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Resuumo-

O Diabetes mellitus (DM) é uma desordem metabdlica caracterizada por hiperglicemia
decorrente de defeitos na secrecdo ou acdo da insulina, que acarreta distdrbios no
metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas. A incidéncia do DM aumenta de
maneira alarmante em todo o mundo e os estudos com plantas que possuam efeitos
antidiabéticos despertam cada vez mais 0 interesse por parte de pesquisadores. Em
resultados anteriores, observamos que camundongos induzidos por estreptozotocina
exibiram melhora no quadro diabético ap6s serem submetidos ao tratamento com
extrato bruto das folhas de Myrcia bella. Neste trabalho, decidimos avaliar os
mecanismos moleculares envolvidos nos processos de captacdo e armazenamento de
glicose em tecidos periféricos como figado, masculo esquelético e tecido adiposo neste
modelo experimental. No mais, procuramos avaliar a atividade inibitéria in vitro e in
vivo do extrato de M. bella sobre as enzimas alfa glicosidase e alfa amilase, bem como o
contetdo de insulina no pancreas. Camundongos diabéticos (STZ SAL e STZ EXT) e
controles normoglicémicos (CTL SAL e CTL EXT) foram tratados durante 21 dias com
salina ou extrato bruto de M. bella na dose de 600 mg/kg. Foram coletados porg¢des de
figado para avaliacdo da expressdo de genes e proteinas envolvidos nos processos de
glicogénese, glicogenolise e neoglicogénese. Ainda, amostras de musculo gastrocnémio
foram obtidas para avaliacdo de genes e proteinas envolvidas na via de sinalizacdo de
insulina e captacéo de glicose. Da mesma forma, a expressdo das principais proteinas
envolvidas na sinalizacdo de insulina em tecido adiposo branco retroperitoneal também
foi observada. O péancreas foi coletado para avaliacdo do conteudo de insulina. O
tratamento com extrato bruto parece modular os processos de estoque e liberacdo de

glicose no figado de camundongos diabéticos (STZ EXT) através do aumento na
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expressdo das proteinas glicogénio sintase e diminuicdo da expressdo de PEPCK e
glicose -6-fosfatase e dos respectivos genes responsaveis pela tradugdo das duas
ultimas. O tratamento com extrato de M. bella também promoveu aumento da expressao
da proteina GLUT4 em tecido adiposo retroperitoneal de camundongos diabéticos (STZ
EXT). Os ensaios in vitro e in vivo mostraram que o extrato é eficiente tanto na inibigédo
das enzimas alfa glicosidase e alfa amilase assim como na diminui¢do da glicemia pos
prandial, apds ingestdo de amido e maltose. Através dos resultados obtidos pudemos
concluir, pelo menos em parte, que o extrato age na reducdo da glicemia de
camundongos diabéticos através da modulagcdo dos processos que regulam a captacao,
estoque e liberagdo de glicose pelo figado. Ainda, sua acdo também pode ser associada
em parte pela captacdo de glicose pelo tecido adiposo, assim como pela inibicdo das
enzimas alfa glicosidase e alfa amilase intestinais.

Palavras chave: Diabetes mellitus, metabolismo de glicose, Myrcia bella, figado, tecido

adiposo
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Abstract

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disease characterized by hyperglycemia resulting
from defects in insulin secretion or action, which results in carbohydrates, proteins and
lipids metabolism disturbances. DM incidence increases alarmingly worldwide and
studies with plants, which exhibit anti-diabetic effects, arouse researcher’s interests. In
previous results we observed that streptozotocin-induced diabetic mice showed an
improvement in diabetic condition after the treatment with Myrcia bella leaves crude
extract. In this work, we have decided to evaluate the molecular mechanisms involved
in glucose uptake and storage process in peripheral tissues such as liver, gastrocnemius
muscle and adipose tissue. Furthermore, to evaluate the extract in vivo and in vitro
inhibitory activity of alpha glycosidase and alpha amylase enzymes and insulin content
in pancreas. Diabetic mice (STZ SAL and STZ EXT) and normoglicemic control mice
(CTL SAL and CTL EXT) were treated during 21 days with saline or M. bella crude
extract at 600 mg/kg. Liver was collected to gene and protein expression involved in
glycogenesis, glycogenolysis and gluconeogenesis process. Gastrocnemius muscle to
gene and protein expression involved in insulin signaling pathway and glucose uptake
and white adipose tissue to the expression of the mainly proteins involved in insulin
signaling pathway. Pancreas was collected to evaluate the insulin content. The treatment
with M. bella crude extract seems to modulate the process of glucose storage and
release in liver of diabetic mice (STZ EXT) thought the increase of glycogen synthase
expression and decrease of the of PEPCK and glucose — 6- phosphatase expression as
well as the respectively genes involved in the translation of PEPCK and glucose — 6-
phosphatase . The treatment with M. bella extract also increased the GLUT4 protein
expression in adipose tissue of diabetic mice (STZ EXT). The in vitro and in vivo

analysis showed the extract is efficient in alpha glycosidase and amylase enzymes
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inhibition as well as in decreasing the postprandial glycemia after starch and maltose
ingestion. Finally, we conclude that, at least in part, the extract acts in glycemia
reduction through modulation of processes that regulates glucose uptake, storage and
release from liver. Moreover, the extract action may be associated with the glucose
uptake in adipose tissue as well as through the inhibition of alpha glycosidase and alpha
amylase enzymes.

Keywords: adipose tissue, Diabetes mellitus, glucose metabolism, liver, Myrcia bella.
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1. Introducdio-



1.1. Diabetes mellitus e etiologia

O termo Diabetes mellitus (DM) descreve uma desordem metabolica de etiologia
maltipla, caracterizada por hiperglicemia crénica que acarreta alteracbes do
metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas, resultante de defeitos na acdo ou
secrecdo da insulina, ou ambos (ASSOCIACAO AMERICANA DE DIABETES,
2011). O diabetes afeta atualmente cerca de 415 milhdes de pessoas em todo 0 mundo e,
estima-se que esse nimero atinja 642 milhdes de pessoas diabéticas no ano de 2035
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2015). No Brasil, estima-se que haja
cerca de 14,3 milhdes de pessoas diabéticas. De modo geral, o diabetes é responsavel
por milhares de mortes por ano em todo mundo, associadas principalmente as suas
complicacdes. Geralmente, as complicagdes ocorrem quando a doenca € tardiamente
diagnosticada ou quando ndo héa controle dos niveis glicémicos dos pacientes. As
principais  complicacbes  associadas ao  diabetes incluem  hipertensdo,
hipertrigliceridemia (aumento sérico de triglicerideos), hipercolesterolémica (aumento
sérico de colesterol), problemas cardiacos, derrames, problemas oculares, nefropatia
(podendo evoluir para insuficiéncia renal) e neuropatias (podendo evoluir de Glceras nos
pés a amputacBes) que diminuem a qualidade de vida do paciente podendo, em casos

mais graves, levar até a morte (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2016).

A classificacdo do diabetes é definida a partir da etiologia da doengca. A mesma,
proposta pela Organizacdo Mundial da Satude (OMS) e pela Associacdo Americana de
diabetes (ADA), inclui quatro classes clinicas de DM: DM tipo 1 (DM1), DM tipo 2
(DM2), outros tipos especificos de DM e DM gestacional (DMG) (Tabelal). Ha ainda
duas categorias que se referem a tolerancia a glicose diminuida e a alteragdes nos niveis

de glicemia de jejum, porém tais categorias sdo consideradas fatores de risco para
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desenvolvimento do DM e de doencas cardiovasculares, ndo sendo classificadas como

classes clinicas (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2009).

Tabela 1 - Classificagdo etiologica do DM (adaptado de MARASCHIN et al., 2010)

Classificagdo etiolégica do DM

1. Diabetes mellitus tipo 1

A. Mediado imunologicamente

B. Idiopatico

LADA

2. Diabetes mellitus tipo 2

3. Outros tipos especificos de diabetes

Defeitos genéticos na fungdo da célula beta

Defeitos genéticos na acao da insulina

Doencas do pancreas exdcrino (pancreatites)

Endocrinopatia

DM induzida por drogas (glicocorticoides)

DM induzida por infecgdes (citomegalovirus, rubéola)

Formas imunolégicas incomuns (anticorpo contra receptor de insulina)

Outras sindromes genéticas (sindrome de Down, sindrome de Turner)

4. Diabetes mellitus gestacional

O DM1 é a segunda doenca cronica mais frequente da infancia e sua incidéncia
vem aumentando nas ultimas décadas. Dados epidemiologicos publicados no Atlas de
Diabetes (2013), da International Diabetes Federation (IDF), estimam uma prevaléncia
de cerca de 500 mil criancas menores de 15 anos com DM1 no mundo. Dentre os paises

com maior nimero de novos casos por ano estdo os EUA, com 13 mil casos ao ano,
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india, com cerca de 10.900 e o Brasil com 5 mil novos casos ao ano (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2016). O DML é responsavel por cerca de 5% a 10% de
todos os casos de diabetes, sendo dividido em trés tipos: tipo 1A, 1B e diabetes
autoimune latente do adulto (LADA). No DM1, de um modo geral, existe uma
destruigdo das células B pancreaticas e seu tratamento exige o uso de insulina exdgena
para a sustentacdo da vida do paciente. No DM 1A, a destruigdo das células ¢ de
etiologia autoimune (MARASCHIN et al., 2010). A maioria dos pacientes com esse tipo
de diabetes desenvolvem anticorpos anti-ilhota pancreética (ICA), anticorpos anti-
insulina (IAA), anticorpo contra a isoforma de 65 KDa da descarboxilase do &cido
glutdmico (GADG5) e antigenos associados ao insulinoma 1A-2A. Ja no DM 1B, os
pacientes ndo apresentam causas conhecidas sendo, portanto, classificado como
idiopatico (ASSOCIACAO AMERICANA DE DIABETES, 2011). O DM tipo LADA
€ um DM do tipo 1 onde ocorre uma destruicdo autoimune das células . No entanto, a
progressao da doenca é mais lenta e acomete individuos acima de 30 anos. O fenotipo
dos pacientes é peculiar uma vez que 0s mesmos ndo sdo obesos e apresentam
diagnéstico de DM numa idade compativel com diagnéstico de DM2. Além do mais, 0s
pacientes com DM do tipo LADA tém sua doenca inicialmente controlada por drogas
orais. No entanto, ao longo do tempo apresentam sinais de progressiva perda de fungéo
da célula B e eventualmente necessitam do uso da insulina exogena (MARASCHIN et
al., 2010). A deficiéncia na producdo de insulina decorrente desse tipo de diabetes
acarretard em distdrbios no metabolismo glicémico e lipidico em decorréncia do
aumento nos processos de lipolise, protedlise, gliconeogénese e glicogendlise que séo
inibidos pele acéo da insulina nos tecidos periféricos. Desse modo, além da glicose em
excesso na circulacdo sanguinea, haverd maior producdo e liberagdo de glicose pelo

figado, quebra e liberacdo de aminoacidos provenientes do tecido muscular alem de
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quebra e liberagcdo de &cidos graxos provenientes do tecido adiposo que, juntamente
com 0s aminodcidos, servirdo de substrato para uma maior producdo e consequente
liberacdo de glicose pelo figado (CARVALHEIRA, ZECCHIN, SAAD, 2002).

O DM2 deve-se a deficiéncia relativa na producdo pancredtica de insulina
associada a reducdo da sensibilidade dos tecidos a mesma, também conhecida como
resisténcia periférica a insulina. Basicamente, o0 DM2 caracteriza-se por dois defeitos
fisiopatoldgicos principais: a resisténcia a insulina, que resulta em aumento da produgéo
hepética de glicose e reducdo da sua utilizagdo periférica, e 0 comprometimento da
funcdo secretora das células B (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2016). A
resisténcia insulinica ocorre quando uma concentracdo normal desse horménio produz
uma resposta bioldgica diminuida nos tecidos periféricos, como o tecido adiposo e
muscular. Essa resisténcia periférica ocorre por varios fatores e, dentre eles, pode-se
destacar defeitos na acdo da insulina em funcdo do numero menor de receptores ou
menor afinidade destes pela insulina, reducdo na quantidade de proteinas
transportadoras de glicose ou na translocacdo destas do citoplasma para a membrana. A
transicdo da resisténcia insulinica para o diabetes é determinada principalmente pela
incapacidade do pancreas em aumentar a secrecdo da insulina adequadamente em
resposta a hiperglicemia devido a exaustdo e morte das células B (MCLELLAN et al.,
2007).

Os outros tipos especificos de DM correspondem a formas menos comuns da
doenca na populagdo e estdo inclusos nessa categoria, defeitos genéticos na funcdo das
células beta, defeitos genéticos na a¢do da insulina, doencgas do pancreas exocrino, entre
outras (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2009) (Tabela 1).

O DMG é definido como uma tolerancia diminuida a glicose, de graus variados

de intensidade, que tem inicio ou é diagnosticada pela primeira vez durante a gravidez
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(SENAT e DERUELLE, 2016). O DMG é o problema metabolico mais comum
encontrado durante a gestacéo e sua prevaléncia varia de 3 a 25% entre as gestantes. A
sua incidéncia tem aumentando de maneira preocupante em paralelo com o aumento do
DM2 e da obesidade feminina (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2016).
Os fatores de risco associados ao desenvolvimento do diabetes gestacional incluem a
idade avancada da mulher, ganho excessivo de peso na gravidez e deposicdo central
excessiva de gordura corporal, hipertensdo ou pré-eclampsia na gravidez, além de
antecedentes obstétricos de morte fetal ou neonatal e de histérico de diabetes na familia

(LIN et al., 2016).

1.2. Sinalizacdo da insulina e metabolismo de glicose

As células do organismo necessitam continuamente de energia para realizarem
as inimeras reacOes metabolicas inerentes a atividade de cada tipo celular. O ciclo
metabdlico se inicia com a ingestdo e absor¢do dos nutrientes da dieta. A glicose
proveniente da alimentacdo pode, entre outros destinos, ser armazenada sob diferentes
formas em alguns tecidos como figado, tecido adiposo e musculo esquelético. Tais
efeitos sdo mediados pela acdo da insulina em resposta ao aumento da glicose na
corrente sanguinea. A sinalizacdo intracelular da insulina comega com a sua ligacao a
um receptor especifico de membrana (IR), uma proteina heterotetramérica com
atividade cinase, composta por duas subunidades o e duas subunidades B, que atua
como uma enzima alostérica na qual a subunidade o inibe a atividade tirosina cinase da
subunidade B. A liga¢do da insulina a subunidade o permite que a subunidade  adquira
atividade cinase levando a sua alteracdo conformacional e auto fosforilacdo, o que
aumenta ainda mais a atividade cinase do receptor (CARVALHEIRA, ZECCHIN,

SAAD, 2002). Uma vez ativado, o receptor de insulina fosforila varios substratos
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proteicos em tirosina, 0s chamados substratos de receptor de insulina. Existem cerca de
dez substratos do receptor de insulina identificados. Quatro desses pertencem a familia
dos substratos do receptor de insulina, as proteinas IRS (WHITE, 1998). Uma das
principais moléculas ativadas pelas proteinas IRS € a P13-k, importante na regulacéo da
mitogénese, metabolismo de glicose, diferenciacdo celular e para o processo de
translocacdo do GLUT4 através da ativacdo da proteina AKT. A familia de proteinas
AKT (AKT1, AKT2 e AKT3), também chamadas de proteinas cinase B (PKB), é
composta por proteinas cinase de serina/tirosina que desempenham importante papel na
sinalizacdo celular de mamiferos. A fosforilagdo da AKT, que ocorre através da
fosforilacdo da proteina PI3-K, modula varias acdes intracelulares da insulina,
principalmente, 0 aumento do transporte de glicose através da estimulacdo de vesiculas
contendo o transportador GLUT4 do citoplasma para a membrana celular em masculo e

tecido adiposo (BRYANT et al., 2002) (Fig. 1).
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Figura 1 — Sinalizacdo da insulina em tecido muscular a adiposo. O receptor de insulina é
uma proteina tirosina cinase que sofre autofosforilacéo e catalisa a fosforilacdo de proteinas
como as da familia IRS, Shc e Cbl. Tais proteinas interagem com seus dominios SH2,
resultando em uma cascata de sinalizacdo, incluindo PI3-k Map cinase e o complexo
CAP/Cbl com ativagdo da proteina TC10. Essas vias agem coordenadamente no trafego de
vesiculas, sintese proteica, ativacdo e inativacdo de enzimas e expressdo génica que resulta

na regulacdo do metabolismo de glicose, proteinas e lipideos (SALTIEL e KAHN, 2001).

O metabolismo hepatico da glicose desempenha importante funcdo na regulacédo

do estoque energético, uma vez que o figado é a principal fonte de estoque e liberacédo
da mesma e também da sintese de acidos graxos (VIOLLET et al.,2006). O alimento

que ingerimos € digerido no trato gastrointestinal e, glicose, acidos graxos e
aminoacidos sdo absorvidos pela corrente sanguinea e transportados até o figado pelo
sistema porta hepatico. No periodo pds prandial, a glicose é convertida em glicogénio,
acidos graxos ou aminoécidos no figado. Os acidos graxos livres séo esterificados com
glicerol-3- fosfato para gerar triacilglicerol, que pode ser estocado em gotas lipidicas
nos hepatdcitos ou entdo secretados na circulagdo como particulas de VLDL. Os
aminoéacidos sdo metabolizados para promover energia ou usados na sintese proteica, de
glicose ou de outras moléculas bioativas. No jejum ou durante exercicio fisico, 0s
substratos como glicose ou triglicérides sdo liberados do figado para corrente sanguinea
e metabolizados pelos musculos, tecido adiposo e outros tecidos extra-hepaticos. O
tecido adiposo produz e libera acidos graxos nao esterificados e glicerol via lipélise. O
musculo esquelético quebra glicogénio e proteinas e também libera lactato e alanina.
Alanina, lactato e glicerol sdo recaptados pelo figado e usados como percussores da
sintese de glicose pela neoglicogénese. Os acidos graxos ndo esterificados sdo entdo
oxidados nas mitocondrias dos hepatdcitos através da beta oxidacdo para geragdo de

energia celular (RUI, 2014).
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A glicose entra nos hepatocitos via transportadores de glicose do tipo 2
(GLUT2), independente da acdo da insulina, e é entdo fosforilada pela enzima
glicoquinase (GCK) para geracdo de glicose -6- fosfato (G6P) (SEYER et al., 2013).
Durante a respiragdo celular, a glicolise é a via pela qual a glicose é fosforilada
formando piruvato/lactato e, ao final do processo, fornece substrato para a producdo de
energia pela formacdo de ATP, assim como substrato para os processos de glicogénese e
lipogénese. O piruvato obtido ao final do processo da glicélise € entdo completamente
oxidado para gerar ATP através do ciclo do acido citrico nas mitocondrias, assim como
pode também ser utilizado na sintese de &cidos graxos através da lipogénese. A glicose-
6-fosfato pode ser também metabolizada pela via das pentoses-fostato para gerar
NAPDH, que é necessario para lipogénese e biossintese de outras moléculas (RUI,
2014). O processo de glicogénese é mediado pela enzima glicogénio sintase para
geracdo da glicose-6-fosfato. A insulina estimula a glicogénese pela ativacéo da enzima
glicogénio sintase e/ou pela desfosforilagdo e inativagdo da enzima glicogénio

fosforilase via AKT (NOGUSHI et al., 2013). Uma vez ativa, a enzima glicogénio

sintase cinase 3 (GSK-3) inibe a expressdo da enzima glicogénio sintase (WOODGETT
e COHEN, 1984). Apos estimulo com insulina, a AKT fosforila e inativa a GSK-3, o
que diminui a taxa de fosforilagdo da glicogénio sintase aumentando, entdo, sua
atividade (CROSS et al, 1995).

