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RESUMO

O termo Diabetes mellitus (DM) descreve uma desordem metabdlica, caracterizada
por hiperglicemia crénica, resultante da falta de producdo de insulina e/ou de resisténcia a
acdo do mesmo. Atualmente, muitos medicamentos sdo utilizados para tratar diabetes,
incluindo insulina exdgena e drogas alopaticas como biguanidas, sulfonilureias e inibidores de
alfa-glicosidases. Entretanto, possuem muitos efeitos adversos que diminuem a qualidade de
vida do paciente e a resposta por uso prolongado. Somado ao fato de que a incidéncia do DM
vem se elevando de modo alarmante, os estudos com plantas que possuam efeitos
antidiabéticos vém despertando o interesse por parte dos pesquisadores. Estudos anteriores do
nosso grupo de pesquisa sobre o efeito hipoglicemiante do extrato de folhas de Bauhinia
holophylla nos permitiu identificar e isolar a molécula responsavel pelo efeito
hipoglicemiante. Tal molécula é denominada litospermosideo, um cianoglicosideo nao-
cianogénico. Assim, o presente estudo teve como objetivo realizar a caracterizacdo geral do
efeito do litospermosideo no quadro diabético de camundongos diabéticos induzidos por
estreptozotocina e tratados por 14 dias nas doses 1, 5, 10 e 20mg/Kg, na busca de uma
alternativa para o tratamento do diabetes. Foram utilizados camundongos machos Swiss, que
foram separados em 1 grupo normoglicémico e 5 grupos diabéticos. A glicemia de jejum
mensurada nos dias 7 e 14, e a ingestdo hidrica e alimentar e o peso corpdreo foram medidos
diariamente. No 14° dia, foram analisadas a sensibilidade a insulina e a tolerancia a glicose.
Apos os 14 dias, os animais foram eutanasiados e tiveram 0Orgdos pesados; foram retirados
fragmentos de musculo e figado para a mensuracdo de glicogénio hepéatico e muscular, do
figado para analise protedmica, e sangue foi coletado para analise dos parametros
bioquimicos. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. Para
comparacao entre multiplos resultados paramétricos foi utilizado ANOVA de dois caminhos
seguido do pos teste de Tukey. O nivel de significancia adotado foi p<0,05. O tratamento com
o litospermosideo durante quatorze dias ndo se mostrou toxico aos animais e diminuiu a
glicemia em jejum ja no 7° dia de tratamento. Também aumentou a sensibilidade a insulina e
maior tolerancia a glicose. Impediu também a protedlise muscular e consequentemente a
perda de massa muscular, assim como reduziu a perda de peso corpéreo. Houve a diminuicao
do colesterol total e os triglicerideos, aumento do colesterol HDL e a aloumina sérica, além de
aumentar o armazenamento de glicogénio hepatico. Através das analises protedmica pode-se

perceber que o litospermosideo foi capaz de amenizar as anomalias no metabolismo lipidico e



energético causados pelo diabetes. O litospermosideo foi capaz de melhorar o quadro

diabético em camundongos induzidos por estreptozotocina.

Palavras-chave: Cianoglicosideo, Diabetes mellitus, figado, hipoglicemiante.



Abstract

The term Diabetes mellitus (DM) describes a metabolic disorder characterized by
chronic hyperglycemia resulting from lack of insulin production and/or resistance to insulin
action. Many medications are currently being used to treat diabetes, including exogenous
insulin and allopathic drugs such as biguanides, sulfonylureas, and alpha-glycosidase
inhibitors. However, they have many adverse effects that decrease the quality of life of the
patient and the response for prolonged use. In addition to the fact that the incidence of DM is
rising alarmingly, studies with plants that have anti-diabetic effects have aroused the interest
of the researchers. Previous studies by our research group on the hypoglycemic effect of
Bauhinia holophylla leaf extract have allowed us to identify and isolate the molecule
responsible for the hypoglycemic effect. Such a molecule is called lithospermoside, a non-
cyanogenic cyanoglicoside. The aimed of this study was to characterize the lithospermoside
effect in the diabetic group of diabetic mice induced by streptozotocin and treated for 14 days
at doses 1, 5, 10 and 20mg / kg, in the search for an alternative treatment of diabetes. Male
Swiss mice were used, which were separated into 1 normoglycemic group and 5 diabetic
groups. Fasting glycemia measured on days 7 and 14, and water and food intake and body
weight were measured daily. On the 14™ day, insulin sensitivity and glucose tolerance were
analyzed. After 14 days, the animals were euthanized and had heavy organs; muscle and liver
fragments were collected for the measurement of hepatic and muscular glycogen from the
liver for proteomic analysis, and blood was collected for analysis of biochemical parameters.
The results were expressed as mean + standard error of the mean. For comparison between
multiple parametric results, two-way ANOVA was used followed by Tukey's test post. The
level of significance was set at p <0.05. Treatment with lithospermoside for fourteen days did
not prove to be toxic to the animals and decreased fasting glycemia by the 7" day of
treatment. It also increased insulin sensitivity and increased glucose tolerance. It also
prevented muscle proteolysis and consequently loss of muscle mass, as well as reduced body
weight loss. There was a decrease in total cholesterol and triglycerides, an increase in HDL
cholesterol and serum albumin, and an increase in the storage of hepatic glycogen. Through
proteomic analysis it can be seen that lithospermoside was able to alleviate the anomalies in
lipid and energy metabolism caused by diabetes. Lithospermoside was able to improve the

