecido hepatico, o tratamento com mentol diminuiu os niveis das citocinas
inflamat6rias TNF-a e IL-6 e aumentou os niveis de IL-10, uma citocina anti-
inflamatoria. Também aumentou a atividade das enzimas antioxidantes, SOD e CAT,
aumentou a quantidade de GSH, que é uma proteina antioxidante, diminuiu a atividade
da MPO, enzima inflamatoria e oxidante e quantidade de MDA, que ¢ um marcador de
peroxidacado lipidica. O mentol ndo possui efeito hipoglicemiante no modelo de diabetes
tipo 1, induzido por estreptozotocina. Contudo, o mentol surtiu efeito antioxidante e anti-
inflamatdrio no tecido hepatico, que evidenciam seu efeito hepatoprotetor no modelo de

diabetes tipo 1.

Palavras-chave: diabetes tipo 1, mentol, figado, estresse oxidativo, inflamagé&o.



ABSTRACT

Diabetes mellitus is a chronic disease characterized by hyperglycemia, which may
result from failures in insulin production or resistance to this hormone, or both. Natural
products with hypoglycemic activity are targets of studies for the treatment of diabetes.
Menthol has biological effects such as gastroprotective, skin wound healing and
antidiabetogenic in a type 2 diabetes model already described in the literature. The aim
of this work was to evaluate whether treatment with menthol after 28 days would have a
hypoglycemic effect in rats with type 1 diabetes, induced by streptozotocin and its effects
on hepatic tissue, through histological and biochemical assays. Diabetes was induced by
intraperitoneal injection of streptozotocin (45 mg/kg) in male Wistar rats (250 — 300 g).
Glycemiawas measured in blood samples from the tail vein of the rats using a glucometer,
those who had glycemia above 200 mg/dL were considered diabetic and divided into three
groups (n=10): normoglycemic + vehicle, hyperglycemic + vehicle, hyperglycemic +
menthol (50 mg/kg). Treatments were administered daily via gavage for 28 days. During
this period, the animals had their body mass, blood glucose, food and water intake
monitored. The animals were also submitted to OGTT. After 28 days, the animals were
euthanized through anesthetic deepening and liver and pancreas samples were collected
for histology analyses, quantification of hepatic glycogen, anti-inflammatory activity and
oxidative stress. Treatment with menthol did not reestablish parameters of water and food
intake, nor did it significantly decrease blood glucose during 28 days. However, in liver
tissue, menthol treatment decreased levels of the inflammatory cytokines TNF-a and IL-
6 and increased levels of IL-10, an anti-inflammatory cytokine. It also increased the
activity of the antioxidant enzymes, SOD and CAT, increased the amount of GSH, which
is an antioxidant protein, decreased the activity of MPO, an inflammatory and oxidant
enzyme, and the amount of MDA, which is a marker of lipid peroxidation. Menthol has
no hypoglycemic effect in the model of type 1 diabetes, induced by streptozotocin.
However, menthol had an antioxidant and anti-inflammatory effect on liver tissue, which

demonstrate its hepatoprotective effect in the model of type 1 diabetes.

Keywords: type 1 diabetes, menthol, liver, oxidative stress, inflammation.
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1. INTRODUCAO

1.1. PANCREAS

O pancreas € uma glandula localizada no abdémen que desempenha um
papel crucial na digestdo e regulacdo da glicemia. Ele é divido em duas partes:
exocrina e endocrina (Figura 1). Sendo que as células exocrinas, denominadas
células acinosas, produzem enzimas digestivas (i.e., tripsina, lipase e amilase) que
sdo liberadas no duodeno pelo duto pancreético, que vao auxiliar na digestdo de
alimentos (Atkinson et al., 2020). Enquanto a parte enddcrina é composta pelas
ilhotas pancreaticas, que possui as células a, produtoras de glucagon, as células 9,
secretoras de somastatina, células PP, secretoras do polipeptideo pancreatico,
células €, que secretam a grelina, e as células B, produtoras de insulina, que estao

presentes em maior quantidade (revisado por Soetedjo et al., 2021).

~14-25 cm

Corpo Cauda

/ )= Por volume, o pancreas apresenta

85% exodcrino

e 15% endécrino

___Insulina

Vasos B Somatotasting Secretados na

sanguineos g — corrente

__—Glucagon eanoui
. guinea
z < ___ Grelina
~—— Polipeptideo pancreatico

Tlhotas de Langerh;ns & ® ®— Tripsina

. g Secretadas no
(enddcrinas) \ ® ‘» ; o

] \ — Lipase duto pancreatico
Células acinosas \ e __ Amilace

(exdcrinas) Duto pancreatico

Figura 1: llustracdo esquematica do pancreas (adaptado de Soetedjo et al., 2021)

1.2.  INSULINA
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A insulina, um hormonio proteico composto por 51 aminodcidos, €
responsavel pelo metabolismo da glicose no organismo. A descoberta da insulina
aconteceu ha cerca de 100 anos, realizada por Frederik G. Banting, Charles H.
Best, John J. R. Macleod e James B. Collip, sendo um marco cientifico do século
XX e rendendo em 1923 o prémio Nobel de Medicina e Fisiologia para Banting e
Macleod. O trabalho realizado por esses pesquisadores possibilitou que a insulina
fosse purificada, isolada, caracterizada estruturalmente e sequenciada
geneticamente, aprimorando continuamente o uso terapéutico da insulina (revisado
por Lewis & Brubaker, 2021).

A secrecdo da insulina € um processo ordenado, para o qual a alta
concentracdo de glicose extracelular € o principal estimulo (Fu et al., 2013). A
glicose ¢ transportada para o meio intracelular das células B-pancredticas atraves
do transportadores de membrana GLUT2, e entdo é metabolizada através da
glicolise, que resulta na formacdo de ATP. Esta alta concentracdo intracelular de
ATP inibe os canais de potassio sensiveis a ATP, causando a despolarizacdo da
membrana plasmatica e a abertura de canais de calcio. O influxo de calcio estimula
a exocitose das vesiculas contendo insulina para a corrente sanguinea, onde serdo
direcionadas aos seus tecidos alvos: muscular, hepatico e adiposo (Figura 2)
(Newsholme & Krause, 2012).
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Figura 2: Mecanismo de secrecdo da insulina nas células 3 (retirada de Guyton,
1985).

1.3. FIGADO

O figado é o maior 6rgdo glandular do corpo humano, localizado no
quadrante superior direito da cavidade abdominal. E composto por quatro lobos:
direito, esquerdo, caudado e quadrado. A organizagdo anatomica do figado é
governada pela triade hepatica, que consiste na artéria hepatica, veia porta e ducto
biliar. Essas estruturas séo essenciais para manter o extenso suprimento vascular
do figado e o processo de excrecdo da bile (Trefts et al., 2017, Standring, 2016).

O figado recebe um suprimento sanguineo duplo: a artéria hepatica, que
fornece sangue oxigenado, e a veia porta, que fornece sangue rico em nutrientes

do trato gastrointestinal. Os capilares sinuséides hepaticos, com o seu endotélio
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fenestrado, desempenham um papel vital na filtragem e processamento desse
sangue, permitindo que o figado desempenhe suas funcGes metabolicas com
eficiéncia (Trefts et al., 2017).