Durantes periodos curtos de jejum, o figado libera glicose através do processo de
glicogendlise. Durante jejuns prolongados, o glicogénio esgota-se e 0s hepatdcitos
sintetizam glicose através do processo de neoglicogénese utilizando lactato, piruvato,
glicerol e aminoacidos. Esses substratos neoglicogénicos sdo gerados diretamente no
figado ou entdo entregues ao figado através da circulacdo sanguinea vindos dos tecidos

extra-hepaticos. O lactato é oxidado pela enzima lactato desidrogenase para gerar
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piruvato. Este é entdo transportado para as mitocondrias e convertido em oxalacetato. O
oxalacetato é reduzido a malato pela malato desidrogenase mitocondrial e exportado
entdo para o citoplasma. Uma vez no citoplasma, 0 mesmo e oxidado e convertido
novamente em oxalacetato. O oxalacetato citoplasmatico é entdo convertido em
fosfoenolpiruvato pela enzima PEPCK. Este, depois de multiplas rea¢fes bioquimicas, é
convertido em frutose 1,6-bifosfato e desfosforilado formando a frutose-6-fosfato. Esta
finalmente é convertida em glicose-6 - fosfato que sera liberada na circulagcdo na forma
de glicose ap6s hidrolise (RUI, 2014) (Fig. 2). A insulina inibe diretamente a
transcricdo de genes que codificam PEPCK e também diminui a taxa de transcri¢do dos
genes que codificam a frutose-1,6-bifosfatase e a glicose-6-fosfatase, aumentando a
transcricdo de genes de enzimas glicoliticas como a glicoquinase e piruvato cinase, 0
que diminui a liberacdo de glicose para a circulagdo (PILKS e GRANER, 1992;

SURTHERLAND, O’BRIEN, GRANNER, 1996) (Fig. 2).
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Figura 2- A regulacdo do metabolismo de glicose no figado. A insulina estimula a
expressdo de genes que codificam enzimas glicoliticas e envolvidas na sintese de &cidos
graxos (azul), enquanto inibe a expressao dos genes que codificam enzimas neoglicogénicas
(vermelha) em hepatocitos. O hormdnio também regula a atividade de algumas enzimas
como glicogénio sintase e citrato liase (verde) através de mudancas no estado de
fosforilagdo (SALTIEL e KAHN, 2001).

Na célula muscular e no adipdcito, a insulina é importante para promover a
captacdo de glicose, utilizad-la como fonte energética, bem como estocar o excedente,
quais sejam, na forma de glicogénio ou na forma de gordura. A captacdo de glicose
nestes tecidos depende como dito anteriormente, da translocacdo do transportador de
glicose GLUT4 para a superficie da célula, estimulada pela acdo da insulina
(BAVILONI et al., 2010). Assim como no figado, no musculo esquelético a insulina
estimula o deposito da glicose na forma de glicogénio através da inativacdo da enzima
GSK-3B e aumento da atividade da enzima glicogénio sintase através da ativagdo da
proteina AKT (JENSEN et al., 2011). Em tecido adiposo, a insulina é responsavel por
reduzir a liberacdo de &cidos graxos inibindo o processo de lipdlise e estimulando o
processo de lipogénese. Além do mais, em individuos diabéticos, o0 metabolismo das
lipoproteinas esta prejudicado, pois a insulina exerce um efeito importante sobre as
lipases, como a ativacao da lipase lipoproteica (LLP) do endotélio vascular e a inibigcdo
da lipase horménio sensivel (LSH), presente no tecido adiposo. Na deficiéncia de
insulina, a lipase horménio sensivel estara ativada, ocasionando a hidrolise dos
triacilglicer6is armazenados nos adipocitos, que sdo entdo liberados na circulagéo,
contribuindo para a diminuigdo de peso corporal e elevagdo do substrato acetil-CoA,
qgue é um precursor do colesterol. A auséncia de insulina também inibird a lipase

lipoprotéica, diminuindo a captacdo dos triacilglicerdis transportados pelas lipoproteinas
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(quilomicron ou VLDL) pelos tecidos periféricos permanecendo, portanto, na circulagdo

(AHMANDIAN et al., 2007).

1.3. Tratamentos usuais para o Diabetes mellitus e 0 uso de plantas medicinais

Desde os anos 80, o tratamento para o diabetes vem se tornando cada vez mais
inovador com a descoberta e incorporacao de novas classes de farmacos, além de novas
tecnologias para melhora e bem estar do paciente diabético. Os tratamentos atuais para
o diabetes incluem a insulinoterapia, por meio do uso da insulina exdgena, e o uso de
farmacos hipoglicemiantes orais (HSU, LEE e CHANG, 2009). Os mesmos eram
inicialmente divididos em secretagogos da insulina, como as sulfoniluréias
(Glibenclamida) e a glinidas (farmacos que aumentam a secrecdo de insulina pelas
celulas B do pancreas), os inibidores da enzima alfa-glicosidase como acarbose e
miglitol (reduzem a absorcdo intestinal de glicose), os que diminuem a producao
hepatica de glicose, como as biguanidas (Metformina) e aqueles que sdo
sensibilizadores periféricos da acdo da insulina, como as glitazonas. Atualmente, a esses
farmacos antidiabéticos foram adicionadas mais duas classes de substancias: os
incretinomiméticos, introduzidas entre 2006 e 2007, como a exanatina e gliptinas, e 0s
inibidores do transporte sddio-glicose nos tubulos renais, introduzidos em 2012, como a
Dapagliflozina (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2016). Os mecanismos
de acdo dos incretinomiméticos consistem no mimetismo da agdo de substancias
chamadas incretinas, que sdao hormonios produzidos pelo pancreas ou intestino, como o
GLP-1. O mesmo é responsavel por aumentar a secrecdo de insulina no pancreas em
resposta ao aumento de nutrientes no intestino (DAVIDSON et al., 2008). Ja a acdo dos

inibidores do transporte sddio- glicose nos tdbulos renais consiste na inibicdo da
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reabsorcdo da glicose nos tubulos renais e, consequente, liberagdo na corrente
sanguinea, independente da acdo da insulina.

Apesar de novas tecnologias serem empregadas para a descoberta de farmacos e
melhora do estado geral do paciente diabético, o aparecimento de reagdes adversas
ainda é uma questdo relevante relatada pelos pacientes. O uso da insulina exégena pode
causar reacGes adversas de ordem metabdlica como hipoglicemia e aumento do peso e
imunoldgicas como reacgdes alérgicas e locais, devido as aplicacdes. As sulfuniluréias e
glinidas podem causar efeitos como aumento de peso, nduseas, vomitos, ictericias,
anemias e hipersensibilidade. As buiganidas, como a metformina, podem causar
transtornos gastrointestinais e déficit de vitamina B12. Os inibidores da enzima alfa-
glicosidase podem, da mesma forma, causar transtornos gastrointestinais enquanto as
gliptinas podem causar, além de perturbacdes gastrintestinais, edema periférico,
infeccbes das vias respiratdrias superiores e hipoglicemia (FERREIRA e CAMPQOS,
2014).

O uso de fitoterapicos tem como objetivo ser uma forma auxiliar de terapéutica
para pacientes diabéticos, tendo em conta que este tratamento complementar pode ter
beneficios que se somam a terapéutica convencional (BORGES, BAUTISTA,
GUILERA, 2008.). Nos ultimos anos, as plantas medicinais tém sido alvo de pesquisas
cientificas para comprovagéo dos seus efeitos e melhor entendimento do mecanismo de
acdo e de seus componentes. Antes do advento da insulina exdgena e dos
hipoglicemiantes orais, 0 uso de plantas era a principal forma de controle do diabetes e
suas complicagdes. Atualmente, mesmo com a utilizacdo de drogas hipoglicemiantes
sintéticas, os portadores de diabetes utilizam, com grande frequéncia, os tratamentos

alternativos como as plantas medicinais, aplicando o conhecimento acumulado em sua
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heranca cultural, familiar ou mesmo por indicagdes de conhecidos (ALVES et al.,
2007).

Atualmente, mais de 1200 plantas sdo listadas na literatura por possuirem
atividade antidiabética (BAHARVAND - AHMANDI et al., 2016). Os compostos
quimicos encontrados nas plantas com propriedades medicinais incluem compostos
fendlicos, alcaloides, flavondides, terpendides e glicosideos e estdo relacionados com as
atividades apresentada pelas mesmas (ABDELL -HASSAN, ABDEL-BARRY e

MOHAMMEDA, 2000).

Os mecanismos da ac¢do hipoglicemiante das plantas podem ser relacionados
com a capacidade das mesmas (ou seus principios ativos) em diminuir o nivel de glicose
plasmatica através da interferéncia em um ou mais processos envolvidos na homeostase
glicémica. Os mecanismos descritos até 0 momento pelos quais as plantas medicinais
com atividade antidiabética reduzem os niveis plasmaticos da glicose sdo semelhantes
aos dos hipoglicemiantes orais, como estimulagdo da sintese e/ou secrecdo de insulina a
partir das células B pancreaticas, regeneracdo das células p, melhora na sensibilidade a
insulina (aumento de captacdo da glicose pelo tecido adiposo e muscular), mimetismo
da agdo da insulina, alteracdo da atividade de algumas enzimas envolvidas no
metabolismo da glicose e diminuicdo da absor¢éo intestinal de carboidratos (TANIRA,

1994).

1.4. Familia Myrtaceae, género Myrcia e espécie Myrcia bella

A familia Myrtaceae é considerada a nona maior familia de Angiospermas,
incluindo arvores e arbustos distribuidos principalmente nos centros tropicais, como
América do Sul, Austrélia e Asia tropical. E composta por cerca de 132 géneros e 5671

espécies (GOVAERTS et al., 2014). No Brasil, a familia Myrtaceae é uma das maiores
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familias da flora do pais, com cerca de 23 géneros e 1034 espécies distribuidos em todas
as regides e formacdes florestais (GOVAERTS et al., 2014; SOUZA e LORENZI,
2008), principalmente na Mata Atlantica e no Cerrado, sendo o género Myrcia um dos

mais importantes (LANDRUM e KAWASAKI, 1997).

No Brasil sdo listadas cerca de 260 espécies de Myrcia encontradas nos
diferentes biomas e nas cinco regides do pais. Espécies desse género sdo utilizadas na
medicina popular como adstringentes e diuréticos, assim como para o tratamento de
enfermidades como diabetes, hipertensdo e Ulceras gastrica (PEPATO et al., 1993;
RUSSO et al., 1990). Além disso, sdo também importantes fontes de 6leos essenciais

(CASCAES et al.,2015).

Cascaes et al. (2015) descreveram diversas atividades bioldgicas dos 0Oleos
essenciais das espécies de Myrcia que podem ser produzidos a partir das folhas, flores,
caules e frutos. Dentre suas atividades, incluem aquelas anti-inflamatoria e
antinociceptiva, antimicrobiana e larvicida, antiproliferativa, além da capacidade
antioxidante. Do mesmo modo, 0s mesmo autores descreveram o0s efeitos
farmacoldgicos dos extratos e compostos isolados das espécies de Myrcia, como
atividade hipoglicémica e hipolipidémica, efeitos antiobesidade, efeitos fitotoxicos e

potencial alopético, assim como efeitos antioxidantes e hepatoprotetores.

O uso tradicional mais conhecido e citado dentro do género Myrcia refere-se a
plantas conhecidas popularmente no Brasil como “pedra-hume-cad”, “pedra-ume-cad”
ou insulina vegetal. As espécies conhecidas pelo uso de infuséo das folhas ou da planta
inteira para o tratamento do diabetes sdo M. punicifolia, M. speciosa, M. amazonica, M.
citrifolia, M. guianensis, M. multiflora, M. salicifolia, M. sylvatica, M. uniflora (SILVA

et al., 2015). O extrato metandlico das folhas de M. multiflora apresentou atividade
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inibitoria sobre as enzimas alfa glicosidase e aldose redutase e diminuiu 0s niveis de
glicose em camundongos diabéticos induzidos com Aloxana (YOSHIKAWA, 1998).
Ferreira et al. (2011) demonstraram que um composto isolado da mesma espécie,
apresentou atividade hipolipidémica e efeitos anti obesidade através da inibicdo da
absorcdo de triglicerideos intestinais e também da enzima lipase pancreatica em
camundongos alimentados com dieta hipercal6rica. Myrcia guianensis, uma espécie
proveniente da Amazonia, ao ser administrada na forma de infusdo em ratos, apresentou
atividades hipoglicemiante e hipolipidémica (MALHEIROS et al., 2010). A espécie M.
uniflora ja é comercialmente vendida como extrato seco em cépsulas ou tinturas para o
tratamento do diabetes. Outras espécies de Myrcia também apresentam outros usos
tradicionais descritos na literatura, como M. bracteata, usada para o tratamento de
dispepsias, M. ovata, usada para o tratamento de doencas gastricas e diarréias e M.
guianensis que, além do uso conhecido para o tratamento do diabetes, é também usada
pelos habitantes da regido amazonica para neutralizar venenos de cobra (CASCAES et

al., 2015).

Dentre as varias espécies de Myrcia encontradas nos cerrados do estado de Séo
Paulo, Myrcia bella, popularmente conhecida como “mercurinho” (POTT, POTT e
SOUZA, 2006) ¢ caracterizada como um arbusto que floresce de outubro a novembro e

frutifica de novembro a dezembro (LORENZI, 2014) (Fig. 3).
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Figura 3 — Arbusto da espécie Myrcia bella no Jardim Botanico de Bauru, SP (crédito Luiz
Leornado Saldanha).

Os trabalhos com a espécie M. bella ainda sdo escassos na literatura. Ha
atualmente trés trabalhos publicados a cerca da mesma, sendo apenas dois relacionados
a atividade biol6gica e apenas o trabalho do nosso grupo descrevendo a atividade
hipoglicemiante da planta. Saldanha et al. (2013) elucidaram o perfil quimico do
extrato bruto das folhas de M. bella, revelando a presenca de &cidos fendlicos e
flavonoides glicosilados derivados de quercetina e miricetinas, compostos estes que
apresentam uma grande diversidade de trabalhos relacionados as suas atividades

bioldgicas e envolvidas na melhora do diabetes (Fig. 4).
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Figura 4 — Perfil quimico do extrato de Myrcia bella (SALDANHA et al., 2013).

Recentemente, Serpeloni et al. (2015) encontraram que o extrato bruto de M.
bella induz citotocixidade e morte celular por necrose em células tumorais in vitro,
apresentou efeito antiproliferativo nas mesmas células assim como atividade
antioxidante e efeito protetor contra desordens gastrointestinais. Dados do nosso grupo
mostraram que o tratamento com o mesmo extrato, na concentra¢do de 600 mg/kg em
camundongos com diabetes do tipo 1, foi eficaz na diminuigéo da glicemia e melhora do
quadro diabético (VAREDA et al., 2014). Os mesmo dados publicados pelo nosso
grupo mostraram que o tratamento com o extrato em uma concentracgao inferior de 300
mg/kg ndo foi capaz de diminuir a glicemia de jejum de camundongos diabéticos (Fig.
5). Desse modo, foi escolhida a maior concentracéo apresentada para dar continuidade

a0s experimentos propostos.
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Figura 5 — Efeitos da administracdo de Myrcia bella (300 ou 600 mg/kg) na glicemia de
jejum de camundongos (VAREDA et al., 2014).

Sabe-se que extratos brutos sdo compostos por uma grande diversidade de
substancias quimicas. O fato de uma planta apresentar diversos principios ativos pode
possibilitar interagdes sinérgicas que elevam a eficacia do extrato bruto comparado ao
composto isolado (PELT, 1979). O uso de extratos brutos na literatura para estudos
bioldgicos compreendem, em sua grande maioria, 0 uso de concentraces mais elevadas
em relacdo aquelas utilizados com compostos isolados, uma vez que, é necessaria uma
maior massa dos mesmos para a obtencdo de uma resposta bioldgica. Desse modo e,
uma vez que a menor concentragdo do extrato ndo produziu resposta, justifica-se a
concentracdo de 600 mg/kg utilizada para o tratamento com o extrato bruto de Myrcia

bella e sua continuidade nos estudos.