diabetic condition in streptozotocin-induced mice.
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1. INTRODUCAO

1.1 Insulina

A insulina é o horménio anabdlico mais conhecido e essencial para a manutencéo da
homeostase da glicose, além de atuar na diferenciacdo e crescimento celular. A insulina é
secretada pelas células B das ilhotas pancreaticas em resposta ao aumento dos niveis de
glicose e aminoacidos no sangue apos as refeices (Carvalheira et al., 2002). Seus efeitos
ocorrem através de receptores localizados na membrana celular de tecidos responsivos a
insulina, como musculo estriado, figado e tecido adiposo (Argilés & Lopez-Soriano, 2001).
A insulina atua em varios processos metabdlicos, que incluem o controle do metabolismo de
carboidratos, lipideos e proteinas (Anderson et al., 1994).

A secrecao da insulina pelas células B sofre influéncia de varios fatores, como 0S
niveis plasmaticos de glicose, de somatostatina, de glucagon e pelos sistemas nervoso
simpatico e parassimpatico. A glicose € o principal estimulador da secrecéo de insulina, e tem
sua entrada nas células B proporcionada pelo transportador de glicose 2 (GLUT 2). A
elevacdo da concentracdo de glicose e sua metabolizacdo aumentam a concentracao
intracelular de ATP. Como resultado, os canais de potassio sensiveis ao ATP fecham-se
causando despolarizacdo da membrana e abertura de canais de calcio dependentes de
voltagem. Esse fluxo de célcio é percebido por proteinas de ligacdo ao calcio, o que
impulsiona o deslocamento de granulos secretdrios ao longo dos microtibulos que levam a
fusdo das vesiculas com a membrana plasmatica e exocitose do hormonio (Bressler &
Johnson, 1997; Kalwat, M. A & Cobb, M. H, 2017).

A homeostase da glicose € controlada pela insulina através de inimeros processos, que
incluem a sintese de glicogénio (glicogénese), ou sua degradacdo devido a periodos de jejum
(glicogendlise), a quebra de glicose para liberagdo de energia (glicolise), ou ainda a inibicéo

da producdo de glicose pelo figado através de compostos que ndo sdo carboidratos
15



(gliconeogénese) em situagdo de jejum intenso ou ainda doengas, como o Diabetes mellitus
(DM) (Carvalheira et al., 2002).

Defeitos na acdo ou secrec¢do da insulina podem levar a instalagdo do DM e tém como
consequéncia a hiperglicemia cronica, desequilibrio no metabolismo de proteinas e lipideos,

além de polidria, polifagia e polidipsia (Carvalheira et al. 2002).