A unidade funcional do figado é o I6bulo hepatico, uma estrutura hexagonal
composta por hepatocitos dispostos em torno de uma veia central. O lébulo
classico e o I6bulo portal séo dois modelos arquitetdnicos principais que auxiliam
na compreensdo da complexa organizacdo do figado. A distribuicdo dos sinuséides
hepéticos e triades portais dentro desses I6bulos contribui para a microcirculagéo
altamente organizada do figado. Os hepatdcitos desempenham diversas funcdes
metabdlicas, como armazenamento de glicogénio, gliconeogénese e metabolismo
lipidico. Além dos hepatdcitos, outros tipos importantes de células hepaticas
incluem células de Kupffer, células estreladas e células endoteliais, cada uma
contribuindo para funcBes e homeostase especificas do figado (Trefts et al., 2017).

O figado desempenha um papel crucial na manutencdo do equilibrio
metabolico. E responsavel pelo metabolismo dos carboidratos, incluindo o
armazenamento de glicogénio e gliconeogénese, e pelo metabolismo lipidico,
englobando a lipogénese e a lipdlise. O metabolismo de proteinas, como o
metabolismo de aminoacidos e a sintese de ureia, também é orquestrado

principalmente pelo figado (Hijmans et al., 2014, Rui, 2014).

1.4. DIABETES MELLITUS

O diabetes mellitus € uma doenca crénica, que estd compreendida numa
série de doencas metabdlicas, como hipertensao, resisténcia insulinica, obesidade,
dislipidemia (Xu et al., 2021). O diabetes é -caracterizado pelo estado
hiperglicémico cronico, que pode ser resultante da auséncia parcial ou total da
producéo e secrecdo de insulina pelas células B pancreaticas e/ou resisténcia do
organismo na acgédo desse hormaonio.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2022), houve aumento
consideravel no nimero de pessoas com diabetes dos anos 1980 até 2014, de 108
milhdes de pessoas para 422 milhdes de pessoas. Sendo que a sua prevaléncia tem

crescido mais rapidamente em paises de baixa e média renda do que em paises
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ricos. Além disso, a mortalidade por idade, causada pelo diabetes, aumentou 3%
entre os anos 2000 e 2019.

A Federacgéo Internacional do Diabetes estima que, atualmente, 537 milhdes
de individuos adultos convivam com o diabetes e projeta que em 2045 mais de 780
milhGes de pessoas serdo acometidas pelo diabetes mellitus. Dados de 2021
revelaram que o Brasil € o sexto pais com maior nimero de pessoas diabéticas no
mundo, com cerca de 15 milhdes de pessoas. Sendo 0s trés paises com mais
pessoas diabéticas s&o a China, a india e o Paquistio (IDF Diabetes Atlas, 2021).

O diabetes mellitus € usualmente dividido em dois tipos, 1 e 2. O diabetes
tipo 1 ocorre em consequéncia do ataque das células T do sistema imunoldgico as
células B pancreaticas, que produzem e secretam a insulina. As células T se
infiltram nas ilhotas pancreaticas, que compreendem a parte enddcrina do pancreas
e levam as células B a apoptose, resultando na auséncia da producéo e secrecao de
insulina e, consequentemente, na hiperglicemia (Henriksson et al., 2016).
Atualmente, cerca de 9 milhdes de pessoas sdo portadoras diabetes tipo 1 no
mundo (IDF Atlas Reports, 2022). Os sintomas comuns do diabetes tipo 1 séo
polidipsia, que € a sede excessiva, polilria, que € aumento na quantidade de urina,
e perda de peso, que podem ser diagnosticados tardiamente ou até mesmo
passarem despercebidos. O tratamento consiste na aplicacdo diaria de insulina,
monitoramento dos niveis glicémicos e educacdo acerca da doenca, que podem
protelar e prevenir as complicacdes que o diabetes causa (IDF Diabetes Atlas,
2021).

O diabetes tipo 2 ¢ caracterizado pela falha das células  na producao e
secrecdo da insulina acompanhada da resisténcia a este horménio nos tecidos
alvos, o que impedem que a glicose seja metabolizada de forma adequada pelo
organismo, resultando na hiperglicemia. Os fatores de risco para o
desenvolvimento do diabetes tipo 2 sdo: idade, histérico familiar, condicédo
genetica. Além disso, o estilo de vida ndo saudavel, como alimentacéo inadequada,
sedentarismo, tabagismo e obesidade aumentam os fatores de risco, uma vez que
0 acumulo de gordura nos tecidos hepéatico e muscular prejudicam a captacdo de

glicose mediada pela insulina. Portadores do tipo 2 normalmente precisam da
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administracdo de medicamentos hipoglicemiantes para controlarem seus niveis
glicémicos e, devido a progressdo da doenca, o uso de insulina também se faz
necessario em alguns casos (DeFronzo, 2004, Thomas & Philipson, 2015, Volpe
etal., 2018).

1.5. MODELO EXPERIMENTAL DE DIABETES TIPO 1 COM
ESTREPTOZOTOCINA

Os modelos animais desempenham um papel crucial na pesquisa pré-clinica
quando o acesso direto ao objeto de estudo nédo € vidvel. Esses organismos vivos,
que se assemelham a certos aspectos dos humanos, permitem que os pesquisadores
investiguem fenémenos que ndo podem ser estudados diretamente nos humanos.
Embora os modelos animais oferecam informacgdes valiosas sobre doencas, sua
capacidade de prever com precisdo os resultados humanos permanece limitada.
Uma porcentagem significativa de novos medicamentos que passam nos estudos
pré-clinicos falha nas fases clinicas, questionando a eficacia desses modelos como
substitutos diretos para testes em humanos. No entanto, estudos em animais
servem como ferramentas indispensaveis para gerar hipdteses que podem ser
posteriormente testadas em seres humanos (Gashemi & Jeddi, 2023).

Ratos e camundongos tém sido utilizados como modelo de estudo em
ensaios pré-clinicos com o objetivo de elucidar os mecanismos que envolvem o
diabetes, devido a sua facil disponibilidade, intervalo de geracdo curto e
semelhanca ao diabetes humano. Existem animais que desenvolvem diabetes tipo
1 espontaneamente, como camundongos NOD e ratos BB, mas esses animais tém
altos custos de manutencéo (Pearson et al., 2016, Bortell & Yang, 2012). Uma
alternativa mais acessivel para mimetizar o diabetes tipo 1 em animais de
experimentagdo ¢ o uso de farmacos que promovem a necrose das células 3
pancreaticas, ocasionando na auséncia de producdo e secrecdo de insulina, que
resulta no estado hiperglicEmico, como € o caso da estreptozotocina, que é
sintetizada a partir da bactéria Streptomyces achromogenes e também utilizada no

tratamento de tumores pancreaticos (Capdevila et al., 2022)
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O modelo de diabetes tipo 1 induzido por estreptozotocina é amplamente
utilizado para estudar possiveis farmacos com atividade hipoglicemiante (Sorour
et al., 2023, Ahmad et al., 2022, Lei et al., 2022, Valderrama et al., 2022). A
vantagem desse modelo ¢é a facilidade de aplicacéo, varia de uma dose alta de
estreptozotocina a doses baixas injetadas por alguns dias em animais de
experimentacdo. Apesar de seu alto custo, a estreptozotocina possui uma taxa
menor de mortalidade quando comparado ao modelo de diabetes tipo 1 induzido
por alloxan (Mostafavinia et al., 2016)

O mecanismo de a¢do da estreptozotocina (Figura 3) ¢ penetrar na célula 3
pancreética atraves de um transportador de glicose GLUT2 e causar a alquilacéo
do DNA. Esse dano ao DNA induz a ativacdo da poli ADP-ribose, que € um
processo essencial para o desenvolvimento do estado diabético. A ativacdo da poli
ADP-ribose causa a deplecdo de NAD+ e ATP na célula 3 pancreatica, o que gera
a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) que, por fim, causa a necrose

das células B pancreaticas (Szkudelski, 2001).