Os estudos sobre a acdo do extrato bruto de Myrcia bella em modelos
experimentais assim como seu aprofundamento, é de grande importancia cientifica uma
vez que, ha ainda muito poucos trabalhos apresentados na literatura sobre 0 mesmo e, 0s
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poucos trabalhos apresentados mostram-se promissores no tratamento de doencas que
apresentam alta incidéncia na populagdo mundial. Uma vez que os dados iniciais
obtidos pelo nosso grupo mostram-se promissores para o tratamento do diabetes,
buscamos avaliar os mecanismos de agdo que levaram & atividade hipoglicemiante
obtida durante o mestrado da aluna. O projeto baseia-se na busca dos mecanismos
moleculares envolvidos em tal atividade em tecidos periféricos a fim de desvendar as
principais vias ativadas pela administracdo do extrato. Desse modo, compreendendo-se
0s mecanismos envolvidos, abrem-se futuras portas para o desenvolvimento de um

agente fitoterapico para o tratamento e melhora do diabetes em humanos.
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2. Objetivoy



2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho foi de investigar os mecanismos moleculares
envolvidos no tratamento com extrato bruto de Myrcia bella, nos processos de captagéo
e armazenamento de glicose em figado, musculo gastrocnémio e tecido adiposo de

camundongos diabéticos induzidos por estreptozotocina.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a expressdo de genes e proteinas envolvidos nos processos de
glicogénese, glicogenodlise e neoglicogénese, em figado de camundongos
normoglicémicos e diabéticos, tais como glicogénio sintase, glicose-6-fosfatase e
PEPCK.

- Avaliar os processos de captacdo e estoque de glicose em musculo
gastrocnémio através da avaliacdo da expressdo de genes e de proteinas da via de
sinalizagdo de insulina como, PI3-K, AKT e GLUT 4, assim como suas formas
fosforiladas, além de GSK-3p e glicogénio sintase.

- Avaliar os processos de captacdo de glicose em tecido adiposo branco
retroperitoneal através da avaliagdo da expressdao de proteinas da via de sinalizacdo de
insulina como, P13-K, AKT e GLUT 4, bem como suas formas fosforiladas.

- Avaliagéo do conteudo de insulina pancreatica

- Avaliar a atividade das enzimas alfa glicosidase e alfa amilase incubadas em
diferentes concentracdes do extrato bruto de Myrcia bella in vitro.

- Avaliar o efeito da administracdo do extrato bruto de Myrcia bella em
camundongos normoglicémicos apos ingestdo de amido e maltose sobre os niveis

glicémicos.
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3. Materiais e
metod oy



3.1 - Obtencédo do extrato e analises farmacogndsticas e quimicas

Conforme o aspecto multidisciplinar do grupo envolvido no projeto Tematico
aprovado pela FAPESP sob o protocolo nimero 09/52237-9 e encerrado no ano de
2016, a coleta e identificacdo do material botanico, a obtencdo do extrato, a etapa
farmacognostica e o isolamento e identificacdo dos principais constituintes quimicos do
extrato ocorreram sob a responsabilidade de outros membros do grupo, sobretudo do
Prof. Dr. Wagner Vilegas (IQ, UNESP, Araraquara) e da Profa. Dra. Anne Ligia
Dokkedal Bosqueiro (FC, UNESP, Bauru). As folhas de M. bella foram coletadas em
Novembro de 2010 no Jardim Botanico Municipal de Bauru, SP (22°20°30” S e
49°00°30”W). A exsicata foi preparada, identificada e depositada no Herbéario da
UNESP de Bauru — UNBA (Bauru, SP) sob nimero 5508. Folhas frescas foram secas a
40°C durante 48 horas. As folhas trituradas (1,3 kg) foram extraidas com EtOH/H,0
(7:3 vlv) por percolagdo a temperatura ambiente. O filtrado foi concentrado para
secagem sobre pressdo reduzida a 40°C, obtendo-se o extrato hidroalcoolico (364 g)

(SALDANHA et al., 2013).

3.2 - Animais experimentais

Foram utilizados camundongos Swiss albino machos com 60+10 dias de idade,
pesando entre 35-40 g, provenientes do Biotério Central da UNESP, localizado no
Campus de Botucatu, SP. Os animais foram mantidos sob temperatura controlada (23 +
2°C) em ciclo de iluminacdo claro-escuro (12 horas), recebendo ragdo balanceada e
agua ad-libitum. Para formar os grupos experimentais 0s camundongos foram

aleatoriamente divididos em 4 grupos (n=8):

CTL SAL: camundongos normoglicémicos tratados com salina.
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CTL EXT: camundongos normoglicémicos tratados com extrato bruto de Myrcia bella
diluido em salina.

STZ SAL: camundongos induzidos ao diabetes por administracdo de estreptozotocina e
tratados com salina.

STZ EXT: camundongos induzidos ao diabetes por administracdo de estreptozotocina e

tratados com extrato bruto de Myrcia bella diluido em salina.

3.3- Inducéo do diabetes experimental

A inducdo do diabetes foi realizada por meio de uma injecdo Unica de
estreptozotocina (STZ) na dose de 150 mg/kg, em camundongos normoglicémicos
mantidos em jejum de 12 a 14 horas. A média da glicemia inicial dos camundongos
normoglicémicos foi de 130 mg/dl. A STZ foi dissolvida em tampéo citrato com pH 4,5
e injetada por via intraperitoneal. Os animais foram deixados em jejum por mais 3 horas
e, apbs esse periodo, receberam solucdo de glicose 30% durante 24 horas. Ap6s um
periodo de sete dias, a glicemia dos camundongos foi mensurada com glicosimetro (One
Touch — Johnson & Johnson) para verificagdo do estabelecimento do diabetes. Os
animais que apresentaram glicemia de jejum superior a 250 mg/dl foram considerados
diabéticos e inclusos nos respectivos grupos (VAREDA et al., 2014). A média da

glicemia dos camundongos diabéticos ap0s sete dias da inducéo foi de 490 mg/dl.

3.4 - Tratamento com extrato bruto de Myrcia bella

Camundongos dos grupos CTL EXT e STZ EXT receberam diariamente, por

gavagem, extrato bruto de Myrcia bella diluido em veiculo salina na dose de 600 mg/kg
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de peso corpdreo durante 21 dias consecutivos. Os animais CTL SAL e STZ SAL
receberam apenas veiculo salina na dose de 1 ml/kg. A gavagem foi realizada uma vez
ao dia, sempre ao mesmo horario, entre 8 e 9 horas da manha (VAREDA et al., 2014).
Ao final do tratamento, os camundongos alimentados foram eutanaziados por CO,,
decapitados e 100 mg de figado e musculo gastrocnémio foram coletados para analise
da expressao génica e proteica através da técnica de PCR em tempo real e Western blot,
respectivamente e porcoes de tecido adiposo branco retroperitoneal foram coletados
para analise da expressdo proteica através da técnica de Western blot. O pancreas inteiro
foi coletado, fixado, emblocado em parafina e utilizado para analises

imunohistoquimicas.

3.5- Extracao proteica e Western Blot

Por¢oes de figado, musculo gastrocnémio e tecido adiposo branco retroperitoneal
foram homogeneizadas (Polytron PT 1200C) em coquetel antiprotease a 4°C. Apds 20
minutos de centrifugacdo em 12.000 rpm e 4°C, o contetdo de proteinas totais do
sobrenadante foi determinado por espectrofotometria por meio do método de Bradford,
utilizando kit comercial (Bio-Rad Kit, Hercules, CA) com albumina como padréo.
Aliquotas entre 80 e 100 pg de proteina total foram fervidas a 100°C por 4 minutos em
30% do volume em tampdo Laemmli (fosfato de Na 1M pH 7,0, 10% SDS, 10% -
mercaptoetanol, 50% glicerol, 0,1% azul de bromofenol). As amostras foram
fracionadas em sistema de eletroforese (Mini Protean Il - Bio-Rad) em gel de
poliacrilamida com o tamanho dos poros adequado para cada peso molecular. Apos
eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose (Bio-Rad)
na presenca de 20% de metanol e 0,02% de SDS em voltagem constante de 120 Volts.

A membrana foi, entdo, saturada com solugdo blogueadora contendo 5% de albumina
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em solugédo basal (10 mM Trisma base, 150 mM NacCl, 0,05% Tween 20) durante 10
minutos no aparelho SNAP i.d. 2.0 (Millipore). Em seguida a membrana foi lavada trés
vezes com solucdo basal. As proteinas foram detectadas na membrana ap6s incubacéao
durante 10 minutos no SNAP i.d. 2.0 (Millipore)com anticorpo primério especifico para
cada uma (PI13-K — sc 56838, p-PI13-K — sc 12929, AKT — sc 1619, p-AKT — sc 7985,
GLUT4 — sc 1608, glicogénio sintase — sc 99029, PEPCK — sc 32879, glicose — 6 —
fosfatase — sc 27198, p-GSK-3B — sc 81494 , GSK-3f—sc 9166 - Santa Cruz
Biotechnology) em solucdo basal contendo albumina 3%, seguida de trés lavagem
consecutivas e incubagdo por mais 10 minutos com anticorpo secundario conjugado
com peroxidase-HRP (GAPDH — sc 25778 - Santa Cruz Biotechnology) em solugéo
basal contendo 3% de albumina. As membranas foram lavadas e incubadas com
substrato luminol quimioluminescente (Pierce) e expostas ao filme auto-radiografico
(Kodak T-Mat G/RA). As intensidades das bandas foram quantificadas por

densitometria.

3.6- Extracdo de RNA

Porcdes de 100 mg de figado e masculo gastrocnémio foram homogeneizadas
(Polytron PT 1200C) a 4°C em 1 ml de Trizol (Invitrogen). Apds 5 minutos a
temperatura ambiente, foi adicionado 200 pl de cloroférmio as amostras e as mesmas
foram centrifugadas a 13.000 g durante 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi transferida
para um novo eppendorf e resuspendida com isopropanol de acordo com o volume
recuperado. As amostras foram mantidas em Freezer -20° C durante 10 minutos para
ajudar na formacédo do pellet e entdo novamente centrifugados a 13.000 g durante 10

minutos a 4° C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi resuspendido em 500 pl de
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alcool 75% preparado com &gua DEPC. As amostras foram centrifugadas a 8.000 g
durante 5 minutos a 4°C e novamente o sobrenadante foi descartado. Foi adicionado
500 ul de alcool absoluto e centrifugado novamente a 8.000 g durante 5 minutos a 4°
C. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado 30 pl de 4gua tratada com DEPC para
dissolugdo do pellet. As amostras foram diluidas em &gua DEPC e lidas nos
espectrofotdbmetro Nanodrop (Thermo Scientific) . As raz6es 260/280 e 260/230 obtidas

no Nanodrop foram mensuradas para verificar a pureza das amostras.

3.7 - Transcricdo Reversa e sintese de cDNA

Apos a quantificacdo de RNA em cada amostra, a reacdo de transcricdo reversa foi
realizada através de kit (QuantiTect Reverse Transcription Kit — Qiagen). Foi
adicionado 2 pl da solucdo de gDNA Wipeout Buffer proveniente do kit. As amostras
foram entdo aquecidas a 42°C em termociclador (Applied Biosystems) durante 2
minutos. Em seguida foram incubadas durante 1 minuto em gelo. Foram adicionados 1
ul do conteddo de Quantiscript Reverse Transcriptase, 1 il de RT Primer Mix e 1 ul de
Quantiscript RT Buffer provenientes do kit. As amostras foram novamente aquecidas
em termociclador (Applied Biosystems) a 42° C durante 30 minutos e em seguida
durante 95°C durante 3 minutos. Foi adicionado as amostras 60 ul de d&gua Rnase- Free

proveniente do Kit e entdo montada a reacdo de PCR.

3.8 -PCR em tempo real

Para a andlise da expressdo génica foi utilizada a técnica da reagdo em cadeia da
polimerase quantitativa pds-transcricdo reversa (gRT-PCR). A quantificacdo dos

produtos formados durante os ciclos de amplificacdo foi realizada com reagente
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TagMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems). As reagdes foram
realizadas em placas de 96 pocos, com um volume final de reacdo de 5 pl. Para tanto,
foram pipetados 1 pl de cDNA (1000 ng), 0,25 pl de cada sonda especifica para cada
gene (G6Pc - MmO00839363_ml; GSK3b - MmO00444911 ml; Gysl -
Mm01962575 sl1; Gys2- Mm01267381_m1; Pik3rl - Mm00803160_m1l; AKtl -
Mm01331626_m1; Slc2a4 - Mm01245502_m1; Pckl - Mm01247058 m1; Gapdh -
MmO03302249 g1) (TagMan Gene Expression Assay, Applied Biosystems), 2,5 ul do
TagMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems) e 1,25 pl com &gua livre
de RNAses. A reacdo foi realizada através de 40 ciclos em Step One Plus (Applied
Biosystms). Os dados obtidos foram analisados utilizando o método de quantificagdo
relativa da expressdo génica (AACt), que permite quantificar diferengas no nivel de
expressdo de um gene especifico entre as amostras dos diferentes grupos. A expressao
dos genes alvo foi determinada em fungdo da expressdo do gene controle endégeno

(GADPH).

3.9 - Analises histoldgicas
3.9.1 — Processamento tecidual

Os pancreas inteiro de camundongos controle normoglicémicos e diabéticos foram
retirados e fixados em paraformaldeido 4%. Apoés a fixacdo, os tecidos foram lavados
em agua corrente, desidratados em alcoois de diferentes porcentagens, diafanizados em

xilol e incluidos em parafina (Paraplast Plus, Sigma-Alderich).
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3.9.2- Imunohistoquimica para deteccao de insulina em pancreas

Os blocos de parafina contendo o péncreas inteiro dos camundongos de todos 0s
grupos (n=5) foram cortados em micrétomo na espessura de 5 pum, com trés intervalos
de 200 um cada, produzindo 3 diferentes laminas do pancreas de cada animal. Para as
analises imunohistoquimicas, os cortes foram desparafinizados com diferentes
concentracbes de xilol e hidratados em diferentes concentrages de alcodis. A
recuperacdo antigénica foi realizada em tampéo citrato quente (pH 6,0) durante 5
minutos. O blogueio da atividade da peroxidase enddgena foi realizado em solucéo de
H,O, diluida em PBS durante 10 minutos no escuro e o bloqueio dos sitios de ligacdo
ndo especifico foi realizado com 3% de leite diluido em PBS durante 1 hora. Apds o
bloqueio, o anticorpo anti-insulina (Santa Cruz Biotechnology) foi incubado a 4°C,
overnight em cémara escura. O complexo antigeno-anticorpo foi detectado utilizado
anticorpo secundario marcado com peroxidase (IGg-HRP) (ab 6789, Abcam) diluido em
BSA 1% durante 1 hora. A revelagdo da imunorreatividade- cromogénio DAB (3,3 -
diaminobenzidina) foi realizada diluindo-se 50 pl de DAB em 4,5 ml de PBS e 4 ml
H,O, durante 5 minutos. Para contra-coloragdo, as laminas foram mergulhadas em
hematoxilina e entdo, desidratadas, diafanizadas e montadas. Foram observadas as 3
laminas de cada animal para semi- quantificar a marcacdo da insulina, realizada em
comparacdo ao grupo CTL SAL, em microscépio optico Axioplan 2 (Zeiss). As

imagens foram obtidas utilizando o software AxioVision 2.

3.10 — Ensaio enzimatico in vitro para avaliacdo das enzimas alfa glicosidase e alfa

amilase
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3.10.1 Ensaios da atividade enzimaticas das glicosidases

Os experimentos in vitro foram realizados em parceria com o Laboratério de
Bioguimica Experimental e Computacional de Farmacos, Instituto Oswaldo Cruz,
FIOCRUZ, Rio de Janeiro. A atividade especifica da alfa glicosidase e da alfa amilase
foi avaliada em um volume final de 50 pl em microplacas de 384 pocos. A mistura de
reacdo para a maltase de levedura contendo tampéo fosfato de potassio (50 mM, pH 7.0)
foi pré-incubada a 37°C por 5 minutos, a reacdo foi iniciada pela adicdo PNP-G (1 mM).
A mistura de reacdo para a alfa amilase pancreatica suina contendo tampdo HEPES (50
mM, pH 7.0), CaCl, (5 mM), NaCl (100 mM) foi pré-incubada a 37°C por 5 minutos, e
entdo, a reacdo foi iniciada pela adi¢cdo de CNPG3 (1 mM). A leitura da absorbancia foi
realizada em leitor de microplacas automatizado (Molecular Devices, Sunnyvale, CA),
onde foi medido taxa de aparecimento de p-nitrofenol em comprimento de onda de 405
nm. A velocidade inicial foi obtida pela inclinagdo da reta de regresséo linear calculada
a partir de 0-5 minutos iniciais (por¢do linear) da curva de progresso da reagéo.
Experimentos controle foram realizados e demonstraram que concentragfes de DMSO

até 5% podem ser utilizadas sem afetar significativamente as atividades enzimaticas.

3.10.2 - Determinacdo da inibicao da atividade enzimatica (1Cso)

As reacOes foram realizadas conforme descrito acima. A concentracdo de inibidor
que promove 50% de inibicdo da atividade enzimatica (ICsp) foi determinada pela
titulacdo de pelo menos oito concentragdes do extrato bruto (312,5; 78,125; 39,06;
19,53; 9,77; 4,88; 2,44, 1,22; 0,61; 0,31; 0,15; 0,08 pg/ml) de M. bella juntamente com
cada enzima durante 5 minutos a 37 °C. Os valores de ICs foram determinados no
software Sigmaplot 12.0 (Systat software Inc, USA) pelo ajuste dos dados de atividade

residual e concentracdo de inibidor a equacédo logaritmica de 4 parametros: Ativ. Res. =
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min + (max-min) / (1 + ([1]/1Cso) ~ (-Coef.Hill)). A acarbose foi utilizada como controle

positivo e as reagOes foram realizadas em quadruplicata.

3.11- Ensaio in vivo para avaliagdo das enzimas alfa amilase a alfa glicosidase
Camundongos Swiss albino machos (60+£10 dias) normoglicémicos foram
mantidos em jejum de 10-12 horas e entdo foram divididos em trés grupos: CTL SAL
(camundongos  normoglicémicos tratados com salina), AC (camundongos
normoglicémicos tratados com acarbose 10 mg/kg (controle positivo)) e MB
(camundongos normoglicémicos tratados com o extrato bruto das folhas de M. bella-
600 mg/kg). A glicemia de jejum foi medida no tempo zero. Os animais foram em
seguida tratados por gavagem oral com salina, acarbose ou extrato de M. bella conforme
a divisdo dos grupos e, apds 10 minutos, receberam também por via oral solugdes de
amido ou maltose na concentracdo de 2 g/kg. Em seguida, a glicemia foi mesurada nos

tempos 30, 60 e 120 minutos utilizando glicosimetro (One touch, Johnson & Johnson).