1.2 Diabetes Mellitus

O DM é uma desordem metabdlica que tem a hiperglicemia crénica como
caracteristica devido a defeitos na secrecdo, acdo de insulina ou ambos. Tal desordem resulta
em um desequilibrio nos metabolismos de carboidratos, lipideos e proteinas, acarretando em
grandes complicacGes em longo prazo (Vareda et al., 2014).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) afirma que o diabetes afeta
aproximadamente 422 milhdes de pessoas ao redor do mundo, e estima-se que afetara cerca
de 642 milhdes em 2040, devido ao crescimento populacional, ao envelhecimento, a
urbanizacéo, ao sedentarismo e ao aumento da obesidade. O DM est4 entre as dez principais
causas de morte nos paises ocidentais, responsavel por 1,5 milhdes de mortes até o ano de
2012, sendo que 43% dessas mortes ocorreram em pessoas com menos de 70 anos devido ao
aumento da incidéncia de doencas cardiovasculares e, apesar dos crescentes estudos a
respeito dessa doenca, ainda ndo foi possivel controlar de fato suas complicacdes. Em 2016
16 milhdes de pessoas foram acometidas pelo DM, sendo a mesma responsavel pela morte
de 72,2 mil brasileiros com mais de 30 anos, representando 6% de todas as mortes no Brasil.
A OMS ainda acrescenta que 1 més de tratamento com insulina custaria aos brasileiros o
equivalente ao seu salario de 2,8 dias de trabalho.

De acordo com a etiologia, podemos citar duas classes clinicas principais que sdo
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classicamente descritos: Diabetes mellitus tipo 1 (DMT1), caracterizado pela total
deficiéncia na producdo de insulina, resultado de destrui¢do autoimune das células 3
pancredticas, representando de 5 a 10% de todos os casos de diabetes. Afeta principalmente
criangas e jovens que necessitam da administracdo diaria de insulina exdgena para a
manutencdo da homeostase da glicemia. O Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), que se instala
pela acdo ineficiente da insulina nos tecidos periféricos (Oztiirket al., 1996; WHO, 2016), é
mais frequente, compreendendo cerca de 95% dos casos, e tende a se manifestar em
individuos adultos, com idade superior a 40 anos, e que possuem dieta inadequada associada
ao estilo de vida sedentério (Dias et al., 2007). A resisténcia a insulina (RI) se instala quando
as células alvo ndo respondem aos niveis normais de insulina no sangue e, por isso, a
elevacdo dos niveis de insulina é necessaria para assim manter a normoglicemia. Entretanto,
isso resulta em mais insulina produzida pelo pancreas, ocasionando a hiperinsulinemia. Com
o decorrer do tempo, a compensagao de células B pancreaticas para a resisténcia a insulina se
minimiza, tendo como resultado o declinio exponencial da funcdo dessas células, resultando
na instalacdo do DMT2. As principais caracteristicas da resisténcia a insulina sdo o0 aumento
da lipolise no tecido adiposo, aumento da gliconeogénese no figado e diminuicdo da
absorc¢éo da glicose pelo musculo (Kasuga, 2006).

A hiperglicemia crbnica leva a varias complicagdes, como deficiéncias renais,
vasculares, oftalmicas, neurolégicas, perda de peso, problemas digestivos, alteracfes no
processo de cicatrizacdo de lesbes e amputacdes em casos mais graves (Ciardullo et al.,

2004).

1.3 Diabetes Experimental
A estreptozotocina (STZ) ¢ um produto quimico amplamente utilizado na indugédo de

diabetes experimental em roedores e é altamente especifica, agindo seletivamente sobre as
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células B, nas quais penetra através do transportador de glicose GLUT2 (Elsner et al., 2000;
Wau et al., 2015). A STZ causa danos ao DNA, através da formacdo de éxido nitrico (NO),
um agente citotoxico, levando a morte das células B pancreaticas. O efeito diabetogénico da
STZ provém da alcalinizacdo do DNA celular e a subsequente ativacdo da poli-ADP ribose
sintetase que causa deplecdo rapida e letal de NAD nas células-p pancreaticas, com redugdo
no nivel de ATP e posterior inibicdo da sintese e secre¢do da insulina (Bennett, 1981;
Bolzan, 2002; Szkudelski, 2001). A acdo simultanea do Oxido nitrico (NO) e espécies
reativas de oxigénio também podem contribuir para a fragmentacdo do DNA e outras
alteracdes deletérias causadas pela STZ (Szkudelski, 2001).

Sua atividade caracteriza-se por apresentar um efeito de natureza trifasica, com um
periodo inicial (2 a 4 horas) de hiperglicemia, ao inibir a liberagdo de insulina, um periodo
intermediario (7 a 9 horas) de hipoglicemia através da agao ofensiva sobre as células B com a
liberacdo da insulina que estava armazenada e um periodo final caracterizado por apresentar

um quadro irreversivel de hiperglicemia (24 horas apos a inducao) (Rerup, 1970).