Ativagdo Deplegao

Dano ao

@ DNA Poli ADP- do NAD+ T ROS]
ribose e ATP

Figura 3: Mecanismo de agao da estreptozotocina (STZ) na célula § pancreatica.

1.6. TRATAMENTOS CONVENCIONAIS

Como o diabetes ¢ uma condicdo crénica, medidas educativas devem ser
tomadas para que ndo haja progressdo do diabetes. E indicado que portadores de
ambos 0s tipos tenham uma dieta balanceada, pratiquem exercicios fisicos e
saibam dos riscos que correm caso o diabetes se agrave (Diretrizes da Sociedade
Brasileira de Diabetes, 2017).
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Segundo a Diretriz da Sociedade Brasileira de Diabetes, para o tratamento
da diabetes tipo 1, a insulina exdgena é o medicamento mais usado. J& para o
diabetes tipo 2, a metformina é utilizada como medicamento de primeira linha,
devido a sua eficacia, baixa incidéncia de hipoglicemia e ao seu baixo custo.
Porém, atualmente também sdo usados agonistas de receptor do GLP-1, como
liraglutina, duoglutida e semaglutida injetavel ou oral, que atuam no aumento da
secrecdo de insulina dependente de glicose, diminuigcdo da secrecdo de glucagon,
retardo do esvaziamento gastrico e aumento da saciedade. Outras classes de
medicamentos também sdo utilizadas no tratamento do diabetes tipo 2 como
inibidores de SGLT2, que estimulam o glicosdria, a pioglitazona, que aumenta a
sensibilidade insulinica nos tecidos muscular, hepatico e adiposo, as sulfonilureias,
como a glibenclamida, que atua estimulando a secrecao de insulina pelas células
B, por meio de bloqueio dos canais de potdssio que resultardo na despolarizagao da
membrana, que causa o aumento de influxo de célcio, resultando na exocitose das
vesiculas de insulina (Siva Filho et al., 2022, Proks et al., 2002).

Produtos naturais, como plantas e seus compostos, sdo popularmente
utilizados para o tratamento de diversas doengas, sendo o diabetes um exemplo. A
metformina foi sintetizada a partir da guanidina, presente na planta Galega
officinalis, popularmente conhecida como galega. Seu mecanismo de agéo consiste
em ndo permitir que haja aumento da glicemia, por meio da reducdo na producao
de glicose pelo tecido hepatico (Witters, 2001). A metformina continua a ser alvo
de estudos em experimentos no modelo de diabetes tipo 1 devido as suas atividades
bioldgicas como, por exemplo, atenuando os efeitos nocivos no sistema urinario
(Xu et al., 2020), no trato reprodutor masculino (Liu et al., 2019, Nna et al., 2019)

e também diminui o estresse oxidativo, causado pelo diabetes (Ren et al., 2020).

1.7. MENTOL

O mentol é um monoterpeno monociclico, de férmula C10H200 (figura 4),
encontrado das plantas do género Mentha, pertencentes a familia Lamiaceae. O

alemdo Hieronymus David Gaubius foi o primeiro individuo a isolar a molécula
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do mentol em 1771 e em 1861, F. L. Alphons Oppenheim nomeou o composto
isolado como mentol (revisado por Cheng & An, 2022). O mentol é considerado
um composto seguro pela Food and Drug Administration (Vaddi et al., 2002) e
amplamente utilizado pelas industrias alimenticia, farmacéutica, cosmeética
(Kamatou et al., 2013).

HO ’ HO HO HoW

(+)-menthol (+)-isomenthol (+)-neomenthol (+)-neoisomenthol

H 0\\\\" H o\\\w H o\\\\u E H O/I

(-}-menthol (-)-isomenthol (-)-neomenthol (-)-necisomenthol

Figura 4: Estrutura quimica e formas isdmeras do mentol (Kamatou et al., 2013).

Algumas atividades bioldgicas do mentol ja estdo descritas na literatura, seu
efeito analgésico e anestésico é bem conhecido (Galeotti et al., 2002, Galeotti et
al.,, 2001), ha também trabalhos publicados que descrevem os efeitos
antibacteriano (Shelz et al., 2006) e antifungico (Zore et al., 2022). O nosso grupo
de pesquisa estudou o efeito gastroprotetor do mentol (Rozza et al, 2013, Rozza et
al., 2014), e também seu efeito cicatrizante em feridas cutdneas em ratos
normoglicémicos (Rozza et al., 2022) e em ratos hiperglicémicos (Vieira et al.,
trabalho no prelo).

Muruganathan e colaboradores (2017) descreveu o efeito antidiabetogénico
do mentol em ratos machos Wistar com diabetes induzido por estreptozotocina e
niacinamida. O modelo de diabetes utilizado mimetiza o diabetes tipo 2 (revisado

por Szkudelski, 2012). Os animais hiperglicémicos foram tratados oralmente com
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trés concentracdes diferentes de mentol (25, 50 e 100 mg/kg), glibenclamida (0,6
mg/kg) e veiculo por 45 dias. Os resultados deste ensaio demonstraram que 0
mentol atuou no controle glicémico dos animais, aumentando os niveis de insulina,
restaurou a atividade das enzimas metabolicas hepaticas e regenerou as células f3.

Um trabalho mais recente (Khare et al., 2018) avaliou se 0 mentol poderia
induzir o gasto de energia mediado pelo glucagon para prevenir o ganho de peso e
complicagbes relacionadas. Neste estudo € descrito a importancia dos canais
receptores de potencial transitdrio da subfamilia Melastatina-8 (TRPM8), que séo
receptores de frio e sdo altamente expressos em terminag0es nervosas sensoriais
que inervam a pele e o intestino no gasto de energia e séo mediados pelo mentol,
que atua como antagonista dos canais de TRPM8 (Dhaka et al., 2008; Harrington
etal., 2011; Bidaux et al., 2015; De Jong et al., 2015, Xu et al., 2020). Em um dos
experimentos conduzidos, camundongos machos da linhagem Swiss receberam
oralmente e topicamente uma dose de mentol (200 mg/kg) e foram pré-tratados
com cloridrato de benzidamina, que € um bloqueador dos TRPM8. Os resultados
desse experimento demonstraram gque o mentol aumentou os niveis de glucagon
séricos e que também esse aumento foi prevenido pelo cloridrato de benzidamina.
Num segundo experimento, os camundongos foram alimentados com dieta
hipercaldrica e foram tratados oralmente por 12 semanas, diariamente, com mentol
(50 ou 100 mg/kg), que preveniu o ganho de peso, resisténcia insulinica,
hipertrofia do tecido adiposos e a deposicdo de triacilglicerol no figado. Esses
resultados também foram observados no uso tépico do mentol (10% peso/volume).
O tratamento com mentol também alterou marcadores metabdlicos nos tecidos
hepético e adiposo, que refletem os efeitos do glucagon, tais como aumento da
glicogendlise e gliconeogénese no figado e, aumento da atividade termogénica dos

tecidos adiposos unilocular e multilocular.
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2. OBJETIVOS

e Geral:

Avaliar se o tratamento com mentol (50 mg/kg) apos 28 dias de tratamento
exerceria efeito hipoglicemiante em ratos com diabetes, induzido por
estreptozotocina e seus efeitos no tecido hepatico a fim de determinar possiveis

efeitos anti-inflamatoério e antioxidante.

e Especificos:

Avaliar o possivel efeito hipoglicemiante por meio de monitoramento da
glicemia e consumo de &gua e racdo durante os 28 dias de tratamento e apds o
periodo, por meio do teste oral de tolerancia a glicose e analises histoldgicas do

tecido pancreatico;

Realizar ensaios de histologia para a avaliacdo da estrutura morfoldgica do
tecido hepatico e a presenca ou nao de glicogénio nesse tecido;

Quantificar o glicogénio hepatico apds o periodo de tratamento;

Quantificar os niveis das citocinas inflamatdrias, TNF-a e IL-6, e da
citocina anti-inflamatdria, IL-10 a fim de determinar se 0 mentol possui atividade
anti-inflamatdria no tecido hepético apds 28 dias de tratamento;

Avaliar se 0 mentol possui efeito antioxidante no tecido hepético ap6s 28
dias de tratamento por meio de ensaios para verificacdo da atividade das enzimas
SOD, CAT e MPO e a quantidade de MDA e GSH, que sé&o agentes envolvidos no

estresse oxidativo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Foram utilizados ratos machos albinos de linhagem Wistar com peso entre
250 — 300 g provenientes do Biotério Central da UNESP. Esses animais foram
aclimatados no biotério departamental por no minimo uma semana antes da
manipulacdo experimental. Foram acondicionados em estantes ventiladas (Alesco,
Monte Mor, Brasil), sob temperatura (23 + 2° C) e ciclo claro-escuro (12 horas)
controlados. Os animais foram alimentados com ragdo e agua a vontade. Todas as
praticas experimentais foram executadas de acordo com o protocolo experimental
CEUA n° 9816221021 aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual Paulista (IBB/UNESP).

3.2.  INDUCAO DO DIABETES

Apds o periodo de aclimatacdo, os ratos foram submetidos a dosagem
glicémica para determinacdo dos niveis normais de glicemia. Os parametros de
glicemia foram definidos pelo método enzimatico glicose-oxidase usando
amostras de sangue coletadas da cauda do animal, com o auxilio de glicosimetro
Accu-Chek Active (Roche Diagnostics, Sdo Paulo, Brasil). Apos essa fase, 0s ratos
receberam Unica dose de estreptozotocina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) 45
mg/kg, diluida em solucdo tampdo de citrato 0,1 M, pH 4,5 via injecéo
intraperitoneal (Romana-Souza et al., 2009). Decorridos dois dias, 0s ratos com

niveis de glicemia maior ou igual a 200 mg/dL foram definidos como diabéticos.

3.3.  GRUPOS EXPERIMENTAIS

Apos a indugéo da hiperglicemia, os ratos foram divididos aleatoriamente
nos trés grupos, cada grupo contou com 10 animais: grupo N — normoglicémico,

que foi tratado com o veiculo, grupo H — hiperglicémico, tratado com o veiculo e
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0 grupo M — mentol, tratado mentol a 50 mg/kg. Os ratos normoglicémicos
serviram como parametro de normalidade. O mentol foi adquirido da Sigma-

Aldrich (Alemanha) e diluido no veiculo, em solu¢do de DMSO 1%.

34. TRATAMENTO ORAL

Diariamente durante 28 dias, os animais receberam o tratamento oral via
gavagem e foi realizado o controle da massa corporea, consumo de agua e racao.
A glicemia dos animais alimentados foi aferida nos dias 1, 9, 18 e 28 do tratamento.
Ao final do periodo de 28 dias de tratamento, os ratos foram eutanasiados por
aprofundamento anestésico, utilizando quetamina (160 mg/kg) e xilazina (20
mg/kg) e amostras de figado e pancreas foram destinados as analises descritas a

seguir.

3.5. TESTE ORAL DE TOLERANCIA A GLICOSE (OGTT)

Ap0s 28 dias de tratamento, os ratos foram submetidos ao OGTT ap0s um
jejum noturno de 12h. Os animais foram tratados com seus respectivos tratamentos
30 minutos antes da administracdo oral de glicose (2,0 g/kg). As amostras de
sangue foram coletadas de cada grupo imediatamente antes da administracdo de
glicose (0 min) e aos 30, 60, 90 e 120 min apds a administracdo de glicose. As
amostras de sangue foram obtidas por puncdo da veia caudal e a glicemia foi
quantificada pelo Accu-Chek Glucometer (Roche Diagnostic, Alemanha). Os
niveis de glicose no sangue foram expressos em termos de mg/dL (adaptado de
Muruganathan et al., 2017).

3.6. ANALISES HISTOLOGICAS

Amostras de figado e pancreas (n=4 por grupo) foram imersas em solucao

fixadora (85% alcool 80, 10% formalina e 5% acido acético), embebidas em
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parafina, cortadas na espessura de 5 pum e coradas com HE (hematoxilina e eosina)
para avaliacdo histoldgica, na qual foi quantificada a quantidade de ilhotas
pancreaticas no tecido pancreatico e células de Kupffer no tecido hepatico.

Para avaliarmos a presenca ou ndo de glicogénio nos hepatécitos, as laminas

de figado foram coradas com PAS (acido periddico e reagente de Schiff).

3.7. NIVEIS DE GLICOGENIO HEPATICO

Foram coletadas cerca de 300 a 500mg de amostras de figado dos animais
e digeridos em 2 ml de solucdo de KOH 30% em tubos Falcon em banho Maria
fervente por 1 hora. Apos esta fase, foi acrescentado 0,2 ml de Na,SO4 e 0 material
foi agitado. Em seguida, foram acrescentados 6,0 ml de etanol, agitado novamente
e levado ao banho Maria por cerca de 15 segundos. Em seguida, o material foi
centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos a 22°C. Apds a centrifugacdo o
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 2 ml de agua
destilada a 60°C. Posteriormente, foram acrescentados 6,0ml de etanol e o material
foi agitado e aquecido em banho maria e novamente centrifugado a 2000 rpm por
10 minutos a 22°C. O precipitado foi diluido em 15 pl de solugéo fenol e 2 ml de
acido sulfarico. Apds diluicdo do precipitado o contetido de glicogénio foi levado
ao banho fervente por 15 minutos e entdo foi quantificado por espectrofotometria
a 490nm (Rafacho et al., 2008).