3.12 -Anélises Estatisticas
Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. Para
comparagdo multipla de resultados paramétricos foi utilizado ANOVA seguido de post

test de Newman-Keuls. O nivel de significancia adotado foi p<0.05.

56



4. R%ultmdoyy



4.1 Analise das expressdes de mMRNA e das proteinas glicogénio sintase (Gys2),
PEPCK (Pckl) e glicose-6- fosfatase (G6Pc) em figado de camundongos

normoglicémicos e diabéticos

Foram analisadas as expressbes das proteinas e dos genes que codificam a
glicogénio sintase, envolvida no processo de armazenamento de glicose, PEPCK e
glicose-6-fosfatase, envolvidas nos processos de liberacdo de glicose do figado para a
corrente sanguinea. Houve diminui¢do na expressdo da enzima glicogéno sintase no
grupo STZ SAL (0,27 £ 0,03) em relacdo aos grupos CTL SAL e CTLEXT (1 +0,13 ¢
0,69 + 0,04), (Fig. 6 A, p<0.05). Também ocorreu diminuicdo da expressdo da mesma
no grupo STZ EXT (0,63 £ 0,04) em relacdo a CTL SAL (1 £0,13), (Fig. 6 A, p<0.05).
O tratamento com extrato de M. bella provocou aumento na expressdo da glicogénio
sintase nos animais do grupo STZ EXT (0,63 £ 0,04) em relacdo ao grupo STZ SAL
(0,27 £ 0,03), (Fig. 6 A, p<0.05). Camundongos do grupo normoglicémico CTL EXT
apresentaram diminuicdo na expressdo da mesma (0,69 + 0,04) em relacdo a CTL SAL
(1 £0,1), (Fig. 6 A, p<0.05). Em relacdo a expressdo de mRNA do gene Gsy2 que
codifica a enzima glicogénio sintase , ocorreu aumento no grupo STZ SAL (2,25 +
0,46) em relacdo aos camundongos dos grupos CTL SAL e CTL EXT (1 +0,03 e 0,61
+ 0,12), (Fig. 6 A, p<0.05). Observamos diminuicdo na expressdo do mRNA no grupo
dos camundongos STZ EXT (0,61 + 0,07) em relagéo a grupo STZ SAL (2,25 £ 0,46),
(Fig. 6 A, p<0.05). Nao houve diferenca na expressdo de mRNA do gene Gys2 entre 0s

grupos CTL SAL e CTL EXT .

A figura 6 B mostra a expressédo da enzima PEPCK e do respectivo gene que
codifica a mesma. Ocorreu aumento significativo na expressdo da enzima PEPCK no

grupo STZ SAL (2,37 £ 0,42) quando comparado aos grupos CTL SAL e CTL EXT (1
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+0,27e1+0,21), (Fig. 6 B, p<0.05). O tratamento com o extrato de M. bella promoveu
diminuicdo na expressdo da mesma no grupo STZ EXT (0,87 + 0,21) em relagdo ao
grupo STZ SAL (2,37 £ 0,42), (Fig. 6 B, p<0.05). Nao houve diferencga na expressao da
enzima PEPCK entre os grupos STZ EXT (0,87 £ 0,21) em relacdo a CTL SAL e CTL
EXT (1 +£0,27 e 1 £0,21). Também ndo houve diferenca na expressdo da mesma entre
0s grupos CTL SAL e CTL EXT. Em relacéo a expressdo de mRNA do gene Pckl que
codifica a enzima PEPCK, observamos aumento na expressdo do mesmo em
camundongos diabéticos de ambos os grupos STZ SAL e STZ EXT (3,96 £ 0,04 e 2,5
+ 0,19) quando comparado aos grupos dos camundongos CTL SAL e CTL EXT (1
0,05 e 0,63 + 0,08), (Fig. 6 B, p<0.05). Camundongos diabético do grupo STX EXT
apresentaram diminuicdo na expressdo de mRNA do gene Pckl (2,5 + 0,19) quando
comparados aos camundongos do grupo STZ SAL (3,96 + 0,04), (Fig. 6 B, p<0.05). O
tratamento com o extrato também diminuiu a expressdo do mesmo gene em
camundongos normoglicémicos CTL EXT (0,63 + 0,08) comparado ao grupo dos CTL

SAL (1 + 0,05), (Fig.6 B, p<0.05).

A expressdo da enzima glicose-6-fosfatase aumentou no figado de camundongos
do grupo STZ SAL (1,47 £ 0,14) em relacdo aos grupos CTL SAL e CTL EXT (1 +
0,12 e 0,97 £ 0,18), (Fig. 6 C, p<0.05). O tratamento com extrato de M. bella promoveu
diminuicdo na expressdo da enzima glicose-6-fosfatase nos camundongos do grupo STZ
EXT (0,89 = 0,06) em relagdo aos camundongos do grupo STZ SAL (1,47 = 0,14), (Fig.
6 C, p<0.05). Nao houve diferenca na expressao da mesma entre o grupo STZ EXT em
relacdo aos grupos CTL SAL e CTL EXT. Também ndo houve diferenga na expressao
da mesma entre os grupos CTL SAL e CTL EXT. Em relacéo a expressdo de mRNA do

gene G6Pc que codifica a proteina glicose- 6-fosfatase , ocorreu aumento da expressao
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no grupo dos camundongos STZ SAL (1,48 £ 0,23) em relacéo aos grupos CTL SAL e
CTLEXT (1+0,09e0,62 £0,15), (Fig. 6 C, p<0.05). O tratamento com extrato bruto
de Myrcia bella promoveu diminuigdo na expressdo de mRNA de G6Pc no grupo STZ
EXT (0,77 £ 0,09) quando comparado aos camundongos do grupo STZ SAL (1,48
0,23), (Fig. 6 C, p<0.05). Nao houve diferenca na expressdo de mRNA do mesmo gene

entre os grupos CTL SAL e CTL EXT.
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Figura 6- Expressoes proteica e de mMRNA de glicogénio sintase (A), PEPCK (B) e glicose-
6-fosfatase (C) em figado de camundongos controle normoglicémicos e diabéticos tratados
com salina (CTL SAL e STZ SAL) ou com extrato bruto de M. bella durante 21 dias na
concentracdo de 600 mg/kg (CTL EXT e STZ EXT) em relacdo a GAPDH. a vs. CTL SAL,
b vs. CTL EXT, c vs. STZ SAL, p<0.05, n=6. ANOVA seguido de post test de Newman-
Keuls.

4.2 - Analise da expressdo de mRNA e das proteinas PI13-K (Pik3rl) , AKT (AKtl),
GLUT4 (Slc2a4), GSK-3p (GSK3b) e glicogénio sintase (Gysl) em musculo

gastrocnémio de camundongos normoglicémicos e diabéticos

Foram avaliadas as expressdes de MRNA dos genes codificadores das proteinas
P13-K (Pik3rl), AKT (AKtl) , GLUTA4 (Slc2a4), GSK-3B (GSK3b) e glicogénio sintase
(Gys2) assim como suas expressdes. A figura 7 A representa a relacdo entre a expressao
da proteina P13-K na sua forma fosforilada sob sua forma total assim como a expressdo
de mRNA. A analise da expressdo proteica demonstrou diminuicdo na expressdo da
proteina P13-K no grupo STZ SAL (0,4 £ 0,06) em relacdo a CTL SAL e CTLEXT (1 +
0,12 € 0,99 £ 0,06), (Fig. 7 A, p<0.05). N&o houve diferenca na expressdo da mesma no
grupo STZ EXT (0,66 = 0,14) em relacdo a STZ SAL (0,4 + 0,06). Também néo
ocorreu diferenca na expressao de P13-K entre os grupos CTL SAL e CTL EXT. Em
relacdo a expressdo de mRNA de Pik3rl, houve aumento na expressdo do mesmo nos
camundongos dos grupos STZ SAL e STZ EXT (2,83 + 0,37 e 3,78 £ 0,38) em relagéo
aos grupos CTL SAL e CT EXT (1 £0,1 e 1,23 £ 0,3), (Fig. 7 A, p<0.05). Ocorreu
aumento na express@éo de mRNA do gene Pik3rl no grupo STZ EXT (3,78 £ 0,38) em
relacgio a STZ SAL (2,83 + 0,37, p<0.05), (Fig. 7 A, p<0.05). N&o observamos

diferenca entre os grupos CTLSAL e CTL EXT.
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A figura 7 B representa a relacdo entre a expressdo da proteina AKT na sua
forma fosforilada sob sua forma total assim como a expressdao de mRNA. Em relacdo a
expressdo proteica, notamos diminuicdo na expressdao da AKT no grupo STZ SAL e
STZ EXT (0,41 £ 0,03 e 0,6 + 0,04) em relagdo ao grupo CTL SAL (1 + 0,15), (Fig. 7
B, p<0.05). Nenhuma diferenca significativa foi observada com relacéo a expressao da
mesma entre 0s grupos STZ EXT (0,6 = 0,04) e STZ SAL (0,41 £ 0,03). Também néo
notamos diferenca na expressédo da AKT entre os grupos CTL SAL e CTL EXT. Em
relacdo a expressdo de mRNA do gene AKtl, ndo houve diferenca na expressao do
mesmo entre 0s grupos STZ SAL e STZ EXT (0,78 £ 0,1 e 1,61 = 0,2) em relacdo aos
grupos CTL SAL e CTL EXT (1,2 = 0,1e 1,08 £ 0,2), (Fig. 7 B). O tratamento com
extrato de M. bella promoveu aumento na expressao de mRNA do gene AKt1 no grupo
STZ EXT (1,61 = 0,2) em relagdo ao grupo STZ SAL (0,78 = 0,1), (Fig. 7 B, p<0.05).

N&o houve diferenca na expressao do mesmo entre os grupos CTL SAL e CTL EXT.

O aumento da translocacdo das vesiculas contendo transportadores de glicose do
tipo GLUT 4 esta envolvido com a captacdo de glicose no musculo esquelético.
Notamos diminuicdo na expressdo da mesma nos grupos STZ SAL e STZ EXT (0,43
0,05 e 0,63 + 0,07) em relacdo aos grupos CTL SAL e CTLEXT (1 +£0,1e 1,08 +
0,08), (Fig. 7 C, p<0.05). N&o houve diferenca na expressdo da GLUT 4 entre 0s grupos
STZ EXT (0,63 £ 0,07) e STZ SAL (0,43 £ 0,05). Também n&o ocorreu diferenca na
expressdo da mesma entre 0s grupos CTL SAL E CTL EXT. Em relacdo a expressao de
mRNA do gene Slc2a4 que codifica a proteina GLUT4, observamos diminui¢do na
expressdo do mesmo no grupo STZ SAL (0,55 £ 0,06) em relacdo ao grupo CTL SAL

(1+£0,1), (Fig. 7 C, p<0.05). N&o houve diferenca na expressdo do mesmo mRNA entre

63



0s grupos STZ EXT (0,87 + 0,2) e STZ SAL (0,55 £ 0,06). N& houve também

diferenca na entre os grupos CTL SAL e CTL EXT.

A fim de analisar a expressdo das enzimas envolvidas no estoque de glicogénio
em musculo esquelético, avaliou-se a expressdo das enzimas glicogénio sintase cinase 3
beta (GSK-3p) e glicogénio sintase. A analise da relagdo da expressdo da proteina GSK-
3B na sua forma fosforilada sob sua forma ndo mostrou diferenca estatistica na
expressao da mesma nos grupos STZ SAL e STZ EXT (2,46 £ 0,44 e 1,84 £ 0,51 ) em
relagdo aos grupos CTL SAL e CTL EXT (1 + 0,16 e 1,44+0,32 ). N&o houve diferenca
na expressao da mesma entre os grupos STZ EXT (1,84 + 0,51) e STZ SAL (2,46 *
0,44). Também ndo observamos diferenga na expressdo da mesma entre 0s grupos CTL
SAL e CTL EXT. Em relagdo a expressdo de mRNA de GSK3b que codifica a proteina
GSK-3f, ndo houve diferenca em ambos 0s grupos STZ SAL e STZEXT (1,25+0,15¢
1,49 £ 0,43) em relagéo aos grupos CTL SAL e CTL EXT (1 +0,01e 0,76 £0,12). N&o
houve diferenca na expressdo de mRNA entre os grupos STZ SAL (1,25 £ 0,15) e STZ
EXT (1,49 % 0,43).Também ndo houve diferenca entre os grupos CTL SAL e CTL

EXT (Fig. 7 D).

A analise da expressdo da enzima glicogénio sintase mostrou diminuicdo na
expressdo da mesma nos grupos STZ SAL (0,48 + 0,1) em relacdo a CTL SAL e CTL
EXT (1 £0,13 e 1,14 + 0,17) e no grupo STZ EXT (0,62 + 0,13) em relacdo a CTL
EXT (1,14 £ 0,17), (Fig. 7 E, p<0.05). Nao foi observada diferenca na expresséo da
mesma entre os grupos STZ EXT (0,62 + 0,13) e STZ SAL (0,48 + 0,1) e também entre
0s grupos CTL SAL e CTL EXT. Em relacéo a expressdo de mRNA do gene Gys1, ndo
houve diferenca na expressdo do mesmo entre o grupo STZ SAL (0,11 £ 0,04) em

relacdo a CTL SAL e CTL EXT (1 £ 0,36 e 0,64 + 0,28). A expressdo do mesmo gene
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esteve diminuida no grupo STZ EXT (0,06 + 0,01) em relacdo a CTL SAL e CTL EXT
(1 £0,36 e 0,64 £ 0,28), (Fig. 7 E, p<0.05). N&o houve diferenca na expressédo de
MRNA entre os grupos STZ SAL (0,11 £ 0,04) e STZ EXT (0,06 £ 0,01). Também n&o

houve diferenca entre os grupos CTL SAL e CTL EXT.
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Figura 7 — Expressoes proteica e de mRNA de PI3-k (A), AKT (B), GLUT 4(C), GSK-3p
(D) e glicogénio sintase (E) em musculo esquelético de  camundongos controle
normoglicémicos e diabéticos tratados com salina (CTL SAL e STZ SAL) ou com extrato
bruto de M. bella durante 21 dias na concentracdo de 600 mg/kg (CTL EXT e STZ EXT)
em relacdo & GAPDH. Os resultados indicam a relag&o entre as formas fosforilada e total. a
vs. CTL SAL, b vs. CTL EXT, cvs. STZ SAL, p<0.05, n=6. ANOVA seguido de post test

de Newman-Keuls.

4.3 - Andlise da expressdo das proteinas PI13-K, AKT e GLUT4 nas formas total e
fosforilada em gordura retroperitoneal de camundongos normoglicémicos e
diabéticos

A figura 8 A representa a relagdo entre a expressdo da proteina P13-K na sua
forma fosforilada sob sua forma total. Observamos diminuicdo na expressao da proteina

PI3-K nos grupos STZ SAL e STZ EXT (0,49 + 0,04 e 0,52 £ 0,03) em relacdo aos

grupos CTL SAL e CTL EXT (1 £ 0,13 e 1,07 £ 0,07), (Fig. 8 A, p<0.05). N&o houve
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diferenga na expressdo da mesma entre os grupos STZ EXT (0,52 £ 0,03) em relacdo a
STZ SAL (0,49 + 0,04). Tambeém nao houve diferenca entre os grupos CTL SAL E CTL

EXT.

A figura 8 B representa a relacdo entre a expressdo da proteina AKT na sua
forma fosforilada sob sua forma total. Ocorreu diminuicdo na expressdo da proteina
AKT em ambos o0s grupos STZ SAL e STZ EXT (0,54 £ 0,02 e 0,49 + 0,02) em relacéo
aos grupos CTL SAL e CTL EXT (1 £ 0,09 e 1,04 £ 0,08), (Fig. 8 B, p<0.05). N&o
houve diferenca na expressédo da mesma em relagéo aos grupos STZ EXT (0,49 + 0,04)
e STZ SAL (0,54 £ 0,02). Ndo houve diferenca também na expressdo entre 0S grupos

CTL SAL ECTL EXT.

Em relacdo a expressdo de GLUT4, ocorreu diminuigcdo na expressao da mesma
no grupo STZ SAL (0,53 + 0,06) em relacdo aos grupos CTL SAL e CTL EXT (1 £
0,09 e 1 £ 0,10), (Fig. 8 C, p<0.05). O tratamento com extrato bruto de M. bella
promoveu aumento na expressdo da proteina GLUT4 nos camundongos do grupo STZ
EXT (0,97 £ 0,14) em relacdo ao grupo STZ SAL (0,53 + 0,06), (Fig. 8 C, p<0.05). Néo

ocorreu diferenca na expressdo da mesma entre os grupos CTL SAL E CTL EXT.
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Figura 8— Expressdo das proteinas PI3-K (A), AKT (B) e GLUT 4(C), em tecido adiposo
branco retroperitoneal de camundongos controle normoglicémicos e diabéticos tratados
com salina (CTL SAL e STZ SAL) ou com extrato bruto de M. bella durante 21 dias na
concentracdo de 600 mg/kg (CTL EXT e STZ EXT) em relacdo a GAPDH Os resultados
indicam a relacdo entre as formas fosforilada e total. a vs. CTL SAL, b vs. CTL EXT, c vs.
STZ SAL, p<0.05, n=6. ANOVA seguido de post test de Newman-Keuls.