1.4 Género Bauhinia

O género Bauhinia, pertence a familia Fabaceae, compreendendo aproximadamente
300 espécies. Muitas destas plantas sdo usadas via oral, em forma de chas ou outras
preparac@es fitoterdpicas de suas cascas e folhas, no tratamento de diversas doengas, como
diabetes, agindo como anti-inflamatdrio, diurético e analgésico. Sdo popularmente conhecidas
como “Pata-de-vaca” ou “Unha-de-boi” (Cechinel Filho, 2002; Vasconcelos et al., 2004).

Plantas pertencentes ao género Bauhinia e seus compostos isolados vém despertando
grande interesse por parte da comunidade cientifica nos ultimos anos desde que alguns
estudos mostraram a sua eficacia no tratamento de doencas, dentre elas o diabetes (Da Silva &

Cechinel Filho, 2002; Da Silva et al., 2010; Ribeiro et al., 2018).
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Foram realizados estudos fotoquimicos e farmacol6gicos demonstrando que plantas do
género Bauhinia possuem significativas quantidades de glicosideos, esteroidicos, triterpenos,
lactonas e flavonoides. Por mais que muitos compostos sejam conhecidos, pouco se conhece
sobre a atividade farmacoldgica das plantas do género Bauhinia (Silva K & Cechinel, 2002).

Ribeiro et al. (2017) demonstraram in vitro que o extrato bruto de Bauhinia holophylla
(Bong.) Steud. ndo apresenta efeitos citotoxicos e ainda mostrou efeitos protetores que podem
estar associados a uma possivel atividade quimiopreventiva contra agentes carcinogénicos.

Rozza et al. (2015) verificaram que o extrato bruto de B. holophylla apresenta
atividade antitlcera principalmente por diminuir 0 estresse oxidativo e atenuar a resposta

inflamatoria, sem induzir efeitos adversos.

1.5 Litospermosideo

O fracionamento do extrato bruto de B. holophylla, realizado através de técnicas
cromatogréaficas em parte no Lab. de Quimica de Produtos Naturais (FC/UNESP/Bauru) e em
parte no Lab. de Fitoquimica e Produtos Naturais Bioativos (Universidade de Genebra),
revelou um composto majoritario presente no extrato. A identificacdo de tal composto revelou
tratar-se de um cianoglicosideo ndo-cianogénico, o litospermosideo (Fig. 1). Os compostos
conhecidos como cianoglicosideos sdo encontrados em fontes naturais, derivados de varias
rotas de biossintese em plantas. Estes compostos sdo caracterizados pela presenca de uma
unidade de acUcar, normalmente glicose, ligada a cianidrina e apresentam férmula molecular
genéerica CnHnNOnN de baixo peso molecular. A maior parte dos cianoglicosideos na natureza
¢ toxica, pois através de reacdes enzimaticas de hidrdlise sdo capazes de gerar HCN
(YYamasaki, 1999). Sdo conhecidos, entdo, como cianoglicosideos cianogénicos. Ja outra
classe, a dos cianoglicosideos ndo-cianogénicos, como litospermosideo, formam um pequeno
grupo de substancias que ndo apresentam o grupo nitrila adjacente a ligacdo do acUcar, o que

0s torna ndo-cianogénicos. Outros compostos ndo-cianogénicos com estruturas similares a do
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6. CONCLUSAO

O tratamento com o litospermosideo é capaz de aumentar a sensibilidade a glicose e a
insulina de camundongos diabéticos do tipo 1 induzidos por estreptozotocina. Também se
mostrou eficiente em diminuir a ingestdo hidrica, alimentar e a perda de peso caracteristica do
diabetes. O tratamento com litospermosideo foi responsavel pelo aumento dos niveis de
glicogénio hepatico e redugdo da glicemia. Diminuiu os triglicérides e o colesterol total e
aumentando o colesterol HDL. O tratamento também pode ter atenuado a lesGes renais
causadas pelo diabetes, resultando assim, em aumento da albumina sérica. O tratamento
também amenizou as anomalias causadas pelo diabetes nos metabolismos de lipidios e
energético, ja que nas andlises da protedmica o grupo tratado com litospermosideo teve
diminuicdo das proteinas relacionada a beta-oxidacdo e gliconeogénese, quando comparado
com o grupo diabetico tratado com salina. Com os resultados obtidos é possivel postular que o
litospermosideo pode ser considerado como candidato & melhor e mais profunda investigacéo

na busca de uma opcao terapéutica para melhora no quadro diabético.
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