3.8. ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

As amostras de figado e foram descongeladas, centrifugadas e o
sobrenadante processado para determinar os niveis dos mediadores inflamatorios
TNF-a e IL-6, e da citocina anti-inflamatéria IL-10 através do método de ELISA

sanduiche, usando kits comerciais (R&D Systems, Minneapolis, USA).

3.9. ESTRESSE OXIDATIVO
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3.9.1. NIVEIS DE MALONDIALDEIDO (MDA)

Amostras de tecido hepatico foram homogeneizadas empregando-se cloreto de
potassio (KCI 1.15%) na propor¢do de 1:5 (massa/volume). Em seguida, as
amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 4°C 7.690g. Em tubos de ensaio
adicionou-se 1500 pL acido acético a 20% pH 3.5, 400 uL agua destilada, 1500
uL acido tiobarbittrico (TBA) 0.8% diluido em 4cido acético a 20%, 400 pL de
sobrenadante e 200 uL de dodecil sulfato de sodio (SDS) 8.1%. Preparou-se tubos
para a curva padrdao contendo 100 pL. de concentragdes conhecidas de MDA e
acrescentou-se os reagentes descritos acima. Todos o0s tubos foram incubados por
1h a 95°C em banho maria e depois centrifugados por 10 minutos a 1.520g. Por
fim, pipetou-se 200 uL de aliquota de cada amostra e leu-se a absorbancia em 532
nm em leitor de microplacas Eon (Biotek, VA, Estados Unidos). Os resultados
foram multiplicados por 50 e expressos em nmol MDA/g tecido (Ohkawa et al.,
1979).

3.9.2. ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE (MPO)

Amostras de figado foram diluidas em tampdo HTAB (brometo de
hexadeciltrimetilaménio) 0.5% na propor¢cdo 1:20 (massa/volume) e
homogeneizadas usando equipamento Polytron por 15 segundos. As aliquotas
foram entdo centrifugadas a 6.540g por 20 minutos 4°C. Numa placa de 96 pocos,
adicionou-se 50 puL de sobrenadante ¢ 150 uLL de tampéao de reagdo contendo o-
dianisidina dihidroclérica e perdxido de hidrogénio. A absorbancia foi
determinada em 450 nm empregando leitor de microplacas Eon (Biotek, VA,
Estados Unidos). Os resultados foram expressos em U de MPO/g de tecido
(Krawisz et al., 1984)

3.9.3. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

As analises de atividade antioxidante foram realizadas nas amostras de

figado. As amostras foram descongeladas e homogeneizadas em tampao fosfato
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(0.1 M, pH 7.4). A concentracdo de proteinas das amostras foi determinada pelo

método de Bradford. Foram desenvolvidas as analises descritas a seguir:

ATIVIDADE DA ENZIMA SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

A atividade da SOD foi analisada através da reducdo de NBT (nitroblue
tetrazolium) usando o sistema hipoxantina-xantina oxidase, que gera superoxido
(Winterbourn et al., 1975). A absorbancia foi determinada a 560 nm no intervalo
de 1-10 minutos. Os resultados foram expressos em unidades de SOD/mg de

proteina.

ATIVIDADE DA ENZIMA CATALASE (CAT)
A atividade da enzima catalase foi determinada por meio do Kit Catalase

Assay (Cayman Chemical, Estados Unidos), seguindo o protocolo do fabricante.

NIVEIS DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH)

O nivel de GSH foi determinado baseando-se na oxidacdo da glutationa
reduzida (GSH) presente na amostra, a sua forma oxidada (GSSG), mediante
incubagdo da amostra com o acido 5,5’-ditiobisnitrobenzoico (DTNB) (Faure &
Lafond, 1995). A intensidade da coloracéo foi lida em espectrofotometro a 412
nm. A quantidade de GSH foi calculada por interpolagédo na curva padréo de GSH

e os resultados foram expressos como nmol de GSH/mmol/g de proteina.

3.10. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados paramétricos foram expressos na forma de média + erro padrdo
da média e submetidos a andlise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias,
seguida pelo teste de Tukey. As analises foram feitas pelo software GraphPad
Prism 8 (GraphPad Softwares, La Jolla, EUA) com nivel de significancia minimo
de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. MASSA CORPORAL, CONSUMO DE RACAO E AGUA

A figura 5A apresenta a porcentagem de ganho de massa corporal dos
animais tratados com veiculo nos grupos normoglicémico e hiperglicémico, ou
mentol durante 28 dias. O grupo normoglicémico apresentou ganho de massa
corporal de cerca de 27%, enquanto o grupo hiperglicémico apresentou ganho em
torno de 11% e o grupo tratado com mentol apresentou aproximadamente 17% no
ganho de massa corporal (p(p<0,01 p<0,05 em relagdo ao grupo normoglicémico,
respectivamente) apos os 28 dias de tratamento.

Nas figuras 5B e 5C sdo mostrados os consumos médios de racdo e agua,
respectivamente, nas quais observa-se que o grupo normoglicémico apresentou

menor consumo de racao e agua em comparacdo aos demais grupos (p<0,0001).
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Figura 5: (A) Porcentagem de ganho de massa corporal dos animais apds os 28
dias de tratamento oral com veiculo nos grupos normoglicémico e hiperglicémico
ou mentol (50 mg/kg). Consumo médio de racdo (B) e agua (C) apds 28 dias de
tratamento oral com veiculo nos grupos normoglicémico e hiperglicémico ou
mentol (50 mg/kg). Resultados expressos como média + erro padrdo da média,
n=10. Letras diferentes indicam diferenca significativa; ANOVA de uma via,

seguido de teste de Tukey, p<0,05.

4.2. GLICEMIA EM DESJEJUM
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A figura 6 mostra a glicemia dos animais alimentados e em tratamento nos
dias 1, 9, 18 e 28. No dia 1 do tratamento, 0 grupo normoglicémico apresenta
glicemia em pardmetros normais, ou seja, abaixo dos niveis glicémicos dos
animais hiperglicémicos (p<0,001 em relacéo do grupo hiperglicémico; p<0,01 em
relacdo grupo tratado com mentol). No dia 9 de tratamento, a glicemia aferida ap6s
0 tratamento, apontou que o grupo normoglicémico manteve a glicemia normal e
menor em relacdo ao grupos hiperglicémico e mentol (p<0,01 em relacdo ao grupo
normoglicémico; p<0,05 em relacdo ao grupo tratado com mentol). Nos dias 18 e
28, ndo houve diferenca estatistica entre o grupo normoglicémico e o grupo tratado

com mentol.
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-l H - hiperglicémico
== M - mentol (50 mg/kg)
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Figura 6: Glicemia aferida nos dias 1, 9, 18, 28 de tratamento nos animais tratados
com veiculo, normoglicémicos e hiperglicémicos, ou mentol (50 mg/kg).
Resultados expressos como média * erro padrdo da média, n=10. ANOVA de uma
via, seguido de teste de Tukey, p<0,05.