4.4 Analises imunohistoquimicas semi-quantitativas para detec¢do de insulina em

pancreas de camundongos normoglicémicos e diabéticos

Em relacdo a marcacdo de insulina na ilhota, os niveis da mesma foram
considerados segundo classificacdo da Tabela 2, que foi realizada considerando como 0
a marcacao mais forte do grupo controle normoglicémico CTL SAL. Os niveis de
insulina foram classificados em ordem decrescente em comparacdo a CTL SAL (-1: um
nivel abaixo do nivel normal, -2: dois niveis abaixo do nivel normal e -3: inexistente).
Camundongos diabéticos dos grupos STZ SAL e STZ EXT ndo apresentaram deteccao
de insulina nos niveis 0 e -1 (nivel normal e 1 nivel abaixo do normal) (0 £ 0%)
comparada aos grupos controles normoglicémicos CTL SAL (91,87 £ 3,37% e 8,13 +
3,38%) e CTL EXT (85,62 + 3,4% e 14,37 £ 3,4%), respectivamente, (Fig. 9 A e B,
p<0.05). Camundongos normoglicémicos ndo apresentaram detecc¢éo nos niveis -2 e -3
(2 niveis abaixo do normal e inexistente) (0 + 0%) em relagdo a STZ SAL (57,88 *
17,36 % e 37,78 + 16,6%) e STZ EXT (55,83 £16,7% e 39,16 + 16,06 %), (Fig. 9 A e
B, p<0.05). Nao houve diferenca no contetudo de insulina no pancreas de camundongos
diabéticos STZ SAL nos niveis -2 e -3 (2 niveis abaixo do normal e inexistente) (57,88
+17,36 % e 37,78 + 16,6%) e STZ EXT (55,83 +16,7% e 39,16 + 16,06 %), (Fig. 9 Ae
B). Também n&o houve diferenca entre os grupos controles normoglicémicos CTL SAL

e CTL EXT.
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Tabela 2 — Classificacdo semi-quantitativa dos niveis de insulina em l&mina de pancreas

de camundongos

Nivel de insulina

Classificacao

-3

-2

Inexistente

Dois niveis abaixo do nivel
normal

Um nivel abaixo do nivel
normal

Nivel normal

A v CTL SAL
U4 CTL EXT
[ 1sTZzSAL
100 I STZ EXT
80 -
a,b ab
S
=]
7]
=
3 40
©
=
2
20 -
ab ab % a,bab
0 -
(m D m 771 R 7
T T T I T T 1
-1 -2 -3

Classificagcao
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Figura 9 — Nivel de insulina (%) (A) e ilhotas coradas com insulina (B) (x 400) no pancreas
de camundongos controle normoglicémicos e diabéticos tratados com salina (CTL SAL e
STZ SAL) ou com extrato bruto de M. bella durante 21 dias na concentracdo de 600 mg/kg
(CTLEXT e STZEXT). avs. CTL SAL, bvs. CTL EXT. p<0.05, n=5. ANOVA seguido de

post test de Newman-Keuls.

4.5 Ensaio enzimatico in vitro para inibicdo das enzimas alfa glicosidase e alfa

amilase e determinacéo de I1Cx

O teste in vitro para avaliacdo da atividade da enzima alfa glicosidase na
presenca de diferentes concentragBes do extrato bruto de M. bella mostrou o maior
porcentual de inibicdo na concentragdo de 19,5 ug/ml do extrato, inibindo 99,90% da
sua atividade enzimatica. (Fig. 10 A). O ICs, da enzima alfa glicosidase na presenca do

extrato foi de 7,17 pg/ml enquanto do controle positivo acarbose foi de 516,1 pg/ml
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(Tabela 3). Em relacdo a enzima alfa amilase, o maior porcentual de inibi¢do ocorreu na
concentragdo de 312,5 pg/ml do extrato, inibindo 97,73% da sua atividade enzimética
(Fig. 10 B). O ICsq do ensaio com alfa amilase na presenca do extrato foi de 16,93

ug/ml enquanto o da acarbose de 2,7 ug/ml (Tabela 3).
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Figura 10 — Porcentagem de inibicdo de alfa glicosidase (A) e alfa amilase (B) em
diferentes concentragdes do extrato bruto de Myrcia bella in vitro em funcdo de

diferentes concentracdes.

Tabela 3 — Valores de ICs para as enzimas alfa glicosidase a alfa amilase na presenca
do extrato bruto de Myrcia bella e acarbose.

Alfa glicosidase Alfa amilase
Extrato bruto de M. bella 7,17ug/ml 16,93pg/ml
Acarbose 516,1pg/ml 2,7ug/ml

(controle positivo)
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4.6 Avaliacédo in vivo da inibi¢ao das enzimas alfa glicosidase e alfa amilase

A partir dos resultados obtidos in vitro, foram realizados ensaio in vivo para
confirmagéo dos primeiros. Camundongos tratados com M. bella (MB) e com acarbose
(AC) apresentaram glicemia significativamente menos apés 30 minutos da
administracao de solugdo de maltose (182,71 £ 5,9 mg/dl e 180,1 + 5,11 mg/dl ) quando
comparados com os camundongos que receberam salina (CTL SAL) (287,25 + 3,89
mg/dl), (Fig. 11 A, p<0.05). Ap6s 60 minutos da administracdo de maltose, a glicemia
dos camundongos do grupo MB foi menor (145,57 £+ 4,68 mg/dl) comparada ao grupo
CTLSAL (168,8 + 4,97 mg/dL) e AC (168,12 + 6,8 mg/dl), (Fig. 11 A, p<0.05). Em
relacdo aos camundongos tratados com solucdo de amido, apds 30 minutos, o valor da
glicemia dos camundongos dos grupos MB e AC foi menor (147,7 £ 6,52 e 1425 +
5,77) comparada aos camundongos CTL SAL (172,3 £ 9,7), (Fig. 11 B, p<0.05). No
entanto, ap6s 120 minutos, a glicemia dos camundongos de ambos os grupos MB e AC
permaneceu maior (119 + 1,89 e 122,2 + 5,43) comparada aos camundongos do grupo
CTL SAL (103,2 + 3,89), (Fig. 11 B, p<0.05). A éarea sob a curva mostra que ambos 0s
grupos tratados com extrato e acarbose apresentaram menor area quando comparado ao
grupo que recebeu salina em ambos 0s experimentos com amido e maltose (Fig. 11 A e

B, p<0.05).
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Figura 11 - Glicemia de camundongos normoglicémicos tratados com salina (CTL
SAL), extrato bruto de Myrcia bella (MB) 600 mg/kg ou acarbose (controle positivo)
(AC) 10 mg/kg apos ingestdo oral de solucdo de maltose (A) ou amido (B) na dose de 2
o/kg e area sob a curva. a vs. CTL SAL, b vs. AC, p<0.05, n=8. ANOVA seguido de

post test de Newman-Keuls.
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As andlises apresentadas no presente trabalho tiveram o objetivo de elucidar os
possiveis mecanismos de acdo do extrato em tecidos periféricos uma vez que, resultados
obtidos durante o mestrado da aluna, mostraram que 0 mesmo extrato apresentou
promissora atividade hipoglicemiante com melhora do quadro diabético de
camundongos. A atividade hipoglicemiante anteriormente encontrada foi parcialmente
explicada pelo aumento da expressdo das principais proteinas da via de sinaliza¢do
insulinica em figado de camundongos tratados com o extrato bruto de M. bella,
mostrando que o extrato estaria, possivelmente, agindo em nivel molecular, abrindo-
nos, portanto, a possibilidade de uma investigacdo mais aprofundada de sua ac¢do. Além
da investigacdo dos mecanismos de acdo do extrato em tecidos periféricos, nos
preocupamos em analisar o efeito do extrato sobre a secre¢do de insulina no pancreas
dos camundongos, além de investigar outra via de acdo hipoglicemiante do extrato
através da inibicdo de enzimas responsaveis pela absorcdo de glicose intestinal pelo

mesmo.

A insulina controla o metabolismo glicémico através da regulacdo da absorcéo e
consumo de glicose pelos principais oOrgdos-alvo, tais como figado, musculo
esquelético, rins e tecido adiposo. Tal regulacdo € realizada através do controle das
acOes de vérias enzimas metabolicas. Esse hormonio reduz a concentragdo de glicose
plasmaética através da regulacdo do metabolismo da glicose hepatica pelos processos de
glicogendlise, neoglicogénese e glicogénese (PESSIN e SALTIEL, 2000;
WHITEMAN, CHO, BIRNBAUM, 2002). A regulagdo da sintese de glicogénio e a
guebra do mesmo sdo essenciais para a homeostase glicémica (PEDERSON et al.,
2005). O conteudo de glicogénio, a atividade da proteina glicogénio sintase e a resposta

a sinalizacdo da insulina estdo reduzidos no diabetes (THORBURN et al., 1991). A
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partir dos resultados obtidos, podemos observar reducdo na expressdao da enzima
glicogénio sintase no figado dos camundongos diabéticos STZ SAL em relacdo aos
controles normoglicémicos CTL SAL e CTL EXT. Camundongos diabéticos STZ EXT
apresentaram aumento na expressdo da mesma quando comparados a STZ SAL (Fig.6
A), revelando uma possivel acdo do extrato sobre o processo de glicogénese. Resultados
anteriores obtidos por nosso grupo de pesquisa demonstraram aumento na fosforilagéo
de algumas proteinas da via PI3-K/AKT em figado, como IRS1, PI3-K e AKT. Dentre
essas proteinas, a AKT, uma vez ativa pela acdo do extrato, pode ter agido na ativacéo
da proteina glicogénio sintase, aumentando, portanto, o contetdo do glicogénio hepatico
e contribuido para diminuicdo da glicose plasmatica. A insulina desempenha um
importante papel na regulacdo da expressao de genes hepaticos pelo controle em nivel
transcricional e/ou pos transcricional. A taxa de degradacdo do mRNA tem importante
funcdo no controle do nivel da expressdo de um gene e, sabe-se que as estabilidades de
muitos MRNA sdo alteradas em resposta a uma variedade de parametros fisiologicos e
estimulos farmacoldgicos (O’BRIEN e GRANNER, 1991). Observamos aumento na
expressao de mRNA do gene que codifica a glicogénio sintase nos camundongos
diabéticos STZ SAL em relagdo & CTL SAL e CTL EXT. Os camundongos diabéticos
STZ EXT apresentaram, no entanto, menor expressdio de mRNA do gene Gsy2 em
relacdo aos diabéticos STZ SAL (Fig. 6 A). Uma vez que no nosso modelo de diabetes
ha diminuicéo dos niveis de insulina circulante, esperar-se ia que a expressdo de mRNA
dos camundongos diabéticos estivesse diminuida em relacdo aos controle
normoglicémicos, j& que a insulina é a responsavel por controlar a expressdo de tal
gene. No entanto, é possivel o mRNA tenham sofrido influéncia de outros fatores que
desconhecemos, causando uma super expressdo do gene Gsy2 no grupo STZ SAL.

Gannon e Nuttall (1997) também encontraram resultados discrepantes de atividade,
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expressdo proteica e de mRNA da glicogénio sintase. Esses autores, apds experimentos
com ratos normoglicémicos e diabéticos, demonstraram que ha alguns fatores que
influenciam na atividade e na instabilidade do MRNA que codifica a glicogénio sintase.
Concluiram, portanto, que o jejum o estado alimentado sdo os principais fatores que
influenciam na sintese de MRNA, independente da atividade ou expressdo proteica da
glicogénio sintase tanto em ratos normoglicémicos quanto diabéticos. Em nossos
resultados, notamos que a maior expressao nNo gene Nndo causou aumento na sua
expressdo proteica. Portanto, a andlise dos dados de expressdo proteica mostram-nos,
mais seguramente, que houve diminuicdo na sua expressdéo em ambos 0S grupos
diabéticos e também alteracdo da expressdo da glicogénio sintase provocada pelo
tratamento com o extrato. O aumento da expressdo da proteina glicogénio sintase
associado ao aumento no contetido de glicogénio no figado e diminuicdo da glicemia de
jejum nos camundongos diabéticos previamente reportados, pode estar associado a
melhora no processo de glicogénese promovido pelo tratamento com o extrato e

consequente diminuicdo da glicemia também ja reportada anteriormente.

Sabe-se que o processo de neoglicogénese estd aumentado no estado diabético,
contribuindo também para o desenvolvimento da hiperglicemia (CLINE et al., 1994;
VELHO et al., 1996). Na auséncia de insulina, tecidos neoglicogénicos como rins e
figado, convertem lactato e outras moléculas que ndo sdo carboidratos em glicose que é
entdo liberada para a circulagdo. Uma enzima importante envolvida no metabolismo de
carboidratos em mamiferos é a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), responsavel
pelo controle da neoglicogénese e da producdo de glicose pelo figado (MATTE et al.,
1997) por estar envolvida na sintese de glicose-6-fosfato a partir de precursores nao-

carboidratos. Os camundongos diabéticos STZ SAL apresentaram aumento na
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expressdo da proteina PEPCK em comparagdo aos controles normoglicémicos CTL
SAL e CTL EXT (Fig. 6 B), aumento este, caracteristico do quadro diabético. O extrato
de M. bella, no entanto, promoveu diminui¢do na expressdao da PEPCK no grupo dos
camundongos diabéticos STZ EXT. Tal resultado mostra-se interessante, uma vez que,
0 extrato parece agir ndo somente no processo de glicogénese, mas também na inibicéo
no processo de neoglicogénese, contribuindo, portanto, para reducdo na formacgéo de
glicose-6-fosfato e consequente diminuicdo da glicemia de jejum dos camundongos
diabéticos. A expressdo do gene Pckl que codifica a PEPCK é influenciada por
diversos fatores, como cAMP, horménios glicocorticoides, insulina, entre outros
(HANSON e RESHET, 1998). A insulina age como inibidora da transcricdo do mesmo
em células hepéticas. Qualquer mutacdo que eleve a transcricdo do gene Pckl, deve
ocasionar aumento na atividade enzimética da PEPCK, o que, por consequéncia,
ocasionaria aumento na concentracdo da glicose sanguinea através de seu efeito sobre a
neoglicogénese (VIDNES e SOVIK, 1976). Como observado em nosso estudo, 0s
camundongos diabéticos dos grupos STZ SAL e STZ EXT apresentaram aumento na
expressdao de mMRNA do gene Pckl comparados aos grupos CTL SAL e CTL EXT .O
tratamento com extrato de M. bella promoveu diminuigdo na expressdo de mRNA do
gene codificador de PEPCK em camundongos diabéticos STZ EXT quando comparados
a STZ SAL (Fig. 6 B). Tais resultados corroboram os resultados da expressdao da
proteina PEPCK, que também se mostrou diminuida em camundongos diabéticos
tratados com o extrato. A importancia da PEPCK no metabolismo de carboidratos em
seres humanos advém do fato que a mesma tem potencial para ser utilizada como alvo
de drogas para o tratamento do diabetes, uma vez que contribui para a diminuigdo da

glicemia (MATTE et al., 1997). Por meio dos resultados obtidos, podemos inferir que o
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extrato utilizado nesse trabalho parece modular o processo de neoglicogénese em nivel

molecular, agindo, portanto, na reducao da glicemia.

Uma das enzimas chave na regulacdo da glicose sanguinea e que participa das
etapas finais da neoglicogénese e da glicogenolise € a glicose-6-fosfatase (KUROSAKI
et al., 2003). O ultimo passo na producdo de glicose hepatica através dos processos
acima citados é catalisado pelo sistema microssomal glicose-6-fosfatase (VAN DE
WERVE et al., 2000). Esta enzima hidroliza a glicose-6-fosfato a glicose que é, entdo,
liberada na corrente sanguinea (TRINH et al., 1998). Nossos resultados demonstraram
aumento na expressdo da enzima glicose-6-fosfatase nos animais do grupo diabético
STZ SAL em relacdo aos controles normoglicémicos CTL SAL e CTL EXT. O
tratamento com o extrato de M. bella promoveu diminui¢do na expressao desta enzima
nos camundongos STZ EXT quando comparado a STZ SAL (Fig. 6 C). O tratamento
com extrato parece modular os processos que liberam glicose para circulacéo,
contribuindo, portanto, para a diminuicdo glicémica anteriormente observada. A
atividade e os niveis de mRNA da subunidade catalitica da glicose-6-fosfatase estdo
aumentados na presenca de glicose, acidos graxos livres, glicocorticoides e glucagon,
enquanto a insulina inibe a expressdao génica da mesma (FOSTER, PEDERSON,
NORDLIE, 1997). Os camundongos diabéticos STZ SAL apresentaram aumento na
expressdo de mMRNA do gene G6PC em relagdo ao grupos CTL SAL e CTL EXT. O
tratamento com extrato bruto de M. bella promoveu diminuigdo na expresséo do mRNA
nos camundongos STZ EXT quando comparado aos camundongos diabéticos STZ SAL
(Fig.6 C). Tais resultados estdo de acordo com os resultados ja expostos da expressao
proteica da glicose-6-fosfatase nos mesmos grupos experimentais. A reducdo na

expressdo de mRNA dos genes que codificam as enzimas glicose-6-fosfatase e PEPCK,
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assim como a reducdo na expressdo das mesmas através do tratamento com extrato de
M. bella, nos leva a acreditar que o extrato age também na redugdo dos processos que
liberam glicose para a corrente sanguinea em um estado diabético. Liu et al. (2017)
demonstraram que a administragdo do extrato do fruto da espécie Eugenia jambolana
enriquecido de triterpernoides, pertencente a mesma familia da planta estudada nesse
trabalho, apresentou inibicdo da neoglicogénese hepatica através da diminuicdo dos
genes codificadores da PEPCK e glicose-6-fosfatase. Prasad et al. (2005) também
demonstraram que o extrato da espécie Syzygium aromaticum,também pertencente a
familia Myrtaceae, diminuiu a expressdo dos mesmos genes envolvidos na
neoglicogénese em hepatocitos. Nossos resultados, em adicional aos resultados
anteriores obtidos de diminuicdo glicémica, aumento do contetdo de glicogénio e das
proteinas envolvidas na via de sinalizacdo insulinica no figado dos camundongos
diabéticos, parecem elucidar, em parte, 0s possiveis mecanismos de acdo
hipoglicemiante do extrato. Portanto, a partir dos resultados agora descritos, e em
conjunto com os resultados anteriormente citados, acreditamos que o extrato bruto de
M. bella parece agir sobre o metabolismo glicémico, atuando sobre a expressdo das
principais enzimas reguladoras da homeostase glicémica em figado, o que contribui para

a atividade hipoglicémica anteriormente encontrada.