43. OGTT

O OGTT tem como objetivo avaliar a intolerancia a glicose, ap0s
administracdo de uma dose alta de glicose ao longo do tempo, definido pelo

protocolo experimental. O grupo normoglicémico apresentou glicemia inferior aos
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grupos hiperglicémicos (p<0,0001) em todos os intervalos de tempo, com pico de
glicemia no tempo 60, que foi normalizado ap6s 120 minutos da administracdo da
alta dose de glicose (figura 7%). No tempo de 60 minutos também se observou que
houve diferenca entre o grupo hiperglicémico e mentol (p<0,05), no entanto, nos
tempos 90 e 120 minutos ndo houve diferencga entre esses grupos. Na imagem 7B
€ mostrada area sob a curva do OGTT, o grupo mentol apresentou maior area em
relacdo aos demais grupos (p<0,05 em relacdo ao grupo normoglicémico e ao
grupo hiperglicémico. Contudo, os dois grupos hiperglicémicos apresentaram
glicemia acima de 300 mg/dL, o que configura que esses animais estavam

diabéticos e intolerantes a glicose.
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Figura 7: (A) OGTT, no qual foram quantificados os niveis glicEmicos nos tempos
0, 30 minutos, 60 minutos, 90 minutos e 120 minutos, apds 28 dias de tratamento
oral com veiculo nos grupos normoglicémico e hiperglicémico ou mentol (50
mg/kg). Resultados expressos como média + erro padrdo da média, n=10. ANOVA

de uma via, seguido de teste de Tukey, p<0,05.
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(B) Area sob a curva do OGTT. Resultados expressos como média + erro padrio
da média, n=10. Letras diferentes indicam diferenca significativa; ANOVA de uma

via, seguido de teste de Tukey, p<0,05.

4.4. ANALISE HISTOLOGICA

As imagens histologicas do pancreas (figura 8), coradas com HE mostraram
gue mesmo com a aplicacdo da estreptozocina, os animais hiperglicémicos ainda
continham algumas ilhotas pancreéticas, apontadas em circulos tracejados em
amarelo. E possivel observar que as ilhotas pancreaticas no grupo hiperglicémico
e no grupo mentol apresentam hipoplasia. A figura 9 mostra a contagem de ilhotas
pancreaticas, na qual o grupo normoglicémico apresentou maior quantidade de

ilhotas pancreaticas em comparacao aos grupos hiperglicémico e mentol (p<0,01).

Figura 8: Imagens histoldgicas do pancreas, coradas com HE, ap6s 28 dias de

tratamento oral com veiculo nos grupos normoglicémico (A e D) e hiperglicémico
(B e E) ou mentol (50 mg/kg, C e F). Circulos tracejados em amarelo indicam as
ilhotas pancreaticas. A, B, C —barra: 100 um; C, D, F — barra: 200 pum.
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Figura 9: Numero de ilhotas pancreéaticas encontradas nos cortes histoldgicas do
pancreas. Resultados expressos como média + erro padrdo da média, n=4. Letras
diferentes indicam diferenca significativa; ANOVA de uma via, seguido de teste
de Tukey, p<0,05.

Na figura 10, podemos observar que ha diferencas morfologicas nos cortes
histolégicos do tecido hepético, coradas com HE. O grupo normoglicémico
apresenta um tecido hepético organizado, com hepatdcitos com ndcleos claros.
Enquanto no grupo hiperglicémico observamos um tecido com o ndcleo dos
hepatdcitos escurecidos e com capilares sinusoides dilatados, apontados pela seta
em amarelo, e células de Kupffer em hiperplasia, destacadas pelo retadngulo
tracejado em amarelo. J& no grupo tratado com mentol a arquitetura morfologica €
mais semelhante visualmente ao grupo normoglicémico, apresentando capilares
sinusoides pouco dilatados.

A figura 11 apresenta a contagem de células de Kupffer, que séo células que
realizam a fagocitose no tecido hepatico. O resultado das contagens demonstrou
que o grupo normoglicémico apresentou menor quantidade nas células de Kupffer,
contidas nos cortes histolégicos do figado, em comparagdo aos grupos

hiperglicémico e mentol (p<0,05).
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Figura 10: Imagens histologicas do figado, coradas com HE, apds 28 dias de
tratamento oral com veiculo nos grupos normoglicémico (A e D) e hiperglicémico
(B e E) ou mentol (50 mg/kg, C e F). Retangulos tracejados em amarelo indicam
a hiperplasia de células de Kupffer; Seta amarela indica dilatacdo dos capilares
sinuséides. A, B, C — barra: 100 um; C, D, F — barra: 50 pum.

50— b mmm N - normoglicémico
mm H - hiperglicémico

mm= M - mentol (50 mg/kg)

Numero de células de Kupffer

N H M

Figura 11: Namero de células de Kupffer encontradas nos cortes histoldgicos do

figado. Resultados expressos como média + erro padrdo da média, n=4. Letras
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diferentes indicam diferenca significativa, ANOVA de uma via, seguido de teste
de Tukey, p<0,05.

45. GLICOGENIO HEPATICO

O glicogénio e forma de armazenar a glicose nos tecidos musculares e
hepético, que tem como funcdo manter a glicemia regulada durante as refeices. A
coloracdo PAS tem como objetivo corar carboidratos presentes nas células, como
é o caso do glicogénio presente nos hepatocitos. Na figura 12, observamos cortes
histologicos do tecido hepatico corados com PAS. As setas em amarelo indicam o

glicogénio armazenado nos hepatocitos.

Figura 12: Imagens histolégicas do figado, coradas com PAS, ap6s 28 dias de

tratamento oral com veiculo nos grupos normoglicémico (A e D) e hiperglicémico
(B e E) ou mentol (50 mg/kg, C e F). Setas amarelas indicam o glicogénio marcado

com a coloragdo PAS; A, B, C — barra: 100 um; C, D, F — barra: 50 um.
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O glicogénio foi mensurado em amostras de figados ap6s 28 dias de
tratamento e os resultados obtidos revelaram que o grupo normoglicémico
apresentou um aumento (p<0,0001) no nivel de glicogénio armazenado em relacdo

aos grupos hiperglicémico e mentol (figura 13).

60— C o
mm N - normoglicémico

= H - hiperglicémico

mm= M - mentol (50 mg/kg)

Glicogénio hepatico (mg%)

N H M

Figura 13: Glicogénio hepéatico medido, apos 28 dias de tratamento oral com
veiculo nos grupos normoglicémico e hiperglicémico ou mentol (50 mg/kg).
Resultados expressos como media + erro padrdo da média, n=10. Letras diferentes
indicam diferenca significativa; ANOVA de uma via, seguido de teste de Tukey,
p<0,05.

4.6. ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Na figura 14, sdo apresentados os niveis das citocinas inflamatorias TNF-a
(A) e IL-6 (B) quantificadas no tecido hepético, na qual é possivel notar que apos
28 dias de tratamento com mentol diminuiu de forma significativa a quantidade de
TNF-a (p<0,001) ¢ de IL-6 (p<0,01) em comparacéo ao grupo hiperglicémico. Ja
a figura 14C apresenta a quantificacdo dos niveis de IL-10, uma citocina anti-
inflamatoria. O tratamento com mentol por 28 dias aumentou os niveis de I1L-10

no tecido hepatico, em comparacao ao grupo hiperglicémico (p<0,001).
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Figura 14: Niveis das citocinas TNF-a (A), IL-6 (B) e IL-10 (C) quantificadas no
tecido hepatico, ap6s 28 dias de tratamento oral com veiculo nos grupos
normoglicémico e hiperglicémico ou mentol (50 mg/kg). Resultados expressos
como média + erro padrdo da média, n=10. Letras diferentes indicam diferenca

significativa; ANOVA de uma via, seguido de teste de Tukey, p<0,05.
4.7. ESTRESSE OXIDATIVO

4.7.1. NIVEIS DE MDA

O MDA é um marcador de estresse oxidativo, que indica se ha peroxidacéo
lipidica. Na figura 15, os niveis de MDA no tecido hepético sdo apresentados, na
qual sugere que o tratamento com o mentol diminuiu a quantidade desse marcador

em comparagdo com o grupo normoglicémico e o grupo hiperglicémico (p<0,05).
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Figura 15: Niveis de MDA medidos nos figados dos animais, apés 28 dias de
tratamento oral com veiculo nos grupos normoglicémico e hiperglicémico ou
mentol (50 mg/kg). Resultados expressos como média + erro padrdo da média,
n=10. Letras diferentes indicam diferenca significativa, ANOVA de uma via,

seguido de teste de Tukey, p<0,05.

4.7.2. ATIVIDADE DA MPO

A MPO é uma enzima inflamatdria e oxidante produzida pelos neutrofilos.
Na figura 16 é mostrada a atividade da MPO nos grupos normoglicémico,
hiperglicémico apos 28 dias de tratamento. O tratamento com mentol diminuiu a
atividade da MPO no tecido hepatico, apresentando menor atividade dessa enzima

em comparagao ao grupo hiperglicémico (p<0,05).
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Figura 16: Atividade da MPO medida nos figados dos animais, apos 28 dias de
tratamento oral com veiculo nos grupos normoglicémico e hiperglicémico ou
mentol (50 mg/kg). Resultados expressos como média + erro padrdo da média,
n=10. Letras diferentes indicam diferenca significativa, ANOVA de uma via,

seguido de teste de Tukey, p<0,05.

4.7.3. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Amostras de figados foram utilizadas para medir a atividade das enzimas
SOD e CAT e a quantidade de GSH apds 28 de tratamento (figura 17). O grupo
tratado com mentol apresentou aumento significativo na atividade da SOD
(p<0,0001 em relacéo ao grupo normoglicémico; p<0,001 em relacdo ao grupo
hiperglicémico), aumento na atividade da enzima CAT (p<0,0001 em relacdo aos
grupos normoglicémico e hiperglicémico) e apresentou aumento na quantidade de

GSH (p<0,0001 em relacdo aos grupos normoglicémico e hiperglicémicos).
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Figura 17: Atividade da SOD (A) e CAT (B) e quantidade de GSH (C) medidas
nos figados dos animais, ap0s 28 dias de tratamento oral com veiculo nos grupos
normoglicémico e hiperglicémico ou mentol (50 mg/kg). Resultados expressos
como media £ erro padrdo da média, n=10. Letras diferentes indicam diferenca

significativa; ANOVA de uma via, seguido de teste de Tukey, p<0,05.
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5. DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar se o tratamento com o
mentol exerceria efeito hipoglicemiante em ratos portadores diabetes tipo 1,
induzido por estreptozotocina e seus efeitos no tecido hepatico apds 28 dias. O
diabetes é uma doenca crbnica que afeta 0 organismo como um todo. A principal
caracteristica do diabetes é hiperglicemia, que pode ser resultante da falha na
producéo da insulina ou na ag¢do da insulina no organismo (Volpe et al., 2018).

O diabetes ¢ uma doenca silenciosa, no entanto alguns sintomas podem ser
percebidos a curto prazo, como a polidipsia (sede excessiva), polidria (aumento na
excrecdo de urina) e polifagia (aumento no apetite) associada a perda de peso. A
poliuria pode ser explicada pela alta concentracdo de glicose no sangue, o que faz
com que altas quantidades de glicose sejam captadas pelos rins, aumentando sua
osmolaridade, que resulta em maior captacdo de dgua e aumento na quantidade de
urina. O aumento na captacdo de agua pelos rins pode causar desidratacao,
explicando o maior consumo de agua pelos individuos. A polifagia pode ser
explicada pela deficiéncia na captacdo de glicose nos tecidos-alvo, que leva a
deficiéncia no mecanismo de saciedade do individuo. A perda de peso é decorrente
da alta taxa de catabolismo observada em diabéticos além da dificuldade de
absorcdo de glicose (Muruganathan et al, 2017). O grupo normoglicémico foi
incluido como parametro de normalidade neste estudo. Ao decorrer do
experimento para avaliarmos se 0 mentol possuia atividade hipoglicemiante, nds
fizemos o controle de consumo de racdo e 4gua e monitoramos a massa corporea.
Os resultados apresentados mostraram que o grupo tratado com mentol obteve um
ganho de cerca de 17% na massa corpérea. Todavia, 0 consumo médio de racdo e
agua observada nesse grupo foi equivalente ao grupo hiperglicémico e superior ao
grupo normoglicémico, indicando que o tratamento com mentol ndo reestabeleceu
os parametros fisioldgicos, que sdo alterados pelo estado diabético.

O tratamento oral com mentol ndo apresentou efeito hipoglicemiante
significativo apds 28 dias. Uma possivel justificativa para esses resultados é o
modelo experimental escolhido. Enquanto no modelo de diabetes tipo 1, a

estreptozotocina age na necrose das células  pancredticas, que sdo responsaveis
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pela producéo de insulina, 0 modelo utilizado por Muruganathan e colaboradores
(2017) foi o diabetes tipo 2, induzido por estreptozotocina e niacinamida, no qual
0 mentol teve efeito hipoglicemiante. O papel da niacinamida é atenuar o efeito
destruidor de células B que a estreptozocina produz, que evita a ativagao da poli
ADP-ribose, diminui a morte celular e permite que haja producdo de insulina
(Szkudelski, 2012). Ou seja, no modelo de diabetes escolhido houve uma
destruicdo maior das cé¢lulas B pancreaticas do que haveria no modelo de diabetes
tipo 2, induzido por estreptozotocina e niacinamida.

Avaliamos a histologia do tecido pancreatico e hepatico apos 28 dias dos
tratamentos. No tecido pancreéatico, pudemos observar que ha uma diferenga no
tamanho das ilhotas de pancreaticas entre 0 grupo normoglicémico e 0s grupos
hiperglicémicos e, também na quantidade dessas ilhotas, que sdo menores nos
grupos hiperglicémicos. Essa diminuicdo também pode estar relacionada ao
modelo de diabetes escolhido, ja que a estreptozotocina destrdi as células [
pancreéaticas. No tecido hepético, observarmos uma diferenca na estrutura celular
no grupo hiperglicémico em relacdo aos grupos normoglicémico e mentol, que
apresenta os capilares sinuséides dilatados e areas de hiperplasia de células de
Kupffer, que sdo células responsaveis pela fagocitose no tecido hepatico e o nucleo
dos hepatdcitos claros, enquanto no grupo hiperglicémico, o nulcleo dos
hepatdcitos estavam escurecidos. A hiperglicemia, decorrente do diabetes, causa
essas alteracbes morfoldgicas que afetam negativamente o funcionamento do
tecido hepatico (Ma et al., 2020, Rodriguez et al., 2018, Al-shagha et al., 2015).