O mausculo esquelético representa aproximadamente 40% da massa corporal total
e exerce importante papel no metabolismo da glicose (SMITH e MUSCAT, 2005). E
responsavel por aproximadamente 30% do consumo energético, além de ser um dos
principais tecidos, juntamente com o figado, responsaveis pela captaca e estocagem da
glicose (NUUTILA et al., 1992). A insulina aumenta o transporte de glicose para as

células musculares e adipocitos através da translocacdo das vesiculas contendo

85



transportadores de glicose do tipo GLUT 4 do citoplasma para a membrana plasmatica
(SALTIEL e KAHN, 2001). Como observado em nossos resultados, 0s camundongos
diabéticos do grupo STZ SAL apresentaram diminuicdo na expressdo das proteinas PI3-
K e AKT e do transportador de glicose GLUT4 em relacdo aos controles
normoglicémicos CTL SAL e CTL EXT (Fig. 7A, B, C). O tratamento com extrato
bruto de M. bella ndo demonstrou efeito sobre a expressdo de tais proteinas no grupo
dos camundongos diabéticos STZ EXT em relagdo a STZ SAL, uma vez que ndo houve
diferenca estatistica na expressdo de PI3-K, AKT e GLUT 4 entre os grupos (Fig. 7A,
B, C). O diabetes, tanto o tipo 1 quanto o 2, é caracterizado pela perda da acdo da
insulina sobre os musculos esqueléticos, o que leva a mudangas no metabolismo de
glicose e de lipidios, na expressdo génica e fosforilacdo de proteinas (SALTIEL e
KAHN, 2001). Em relacdo a expressdo de mRNA, interessantemente, notamos
aumento na expressdo do gene Pik3rl, que codifica a proteina PI3-K, em camundongos
diabéticos STZ SAL e STZ EXT em comparacdo a CTL SAL e CTL EXT, sendo a
expressao do grupo STZ EXT estatisticamente superior ao grupo STZ SAL (Fig.7 A). A
analise da expressdo das proteinas envolvidas na via de sinalizacdo insulinica em
musculo esquelético, assim como outros resultados ja expostos, ndo nos deixa duvidas
que nosso modelo de diabetes tipo 1 € bem estabelecido, haja vista a diminui¢cdo na
expressao das mesmas nos camundongos diabéticos. No entanto, é possivel que outros
fatores estejam influenciando na expressio de mRNA do referido gene. E importante
ressaltar, porém, que o aumento na transcricdo do gene Pik3rl ndo causou aumento na
traducédo da proteina P13-K em ambos os grupos diabéticos indicando que a fosforilacéo
das proteinas da via continua sendo nosso principal indicador da atividade do extrato.
Em relacdo a expressdo de mRNA do gene AKt1, responsavel por codificar a proteina

AKT, notamos que 0 tratamento com extrato promoveu aumento na expressdo do
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mesmo no grupo diabético STZ EXT quando comparados & STZ SAL (Fig. 7 B).
Analisando os resultados da expressdo proteica de AKT, ndo observamos diferenca
estatistica na expressdo da proteina entre os grupos dos camundongos diabéticos STZ
EXT e STZ SAL. A partir de tais resultados podemos inferir que o extrato bruto de M.
bella foi capaz de modular a expresséo de mRNA de AKtl, no entanto, ndo foi
suficiente para modular a expressao da respectiva proteina. J& a analise da expressao do
gene Slc2a4, que codifica a proteina GLUT4 mostrou que os camundongos diabéticos
STZ SAL apresentaram menor expressdo em comparacdo a CTL SAL.(Fig. 7C). No
entanto, ndo encontramos diferencas entre STZ EXT e CTL SAL ou CTL EXT, como
observada nos resultados de expressdo proteica. Atravées dos resultados das expressdes
génica e proteica em musculo esquelético, concluimos, portanto, que o extrato parece
ndo modular a via de sinalizag&o insulinica nesse tecido uma vez que ndo encontramos
alteracbes nas expressdes das mesmas de camundongos diabéticos tratados com o
extrato de M. bella. O tratamento com 0 mesmo ndo mostrou efeito na expressao de
genes e proteinas envolvidas na captacdo de glicose em mdusculo esquelético dos
camundongos diabéticos STZ EXT em relacdo a STZ SAL, com excecdo dos genes que
codificam as proteinas PI13-k e AKT, Pik3rl e Aktl, respectivamente. No entanto, uma
vez que ndo houve diferenca na expressdo das respectivas proteinas, ndo podemos
afirmar que o tratamento modulou a expressdo das mesmas, mesmo com aumento no
MRNA dos genes correspondentes. A partir dos resultados obtidos acreditamos,
portanto, que o extrato de M. bella parece ndo agir sob a sinalizacdo e captacdo de
glicose no masculo esquelético dos camundongos diabéticos, ndo sendo, portanto, o

principal tecido envolvido na diminuic¢do da glicemia de jejum previamente reportada.
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A enzima GSK-3, envolvida no processo de glicogénese, € inibida pela acdo da
insulina através da fosforilagdo das proteinas da via PI3-K/AKT. A inativacdo da
isoforma GSK-3 B parece ser a principal forma pela qual a insulina estimula a sintese de
glicogénio (CROSS et al., 1997, MORA et al., 2005). Uma vez desfosforilada, a GSK-
3B promove ativagdo da enzima glicogénio sintase, levando entdo, a sintese de
glicogénio (JENSEN et al., 2011). Nao notamos diferenca significativa nas expressoes
tanto proteica quanto génicas nos grupos diabéticos STZ SAL e STZ EXT em relagao
aos normoglicémicos CTL SAL e CTL EXT (Fig. 7 D). O aumento da expressao da
enzima GSK-3 B estd associado a diminuicdo na expressdo da enzima glicogénio
sintase. Apesar de ndo notarmos aumento significativo na expressdo da primeira nos
grupos diabéticos em relagdo aos normoglicémicos, notamos diminui¢cdo na expressao
da enzima glicogénio sintase no grupo STZ SAL em relacdo aos controles
normoglicémicos CTL SAL e CTL EXT e também em STZ EXT em relagdo a CTL
EXT. O tratamento com extrato de M. bella ndo aumentou a expressdo da enzima em
relacdo aos camundongos diabéticos STZ SAL (Fig.7 E). Os resultados da expressao
génica mostraram que houve diminui¢do na expressdéo de mRNA do gene Gysl em
camundongos diabéticos STZ EXT quando comparados a CTL SAL e CTL EXT (Fig.7
E). O tratamento também nao alterou a expressédo de mRNA de camundongos diabéticos
tratados com o extrato STZ EXT em comparacdo a STZ SAL. Resultados anteriores
obtidos em nosso grupo demonstraram diminui¢do no contetido de glicogénio muscular
dos camundongos diabéticos de ambos o0s grupos em relacdo aos controles
normoglicémicos. O tratamento realizado com extrato ndo promoveu aumento no
conteudo do glicogénio muscular no grupo STZ EXT (VAREDA at al, 2014). Uma vez
que os resultados agora obtidos nos mostram que 0 extrato parece nao agir sobre a

expressao dos genes e proteinas que controlam a sintese de glicogénio em mdasculo
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esquelético, acreditamos que os mesmos justificam o contetdo diminuido de glicogénio
nesse tecido nos camundongos diabéticos e o ndo restabelecimento do mesmo pelo
tratamento. Desse modo, os resultados agora obtidos em musculo esquelético nos levam
a acreditar que o extrato ndo age na captacédo e estoque de glicose nesse tecido em um
estado diabético, ndo contribuindo, portanto, para a atividade hipoglicemiante

previamente encontrada.

O tecido adiposo de mamiferos desempenha inumeras fungdes para o organismo,
incluindo isolamento, termogénese e producdo de hormdnios regulatérios. O adipdcito
possui a habilidade de estocar nutrientes e mobilizar sua reserva de energia quando
necessario. A insulina é responsavel pela translocacdo dos transportadores de glicose
para a membrana plasméatica no adipdcito. A translocacdo do GLUT4 é regulada
pincipalmente por duas vias, a via de sinalizagdo de insulina e a via AMPK (HUANG e
CZECH, 2007). Os resultados apresentados demonstraram diminui¢do na expressao das
principais proteinas envolvidas na sinalizacdo insulinica em tecido adiposo
retroperitoneal, como PI3-K e AKT, nos camundongos diabéticos dos grupos STZ SAL
e STZ EXT quando comparados aos grupos dos controles normoglicémicos CTL SAL e
CTL EXT (Fig. 8 A e B). O tratamento com extrato bruto de M. bella ndo alterou a
expressao de tais proteinas no tecido adiposo dos camundongos diabéticos STZ EXT
em relacdo a STZ SAL. Em relacéo a expressdo do GLUT4, notamos que o tratamento
com extrato de M. bella promoveu aumento na expressdo do transportador quando
comparado aos camundongos diabéticos STZ SAL (Fig. 8 C). O extrato parece
promover aumento na expressdao do GLUT 4 e consequente captacdo de glicose em
tecido adiposo independentemente da via PI3-k/AKT. Uma vez que as principais

proteinas envolvidas na via de sinalizacdo de insulina ndo foram alteradas pelo
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tratamento com o extrato, é possivel que o aumento na expressdo do transportador
GLUT4 possa estar relacionado com alterages de outras vias envolvidas no transporte
do mesmo, como por exemplo, a via AMPK ou mesmo pela ativacdo direta das
proteinas do complexo CAP/CBL/TC10 atraves da fosforilagdo do receptor de insulina.
Sabe-se que a ativagdo da proteina AMPK ¢é responsavel por aumentar a translocacéo do
transportador GLUT 4 em musculo esquelético (KAHN et al., 2005). Ainda h& poucos
estudos avaliando o potencial da proteina AMPK na captacdo de glicose em tecido
adiposo. Alguns trabalhos publicados tém mostrado que a captacdo de glicose pelos
adipdcitos in vitro pode ocorrer de forma independente da via de sinalizagdo insulinica
(DAVAL, FOUFELLE, FERRE, 2006). Um estudo realizado com adip6citos primarios
de ratos demonstrou que a enzima adiponectina ativa a proteina AMPK e aumenta a
captacdo de glicose pelas células adiposas atraves do aumento da expressdo de GLUT 4.
Tal estudo sugere um possivel papel da AMPK no transporte de glicose em adipdcitos,
que poderia envolver um mecanismo diferente da via de sinalizacdo de insulina (WU et
al., 2003). Outra via relacionado ao transporte de glicose através da translocacdo do
transportador GLUT4 é a via do complexo CAP/CBL/TC10. A ligagdo da insulina no
seu receptor e, consequente fosforilacdo do mesmo, catalisa a fosforilagdo em residuos
de tirosina do proto — oncogene CBL. O mesmo esta associado a proteina CAP, e, uma
vez que o complexo é fosforilado, ativa a proteina TC10 que aumenta a translocagéo da
proteina GLUT4 com consequente aumento de transporte de glicose para dentro da
célula. O complexo CAP/CBL/TC10 parece formar uma segunda via de para ativagédo
do transportador GLUT4 em paralelo a via PI13-k/AKT (SALTIEL e KAHN, 2001). N&o
podemos afirmar apenas através do nosso resultado de expressdo do GLUT4 que o
extrato modula a via AMPK ou a via CAP/CBL/TC10 uma vez que nédo foi possivel

mensurar a expressdo de tais proteinas. No entanto, a partir dos resultados obtidos
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podemos inferir que o extrato de M. bella contribui para a captacdo de glicose em tecido
adiposo retroperitoneal através do aumento da translocacdo das vesiculas contendo o
transportador GLUT4, o que contribui para a diminuicdo da glicose plasmatica.
Portanto, o tecido adiposo, juntamente com o tecido hepatico, parece contribuir para a
diminuicdo da glicemia de camundongos diabéticos através do tratamento com o extrato

bruto de M. bella.

Sabe-se que um dos mecanismos de acdo das plantas medicinais com
propriedades hipoglicemiantes € o aumento da secrecdo de insulina no péancreas
(TANIRA, 1994). A fim de elucidar mais um mecanismo de agdo do extrato bruto das
folhas de M. bella, buscamos avaliar a influéncia do mesmo na secrecao de insulina pelo
pancreas de camundongos diabéticos. As analises realizadas por imunohistoquimica
demonstraram que o tratamento com o extrato ndo foi capaz de aumentar a secrecdo da
insulina nas células beta restantes das ilhotas dos camundongos diabéticos STZ EXT
comparado a STZ SAL (Fig. 9 A e B). No entanto, analises mais profundas de
quantificacdo de insulina e de células beta sdo necessarias. Resultados anteriores obtidos
em nosso grupo demonstraram que o tratamento com o extrato ndo foi capaz de
aumentar a insulinemia basal no soro de camundongos diabéticos STZ EXT em relacdo
a STZ SAL (VAREDA et al., 2014). Tais resultados estdo de acordo com os resultados
aqui descritos. A partir de tais podemos previamente concluir que o tratamento com o
extrato de M. bella ndo age no aumento da secrecdo de insulina no péancreas de
camundongos diabéticos. A acdo hipoglicemiante do extrato, visto resultados acima
apresentados neste trabalho e os abaixo descritos se deve, possivelmente, & sua agao

extra pancreatica.
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Atualmente, hd uma grande quantidade de trabalhos que identificam plantas ou
compostos utilizados na inibicdo de enzimas intestinais como alfa amilase e alfa
glicosidase, uma vez que, a inibicdo das mesmas, seria responsavel pela diminuicdo da
glicemia apds uma refeicdo rica em carboidratos. As amilases, de um modo geral, sdo
enzimas da familia de endoamilases que catalisam a hidrélise das ligages glicosidicas
a-1,4- do amido, formando unidades menores de oligossacarideos como produtos finais
(WHITCOMB e LOWE, 2007). As enzimas alfa glicosidases catalisam a hidrélise das
ligagdes glicosidicas a-1,4 de dissacarideos ou oligossacarideos liberando unidades de
glicose (OTA et al., 2009). Os inibidores dessas enzimas sdo encontrados em diversas
espécies vegetais e ha diversos compostos identificados como responsaveis por tal
atividade. O extrato das folhas da espécie Syzygium cumini também conhecida como
Eugenia jambolana, pertencente & familia Myrtaceae, apresentou 98% de inibicdo da
atividade da enzima alfa amilase (KARTHIC et al., 2008). Shinde et al. (2008)
mostraram que 0 extrato das sementes da mesma espécie apresentou maior inibicao da
enzima alfa glicosidase quando comparado ao controle positivo acarbose. Ja Arai et al.
(1999) encontraram que o extrato etandlico das folhas de Eugenia uniflora, também
pertencente a familia Myrtaceae, apresentou 80% de inibicdo sobre a atividade da
enzima alfa glicosidase. Gonzalez-Figueiredo et al. (2016) mostraram que 0s extratos
das espécies Myrcia salicifolia, Myrcia sphaerocapa e Myrcia speciosa apresentaram
inibicdo da enzima alfa glicosidase de 90 a 500 vezes mais que 0 controle positivo
acarbose, com ICs variando entre 0,7 a 4,1 pg/ml, enquanto o ICs, da acarbose foi de
356 pg/ml. J& a inibicdo da enzima alfa amilase foi mais moderada, apresentando
valores de ICs, variando entre 6,1 e 29 ug/ml, valores estes maiores que o apresentado
pela acarbose, de 1,4 pg/ml. Uma vez que a inibi¢cdo de tais enzimas é de grande

interesse na reducdo da absorcdo da glicose ingerida ap0s uma refeicdo, e
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consequentemente, reducdo da glicemia de pacientes diabéticos, buscamos avaliar a
acdo do extrato na possivel inibicdo da atividade das enzimas citadas a fim de elucidar

mais um mecanismo envolvido na atividade hipoglicemiante anteriormente obtida.

Nossos resultados demonstraram que o extrato bruto de M. bella apresentou
percentual de inibicdo para a enzima alfa glicosidase de 99,90% na concentracdo de
19,5 pg/ml (Fig. 10 A) e menor valor de 1Csy comparado a acarbose, apresentando,
portanto, maior potencial inibitério quando comparado ao controle positivo (Tabela 3).
Do mesmo modo, como ja mencionado, trés espécies de Myrcia apresentaram atividade
inibitéria para a mesma enzima muito superior ao controle positivo acarbose
(GONZALEZ-FIGUEIREDO et al. 2016). Ja em relacdo & atividade da enzima alfa
amilase, o extrato de M. bella apresentou percentual de inibicdo de 97,73% na maior
concentracdo estudada, de 312,5 ug/ml (Fig. 10 B), no entanto, seu ICsq foi superior ao
da acarbose (Tabela 3). Nossos resultados in vitro mostram, portanto, que o extrato foi
mais eficaz na inibicdo da enzima alfa glicosidase comparado a acarbose e mostrou
inibicdo moderada de alfa amilase. A pesquisa por plantas com atividade inibitoria das
enzimas descritas tém focado na descoberta de compostos que possuam alta inibicao da
enzima alfa glicosidase e com efeito moderado sobre a enzima alfa amilase (KWON et
al., 2007; APOSTOLIDIS, KWON, SHETTY, 2007). A inibi¢do simultanea de ambas
as enzimas resultaria em fermentagdo bacteriana anormal no colo intestinal devido a
presenca de carboidratos ndo digeridos, que, por consequéncia, causariam efeitos
adversos, como distensdo abdominal, flatuléncias e diarreia (DALAR e KONECZACK,
2013). Nossos resultados estdo, portanto, em acordo o esperado apresentado pela
literatura e nos elucidam mais um mecanismos envolvido na atividade hipoglicemiante

do extrato.
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A fim de confirmar os resultados obtidos in vitro, foram realizados ensaios in
vivo para verificagdo da glicemia pdés prandial de camundongos normoglicémicos
tratados com o extrato e com controle positivo acarbose. Nos testes in vivo observamos
que os camundongos tratados com o extrato antes da administracdo de amido ou
maltose apresentaram menor glicemia ap6s o pico de 30 minutos quando comparado
aqueles que receberam salina. A glicemia dos camundongos tratados com extrato e que
receberam maltose apds 60 minutos também foi significativamente menor do que os que
receberam salina e acarbose. A &rea sob a curva mostra que o extrato agiu na
diminuicdo da glicemia pds prandial dos camundongos de maneira semelhante ao
controle positivo acarbose em ambos os tratamentos (Fig. 11 A e B). A partir dos
resultados apresentados, podemos concluir que o extrato de M. bella apresenta atividade
inibitdria para as enzimas alfa amilase e alfa glicosidase, confirmando os resultados in

vitro, contribuindo, portanto, para a diminuicdo glicémica dos camundongos.

Sabe-se que a atividade dos extratos esta relacionada a seus compostos
quimicos. Moléculas presentes em plantas podem apresentar potente inibicdo das
enzimas alfa amilase (PIPARO et al., 2008) e alfa glicosidase (KUMAR et al., 2011).
Tadera et al. (2006) testaram seis grupos de flavonoides na inibicdo da enzima alfa
amilase e encontraram que os flavonoides dos grupos luteina, mirecetina e quercetina
apresentaram potente inibicdo para a mesma enzima pancreatica e que, o potencial
inibitdrio esta correlacionado com o nimero de grupos hidroxilas presentes no anel B
do flavonoide. Diversos flavonoides e compostos fendlicos como acido galico também
séo descritos na literatura por apresentarem inibicdo da enzima alfa glicosidase (YIN et
al., 2014). Gonzalez-Figueiredo et al. (2016) determinaram o perfil quimico de trés

espécies de Myrcia, M. salicifolia, M. sphaerocapa e M. speciosa e identificaram os
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principais compostos envolvidos na inibigdo das enzimas alfa amilase e glicosidase
como flavonoides do tipo quercetina e micertina e &cidos fendlicos como acido galico.
Wubshet et al. (2015) encontraram diversos compostos na espécie Myrcia palustri que
apresentaram atividade inibitoria para a enzima alfa glicosidase, entre eles flavonoides
do tipo mirecetina e quercetina. Saldanha et al. (2013) identificaram oS compostos
quimicos da espécie Myrcia bella, sendo estes principalmente flavonoides derivados de
quercetina e mirecetina e acidos fendlicos como é&cidos galico. Uma vez que o0s
constituintes quimicos encontrados na espécie estudada neste trabalho sdo praticamente
0S mesmos encontrados nas plantas pertencentes ao género Myrcia, acreditamos que 0s
mesmos constituintes sejam os principais responsaveis pela atividade inibitéria das
enzimas envolvidas na absor¢do de glicose intestinal. Tais resultados, juntamente com
0s previamente ja descritos, elucidam, em partes, a atividade hipoglicemiante
encontrada na espécie Myrcia bella, o que abre grandes portas para o futuro
desenvolvimento, com mais confiabilidade, de um possivel fitoterapico com atividade

hipoglicemiante.

95



6. Conclusiio-



Os dados expostos nos levam a acreditar que o figado seja o principal érgéo
responsavel pela atividade hipoglicemiante e melhora no estado diabético observadas
em nosso modelo através da modulacdo de genes e proteinas envolvidas no
metabolismo de glicose pelo tratamento com o extrato de M. bella. Acreditamos no
papel do tecido adiposo branco sobre a captacdo de glicose plasmatica necessitando,
portanto, de experimentos mais aprofundados envolvendo outras vias de sinalizagéo. O
extrato bruto de M. bella parece ndo influenciar na secrecdo de insulina no pancreas,
sendo a acdo do extrato considerada, portanto, extra pancreética. Os estudos in vitro e in
Vvivo a respeito da inibigcdo das enzimas responsaveis pela absor¢do de glicose intestinal
demonstraram que o extrato também age na reducdo glicémica p6s prandial através da
inibicdo da alfa glicosidase e alfa amilase, ajudando, portanto, na diminuigéo glicémica
e do quadro diabético. Os resultados apresentados nos levam a acreditar, portanto, que o
extrato bruto das folhas de Myrcia bella é eficiente na diminuicdo da glicemia de
camundongos diabéticos, agindo principalmente no metabolismo de glicose em figado e
através da inibicdo das enzimas intestinais e, tem potencial para ser futuramente

padronizado e utilizado na forma de fitoterdpico para o tratamento do diabetes em

pacientes.
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Species of Myrcia are used by indigenous people and in traditional communities in Brazil for the treatment of Diabetes mellitus. We
investigated the hypoglycemic effect of the extract of leaves of Myrcia bella in diabetic mice. The chemical fingerprinting of the 70%
EtOH extract characterized as main constituents flavonoid aglycones, flavonoid-O-glycosides, and acylated flavonoid-O-glycosides
derivatives of quercetin and myricetin. Mice were treated with saline or extract of M. bella (300 or 600 mg/Kg b.w.) for 14 days.
Body weight and water and food intake were measured every day. Fasting blood glucose was measured weekly. At the end of the
treatment, blood insulin, triglycerides, total cholesterol, and protein were measured. Glycogen content and expression of proteins of
the insulin signaling pathway were measured in liver. The treatment with 600 mg/Kg reduced the fasting blood glucose in diabetic
mice of the 7th day as water and food intake and increased hepatic glycogen. Total cholesterol and triglycerides were reduced in
diabetic treated mice. The treatment increased the expression of IRS-1, PI3-K, and AKT in the livers of diabetic treated mice. The
results indicate that the extract of the leaves of Myrcia bella has hypoglycemic properties and possibly acts to regulate glucose uptake
by the liver.

1. Introduction million people. Estimates indicate that this number, by 2030,

should grow to 366 million people with this syndrome, of

Diabetes is a metabolic disorder characterized by chronic
hyperglycemia as a result of defects in insulin action, insulin
secretion, or both. This disorder results in abnormality
in protein, lipid, and carbohydrate metabolism, leading to
long-term complications, such as neuropathy, nephropathy,
retinopathy, atherosclerosis, and peripheral vascular disease
[1]. According to the report of world health organization
(WHO), the world is now in the middle of a diabetes
epidemic. In 1985, it was estimated that there were 30
million people with diabetes worldwide, and this number
dramatically increased in the ensuing 10 years, reaching 135

which 90% will develop type 2 diabetes (DM2). Today, it is
estimated that there are about 12 million diabetic patients in
Brazil [2].

Current treatments for diabetes include the use of exoge-
nous insulin and the administration of allopathic drugs, such
as sulfonylureas (glibenclamide), biguanides (metformin),
and alpha-glucosidase inhibitors (acarbose and miglitol).
The oral hypoglycemic agents exert their effects in reducing
glycemia through a variety of mechanisms that include reduc-
ing hepatic glucose production, increasing insulin secretion
by pancreatic beta cells, improving insulin sensitivity, and
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inhibiting digestion and intestinal absorption of glucose [3].
However, these drugs may cause side effects, decreasing
response after prolonged use, and there is also a high financial
cost to the patient [4]. Based on this information, research for
new antidiabetic agents that maintain the same therapeutic
efficacy with fewer side effects is necessary [5].

Mpyrcia bella is a plant belonging to the Myrtaceae family.
This family consists of 133 genera and more than 3,800
species with two main centers of development in tropical
America and Australia, although they occur in other regions
of the world [6]. Myrcia is one of the largest genera in
the Myrtaceae family with about 760 species and is well
represented throughout the Brazilian territory [7]. Species
of Myrcia have been used by indigenous and in traditional
communities in Brazil as astringents and diuretics and for the
treatment of hypertension and Diabetes mellitus 8, 9].

The plants known as “pedra-hume-cad” or insulin plants
have been used for the treatment of diabetes according to the
empirical African and indigenous knowledge that influenced
the formation of the Brazilian culture [10]. The species related
to “pedra-hume-cad” are Myrcia sphaerocarpa, Myrcia citri-
folia, Myrcia guianensis, Myrcia uniflora, Myrcia multiflora,
Myrcia salicifolia, and Myrcia speciosa [11-14]. Despite the
large number of species within the genus, there are few studies
that assess their potential hypoglycemic properties, and there
is no experimental evidence that proves the hypoglycemic
effect of Myrcia bella.

The aim of the present study was to evaluate the hypo-
glycemic effect of the extract of the leaves of Myrcia bella
through the investigation of metabolic, biochemical, and
molecular parameters. Body weight, food and water intake,
fasting glycemia, blood triglycerides, total cholesterol and
protein, basal plasma insulin, hepatic and muscular glycogen,
and the expression of some proteins of the insulin signaling
pathway in the liver of control and streptozotocin-diabetic
mice were investigated.

2. Material and Methods

2.1. Plant Material and Extraction. The leaves of M. bella were
collected in November 2010 at the Jardim Botanico Municipal
de Bauru, SP, Brazil (22°20'30" $ and 49°00'30" W). Voucher
specimens were prepared, identified, and deposited at the
Herbarium of the UNESP—Univ Estadual Paulista “Jdlio de
Mesquita Filho”—UNBA (Bauru, SP, Brazil) under number
5508. Fresh leaves were dried at 40°C for 48 h. The separated
powdered leaves (1.3 kg) were extracted with EtOH/H, 0 (7:3
v/v) by percolation at room temperature. The filtrate was
concentrated to dryness under reduced pressure at 40°C
furnishing the hydroalcoholic extract (364 g).

2.2. Chemical Profiling and Identification. 'The chemical com-
position of the crude extract of M. bella was investigated by
mass spectrometry using an Accela (Thermo Scientific, San
Jose, CA, USA) LCQ Fleet with Ion Trap 3D and ionization
by eletrospray (ESI) in negative ion mode. The 70% EtOH
extract was dissolved in MeOH-H,O (8:2) and diluted at
final concentration of 1 g mL™". This solution was infused in
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the ESI source by flow injection analysis (FIA) using a syringe
pump; the flow rate was 33 uL-min~'. The capillary voltage
was —20 V, the spray voltage was 4 kV, and the tube lens offset
was —55 V. The capillary temperature was 275°C. Nitrogen
was used both as drying gas at a flow rate of 60 (arbitrary
units) and as nebulising gas. The nebulizer temperature was
setat 280°C, and a potential of —4 V was used on the capillary.
Negative ion mass spectra were recorded in the range m/z
100-1050. Two scan events were prescribed to run in the LCQ
mass spectrometry. The first event was a full-scan spectrum
to acquire data on the deprotonated compounds within the
scan range. The second scan event wasa MS/MS” experiment
performed using a data dependent scan on deprotonated
molecule [M-H]". The collision energy for MS/MS" was
adjusted to 10-25%. The constituents present in the 70%
EtOH extract were identified by comparison of their MS/MS"
data with data from the literature [15].

2.3. Animals. Male Swiss mice (aged 2 months, weighting
20-30g) were obtained from the Institute of Biosciences,
Sdo Paulo State University, Botucatu, SP, Brazil. The ani-
mals were kept under standard environmental conditions
(22 + 2°C) and 12 h light/dark cycle. Water and food were
given at libitum. The animals were killed by CO, exposure,
followed by decapitation. The experimental protocol was
approved by the Animal Experimentation Ethics Committee
of UNESP/Aracatuba (Process no. 01741-2012).

2.4. Acute Toxicity Test. Male Swiss normal mice were
divided into 2 groups of 10 animals (CTL SAL and CTL
EXT) and fasted during 4 hours. After this period saline
(1mL/Kg) or the extract of Myrcia bella (2,000 mg/Kg) was
administered by gavage. The animals had their behavior
analyzed at 30, 60, 90, 120, 240, and 360 minutes after the
gavage according to the Hippocratic screening described by
Brito [16]. The mice were observed and weighted during
14 days. At the end of the observation period, the animals
were killed and liver, kidneys, lungs, heart, and spleen were
collected and weighted. This screening provides a general
estimate of the toxicity of the substance of the conscious state
and general disposal, activity, and coordination of the motor
system, reflexes, and activities of the central nervous system
(posture, exploratory movements, stereotypes, presence of
clonic, or tonic movements) and the autonomic nervous
system (respiratory pattern, piloerection, and pupil size).

2.5. Induction of Experimental Diabetes. The induction of
diabetes was performed using a single injection of 150 mg/Kg
streptozotocin (STZ—Sigma—St. Louis, MO) in mice which
fasted for 12 to 14 hours. The STZ was dissolved in citrate
buffer (pH4.5) and immediately injected intraperitoneally.
The animals kept fasting for 3 hours after injection. In the
next 24 hours the animals received a glucose solution of 3% to
drink to prevent hypoglycemia. After a period of seven days,
the mice fasted again (10 to 12 hours) and blood glucose was
measured with glucometer (One Touch, Johnson & Johnson).
The animals with fasting glucose higher than 250 mg/dL were
considered diabetic and were included in the study.
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2.6. Treatment. 'The mice were randomly divided into 4
groups (n = 6-10/group) of control and diabetic ani-
mals (CTL SAL—nondiabetic mice treated with saline, CTL
EXT—nondiabetic mice treated with extract, STZ SAL—
diabetic mice treated with saline, and STZ EXT—diabetic
mice treated with extract). Saline (1 mL/Kgb.w.) and extract
of the leaves of Myrcia bella (300 and 600 mg/Kgb.w.,
dissolved in saline) were administered orally by gavage once
a day during 14 consecutive days.

2.7. Fasting Blood Glucose, Body Weight, and Food and Water
Intake. The fasting blood glucose was measured weekly using
a glucometer (One Touch, Johnson & Johnson). Body weight
and water and food intake were monitored daily.

2.8. Intraperitoneal Glucose Tolerance Test (ipGTT). The ani-
mals from the 4 groups (1 = 8) of control and diabetic mice
treated during 14 days with saline or extract of Myrcia bella
(600 mg/Kg) fasted (10-12h) and the fasting blood glucose
was measured before the glucose load and defined as time 0. A
glucose load (2 g/kg b.w.) was injected intraperitoneally after
30 minutes of extract or saline administrations. Blood glucose
was collected from tail tip 15, 30, 60, and 90 minutes after the
administration of the glucose and measured by commercial
kits of enzymatic glucose (Doles, Goids, Brasil).

2.9. Biochemical Parameters. At the end of treatment period,
the animals were killed and blood samples were collected
and centrifuged to obtain the serum. Total proteins, total
cholesterol, and triglycerides were measured by commercial
kits (Doles, Goids, Brazil). Basal plasma insulin was measured
using a rat/mouse insulin ELISA kit (Millipore, St. Charles,
MO) in spectrophotometer (BioTek-Power Wave XS) accord-
ing to the manufacturers.

2.10. Hepatic and Muscular Glycogen. Hepatic and muscular
glycogen content was measured as previously described by
Rafacho et al. [17]. Briefly, liver and muscle samples (300 to
500 mg) were transferred to test tubes containing 30% KOH
(Mallinckrodt Baker, Paris, France) and boiled for 1h until
they were completely homogenised. Na,SO, (Mallinckrodt
Baker, Paris, France) was then added, and glycogen was
precipitated with 100% ethanol. The samples were centrifuged
at 800 g for 10 min, the supernatants were discarded, and the
glycogen was dissolved in hot distilled water. Ethanol was
added, and pellets were obtained after a second centrifuga-
tion. The pellets were then dissolved in distilled water to a
final volume of 20 mL. The glycogen content was measured
by treating a fixed volume of samples with phenol reagent
and H,SO, and the absorbance was read at 490 nm with a
spectrophotometer (BioTek-PowerWave XS).

2.11. Protein Expression by Western Blotting. Livers from
animals of all groups were collected and homogenized in
an ice cold cell lyses buffer (Cell Signaling, Beverly, MA).
Protein concentration was measured using the Bradford
method, according to the manufacturer (Bio-Rad, Hercules,
CA). Aliquots of total protein (100 ug) were boiled at

100°C for 4 minutes in 30% of the volume in Laemmli
buffer. The samples were fractionated on electrophoresis
system (Mini Protean II, Bio-Rad, Hercules, CA) in poly-
acrylamide gel with the appropriate pore size for each
molecular weight. After electrophoresis, the proteins were
transferred to a nitrocellulose membrane (Bio-Rad, Her-
cules, CA) in the presence of 20% methanol and 0.02%
SDS at constant voltage of 120 Volts. The membrane was
then saturated with blocking solution containing 5% BSA
basal solution (10 mM Trisma base, 150 mM NaCl, 0.05%
Tween 20) overnight. Afterwards, the membrane was washed
with basal solution at room temperature (RT). The proteins
were detected in the membrane after incubation for 3h
at 4°C with primary antibody (Santa Cruz Biotechnology,
CA, USA) specific for each protein in basal solution con-
taining 3% albumin, followed by washing and incubation
with peroxidase conjugated secondary antibody-HRP solu-
tion containing basal solution 1% skimmed milk at RT.
The membranes were washed and incubated in dark room
with luminol chemiluminescent substrate (Pierce, Rockford,
IL) and exposed to autoradiographic film (Kodak T-Mat
G/RA, Rochester, NY). The intensities of the bands were
quantified by densitometry (Epson Expression 1600, Long
Beach, CA).

2.12. Statistical Analyses. The results were expressed as
Means + SEM. For multiple comparisons ANOVA was used
followed by Tukeys posttest and for comparison of two
groups, Student’s t-test was used. The level of significance
adopted was P < 0.05.

3. Results

3.1. Chemical Profiling and Identification. The FIA-ESI-
MS/MS" analysis of the 70% EtOH extract highlighted the
presence of precursor ions related to phenolic acids, flavonoid
aglycones, flavonoid-O-glycosides, and acylated flavonoid-
O-glycosides (Figure 1). The precursor ions at m/z 169 [M-
HJ™, 191 [M-H]", and 197 [M-H]™ confirm the presence
of phenolic acids. Second-generation product ion spectra
of precursor ions at m/z 433 [M-H]~, m/z 447 [M-H]",
m/z 463 [M-H]~, m/z 585 [M-H]", m/z 601 [M-H]", m/z
615 [M-H]~, and m/z 635 [M-H]~ confirm the presence of
flavonoid-O-glycosides and acylated flavonoid-O-glycosides.
The neutral losses of 132, 162, 146, and 152 mass units
allowed the identification of pentosides (xylose or arabinose),
hexosides (glucose or galactose), deoxyhexoside (rhamnose),
and gallic acid, respectively. The precursor ions at m/z 301
and 317 characterized aglycones as quercetin and myricetin,
respectively.

3.2. Toxicity Test. The extract of Myrcia bella administrated
to normal mice at a dose of 2,000 mg/Kg did not provoke
deaths nor changes in the behavioral parameters analyzed
(posture, secretions, and presence of convulsions) when
compared with the group who received saline. There was
no difference in body weight of the animals in both groups
(Figure 2). The kidney weights from CTL EXT animals
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FIGURE 2: Body weight during acute toxicity test on male normo-
glycemic mice. Effect of acute administration of saline (CTL SAL)
or crude extract of M. bella (2,000 mg/Kg-CTL EXT) on the body
weight of normoglycemic mice. Data are Means + SEM, n = 10,
P < 0.05. Student’s t-test.

increased significantly (14.27 + 0.47 g/Kg) when compared
with CTLSAL animals (12.73 + 0.41 g/Kg) (Table 1, P < 0.05).

TaBLE 1: Effect of the acute administration of saline (1 mL/Kg) or
crude extract of M. bella (2000 mg/Kg) on organs weight of male
mice.