O glicogénio é um polissacarideo, resultante do metabolismo da glicose, e
tem como funcdo servir de armazenamento de energia e, também na manutencgéo
dos niveis de glicose no organismo. E encontrado em todos os tipos celulares,
porém em maior quantidade no figado e no musculo esquelético. O diabetes causa
alteracdo nos niveis de glicogénio hepético, que diminuem em decorréncia da
auséncia de insulina, que age na homeostase da glicose no organismo e sinaliza
para seus tecidos-alvo, como o figado, que héa glicose a ser absorvida e armazenada
em forma de energia (Muruganathan et al, 2017, Petersen et al, 2017). Em nosso

estudo, observamos que o grupo normoglicémico apresentou uma quantidade
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maior de glicogénio hepético, que foi evidenciada pelos cortes histologicos
corados com PAS, em contrapartida os grupos hiperglicémicos apresentaram
niveis baixos de glicogénio no figado. O tratamento com mentol ndo instaurou os
niveis baixos de glicogénio hepatico, devido a auséncia de insulina no organismo
dos animais, que sinaliza para o tecido hepéatico quando realizar a glicogénese,
processo de sintese do glicogénio. Em um modelo de obesidade cronica induzida
por dieta hipercaldrica, o tratamento com mentol também diminuiu o nivel de
glicogénio hepatico, entre outras alteracdes que estdo relacionadas ao estado de
gasto energético do figado dependentes de glucagon (Khare et al., 2018).

Uma das caracteristicas do diabetes, € a inflamacéo crénica que é resultado
do estado hiperglicémico, que altera as funcdes de macréfagos e neutrofilos. Outro
fator que também influencia no estado de inflamacdo crbnica em individuos
portadores de diabetes é o aumento de produtos de glicagdo avangada (AGE’s) (Du
et al., 2022, Cabrera et al., 2016). Os AGE’s sdo moléculas resultantes de da
oxidacdo de lipideos e carboidratos, que quando ligados aos seus receptores
celulares, denominados RAGE’s estimulam a produgdo de agentes inflamatorios
como as citocinas, TNF-a e IL-6, a produgdo da MPO pelos neutréfilos, que é uma
enzima inflamatoria e oxidante (Dong et al., 2022, Huang et al., 2016). O
tratamento com mentol foi capaz de diminuir os niveis de TNF-o ¢ IL-6 e a
atividade da MPO e, também aumentou a quantidade de IL-10 no tecido hepaticos
dos animais diabéticos. Esses resultados evidenciam o efeito anti-inflamatério do
mentol no tecido hepético de ratos diabéticos, que pode auxiliar no tratamento da
inflamacdo crénica causada pelo diabetes.

A producdo de espécies reativas de oxigénio € algo natural no organismo e
estd envolvido em processos celulares, como por exemplo apoptose e resposta
imune. Entretanto, quando a producdo de espécies reativas de oxigénio €
exacerbada resulta em estresse oxidativo, que também é uma das complicacbes
causadas pelo diabetes (Xie et al., 2018). O estresse oxidativo causa danos aos
principais compostos celulares, como lipideos, proteinas e DNA (Sifuentes-Franco
etal., 2017). O organismo tem sua propria forma de acdo contra estresse oxidativo

e que pode ser melhorado por meio de agentes antioxidantes, como o mentol. Um
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estudo recente (Matouk et al., 2022) avaliou o efeito do mentol no tecido hepético
em modelo experimental de sepses induzida em ratas e demonstrou que
administracdo do mentol diminuiu o estresse oxidativo, a inflamacdo e apoptose
no tecido hepético e promoveu a regeneracdo das células do figado, evidenciando
o efeito hepatoprotetor do mentol. Agentes oxidantes enziméaticos como a SOD e
CAT e ndo enzimaticos, como a GSH, atuam na manutencdo dos niveis normais
de espécies reativas de oxigénio (Bhattamisra et al., 2021). O tratamento com
mentol aumentou os niveis de GSH no figado dos animais diabéticos. Além disso,
houve aumento da atividade das enzimas SOD e CAT no tecido hepatico do grupo
tratado com mentol, que pode ter contribuido para o efeito protetor no tecido
hepatico. Visar o estresse oxidativo e a inflamacdo pode ser promissor para
preservar a funcdo hepatica e atenuar as complicagdes relacionadas ao figado no
diabetes (Delli Bovi et al., 2021).

45



6. CONCLUSAO

O tratamento oral com mentol em ratos portadores de diabetes tipo 1,
induzido por estreptozotocina apds 28 dias ndo diminuiu os niveis glicémicos dos
animais diabéticos de forma significativa, nem reestabeleceu os parametros de
massa corporal, consumo de agua e racdo que sdo prejudicados pelo estado
diabético. No entanto, o tratamento com mentol ap6s 28 dias induziu aumento na
atividade anti-inflamatoria, aumentando os niveis de IL-10 e diminuindo os niveis
de TNF-a, e evidenciou o efeito antioxidante do mentol, que aumentou a atividade
da SOD e CAT, aumentou a quantidade de GSH e diminuiu a atividade da MPO e
da quantidade de MDA no tecido hepatico. Juntos, esses resultados apontam o
mentol como um promissor agente hepatoprotetor. Ainda sdo necessarios mais
ensaios a fim de identificar possiveis mecanismos de atuacdo do mentol no tecido

hepatico.
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7. RESUMO GRAFICO
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9. APENDICE

Cerificado do protocolo experimental aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais da Universidade Estadual Paulista (IBB/UNESP).
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "MECANISMOS METABOLICOS, BIOQUIMICOS E MOLECULARES DO EFEITO
ANTIDIABETOGENICO DO MENTOL EM RATOS HIPERGLICEMICOS", protocolada sob o CEUA n2 9816221021 (b 000322), sob a
responsabilidade de Ariane Leite Rozza - que envolve a producao, manutengao e/ou utilizagcao de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esté de acordo com os preceitos da Lei
11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do
Universidade Estadual Paulista (IBB/JUNESP) na reunido de 25/02/2022.

We certify that the proposal "mETABOLIC, BIOCHEMICAL AND MOLECULAR PARAMETERS OF MENTOL ANTIADIABETOGENIC EFFECT
USING HYPERGLICEMIC RATS", utilizing 40 Heterogenics rats (40 males), protocol number CEUA 9816221021 (o 000322), under the
responsibility of Ariane Leite Rozza - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum
Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law
11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of
Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Sdo Paulo State University
(IBB/UNESP) in the meeting of 02/25/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 11/2021 a 11/2024 Area: Ciéncias Bioldgicas
Origem: Biotério Central da UNESP

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 2 a4 meses N: 40
Linhagem: Wistar Peso: 260a300g

Local do experimento: Biotério de Pequenos Mamiferos, departamento de Biologia Estrutural e Funcional

Botucatu, 03 de margo de 2022
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Hordrio de atendimento: 22 a 62 das 8h as 11h30 - 14h 4s 18h : e-mail: ceua.ibb@unesp.br
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