Organs weight (g/Kg) CTL SAL CTL EXT
Spleen 4.04+0.32 471+0.53
Heart 481+0.12 5.0640.24
Liver 5585+ 1.72 58.66 + 1.29
Lung 8.94+092 9.67 £0.36
Kidney 1273+ 041 14.27 +0.47"

CTL SAL (control mice treated with saline), CTL EXT (control mice treated
with M. bella extract), STZ SAL (diabetic mice treated with saline), and STZ
EXT (diabetic mice treated with M. bella extract). Values are expressed as
Means + SEM. * versus CTL SAL, n = 10, P < 0.05.

3.3. Effect of the Treatment with the Extract of Myrcia bella
on Fasting Blood Glucose. Diabetic mice (STZ SAL and STZ
EXT) showed a significant increase in fasting blood glucose
when compared with control groups (CTL SAL and CTL
EXT) (P < 0.001). Diabetic mice treated with the extract
of M. bella at 300 mg/Kg (STZ EXT) showed no decrease in
fasting blood glucose when compared with diabetic animals
treated with saline (STZ SAL) (Figure 3(a)). However, STZ
EXT animals treated with 600 mg/Kg of the extract of M.
bella (STZ EXT) showed a significant decrease in fasting
blood glucose from the 7th day to the last day of treatment
compared with STZ SAL; the decrease was maintained until
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FIGURE 3: Effect of Myrcia bella administration (300 and 600 mg/Kg) on fast blood glucose. Fast blood glucose (mg/dL) of control and diabetic
mice treated with saline (CTL SAL and STZ SAL), 300 mg/Kg (a) or 600 mg/Kg (b) of the crude extract of M. bella (CTL EXT and STZ EXT)
during 14 days. Data are Means + SEM. = versus STZ SAL; @ versus CTL SAL, & versus CTL EXT, n = 10, P < 0.05. ANOVA followed by

Tukey’ posttest.

the end of the treatment (Figure 3(b)) (P < 0.05). On the
7th day of treatment, there was a 36% decrease in fasting
glucose of STZ EXT animals compared with animals of the
STZ SAL group. On the 14th day, the decrease reached 41.3%
between the two groups. There was no difference in fasting
blood glucose between the control groups (CTL SALand CTL
EXT). Because the treatment with the crude extract of Myrcia
bella was effective in lowering blood glucose at a dose of
600 mg/Kg, the dose was used for the rest of the experiments.

3.4. Effect of the Treatment with the Extract of Myrcia bella on
ipGTT. The ipGTT was performed according to the effective
hypoglycemic dose of the extract (600 mg/Kg). Diabetic ani-
mals treated with the extract (STZ EXT) showed a significant
decrease in glycemia at 30, 60, and 90 minutes (P < 0.05)
after glucose administration (2 g/Kg) compared with diabetic
animals treated with saline (STZ SAL) (Figure 4(a)). The
area under the curve (AUC) (Figure 4(b)) was increased in
both diabetic groups when compared with the control groups
(CTL SAL and CTL EXT) (P < 0.001). Nevertheless, there
was a decrease in AUC of the STZ EXT group when compared
with the STZ SAL group (P < 0.05). There was no difference
in blood glucose and AUC between the control groups.

3.5. Effect of the Treatment with the Extract of Myrcia bella on
Body Weight and Food and Water Intake. The body weight
of the diabetic animals (STZ SAL and STZ EXT) showed
a significant decrease compared with the body weight of

the control group treated with saline (CTL SAL) as of the
7th day of treatment (Figure 5) (P < 0.05). However,
there was no significant difference between body weights of
diabetic animals of the groups STZ SAL and STZ EXT. There
was a decrease of body weight of control animals treated
with the extract (CTL EXT) compared with control animals
treated with saline (CTL SAL) as of the 7th day of treatment
(P < 0.05). Diabetic animals (STZ SAL and STZ EXT)
showed a significant increase in water intake compared to
the control groups (CTL SAL and CTL EXT) (Figure 6(a))
(P < 0.001). Diabetic animals treated with the extract of
M. bella (STZ EXT) showed a decrease of 42% in water
intake when compared to diabetic mice treated with saline
(STZ SAL) (P < 0.05). There was no difference between the
control groups (CTL SAL and CTL EXT). Regarding food
intake, diabetic animals (SAL STZ and STZ EXT) showed a
significant increase compared with the control groups (CTL
SAL and CTL EXT) (Figure 6(b)) (P < 0.001). Diabetic
animals treated with a crude extract of M. bella (STZ EXT)
showed a decrease of 38.46% in food intake compared with
diabetic animals treated with saline (STZ SAL) (P < 0.001).
There was no difference between the control groups (CTL
SAL and CTL EXT).

3.6. Biochemical Parameters. Total triglycerides (TG) and
cholesterol (TC) were increased in diabetic animals treated
with saline (STZ SAL) compared with control groups (CTL
SAL and CTL EXT) (P < 0.05). The treatment with the
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FiGURE 5: Effect of Myrcia bella administration (600 mg/Kg) on the body weight. Body weight (g) of control and diabetic animals treated
with saline (CTL SAL and STZ SAL) or with 600 mg/Kg of the crude extract of M. bella during 14 days (CTL EXT and STZ EXT). Data are
Means + SEM. @ versus CTL SAL, n = 8, P < 0.05. ANOVA followed by Tukey’s posttest.

extract of Myrcia bella at 600 mg/Kg for 14 days decreased
the TG and TC levels of the animals from STZ EXT and
CTL EXT groups when compared with the animals of the
STZ SAL and CTL SAL groups, respectively (P < 0.05). The
decrease was 49.65% and 45.5% in the levels of TG of STZ
EXT and CTL EXT compared to STZ SAL and CTL SAL,
respectively, and 53.4% and 48.6% in the levels of TC of STZ
EXT and CTL EXT compared to STZ SAL and CTL SAL,
respectively. There was no difference in total blood proteins
between the groups. Basal plasma insulin decreased in STZ

SAL (0.11 + 0.005 ng/mL) and STZ EXT (0.13 + 0.01 ng/mL)
when compared with CTL SAL (0.19 + 0.02 ng/mL) and CTL
EXT (0.19 +0.01 ng/mL) (P < 0.05). There was no difference
between basal insulin of STZ SAL and STZ EXT (Table 2).

3.7. Hepatic and Muscular Glycogen. The hepatic and mus-
cular glycogen contents in diabetic mice treated with saline
(STZ SAL) decreased compared to the control groups (CTL
SAL and CTL EXT) (P < 0.05). The treatment with Myrcia
bella increased hepatic glycogen content in diabetic mice
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FIGURE 6: Effect of Myrcia bella administration (600 mg/Kg) on water and food intake. Water intake (mL/animal) (A) and food intake (B) of
control and diabetic mice treated with saline (CTL SAL and STZ SAL) or with 600 mg/Kg of the crude extract of M. bella (CTL EXT and STZ
EXT) during 14 days. Data are Means + SEM. + versus STZ SAL; @ versus CTL SAL, & versus CTL EXT, n = 8, P < 0.05. ANOVA followed

by Tukey’s posttest.

TaBLE 2: Biochemical parameters and glycogen levels of control and diabetic mice treated during 14 days with saline or crude extract of M.

bella (600 mg/Kg).

Parameters CTL SAL CTLEXT STZ SAL STZEXT
Triglycerides (mg/dL) 105.1 £12.5 79 + 17.88% 139.4 +12.6°% 70.2 £+ 8.18%
Total cholesterol (mg/dL) 1429 +12 83.6 + 14.8° 190 + 13.8%% 88.5 + 11.3%"
Total protein (mg/dL) 489+1.37 39094 271047 3591037
Basal insulin (ng/mL) 0.19 £0.02 0.19+0.01 0.11 £ 0.005%% 0.13 £ 0.01%%
Hepatic glycogen (mg%) 0.33 £ 0.07 0.33 £0.05 0.11 +0.03%% 0.28 +0.06
Muscular glycogen (mg%) 021 +0.01 0.21+0.02 0.15+0.01%% 0.17 +0.01%%

CTL SAL (control mice treated with saline), CTL EXT (control mice treated with M. bella extract), STZ SAL (diabetic mice treated with saline), and STZ EXT
(diabetic mice treated with M. bella extract). Values are expressed as Means + SEM. * versus STZ SAL, @ yersus CTL SAL, & yversus CTL EXT,n =8,F < 0.05.

ANOVA followed by Tukey’ posttest.

(0.28 £ 0.06 mg%) when compared with the diabetic animals
treated with saline (0.11+0.03 mg%) (P < 0.05). There was no
difference between control groups (CTL SAL and CTL EXT).
There was no difference in the muscular glycogen content of
diabetic STZ EXT and STZ SAL and between control groups
(Table 2).

3.8. Protein Expression by Western Blotting. The expression
of total and phosphorylated levels of IRS-1, PI3-K, and AKT
in the livers of the animals of all groups was measured.
The relative expression of p-IRS-1/IRS-1 (Figure 7(a)), p-PI3-
K/PI3-K (Figure 7(b)), and p-AKT/AKT (Figure 7(c)) showed
a significant increase in STZ EXT (1.04 + 0.3; 0.95 + 0.16;
1.5+0.23, resp.) when compared with animals of the STZ SAL
group (0.25 + 0.1; 0.55 + 0.1; 0.88 + 0.07, resp.) (P < 0.05).
There was no difference between the control groups.

4. Discussion

In this study, we investigated the hypoglycemic activity
of the extract of leaves of Myrcia bella administered to

streptozotocin-induced diabetic mice. The selected dose for
the treatment of animals was chosen according to the effec-
tiveness of the tested doses. The treatment with the crude
extract of Myrica bella using 300 mg/Kgb.w. for 14 days did
not reduce the hyperglycemia of the diabetic animals. Once
the treatment with the extract of Myrcia bella was effective in
lowering blood glucose at the dose of 600 mg/Kg for 14 days,
this dose was chosen to carry out the proposed experiments.

The popular use of species of Myrcia is well known.
Myrcia multiflora, known as “pedra-hume-de cad,” is used
in folk medicine for the treatment of diabetes, diarrhea,
enteritis, and hemorrhages [10, 11, 13]. Myrcia bella is a species
belonging to the Myrtaceae family that occurs in the Brazilian
cerrado, and its hypoglycemic effects have not previously
been investigated.

Hyperglycemia resulting from DM is a consequence of
defects or a lack of insulin secretion and/or action [1]. The
studies with experimental models of diabetes in rodents
have been widely used with the intent to reproduce the
symptoms of diabetes. The most common substances used
to induce diabetes in rodents are alloxan and streptozotocin
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FIGURE 7: Protein expression in liver. Western blot analysis of IRS-1 (a), PI3-K(b), and AKT (c) from liver of control and diabetic mice treated
with saline (CTL SAL and STZ SAL) or with 600 mg/Kg of the crude extract of M. bella during 14 days (CTL EXT and STZ EXT). p-IRS-1,
p-PI3-K, and P-AKT are the phosphorylated forms of the respective proteins. Data are Means + SEM. * versus STZ SAL, @ versus CTL SAL,
& versus CTL EXT, n = 6, P < 0.05. ANOVA followed by Tukey’s posttest.

[18]. The animals induced to diabetes by STZ show symptoms
such as polyphagia, polydipsia, polyuria, and weight loss, as
seen in our streptozotocin-injected animals. Water and food
intake decreased in animals of the STZ EXT group when
compared with the animals of the STZ SAL group. Pepato et
al. [19] showed that the extract of Myrcia uniflora decreased
polyphagia and polydipsia and reduced the hyperglycemia in
streptozotocin-induced diabetic animals. Our present results
are in agreement with this report. Body weight was decreased
in diabetic animals, and the treatment with the extract did not

alter weight loss. An interesting finding was the effect of the
extract in the control mice. There was a significant decrease
in the weight of those animals, as well as in triglycerides
and total cholesterol. Since weight loss is desirable in many
situations, particularly in preventing the development of
type 2 diabetes, this effect should be investigated further.
According to Table1and to the behavioral analysis, the extract
seems to be nontoxic to the animals, although the ratio of
kidney weight to body weight had an increase of 12.1% with
the administration of high dose of the extract (2,000 mg/kg),
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indicating a possible degree of toxicity of the extract when
in excess. However, the urinary rate was not affected in this
situation.

After 14 days of treatment with the extract of M. bella
at 600 mg/Kg, we observed a significant reduction of the
hyperglycemia in the treated diabetic mice (STZ EXT) when
compared with diabetic mice treated with saline (STZ SAL).
The reduction began at the 7th day of the treatment and
remained until the end, proving the hypoglycemic effect
of the treatment. The ipGTT showed a significant increase
in glucose tolerance of STZ EXT animals when compared
with STZ SAL animals, which indicates a better handling of
glucose.

The chemical fingerprinting of the 70% EtOH leaves
extract by FIA-ESI-IT-MS confirmed the presence of the
main characteristic constituents of Myrcia bella as phenolic
acids and flavonoids [15]. Flavonoids present a variety of
biochemical and pharmacological actions that may affect the
function of various mammalian cell systems [20]. Several
studies have shown that flavonoids, which are naturally
occurring phenolic compounds that are widely distributed
in plants, can act in lowering blood glucose in experimental
models of diabetes. Such studies using isolated flavonoids,
such as quercetin and myricetin, showed a reduction in
the fasting blood glucose of diabetic rats induced by strep-
tozotocin [21-23]. Vassal et al. [22] showed that isolated
quercetin administered at 10 and 15mg in streptozotocin-
induced diabetic rats reduced fasting blood glucose, total
cholesterol, and triglycerides as it regenerates the pancreatic
islet. Ong and Khoo [21] found that myricetin administered
for 2 days at 3 mg/12 h reduced glycemia in 50% of diabetic
rats as hepatic glycogen increased, indicating that myricetin
should have an effect on glycogen metabolism. Accordingly,
the flavonoids present in the crude extract obtained from
leaves of M. bella should assist in the reduction of blood
glucose through mechanisms that involve the reduction of
hepatic glucose production and/or that promote the storage
of glucose in the liver. The presence of phenolic acids was also
detected in the extract of M. bella. This group of substances
is characterized by their antioxidant properties. Also, it
was demonstrated that caffeic acid and chlorogenic acid
increased glucose uptake in L6 muscular cells and stimulate
insulin secretion from the INS-1E insulin-secreting cell line
and rat islets of Langerhans [24]. Phenolic acids also have
the capacity to inhibit enzymes like a-glucosidase [25] and
protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B) [26]. In this study,
the increase in p-IRS-1 expression, discussed below, arises
the possibility for the participation of phenolic acids in the
observed effects of the extract of M. bella.

Glycogen is the form in which some tissues store glucose.
Insulin stimulates the accumulation of glycogen by increasing
glucose transport in muscle and glycogen synthesis in the
liver and in muscle [27]. In diseases such as diabetes, hepatic
and muscular glycogen is decreased, as seen in diabetic
mice treated with saline in this study (STZ SAL). The
treatment with the extract of M. bella augmented the content
of the glycogen in the liver of STZ EXT animals when
compared with STZ SAL. This increase may occur through
the activation of glycogenesis and/or inhibition of processes

such as glycogenolysis and gluconeogenesis, all of which
are regulated by insulin [27]. The glycogen content in the
muscles of diabetic animal treated with the extract was not
affected by the treatments, suggesting that muscle tissue is not
significantly involved in glucose handling in this situation.

Dyslipidemia is frequently found among the complica-
tions in diabetic patients and represents a serious risk for
cardiovascular disease. The most common lipid abnormali-
ties found in patients with diabetes are hypertriglyceridemia
and hypercholesterolemia [28]. The levels of total cholesterol
and triglycerides increased in the diabetic animals of the
STZ SAL group. The treatment with the extract of M.
bella reduced the levels of TC and TG in animals in the
STZ EXT and CTL EXT groups when compared with STZ
SAL and CTL SAL, respectively. These results indicate a
possible beneficial hypolipidemic activity of M. bella extract.
The intake of flavonoids and other phenolic compounds is
associated with a decreased risk of cardiovascular diseases,
since these compounds are involved in lowering lipid levels
and decreasing LDL oxidation [20]. Among the multiple
effects of flavonoids, they have antioxidant properties as free
radical scavengers by chelating metal ions, thereby protecting
cells from free radicals and therefore lipid peroxidation [29].
Flavonoids may also reduce the oxidation of excess lipids in
blood circulation by ROS that can generate cardiovascular
problems [30, 31]. It can be suggested, therefore, that the
presence of flavonoids in the extract administered to the mice
may have affected lipid metabolism by lowering the levels of
triglycerides and cholesterol.

The extract of Myrcia bella did not alter the plasma
insulin levels of treated diabetic mice. These results indicate
a possible extrapancreatic action of the extract, as there was
no difference in basal insulin levels between diabetic mice
treated with saline and the extract.

In order to further investigate the mechanisms involved
in the reduction of blood glucose levels of diabetic animals
and in the increase in storage of glucose in the liver, the
expressions of some key proteins at the insulin signaling
pathway were analyzed. The PI3-K/AKT pathway is the
primary pathway activated by insulin through its receptor
(IR). Upon its activation, a cascade of events mediated by
protein-protein interactions takes place, which leads to the
metabolic actions of insulin. The PI3-K activated by insulin is
responsible, among other functions, for the phosphorylation
and activation of AKT, which, in phosphorylated form, is
responsible for both storing and preventing the degradation
of glucose in the liver [27]. The treatment with M. bella
in diabetic animals (STZ EXT) leads to an increase in the
expressions of IRS-1, PI3-K, and AKT in comparison with
the diabetic animals treated with saline (SAL STZ), indicating
that the hypoglycemic action of the extract, at least in
part, involves the activation of the insulin signaling pathway
involving PI3-K/AKT proteins. The molecular mechanisms
by which flavonoids and phenolic acids stimulate the expres-
sion of proteins are unknown, but this is a current found effect
described in the literature.

The data showed in this study indicates that the improve-
ment of glucose metabolism in STZ EXT should occur
through an increase in the expression of key proteins of the
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insulin pathway that activate the process of glycogenesis and
inhibit the processes of gluconeogenesis and glycogenolysis.
Moreover, the extract can act as a hypolipidemic agent, given
the decreased levels of serum lipids. The characterization of
the extract of Myrcia bella as a hipoglicemic and hypolipi-
demic agent opens an interesting field of investigation,
requiring further studies about the mechanisms involved.
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